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STREPTOZOTOSIN (STZ) iILE DIYABET
OLUSTURULMUS RATLARDA DOKU ARGINAZ
AKTIVITESI VE ORNITIN DUZEYINDEKI
DEGISIKLIKLER

Selda METIN', Selma Siier GOKMEN', M.Semih AYHAN?, A.Cemal AYGIT?, Sendogan GULEN'

CHANGES IN TISSUE ARGINASE ACTIVITY AND ORNITHINE LEVEL IN
STREPTOZOTOCIN (STZ)-INDUCED DIABETIC RATS

Summary: It has been known that, there is an increase in the catabolism of proteins and the excretion of urea nitrogen in
diabetes mellitus. The mechanism of this increase has not been revealed. In this study, we investigated the activity of arginase
which catalyzes the final step of the urea cycle and the level of ornithine which is the product of arginase to evaluate the role
of arginase in the elevation of protein catabolism in diabetes mellitus. The activity of arginase in the liver (p<0.001), kidney
(p<0.001) and spleen (p<0.001) of STZ-induced diabetic rats was significantly higher, and the activity in the brain (p<0.001)
was significantly lower than the control group. The levels of ornithine in the liver tissue from the diabetic rats were also
significantly higher than the control group (p<0.001). The levels of ornithine in the kidney, spleen and brain tissues were not
different in the diabetic and control rats. We may report that, in diabetes mellitus, an increase in the activity of hepatic
arginase may result in an increase in the elevation of the production and excretion of urea by increasing the urea cycle which
is one of the important stage of protein catabolism. An increase in the activity of extrahepatic arginase may play an important
role in the production of ornithine, a precursor for the biosynthesis of polyamines which increase the production of proteins.

Key Words: Arginase, ornithine, STZ-induced diabetic rats

Ozet: Diyabette protein katabolizmasinda ve iire azotunun atliminda énemli bir artisin varoldugu bilinmesine ragmen, bu
artigin mekanizmast heniiz aydinlatnlamamistir. Calismamizda streptozotosin (S1Z2) ile diyabet olugturulmug ratlarm gegitli
organlarinda iire dongiisiimiin son basamagm katalize eden arginaz enziminin aktivitesi ve onun tirtini olan ornitin diizeyi
incelenerek, divabette gozlenen protein katabolizmasindaki arngta arginazin rolii irdelendi. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda divabetik ratlarm karaciger (p<0.001), bobrek (p<0.001) ve dalak (p<0.001) dokularmdaki arginaz
aktiviteleri anlamli olarak daha yiiksek, beyin (p<0.001) dokusundaki arginaz aktivitesi ise anlamh olarak daha digiik
bulundu. Divabetik grubun karaciger dokusundaki ornitin dizeyi kontrol grubuna gére anlamh olarak daha yitksekti
(p<0.001). Buna kargihk, diyabetik ve kontrol grubu ratlarin bobrek, dalak ve beyin dokularimn ornitin dizeyleri arasinda
anlamlt bir fark bulunamad:. Diabetes mellitus 'ta karaciger arginaz aktivitesindeki artiy protein katabolizmasinin dnemli bir
safhasi olan tire dongiisini hzlandwarak iire olusumunda ve atluminda; bir artiya vol agabilecegini, karaciger digt
organlarin arginaz aktivitesinde gériilen artig ise proteinlerin iiretimini artiran poliaminlerin biyosentezinde onciil madde

olan ornitinin tiretiminde dnemli rol oynayabilecegini soyleyebiliriz.

Anahtar Kelimeler: Arginaz, ornitin, STZ-diyabetik rat
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GIRIS

Memeli iire siklusunun son enzimi olan arginaz
(L-arginin amidinohidrolaz; E. C. 3. 5. 3. 1),
argininin tire ve ornitine hidrolizini katalizler (1).
Arginaz baghca karacigerde bulunur ancak lre
siklusunun etkin olmadif; karaciger disi dokularda da
aktivitesine rastlandigindan (2), bu dokulardaki
girevinin poliamin biyosentezinde 6ncill molekiil
olan  ornitini  hiicrelere  saglamak  oldugu
diisiiniilmektedir (3,4). Memeli hiicrelerinde bulunan
alifatik poliaminler; (putresin, spermidin ve spermin)
hiicre biiyiimesi igin gerekli olup, transkripsiyon,
translasyon ve protein sentezinin  baglamasini
kolaylastirirlar (3).

Poliamin sentezindeki ilk basamak argininin
arginaz ile ornitine déniisiimiidiir. Daha sonra ornitin
dekarboksilaz aracih@n ile omitinden  putresin
olusumu saglanir (3.4). Insiilin-bagimli  diyabet,
artmig besin tilketimi, amino asid metabolizmasi ve
artmig kan glukagon/insiilin oram ile iliskili olup,
bunlarin tiimil re déngiisiiniin aktivitesini artirmaya
egilimlidir (6). Pankreatik glukagonun plazma
konsantrasyonunun kontrolsiiz diyabette artufin ve
bunun da iire dingiisii enzimlerinin aktivitesinde
artisa vol acabilecegi bildirilmistir (7). Bir baska
calismada glukagon inflizyonunun ire  siklusu
enzimlerinin  aktivitesinde artiga neden oldugu
gisterilmistir (8).

Eksojen olarak verilen argininin de diyabetik ve
normal  doku  arginaz artirdig
gosterilmistir  (9). Son yillarda diyabetik ~sigan
karacigerinde mangan gibi metallerin  arttig
gozlenmigtir (10). Arginazin yapisimin stabilitesi ve
aktivitesi igin Mn2+ ivonlarina ihtiyag vardir (11,12)
ve Mn2+ iyonlarinin uzaklastinlmas: enzimin 1siya
dayamkhligini ve katalitik fonksiyonunu azaltr (13).

aktivitesini

Bir baska calismada glukozun, in vitro poliamin
bivosentezini uyardig ileri stiriilmiigtir (14).

Diyabetik siganlarda bibrek ornitin dekarboksilaz
aktivitesinde bir artig oldugu ve poliaminlerin

divabetik renal hipertrofi ile iliskili olabilecegi
bildirilmigtir. ~ Diyabetik  karaciferde  omitin
dekarboksilaz aktivitesinin diisiik oldugu (15) ancak
instilin infiizyonunun karaciger ornitin dekarboksilaz
aktivitesinde bir artisa yol agtifn ileri siirilimiigtiir
(16).

Alloxan ile diyabet olusturulmus siganlarin
pankreasindaki poliamin konsantrasyonunda ise bir
azalma oldugu ve bu azalmanmin pankreatik arginaz
aktivitesindeki azalmayla yakindan iliskili oldugu
gosterilmistir (9). Pankreas {ire ddngiisiiniin diger
oldugundan, pankreatik
arginaz poliamin biyosentezine ornitin saglamada

enzimlerinden  yoksun

iinemli bir role sahip olabilir.

Bu galigmada diyabet
olusturulmus siganlarin karaciger, bébrek, dalak ve
beyin dokularindaki arginaz aktivitesi ve ornitin
diizeyleri incelenerek, arginazin diyabette gizlenen

streptozotosin  ile

protein katabolizmasi artigindaki rolii irdelenmistir.

MATERYAL VE METOD

Cahsma agirhiklar 280-340 gram arasinda degigen
30 adet Wistar albino cinsi erkek ratlarda
gerceklestirildi. Ratlar kontrol ve diyabetik grup
olmak iizere esit olarak ikiye boliindi ve her iKi
gruptaki kan glukoz diizeyleri glukoz oksidaz
yontemiyle tayin edildi. Daha sonra diyabetik
gruptaki ratlara kilogram bagina 65 mg streptozotosin
20 mM trisodyum sitrat tamponu (pH4.5) iginde
intraperitoneal verilerek diyabet olugturuldu. Kontrol
grubundaki ratlara ise sadece % 0.9'luk NaCl
¢izeltisi  intraperitoneal  olarak  cnjekte  edildi.
Diyabetik grupta hipergliseminin  varhgi  strip
aracithgiyla glikoziiri diizeyleri Olgiilerek diizenli
olarak takip edildi. Bir ay sonra ratlar eter ile anestezi
aluna alinarak karaciger, bdbrek, dalak ve beyin
dokulan g¢ikarldi.

Dokular soguk % 0.9'luk NaCl gozeltisi ile
tartldi  ve  Potter-tipi
10 kath soguk

yikanarak, ayn  ayn
homojenizatrde  agirhklarimin
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Tris/HCI tamponu (pH:8.05, 0.05 M) ile homojenize
edildi. Doku homojenatlart 4 °C’ta 11.000 x g’de 20
dakika santrifiij edilerek siipernatant alindi. Doku
arginaz aktivitesi Geyer ve Dabich metodu (17),
omitin diizeyleri Chinard metodu (18) ve protein
miktarlari Lowry yéntemi (19) ile tayin edildi.

Verilerin istatiksel analizinde Mann-Whitney U
testi kullanildi,

BULGULAR

Ortalama arginaz aktivitesi diyabetik ve kontrol
ratlarin  karacifer dokularinda sirasiyla 289.02 =+
70.61 U/mg protein ve 150.27 + 21.41 U/mg protein,
bobrek dokularinda 9.23 = 1.10 U/mg protein ve 3.92
+ 0.92 U/mg protein, dalak dokularinda 0.62 + 0.19
U/mg protein ve 0.27 % 0.10 U7mg protein ve beyin
dokularinda 0.42 £ 0.11 U/mg protein ve 0.67 = 0.10
U/mg  protein  olup, kontrol  grubu ile
karsilastinldiginda  divabetik ratlanin  karaciger
(p<0.001), bobrek (p<0.001) ve dalak (p<0.001)
dokularindaki arginaz aktiviteleri anlamh olarak daha
yitksek, beyin (p<0.001) dokularindaki arginaz
aktivitesi ise anlamh olarak daha dusiiktii (Tablo I).
Ornitin  diizeyleri ise diyabetik rat Karaciger
dokularinda 0.05 £ 0.02 mmol/mg protein, kontrol rat
karaciger dokularinda 0.02 = 0.003 mmol/mg protein
olup, diyabetik gruptaki ornitin diizeyleri kontrol
grubuna gore isitatiksel olarak daha yiiksekt
(p<0.001) (Tablo I). Diyabetik ve kontrol ratlarin
bobrek, dalak ve beyin dokularindaki ornitin
diizeyleri arasinda anlamli bir fark bulunamad.

TARTISMA

Memelilerde amino asidlerin amino gruplarinin
uzaklastirilmasindaki baslica yol; karacierde iire
dingiisiiniin ~ son
basamaginda argininden {ire ve omnitin olusumunu
katalize eder (1). Arginaz bashca karacigerde
bulunmakla birlikte, diger bazi doku ve hiicrelerde de
aktivitesine rastlanir (2).

sentezidir.  Arginaz;  ilre

Ure atihminda bir artis ile karakterize olan bazi

durumlarda lire siklusundaki enzimlerin
aktivitelerinde de adaptif degisiklikler meydana gelir.
Ornegin, yitksek protein diyetine (20) ve glukagon
verilisine (8) yamit olarak sigan karacigerindeki

arginaz aktivitesinde artig saptanmistir.

Diabetik sigan  karacigerinin amino  asid
konsantrasyonunda bir artis oldugu bildirilmistir (21).
Diyabette {ire olusumunda da bir artisin bulundugu in
vivo olarak gosterilmistir. Insiiline bagiml diyabet
besin titkketiminde, aminoasid metabolizmasinda ve
kan glukagon/insiilin oraninda artis ile karakterizedir
(6). Kisacas: diyabette protein katabolizmasinda ve
fire  azotunun  atthminda
bulunmaktadir. Ancak bu artisin
mekanizmasi heniiz bilinmemektedir.

dnemli  bir arls
molekiiler

Bu calismada STZ ile diyabet olusturulmug
ratlanin karaciger, bisbrek, dalak ve beyin dokularinda
arginaz aktivitesi ve ornitin diizeyleri incelenerek,
diyabette gézlenen protein katabolizmas: artiginda
arginazin rolii irdelenmistir. Calismanizda diyabetik
ratlarin karaciger (p<0.001), bdbrek (p<0.001) ve
dalak (p<0.001) arginaz aktivitelerinin  kontrol
grubundaki ratlara gore anlamli olarak daha yiiksek
olduklar Karaciger
aktivitesindeki artig, karacigerin iire déngiisiinden
sorumlu baslica organ olmasi nedeniyle, diyabette
artmig Gire olusumu ve atihmindan sorumlu olabilir.

saptanmistir. arginaz

Karaciger  digindaki arginazin  poliamin
bivosentezi i¢in &nciil madde olan ornitini saglamada
bir rol oynadig ileri siiriilmiistiir. Poliaminler, hizla
biliinen ve copalan hiicrelerde fazla miktarlarda
sentezlenen organik katyonlardir (3,5). Alifatik
poliaminler; putresin, spermidin  ve spermin,
transkripsiyon ve protein sentezinin baglama
safhasini kolaylastirarak, protein iiretiminde &nemli
rol oynarlar (5). Poliamin sentezinde ilk reaksiyon
arginaz aracihifiyla argininden ornitin olusumudur.
Bir sonraki basamakta ise regiilattr enzim olarak
kabul edilen ornitin dekarboksilaz, ornitinin putresine

diéniisiimiinii katalize eder (3,5).
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Tablo 1. $TZ-Diabetik ve kontrol ratfarin karaciger, bobrek ve beyin dokusu arginaz aktiviteleri

Grup n Karacifer x + SD | Bibrek x + SD Dalak x £ 5D Beyin x £ 5D

Divabetik Arginaz (U/mg 15 289 £ 70.6* 9.2311.10* 0.62+0.19% 042+0.11*
protein}

Divabetik Omitin (umol/mg 13 0.05 £ 0.02* 0.10+0.02 0.02+0.008 0.07£001*
protein}

Kontrol Arginaz (Ufmg 15 150+21.4 3924092 027+0.10 0.67£0.10
protein)

Kontrol Ornitin (pumol/mg 15 0.02 +0.003 0.09 £0.02 0.02 £ 0.009 0.06+£0.02
protein)

+p<0.001

Calismamizda ornitin diizeyleri diabetik ratlann
sadece karacier dokularinda kontrol grubuna gire
artmig bulundu (p<0.001). Ure siklusundan sorumlu
olan Kkaracigerde, divabetik durumda arginaz
aktivitesinde gbzlenen artigin, ornitin diizeylerinde de
bir artisa yol agmasi beklenebilir, zira arginaz,
argininin, iire ve omiline hidrolizini katalizleyen
enzimdir. Bu bulgu diyabetik sigan karacigerinin
ornitin  dekarboksilaz  aktivitesinde bir
oldugunu giésteren ¢alisma (15) ile tutarhdir. Bu
diyabetik rat karacigerinin
aklivitesinde gozlenen artigin  {re ve ornitin
sentezinde bir artisa yol agabilecegini ancak
karacigerdeki poliamin biyosentezinde ¢ok Snemli bir
roliiniin olamayacagim styleyebiliriz.

azalma

sonuglarla, arginaz

Calismamizda diyabetik ratlarin bbrek ve dalak
dokularmin  arginaz aktivitesindeki artisa ragmen,
ornitin  diizeylerinde bir degisiklik saptanmamig
olmasi bu dokularda ornitinin poliamin biyosentezi
igin kullanildi@ diisiincesini desteklemektedir.

Akciger kanserli kiigiik hiicreli tipi dis1 ve malign
cilt kanserli hastalanin timdr dokularindaki arginaz
aktivitesinde ve omitin diizeylerinde bir artis oldugu
gosterilmis ve bunun poliamin {iretiminde ve
karsinogenezde onemli rol oynayabilecegi ileri
stirlilmiistiir (22,23). Kanser hiicrelerinde poliamin
diizeylerindeki ve ornitin dekarboksilaz
aktivitesindeki artisa (24-29) dolayisiyla ornitinin
poliamin sentezi igin daha gok kullamhyor olmasina
ragmen hiicrede ornitin diizeylerinin yiiksek kalmas,
kanser hiicresinde artmis, kontrolstiz bilylime ve

béliinme ile aciklanabilir. Hiicrede artnus arginaz
aktivitesinin kanser patogenezinde rolii olabilecegi
gibi, kanserli hiicrede artnuig bilylime ve béliinme de
arginaz proteininin sentezinde artisa yol agiyor
olabilir.

Diyabetik ratlarin bibrek ve dalak dokularinin
arginaz aktivitesindeki artigin  hiicreye poliamin
sentezi igin dncill madde olan ornitini saglayarak,
protein iiretiminde ve izleyen katabolizmasinda bir
artisi baslatmada rolii olabilir.

Diyabetik siganlarin bébrek ornitin dekaboksilaz
aktivitesinde bir artis oldufu ve poliaminlerin
diyabette gozlenen renal hipertirofide Gnemli rol
oynayabilecekleri ileri stirlilmiistiir (15).

Arginaz pankreatik protein sentezinde de Gnemli
bir role sahip goriinmektedir. Poliaminlerin pankreas
adaciklarinda yiiksek konsantrasyonlarda bulundugu
(14) ve alloxan ile diyabet olusturulmus si¢anlarda
pankreastaki poliamin konsantrasyonunda bir azalma
oldugu (9,30), bu azalmamn dokudaki arginaz
aktivitesindeki kayip ile iligkili oldugu bildirilmigtir
(9). Ayrica putresin ve spermidinin in vitro insfilin ve
protein biyosentezi igin gerekli oldugu (31) ve bu
nedenle arginazin insiilin biyosentezinin regiilasyonu
ve sckresyonu ile de iliskili olabilecegi ileri
siirilmiistiir (9). Bir bagka g¢aligmada ise cksojen
argininin giigli  bir insiilin salgilaticisi  oldugu
bildirilmistir (32). Argininin bu etkisinde insiilin
biyosentezinin regiilasyonu ve sekresyonunda gorev
alan poliaminlerin biyosentezi igin ornitin saflamas
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onemli rol oynayabilir. Eksojen verilen arginin ayni
zamanda diyabetik ve normal siganlarin doku arginaz
aktivitesinde artisa vol agtifi da gosterilmistir (9).

Cahsmamzda  diyabetik  ratlarin bevin
dokusundaki arginaz aktivitesi kontrol grubuna gore
daha diistik bulunmustur (p<0.001)., Amino asidlerin
katabolizmasindan kaynaklanan amonyagm
uzaklastinlmas: i¢in bashca yol karacigerde iire
olusumu iken, beyinde glutamin olusumudur. Beyin
dokusunda da tire olusturulabilir ancak bu amonyagin
uzaklastinlmasinda  6nemli rol oynamaz (20).
Glutamin olusumu igin Onciil molekiil sitrik asid
dongiistiniin bir iiyesi olan a-ketoglutaratur, Ure
déntisiiniin bir ra maddesi olan fumarat aracilifiyla
iire ve sitrik asid dongileri birbirine kenetlenmigtir
(33). Diyabette artmig iire dongiisii, sitrik asit
dingiistine daha ¢ok ara madde saglayarak, a-
ketoglutarat iiretiminde ve beyin tarafindan bu a-
ketoglutaraun  amonya@in  uzaklastiilmas:  igin
kullamlmasinda artisa yol agabilir. Bdyle bir
durumda beyinin lire dongiisiine olan gereksinimi
daha da azalacagindan arginaz aktivitesinde bir
diisme beklenebilir.

Sonug olarak diyabette karaciger arginaz
aktivitesinde goriilen artisin protein katabolizmasinin
dnemli bir safhasi olan {ire olusumunda ve atiliminda
bir artisa yol agabilecegini, karaciger dis1 organlarin
arginaz aktivitesinde goriillen artisin ise poliamin
biyosentezinin énciil maddesi olan ornitini saglamada
énemli rol oynayabilecegini soyleyebiliriz.
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