~ Trakya Oniversitesi Tip Fakiltesi
Dergisi:15(2):77-81,1998

Deglslk Glukoz Konsantrasyonlarmm
Erltrosn Arglnaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Aydm AKGUN', Erol (;AKIFI' , Sendodan GULEN®

ozgr:

Amag :Bu ¢ahgmamuzda,tip Il diabetik ha.ﬂ‘alann erilrosil arginar aktiviteleni uzerine, inkiibasyon
Mmm bulunan m.ﬁllbl.NaF (Sodym Florir) ve deg:;:k konsantrasyonlardaki glukozun etkilerini aragtirmay
Gereg ve yontemler :10 Diabetik hasta ve 10 saghhh kiyi grubundan alinan eritrositler serumlariyla
birhhc 37 °C'de 24,48 ve 72 saat inkitbe edilmigtir. Ayrica inkibasyon ortamindaki serumlarin bir bolimiine
NaF, bir boliimiine inxilin ve dedigik mikiariarda glnkoz konmugtur.

o fnhlbmyon sireleri sonunda ,eritrosit arginaz aktivitelenn TDMU (Tiyosemikarbazid Driasetil Monoksim
Ure) yontemiyle, ortamda kalan glukoz diizeyleri heksokinaz yontemiyle spektrofotometrik olarak olgulmiistir

Istatistiksel analizler icin NCSS program ile “"Mann Whitney-U-"' testi kullanilmgtir.

Bulgular:Diabetik lnr.ma grubu ile kantrof grubunun baglangic dederieri arasinda anlamit bir fark
bulunmamakiadir

Inkibasyon sirelerime gére gruplar karsilagtinildiginda 24. saatte NaF ekienen gruplarda daha fazla
oimak drere  biltin gruplarda istatistikse! olarak anlamii artiglar gozienmigtir 48.ve 72. saatlerde NaF eklenen
gruplar,yiiksek arginar aktivitelerini korurken ,diger gruplarda aktivite digmeye baglamakia ancak by dugiiy gluko:
konsantrasyonu yiikseldikce daha az olmaktadhr.

Insilinin, diabetik grip ve konsrol grubu arginaz aktiviteleri sizerine anlamii bir etkisi gézlenmemigtir.

Tartyma:Insiilin varlifi eritrositlerde arginaz aktivitesini ve glukoz kullammn degigtirmemektedir Buna
kargin.inkilbasyon ortamindaki glukoz diizeyinden enzim aktivitesi etkilenmektedir. Bu etki ,glikolizi inhibe eden NaF
ilavesinden sonra,enolaz’in inhibisyonuna bagh olarak glukoz birikimine neden olmas: sonucunda agikca
gozlenmektedir.

Bu bulgular,eritrosit arginaz aktivitesinin kan glukoz diizeyi ile diizenlenebilecegini gostermektedir.

Anahtar sbzciikler:Arginaz, glukoz, insulin, sodyum floriin(NaF ). diabes.

SUMMARY:

THE EFFECT OF VARYING GLUCOSE CONCENTRATIONS UPON THE ERYTHROCYTE ARGINASE
ACTIVITY

Purpose: In this work we intented to investigate the effect of insulin, NaF {sodium fluoride) and different
glucose comcantrations,added to the incubation media,upon the activites of the erythrocyte arginases of rvpe Il
diabetec subjects.

Materials and Methods: The erythrocytes obtained from 10 type Il diabetic patients andl0 healty persons,
were incubated in their serums a1 37°C for 24 , 48 and 72 hours. Some of the serums also contained NaF . insiilin
and glucose in different concantrations . At the and of the incubanon periods , eryihrocyte arginase activilies were
measured by TDMU (Thiosemicarbazide diacetii monooxim urea)method.Glucose levels, on the other hand
determinations were carried out by the hexokinase procedure; spectrophotometrically. The statistical analyses were
accomplished by using NCSS programme and Mann whitney U test .

Results:At the beginning .no significant differences were found between the diabetic and healty
groups. When the groups were computed with each other on the basis of incubation periods;each group showed
significant increases . NaF aeddition augmentied the elevations .drastically without any droubt. At the end of 48" and
72 hours . Whereas NaF added fractions remained high.Increased glucose concantrations prevenied the decrease in

the enZyme activities. ln:uhu did not show significant effect upon the activities of erythrocyte arginase levels of the
both groups .

c:mmm Tht presence of insulin did not change arginase activities in erythrocytes and the unhization of
glucose.On the contrary ,the glucose level of incubation medium influenced the activity of the enzyme. This effect was
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clearly observed afier the addition of NaF wh:ch inhibits glycal'y:is mnumlfy leading to glucose accm!aﬁon due

to block of enolase .

The results indicated that erythrocyte arginase activity might be ugufﬂled by blaod glumu Ievst
Key words:Arginase, glucose,insulin,sodium floride(NaF),diabetes.

GiRIS
Arginaz (L-Arginin ammnhldmlaz EC
3.5.3.1),are donguslnitn son basamafinda
argiminin, ire ve ornitine doniigdmin{i katalize

eden enzimdir.!2 Arginaz enziminin yarilanma
omrii 4-5 giindir ve en ¢ok olarak iire sentezinin

gerceklest @i karacigerde bulunmaktadir.® Fakat
re déngiisiintin ger¢ceklesmedigi birgcok dokuda
da arginaz aktivitesine rastlanmaktadir.(2,4-7)
Diabette insillinin yetersizlifi veya
etkinliginin azalmasi sonucu protemnlerin yikimi

artmistur. 8- 10 Ayrica hiperghseminin varlig
proteinlerin  non-enzimatik  glikozillenmesine
yol acmaktadir. Yapilan ¢alismalarda baz
enzimlerin ve diizenleyici molekillerin de
glikoziliendikler1 ve bu olayin hem in vivo, hem
in vitro gerceklestigi gosteritmigtir.(11)

Bu c¢aliymamizda tip Il diabetik
hastalarin eritrosit arginaz aktiviteler1 ve 37°C
inkiibasyon ortamindaki degigimlen
incelenmigtir. Ayrica inkilbasyon ortaminda
tarkli glukoz konsantrasyonlarinmn ve insiilin ile
glikolizi enolaz asamasinda inhibe eden sodyum
flortiriin  (NaF)'* eritrosit arginaz  aktivitesi
izerine etkilerinin arastirrimas: amacglanmistir.

hastalar en az 3 yil 8nce diabet tanisi konmusg ve
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Polikliniginde izlenmekte olan, insiilin tedavisi
gerektirmeyen yas ortalamalari 5517,4 olan 36-

68 yaglar arasindaki hastalardan, kontrol grubu

ise yas ortalamalar 4815,3 olan 17-65 yaglar
arasinda yer alan  saghkli  kisilerden
olugmaktaydi. Bu kisilerin, gece boyu acghk
sonrasi sabah saat 9.00-11.00 arasinda ventz
kanlari antikoagulant olarak heparin iceren
tiiplere toplanmigtir. Diabetli hasta ve kontrol
grubu olarak onar kisgilik gruplar.incelemeye
alinmigtir. Alinan tiim Omeklerin Oncelikle

- glukoz dlctimleri yapiimistir.

Her iki grubun baglangic eritrosit
arginaz aktivitelenni Olgmek iizere birer tiipe
hemolizat hazirlanmigtir. Sonra inkiibasyon
ortamihda insiilin ve NaF’in etkilerini saptamak
amaciyla her tki grup Uge aynlarak bir
bolimiine 0,16 iinite/ml.kan insiilin, bir
béliimiine de 2 mg/ml.kan NaF eklenmis, diger
alt gruba ise herhangi birgey eklenmeden 37°C’
ta su banyosunda inkiibe edilmiglerdir. Bu
kanlardan 24. saat, 48. saat ve 72. saatlerde
hemolizat hazirlanarak  eritrosit  arginaz
aktiviteleri bl¢iilmis, ayrica glukoz kullanimini
saptamak amaci ile elde edilen plazmalardan

GEREC ve YTONTEMLER glukoz Slclimii yapilmigtir.
Bu ¢alismaya tip I diabetli hastalar ve
kontrol gruplari ahinmistir. Tip [ diabetli
DENEY DUZENI
KONTROL DIYABET

iﬂﬂve.i‘f_‘? }mﬁﬁn %aF )Lvesrz Im| iin 3
-24 saat -24 saat }--24 saat -24 saat --24 saat -24 saat
--48 saat --48 saat --48 saat -48 gaat --48 saat .48 saat
--72 saat --72 saat --72 saat -72 saat --T2 saat -72 saat

Glukozun  inkitbasyon  ortaminda miktarda glukoz eklenmistir. Bunlarda, yine

eritrosit arginaz aktivitesi Uzerine etkisini hem insiilinli, hem NaF’lt gruplara ayrilarak 37
inceleyebilmek amac: ile de kontro} grubu °C'ta su banyosunda inkiibe edilerek 24.saat,
kanlann kendi iginde yeniden 4 alt gruba 48. saat ve 72. saatlerde eritrosit arginaz
aynilmig, 1. alt gruba glukoz eklenmemis ve aktivitelerine  bakilmak Uzere hemolizat
kendi igcerdigi glukoz miktariyla inkiibasyona hazirlanmigy ve plazmalanindan da glukoz
birakilmig, 2. alt grup 200 mg/dl, 3. alt grup 400 o |

mg/dl ve 4. alt grup 800 mg/dl glukoz icerecek
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Aynca  inktibasyon ortaminda
bakterivel  kontaminasyonun  etkilerinden
korumak amaciyla bOtiln tiplere 10.000 U/ml.
kristalize penisilin ve 0.4 mg/ml. gentamisin
konmustur,

Erltms-ltlerin arginaz aktivitesi, substrat
olarak kuilanilan argininin, arginaz enzimiyle
hidrolizi sonucu olugan tire miktannin TDMU
(Tiyosemikarbazid Diasetii Monoksim Ure)
yontem: uygulanarak spektrofotometrik olarak
Olgtilmesi ile saptanmigtir.(13)

Arginaz aktivitesinin 1 Unitesi; gram
hemoglobin bagina umol ire/ml./dk. olnrak
hesaplanmigtir.

Hemoglobin  §Siclmieri,  Drablkin
¢Ozelusi ile manuel olarak; glukoz &igiimien
Dupont ES Dimension marka otoanalizbrde

‘Dupont'un,heksokinaz yontemi ile Sl¢iim yapan

Kitleriyle gahgiimistr.

. Istatistikse]l analizler icin NCSS
programi  ile "Mann  Whitney'U" testi
kultam lmigtir.

- BULGULAR |

Caligmamizda tip Il diabetik hastalarin
ve kontrol gruplanmn eritrosit arginaz
aktiviteleri ilzerine inkibasyon ortamindaki
inglilin ile eritrositlerde glikolizisi inhibe eden
sodyum florliriin (NaF) ve degisik glukoz
konsantrasyonlarinin  etkileri  incelenmistir.
Diabet ve kontrol gruplannin  arginaz
aktiviteleri, inkiibasyon slirelenn ve glukoz
konsantrasyonlan acisindan birbirleriyle
kargilagtiriimistir. Driabetik hasta gruby
tle kontrol grubunun baslangi¢ eritrosit arginaz
aktiviteieri birbirine ¢ok yakindir ve anlamii bir
fark bulunamamgtir (p>0.05).

Tabto I: Diabetli ve kontrol grubunun baglangi¢ ve inkiibasyon siirelerine gore eritrosit arginaz
aktiviteleri. (U/gr.Hb/dk)
INKUBASYON SURESI

| | Baglangc 24 Saat 48 Saat 72 Saat

(-) 61.6¢11.2 76.0412.2 61.6t114 48.448. 1

DIABETIK {nstlin(+) 61.621].2 74.6113.5 65.2114.4 48.2110.5
NaF (+) 61.6111.2 81.5%15.] 81.3416.0 74.3412.6

- (-) 60.916.7 71.617.3 58.147.0 46.614.7

Kontrol Instilin(+) 60.916.7 71.747.5 57.947.4 45.844.3
NaF (+) 60.946.7 78.418.7 75.047.6 75.249.7

Insiilin (+) 0.16 U/mi insiilin eklenmis, NaF (+) 2 mg/ml NaF eklenmis, (-) ikisinden herhangibiri
eklenmemis.

Tablo I1: Glukoz konsantrasyonuna ve inkiibasyon siiresine gore eritrosit arginaz aktiviteler:

(U/gr.Hb/dk)
iNKUBASYON SURESH
- 24 Saat 48 Saat 72 Saat
(-) 60.946.7 71.347.5 61.345.5 50.945.4
Kontrol 1 Instlin(+) 60.946.7 73.046.6 62.5146.8 53,4458
(200mg/d] NaF (4) 60.916.7 76.515.8 77.618.2 78.848.1
glukoz) | | |
(-) 650.946.7 72.846.8 68.515.2 56.314.4
Kontrol 11 Instlin(+) 60.916.7 69.315.5 67.545.7 58.144.8
(400 mg/dl NaF (+) 60.946.7 79.849.6 78.248.6 77.648.9
glukoz)
(-) 60.926.7 72.146.3 68.249.7 62.248.7
Kontrol Il Instlin(+) 60.946.7 69.546.0 67.046.0 61.6+8.9
(800 mg/dI NaF (+) 60.9146.7 79.3410.1 78.248.4 80.549.2

ekienmemiy.

Trakya Universitesi Tip Fakiltesi Dergisi 15(2): 1998

m'ﬁlm ( +) 0.16 U/mi im'ﬂlm eklénmx.s, NaF ( +) 2 mg/ml NaF eklenmis, (-) ikisinden herhangi biri
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Tablo I ve Tablo II'de; inkiibasyon
siirelerine gbre gruplar kargilagtinldidinda
24 saatte, NaF eklenen gruplarda daha fazla
olmak iizere  Dbiitin gruplarda arginaz
aktivitesinde artma gOrillmlly ve bu artig
baglangi¢ aktivitesine gére NaF eklenen
gruplarda (p<0.005) ve diger gruplarda (p<0.05)
istatistiksel  olarak  anlamli  degerlerde
bulunmustur. |

48. ve 72. saatletrde NaF ekienen
gruplar yilksek arginaz aktivitelerini korurken,

diger gruplarda aktivite digmeye baglamakta,
ancak aktivitedeki bu disis ortamdaki glukoz
Imnsantrasym:: yiikseldikge daha az olmakta ve
arginaz aktivitesi glukoz konsantrasyonuna
paralel olarak daha fazla korunmaktadsr.
Inktibasyon ortamindaki msdlmm ise

“higbir kontrol grubu ve diabetik grubun arginaz

aktivitesi - Uzerine anlamh  bir  etkisi
gﬂzlanmemi'sﬁr(p>-0.0~5)'. | R

Tablo III:Gruplarin inkiibasyon siirelerine gére ortamda kalan glukoz miktarlari {(mg/dl)

GLUKOZ ORTALAMALARI » -
Baglangi¢ 24 Saat 48 Saat 72 Saat
(-) 182 24 0 - 0
DIABETIK Instlin (+) 182 17 0 0
NaF (+) 182 146 136 116
(-) 82 0 0 0
Kontrol Instilin (+) 82 0 0 ¢
NaF (+4) 82 59 54 40
| (-) 200 33 0 0
Kontrol 1 instilin (+) 200 30 0 0
(200mg/dI NaF (+) 200 155 146 115
glukoz)
(-) 400 200 103 33
Kontrol 11 Instiin (+) 400 189 86 58
(400mg/di NaF (+) 400 308 293 266
glukoz)
(-) 800 529 441 366
Kontrol Il [nstllin (+) 800 536 452 34]
(800mg/dl NaF (+) 800 639 579 353

glukoz) | . | |

Inssilin (+) 0.16 U/ml insiilin eklenmis, NaF (+) 2 mg/ml NaF eklenmis, (-) ikisinden herhangibiri

eklenmemis.

Calismamizda tespit ettifimiz diger bir
sonug ta, 37°C'de inkiibasyona birakilan kanlara
2 mg/m} NaF eklendiginde,glukozun 24 saatte
P 75-80 , 48 saatte % 65-70 ve 72 saatte de %
50-60 oranlarinda korundugudur. Instlinin
eritrositlerin - glukoz kullammina bir etkisi
goérilmemistir.

TARTISMA VE SONUC

Buigularimiz degerlendirildiginde
eritrosit arginaz aktivitesinin glukoz
konsantrasyonuna paralel olarak etkilendigi
gorilmektedir.
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Pankreas adaciklarinin  inkilbasyon
ortaminda defisik glukoz konsantrasyoniarinda
poliamin duizeyleri ile ilgihi yapilan baz
cahismalarda - yilksek glukoz
konsantrasyonlarinda poliamin diizeylerinin de
daha yllksek oldugu saptanmistir(14.16). Ayrica
poliaminlerin arginaz enzimi iizerine aktivatdr
etkisinin  oldugu  ileri  striilmtisgtiir. 17
Dolasimdaki poliaminlerin % 95'ten fazlasinin
eritrositlerde  bulundugu, ancak ornitiiden
putresinin  ve  dolayisiyla poliaminlerin
sentezlenmesini saglayan ornitin dekarboksilaz
aktivitesinin eritrositlerde saptanamadifi ve
Trakya Universitesi Tip Fakiltesi Dergisi 15(2):1998



DEGISIK GLUKOZ KONSANTRASYONLARININ ERITROSIT ARGINAZ....

eritrositlerin, poliamin tagiyicis gibi gbrev

yapngl bildirilmigtir.(18)
Differ  yandan yﬂksek glukaz

konsantrasyonlarmda, eritrositlerdeki bircok
madde ve eritrosit membran proteinieri

glikozillenebilmekte, yapr ve  islevien
defigebilmektedir - (11,19,20).  Arginazin
aktivitesini etkileyen baz: bilesiklerin de
glikozillenebilecegi ve  yliksek  glukoz
konsantrasyonlarmmda  arginaz  aktivitesinin
artigindan sorumlu olabilecegi dtislintlebilir.

Sonug olarak bu ¢aligmamizda, eritrosit

argmaz  aktivitesinin  ortamdaki  glukoz

konsantrasyonundan  gtigld  bir  sekilde
etkilendigi, ortama NaF katilhiminda,
eritrositlerdeki glikolizisin enolaz basamaginda
inhibe edilmesi nedeniyle (12) ortamdalk
glukozun  kullanilamayarak daha yliksek
kalmas) sonucu arginaz aktivitesinin de yiiksek
diizeyde oldufu, ortama insillin eklienmesinin
ise eritrositlerin arginaz aktivitesine ve glukoz
kullamimina bir etkisinin olmadif: gdzlenmistir.
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