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1. GIRIS VE AMAC

Proteinlerin 6zel enzimler (glikozil transferaz) aracilifi ya da
enzim araciligi olmaksizin (nonenzimatik) karbohidrat molekiillerini bagla-

mas1 glikozillenme (glikozilasyon) olarak adlandirilir.

Nonenzimatik glikozillenme, proteinlerin N-terminal amino ve
lizin aminoasitlerine ait Z-amino grubuna seker kalintilarinin (glukoz,
galaktoz, mannoz, fukoz, fruktoz, riboz, sialik asidler) fosforillenmis sekil-
lerinin serbest karbonil gruplar: ile baglanmasidir. Proteinlerin non enzi-
matik glikozillenmesi onlarin yap1 ve fonksiyonlarinda gesitli degigiklikle-
re yol agmas:i bakimindan oldukg¢a 6nem tasiyan bir reaksiyondur. Bu
nedenle organizmanin ¢egitli proteinlerinde nonenzimatik glikozillenme
olay1J gerek in vivo - gerekse in vitro olarak aragtirilmigtir. Bu proteinler

Tablo 4’de gosterilmistir.

Kollajen ile birlikte bag dokusunun major proteinlerinden olan
elastin organizmada 6zellikle ligamanlarda ve biiylik arter geperlerinde
yiiksek oranda bulunur. Bir skleroprotein olarak suda g¢éziinmez; gesitli

proteazlara asid ve alkalilere karg: direnglidir.

Elastin uzun yillardan beri bir ¢ok aragtirmacinin ilgisini ¢ek-
mig, yapis1 ve fonksiyonlar: izerinde gegitli galigmalar yayinlanmigtir. Son
yillarda 6zellikle ateroskleroz olmak iizere bir gok hastalikla olan iligkisi -

inceleme konusu olmusgtur.



Yine proteinlerin nonenzimatik glikozillenmesi gliniimizde
gerek diabet gerekse ileri yaglarda goriilen gegitli metabolik bozukluklarin

6nemli bir etkeni olarak gérilmektedir.

Bu ¢aligmamizda elastinden kismi hidroliz ile elde ettigimiz ¢6zii-
niir elastin tlirevinin in vitro nonenzimatik glikozillenme 6zelligini incele-
yerek yukarida kisaca bahsettifimiz aragtirmalara bir katkida bulunmay:

amagladik.

Elde ettigimiz bulgular: sunmadan 6nce konu ile ilgili baz1 genel

bilgileri vermeyi uygun gordiik.



II. GENEL BILGILER

1. ELASTIN
1.1. GENEL BAKIS

Omurgal: viicudunun g¢egitli hareket fonksiyonlarinda uzayip,
biikiilebilmesi i¢in icerisinde esneyebilir materyallere agikar olarak ihtiya-
ct vardir. Bu nedenle omurgalilarin viicudu elastik 6zellige sahip gesitli
dokular ihtiva eder. Dokularin bu o6zellikleri ekstraselliiler matri'ksde
bilyiik oranda elastik lifler igermelerinden ileri gelir. Elastik lifler kantita-
tif olarak ufak miktarlarda olmalarina kargin deri, biiyiik arterler, akciger
parankimasi ve baz1 6zellesmis ligamentlerde oldugu gibi bir kisim dokuda
total agirlifin 6nemli bir kismin: tegkil eder. Isik mikroskopunda elastik
lifler yuksek oranda 151k kirici 6zellige sahiptir ve karakteristik boyama
reaksiyonlar: ile teghis edilebilirler. Bunlarin arasinda orsin, rezorsin-fuk-
sin, hematoksilin, anilin ya da difer multikomponent boyalar sayilabilir.
Bu boyalar elastik lifler i¢in nispeten spesifik olmalarina kargin ultrastriik-
tiirel analizler igin belirli bir ayirim meydana getirmez. Elastik liflerin
elektronmikroskopu ile yapilan incelemeleri morfolojik olarak ayird edile-
bilen iki komponentten olugtugunu gdstermistir. Bunlar amorf komponent
ve mikrofibriler komponenttir. Amorf komponent diizenli olarak tekrarla-
yan birimlerden olugmus bir yapi1 gostermez, olgunlagmig liflerin % 90’1in-
dan daha fazla bir kismini1 olusturan mikrofibriler komponent ise ortalama

10-12 nm boyunda kiigiik liflerden ibarettir. Amorf komponentin periferin-



de lokalize olmusgtur.

Elastin adi yukarida kisaca &zellikleri belirtilen yapinin amorf
komponentini olugturan ve elastik 6zelliklerden sorumlu olan protein igin
kullanilir(20,29,42,44,76,100).

1.2. ELASTININ YAPISI VE BIOSENTEZI

Elastin organizmada kollajen ile Birlikte bag dokusunun major
proteinidir. Kollajenin beyaz bag dokusunun ana proteini olmasina kargin
elastin sari1 Bag dokusunda hakim proteindir. Boylece kollajen Ashilles ten-
donunda elastinden 20 kere daha fazla bulunurken, sar1 lugamentum nuc-
haeda elastin kollajenden 5 kez daha fazladir(100).

Elastin saf halde iken soluk sari renktedir ve ultraviyole 1gikta

mavimsi bir fluoresans gdsterir.

Kollajen gibi mezenkimal kaynakli bir proteindir. Fakat suda
kaynatmak ile jelatin gibi suda ¢6ziinebilen bir sekle dontigmez. Tripsin ve
kimotripsin gibi proteazlara, ayrica asid ve alkalilere kargi direnglidir.
Ancak elastaz adli 6zel bir pankreas enzimi ile sindirilebilir. Pepsinin ise
pH:1.2 de elastazin 1/8’i oraninda elastoliz etkisi oldugu saptanmigtir(3).

Elastinin yapisinin aydinlatilmasi ile ilgili ¢aligmalar oldukga
eski tarihlere kadar uzanir. Bu ilk ¢aligmalardan birinde 1902’de Richard
ve Gies yayinladiklari bir raporda elastinin kaynar suya ve alkali etkisine
kargi direngli oldugunu ileri stirdiiler(71). Bu arastirmacilar ayrica elastin
peptidlerinin 1sitildiklar:i zaman agregatlar olugsturduklarini ve bunun elas-
tinin igermis oldugu yiksek orandaki non polar amino asidlerden kaynak-
landigini belirttiler. Daha ilerki yillarda yapilan bir aragtirmada Lloyd ve
Garrod elastin ve kauguk arasinda yapisal benzerlikler oldugunu ileri siir-
diler(SS).

Elastinin dokulardan izolasyonunda ilk olarak kullanilmaya bas-



lanan metodlar nispeten gok fazla spesifik olmayan ekstraksiyon yontemle-
ridir. Lansing ve arkadaglari bu gekilde aortik dokudan sicak alkali mt‘la-
melesi yolu ile saf elastin elde ederek &6zelliklerini belirttiler(54). Bu tiir
ekstraksiyon iglemleri elastini biiyiik miktarlarda igeren ligamentum nuc-
haea ve biiyiik arterler gibi dokularda oldukg¢a tatmin edici sonuglar ver-
mektedir ve hazirlanan preparatlarin elektron mikroskopu incelemeleri ile
amino asid kompozisyonlar1 bu gériintigit dogrulamaktadir(76). Buna karsi-
Iik fetal akciger parenkimi gibi elastin miktarinin az oldugu dokularda bu
metodlar ¢ok iyi sonug vermemektedir.Elastinin bu gibi dokulardan kuvvet-
li ekstraksiyon iglemleri ile izolasyonu ise peptid baglarinda parcgalanma,
gapraz bagli amino asitlerde degisiklik, mikrofibriler komponéhtte harabi-
yet gibi olaylara yol agmaktadir. Bunu o6nlemek amaci ile daha ilimh
metodlar gelistirilmigtir. Bu tiir y6ntemlerden biri dokularin 5M guanidin
ile ekstraksiyonudur. Bu iglem ile ¢6ziniir kollajen, glikoproteinler ve pro-
teoglikanlar ortamdan uzaklastirilir; kollajenaz ile de geri kalan ¢6zinir
olmayan kollajen kontaminasyonu 6nlenir(75). Bu gekilde hazirlanan pre-
paratlarin elektron mikroskopu incelemeleri, preparatlarin mikrofibriler
komponent ve elastik fibrillerden olustugu, buna karsilik kollajen ve diger
proteinleri icermedigini goéstermisgtir. Merkaptoetanol igeren 5 M guani-
din ile yapilan ikinci bir ekstraksiyon iglemi ¢6ziinmeyen elastin kalintisi-
nin periferindeki mikrofibrilleri ¢6ziintirlestirir. Bu ¢6ziiniir fraksiyonun
glikoprotein yapisinda oldugu, ayrica asidik ve diger hidrofilik amino asit-
lerce zenginlik gosterdigi anlagilmigtir(72,75,85).

1.2.1. Elastinin Kargilagtirmali Amino Asid Bilegimi ve Filogenetik Dagilim1

Memelilerin aortalarindan ya da ligamentum nuchuealarindan
izole edilen 6rneklerde yapilan ¢aligmalara gére elastindeki amino asidle-
rin yaklagik olarak % 33’1 glisindir. Geriye kalan miktarin % 10-13’i pro-
lin, % 40 kadar:1 hidrofobik yan zincirli amino asidler, ayrica ¢ok kiiciik
bir miktar:1 da hidrofilik amino asidlerdir.

Elastin polifonlksiyonel amino asidler olan ve g¢apraz baglarin

yapiminda gérev yapan desmozin, izodesmozin, merodesmozin, lizinilnor-



16sin gibi ender rastlanan bazi amino asidleri de igerir. Yapilan galismalar
ayni tiirlerin farkl: dokularindan hazirlanan elastinlerin ¢ok benzer amino
asid kompozisyonuna sahip oldugunu goéstermistir. Yalniz elastik kikirdak
dokusu bu benzerligin diginda kalmaktadir. Bu farkliligin nedeni kikirdak
elastinini olugturan polipeptid zincirinin ayr1 bir gen tarafindan kodlanma-
s1 veya kikirdakdaki diger proteinlerin kontaminasyonu olabilir. Bu doku

daha ileri aragtirmalar: gerektirmektedir(76).

Tim omurgalilarda ve bir kisim omurgasizlarda elastinin amino
asid kompozisyonu genis olarak incelenmis ve Agnatha tiirli hari¢ omurga-
lilarin hepsinde elastin saptanmigtir. Bu amino asid kompozisyonunun
genelde benzer dzelliklere sahip oldugu anlagilmigtir(41,76). Tumi hidro-
fobik amino asidlerce zengin, hidrofilik amino asidlerce ise fakir bir bile-

sim gostermektedir. Tablo 1’de bu dagilim gdsterilmigtir.

Evolisyon sirasinda elastinin amino asid kompozisyonundaki
degisiklikler g6z O6niine alindiginda ilk elastinin siklostom ve gratho-
som’un ayrilmasindan sonraki bir zamanda ortaya ¢ikti1 anlagilmaktadir.
Ekolojik zaman ile hidrofobik amino asit diizeyinde tedrici bir ilerleme
gorilmektedir. Hidrofobik kalintilardaki bu artig egilimi sistolik kan
basincindaki paralel degigmeler ile iligkili olabilir. Kan basinci amfibi ve
baliklardaki 30 mm civa basincindan memeli ve kuglarda 120-150 mm civa
basincina yiikselmigtir. Omurgasizlarda abduktin(48,95), oktopus elasto-
mer(87) gibi diger elastiki proteinler de bulunmugtur; fakat bu proteinle-
rin elastin ile ilgileri yoktur. Karakteristik desmozin gapraz baglar: ihtiva

etmezler ve amino asid kompozisyonlar: farkliduir.

1.2.2. Elastinin Primer Yapisi

Elastinin yapis1 fizerindeki kimyasal galigmalar ¢6ziiniir olmama-

s1 ve gapraz bajglar icermesi nedeni ile hayli zor ve yavag olmustur.

Ilk olarak Emil Fisher ve galigma arkadaslari, sigir lugamentum

nuchaesinin elastininde Ala-Leu ve Leu-Ala dipeptidlerini saptadilar.
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1960’larda diger bazi dipeptid siralanmalarinin varlig1 (Val-Val, Leu-Val,
Val-Pro) bulundu; fakat daha uzun amino asid dizilig siralar:1 tayin edile-
medi. Bu tarihlerde elde edilen en 6nemli basari Partrige, Thomas ve arka-
daglar1 tarafindan desmozin ¢apraz baglarinin yap1s1ri1n agiklanmasi
oldu(64,65,66,97).

Anwar elastin hidrolizatlarindaki peptid karigimindan desmozin
iceren peptidleri saflagtirarak, bunlar:1 ion-degistirme kromatografisi ile
fraksiyonladi ve amino asid dizi tayini yapti(1). Asagida bu diziler goril-

‘mektedir.

Domuz aorta Sif1r aorta Insan aorta
Tyr-Gly-Ala-Pro-Gly-Ala-Gly Phe-Gly-Ala-Ala Tyr-Gly-Ala-Ala
Ala-Pro-Gly-Gly-Gly-Gly-Ala Ala-Gly-Tyr-Pro-Thr Ala-Gly-Tyr-Pro-Thr
Leu-Gly-Ala-Ala Leu-Gly-Ala-Gly-Gly-Ala Phe-Gly-Ala-Gly

Analizlerde tirozinin genellikle capraz baglarin karboksil tarafin-
da yer aldif1 saptanmigtir. Diger diziler gogu kez alanin ile ve baz1 zaman-

larda 16sin ve izoldsin ile baglamaktadir.

Elastinin yapisinin aydinlatilmas: ile ilgili galigmalar sirasinda
bakir igermeyen diyetle beslenen hayvanlarda aorta anevrizmasi ve diger
defektler ile elastin liflerinin amorf komponentlerinin miktarinda azalma
oldugu tespit edildi.

Bu bulgularin 111 altinda Smith ve arkadaglar1 bakir eksikligi
olan domuzlarin aortalarindan bir ¢éziiniir polipeptid izole ettiler(91). Bu
¢6ziiniir protein tropoelastin olarak adlandirildi. Sandberg ve arkadaslar:
tarafindan tropoelastin (¢6ziiniir elastin) amino asid kompozisyonunun,
gapraz baglar1 olugturan amino asidlerin yoklugu disinda, ¢o6ziiniir olma-
yan normal elastin ile ayn: oldugu gdsterildi(81). Tropoelastinde total
lizin kalintilari normal elastine oranla daha fazladir. Bu oran tropoelastin-
de 38 kalinti/mol iken, normal elastinde 6 kalinti/mol’diir. Tropoelastin
molekiiliiniin amino asid kompozisyonunun farkl: tiirlerde benzerlik géster-
digi saptanmigtir(95,101). Tropoelastin molekiliiniin amino asit bilegimi

Tablo 2’de gésterilmigtir.



Tablo 2

Domuz Trapoelastini'nin Amion Asit Bilesimi(79)

Amino Asid Kalint1/800
Glisin 245
Alanin 187
Prolin 91
Valin 103
zolssin 14
Losin 41
Tirozin 14
Fenilalanin 24
Arjinin 4
Lizin 34
Aspartikasid 3
Treonin 10
Serin 8
Glutamik asid 12
Metionin, sistein 0-1
. Histidin

Hidroksiprolin 7
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Yapilan gesitli incelemelerde tropoelastin i¢in saptanan mol agir-
1181 yaklagik 72.000°dir(82,90). ‘

Domuz tropoelastini tripsin ile pargalanarak, ori:aya ¢ikan pep-
tidler ion degistirme kromatografisinden gegirilmis ve bu saflagtirilan pep-
tidlerde amino asid dizi tayini yapilmigtir. Elde edilen diziler Tablo 3’de

gosterilmsgitir(31,80)..

Tablo 3
Domuz Tropoelastininde Amino Asid Dizi Ornekleri{76)

Tekrarlanan
Uniteler Buyttk Triptik hidrofobik peptidler
Tripeptid YVAGVPGVGVPGIGGVP GVP GVP -

GVP GVP GVP GVP GVP GVP
GVP GVP GVP GVV GGVG PVG
V AA AA AAA

Tetrapeptid ~ GGVP GAVP GGVP GGVPGGVFF
PGAGLGGL

Pentapeptid YGAAGGLVPGAPGFGPG VG VP
GVGV PGVGV PGVG VP GVGV

Hexapeptid AAQFGZFPGIGVA PGI GVA

Alanince Zengin Ufak Triptik

Peptidler
Dizi mol/mol tropvelastin
AAAK s 6
AAK 6
SAK 2
APGK 1
AK 2
YGAK

A:Alanin, F:Fenilalanin, G:Glisin, K:Lizin, P:Prolin, G:Glutamin, S:Serin,

T:Treonin, V:Valin, Y:Tirozin, I:1zoldsin.
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Kromatografi yolu ile iki sinif triptik peptid elde edilmigtir. Bun-
lar buyik ve kiigik peptidlerdir. Kiigiik olanlar arjinin, biliylik olanlar ise
hidrofobik amino asitlerce zengindir. Biiyiik peptidlerdeki amino asidlerin
elastik 6zelliklerden sorumlu bolgelerden tiiredikleri anla§i1maktad1r.

Ufak peptidler arasinda 6nemli yer tutanlar her tropoelastin
molekiiliinde 6’sar kere tekrar edilen Ala-Ala-Ala-Lys ve Ala-Ala-Lys dizi-
leridir. Biiyiik peptidler igersinde kiigiik peptid dizileri sinirli olarak tek-
rar edilebilir. Bu gibi tekrarlayan diziler molekiiliin baz1 kisimlarinda elas-
tine has bir sekonder helezon yapinin varligi ihtimalini arttirmakta-
dir(98). Ancak bugiine kadar elde edilen pek ¢ok bulgu elastinin genellik-
le diizenli olmayan geligigiizel bir yap: igerdigini ortaya koymaktadir.
Biyiik peptidlerden elde edilen amino asid dizileri, elastinde glisinin ami-
no asid kalintilarinin yaklagik 1/3’iinii olusturdugunu fakat kollajendeki
durumun tersine olarak peptid zincirindeki dagiliminin her zaman diizenli
olmadigini géstermistir. Bununla beraber diger elde edilen bulgular pri-
mer yap: diizeyinde elastin ve kollajen arasinda benzer bir akrabalik iligki-

si oldugu tezini giliglendirmektedir.

Elastinin karboksil ucunda prolin nisbeten seyrek bulunmasina
karsin, amino ugta siklikla bulunur. Amino ucundaki prolinler elastinde
kismen hidroksillenmigtir. Kollajende hidroksipirolin iiglii helix yapisinin
saglamliginda rol oynarken(47,78) elastinde hidroksipirolin igin herhangi
bir fonksiyon heniiz bilinmemektedir.

1.2.3. Elastinde Gapraz Baglar

Elastik liflerin en 6nemli 6zelligi, fonksiyon gérmesi igin gok
gerekli olan polipeptid zincirlerindeki yiiksek ¢apraz-baglanma diizeyidir.
Bu gapraz baglar peptid zinciri igerisindeki lizin kalintilarinin peptidil
lizin oksidaz (lizil oksidaz) enzimi etkisi ile @ amino adipik semialdehide

(allizin) oksidasyonu ile olugturulur (Sekil 1).
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Sekil 1- Lizin’in lizil oksidaz enzimi etkisi ile @-Aminoadipik semialdehide déniigiimii(100)

Lizil oksidaz kollajen ve elastinde gapraz-bag yapimi i¢in bilinen
tek enzimdir. Bir bakirli metalloenzim olan lizil oksidaz ko-faktoér olarak
piridoksal fosfata ihtiyag gosterir(9). Siegel tarafindan bu enzim cgesitli
bag dokularindan izole edilerek &zellikleri genis sekilde aragtirilmig-
tir(88). Enzimin aktivitesi elastin ve kollajenin olgunlagmamig fibrillerine

kargr ytiksektir.

Bag dokularindan elde edilen enzimin iyon degistirme kromatog-
rafisi ile yapilan fraksiyonlama igslemi sonucu hem yiikleri farkli hem de
molekiil agirliklar: 3x104 den 3x106 ya kadar olan degisik enzim yapilari
gorilmigtir. En yiiksek molekiil agirlikls yap: benzer alt linitelerden olusg-
mug olabilir. Ancak bu heterojenitenin anlami pek agik degildir; ¢linki
her enzim benzer aktivite sergiler. Elde edilen tiim enzim preparasyonlari
elastin ve kollajen substratlarina karg: esit aktivite gostermistir(76,94).

Enzimin bag dokusu matriksinde bulunmasi, onun salgilanarak
ekstraseliiler boslukta fonksiyon gésterdigi diisiincesini kuvvetlendirmis-
tir. In vitro incelemelerde fibroblastlardan olugsan hiicre kiiltiirii ortamin-

da biiyiik miktarda lizil oksidaz bulunmustur(76).

Si1gir Ligamentum Nuchaesinden elde edilen bir glikoproteinin
lizil oksidaz aktivitesine benzer bir etkiye sahip oldugu gérilmis ise de

bunun enzim ile yapisal bir benzerligi olmadig1 anlagilmigtir(86).

Elastinde gépraz bag olugsumu ¢ istisna diginda kollajende oldu-
gu gibidir. 1) Hidroksilizin kullanilmaz, elastinde hi¢ yoktur. 2) Histidin
kullanilmaz, elastinde ya ¢ok azdir ya da bulunmaz. 3) Aldol ve aldimin
kondensasyonunun son {iriinleri elastinde desmozin ve izodesmozin olarak

karakterizedir.

Gapraz baglar1 olugturan desmozinlerin olusum gemasi, Sekil

2’de gosterilmigtir.
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Lizil
Lizil oksidaz

Allizin

+Al lizi/ \Lizin

Merodesmaozin 2[(321;1 Dehidrolizinonorldosin—==Lizinonorlosin
0

Dehidro desmozinler

Desmozin ve [zodesmozin

Sekil 2- Elastinde mevcut ¢apraz baglar: olugturan desmozinlerin olugumu(28)

Semada goriildiigi gibi dehidrolizinonor 16sin bir allizin kalinti-
s1 ile bir lizinden olusur, allizin aldolu ise iki allizin kalintisindan meyda-
na gelir. Dehidrolizinonorldsin indirgenmis ve boylece stabilize olmug

sekonder amin lizinonorlésin olarak da ortaya gikabilir.

Desmozinler, allizin aldol ve dehidrolizinondrlésinin birlegmesin-
den ya da bir ara iiriin olan dehidromerodesmozine tek bir lizin ya da alli-
zin kalintisinin eklenmesi ile olugur. Dehidromerodesmozin in vivo olarak
indirgenmis sekilde de bulunabilir. Bir ¢ok durumda baglangig kondensas-
yon iriinleri dehidrodesmozindir. Bu madde molekiller oksijen gerektiren
bir mekanizma ile izodesmozin ve desmozin gekillerine okside olabi-
1ir(26,76). Tiim maddelerin yapilar: $ekil 3’de gésterilmigtir.
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Sekil 3- Elastinde mevcut gapraz baglarin yapilari(76)

Meydana gelen gapraz baglarin net sonucu oldukga yiliksek ¢dziin-
mez 6zellikteki bir polimerdir. Bu polimerde bir kag tipteki zincir igi bag
orjinal tropoelastin zincirleri boyunca siklikla olusur. Capraz bag igerigin-
den ve elastinin mekanokimyasal 6zelliklerinden yapilan hesaplamalar,
lizin tiirevi gapraz baglar arasidaki ortalama mesafenin yaklagik 65-70 ami-

no asit kalintist oldugunu géstermektedir(2).

1.2.4. Elastin Geninin Yapisi

Elastin yapisinin aydinlatilmasinda alternatif bir yaklagim elas-
tin geninin DNA baz dizilerinin izolasyonu ve bunlarin tayinidir. Son yil-
larda bu konu ile ilgili ¢aligmalarda insan, koyun, sigir gibi tiirlerde elas-
tin geninin 3’ bolgesinin 6nemli bélimleri elde edilmistir(21,24,105).
Genis DNA dizileri, elastin geninin oldukga yayilmis genlerden bir tanesi
oldugunu orta’yé koymugtur. Intron, ekson orani 15/1°dir. Diger yayilmig
genlerden Or. Kolléjen @,(1) geninde bu oran 8/1°dir. Tropoelastinin pro-
kollajen zincirinin yaris1 kadar olmasi, tim elastin geni hakkinda bir fikir
verebilmektedir. Buna gére bu genin 40 kb’in istiinde oldugu tahmin edil-

mektedir. Elastinin hidrofobik ve gapraz bagl bélgeleri ayr1 eksonlar tara-
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- findan kodlanmaktadair.

DNA dizilerinin saptanmasi ile elde edilen amino asid dizileri
bakimindan insan, sifir, koyun gibi tiirler arasinda yaygin bir benzerligin
oldugu goérilmistiir. Bununla beraber DNA dizilerinin gevirimi ile tespit
edilen-son 58 karboksi terminal amino asid triptik peptidlerde gésterile-
memigtir. Ancak son zamanlarda Gly - Gly - Ala - Cys - Leu - Gly - Lys -
Ser - Cys - Gly - Arg - Lys - Arg - Lys ile sonlanan karboksi uglar belirlen-

migtir.

Primer yap: iizerinde daha 6nce yayinlanan galigmalarda tropoe-
lastinde sistein bulundugu goésterilememigti. Buna karsilik sisteinin in vit-
ro bir ¢aligmada pili¢ aortasinda translasyon esnasinda inkorpore oldugu
yayinlanmigtir(33). Tropoelastinin karboksi ucunda bazik kalintilarin ve
sisteinin bulunmasi bu bélgenin asidik mikrofibriler komponent ile amorf

elastin kisimlarinin birlegmesinde rol oynayabilecegini géstermektedir(1).

1.2.5. Elastin Biosentezi

Elastin biosentezi gegitli hiicre kiiltiirlerinde goésterilmistir. Bun-
lar arasinda endotelial hiicreler, diiz kas hiicreleri, elastik kikirdak doku-
nun kondroblast hiicreleri, fibroblastlar1 sayabiliriz(19,58,69,92,96).

Elastin biosentezinde (Elastogenesiz) ilk agsama elastinin ¢ézi-
niir 6n maddesi olan tropoelastinin sentezidir. Ancak Foster ve arkadasla-
r1(32) latiritik civeiv aortalarindan molekiil agirlig: 130.00-140.000 olan
¢6ziiniir bir elastin tiiri elde ettiler ve buna proelastin adini verdiler. Bu
proteinin elastin biosentezinde ilk 6n madde olabilecegini ve bunun prote-

olitik yikimi ile tropoelastinin olusabilecegini ileri siirdiiler,

~ Elastin biosentezi $ekil 4’de gematik olarak gosterilmigtir. Buna
gore ilk asamada tropoelastin graniilli endoplasmik retikulum da sentez
edilerek, limende birikit. Trapoelastin molekiillerinin sentezi igin yakla- -
stk 20 dakikaya ihtiyag¢ oldugu anlagilmigtir. Tropoelastin molekiilleri
buradan kiiglik vesikiiller igersine alinir. Bu ufak vesikiillerin bir kismi bir-
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birleri ile birlegerek biiyiik vesikiilleri olugturur. Bunlar depo fonksiyonu

da goriirler.

Sekil 4- Elastin biosentezinin sematik gOsterimi (79)

Her iki tip vesikiil hiicrenin plasma membrani ile birleserek ekso-
sitotik bir islem ile hiicre digina salgilanir. Salgilanan vesikiil igeriginin
yalnizca elastinden ibaret olup olmadig: veya mikrofibriler komponent ve
lizil oksidaz gibi diger ekstraseliiler matriks komponentlerini de igerip
igermedigi bilinmemektedir. Ancak elastinde ¢apraz bag olusumunun bu
keseciklerde baglamis oldugunu ileri siiren gorigler de vardir(79,83).

Tropoelastin sekresyon hizi, prokollajenden farkl: olarak, pepti-
dil prolin hidroksilasyonunun inhibisyonu ile degismez(77,99). Buna karsi-
lik kolgisin gibi mikrotubuller iizerine etkili maddeler sekresyonu anlaml:

olarak inhibe eder.

Elastin sentez hizinin kontroli ile ilgili galigmalar, dokularda
sentez hizi ile fonksiyonel elastin mRNA diizeyi arasinda kuvvetlj bir ilig-
ki ortaya koymustur. Buna gére sentez hiz: fonksiyonel mRNA dizeyi ile
kontrol edilir(14,25,34).
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Bag dokusunun normal geligimi ile iligkili bir hormon olan soma-
tomedin C (IGF-I)’nin elastin sentezi lizerine etkileri incelenmig ve fonk-
siyonel tropoelastin mRNA ile tropoelastin sentezinde anlamli bir artiga
neden oldugu bildirilmistir. IGF-1’in bu etkisinin pretranslasyon diizeyin-
de oldugu anlagilmaktadir(35).

Elastin biyosentezinin ikinci agamasinda ekstraseliiler bdlgede
trapoelastin molekiilleri mikrofibril dizilerinin arasinda yer alarak gapraz
ba%lar olusturmak sureti ile elastine polimerlesir (Sekil 5)(72).

—

Tropoelastln -

Lizil oksidaz

Sekil 5- Mikrofibril dizileri arasinda yeralan tropoelastin molekiillerinin
elastine polimerlesmesi(72)

Ross ve Bornstein adlr aragtiricilar meydana gelen elastin polimerinin mik-
rofibriller aracilig: ile bigimlenmesi (fibrilogenesiz) olayini, negatif yiikli
mikrofibrillerin pozitif yiiklii tropoelastin moelkiillerini etkileyerek, poli-
mer elastinin yapimi siiresince onlar: fibriller bigiminde diizenlerler gek-
linde agikladilar(74,75).

1.2.6. Elastin Yikilim1

Mikrofibriler komponentin gesitli proteazlar tarafindan pargala-
nabilmesine kargin, elastin yalnizca spesifik elastazlara kars: hassastir.
Ilk elastazlar bakterilerden elde edilmistir. Bunlarin iginde bir kag tiir

insanlarda patolojik olarak rol oynayabilir. En 6nemlileri Pseudomonas
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aeroginosadir. Bu organizma tarafindan liretilen elastaz bir metalloenzim

i
olup tercihli olarak 16sin ve izol6sin baglarina etki eder. Ayrica a;-prote-
inaz inhibitérinii inaktive eder(59).

Omurgalilarda kegfedilen ilk elastaz domuz pankreasindan izole
edildi(15). Diger tiirlerde de benzer enzimler saptandi. Bu enzimler a;--
proteaz inhibitdri ve @, makroglobulin tarafindan inhibe edilir. Pankrea-
tik elastaz tercihli olarak elastinde alanin kalintilarinin karboksil tarafina
etki eder; fakat ayn1 zamanda diger hidrofobik amino asitlerin peptid bag-
larini da hidroliz eder.

Polimorfoniikleer lokositlerde elastaz sentezleyerek salgilarlar.
Bu husus ilk olarak Janoff ve Scherer tarafindan gésterilmistir(46). Loko-
sit kaynakli elastazda @;-proteinaz inhibitdrii ve @, makroglobulin tarafin-
dan inhibe edilir(6).

2. PROTEINLERIN GLIKOZILLENMESI

Glikozillenme (Glikozilasyon) proteinlerin enzim aracilig: ya da
enzim aracilifi olmaksizin (nonenzimatik) karbohidrat molekiilleri ile bag-

lanmasidir.

Protenilerin enzimatik glikozillenmesi, hiicrede golgi kompleksi
ve endoplazmik retikulum limeninin major metabolik aktivitelerinden biri-
dir. Ozel glikozil transferazlarin etkinliginde yiiriiyen reaksiyonlar sonucu
olusan driinler glikoproteinler olarak adlandirilir. Glikoproteinlerde
seker kalintilar1 (glukoz, galaktoz, mannoz, fukoz, N-asetilglukozamin,
N-asetilmannozamin, sialik asidler) asparajin aminoasidine B-N-glikozid
bag: ile baglidir (Sekil 6). Buna kargilik seker kalintilari serin, treonin,
hidroksilizin amino asidlerinin hidroksil gruplarina 0-Glikozid bap: ile
baglidir (Sekil 7). Bu grup nispeten daha seyrektir(16,70).
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Sekil 6- Seker kalintilari ile peptid Sekil 7- Seker kalintilar: ile peptid
zinciri arasindaki N-glikozid zinciri arasindaki 0-glikozid
bag1(70) bagi (3)

Nonenzimatik glikozillenme reaksiyonunda proteinlerin N-termi-
nal amino gruplarina ve lizin amino asidlerinin 2 amino grubuna geker
kalintilarinin fosforillenmis sekilleri serbest karbonil gruplar: ile baglanir-
lar. Enzim etkisi olmadan proteine baglanan karbohidrat molekiilii glukoz
oldugu zaman bu durum nonenzimatik glukozillenme olarak da adlandiri-
11r(16,50,57).

In vivo ve in vitro olarak meydana gelebilen nonenzimatik gliko-
zillenme Sekil 8’de formiillendirilmigtir. Reaksiyonun ilk basamégx prote-
inin amino grubuna glukozun nukleofilik bir atak yaparak aldimin yapil1
Schiff baz1 olugturmasi ile baglar. Meydana gelen Schiff bazin olugum sabi-
ti (K,), disosiasyon sabitine (K_;) egittir. Birinciye gore daha yavag seyre-
den ikinci basamakta; Amadori gevirimi olarak adlandirilan bir reaksiyon
ile Amadori tiriint ad1 verilen keto amin yap1 olusur. Bu iiriiniin geri d6nii-
siim hizi birinci Giriine gére daha yavagtir (K;>K_;). In vivo olarak organiz-
mada yar1 6mri giin ya da haftalar ile 6¢iilebilen proteinlerin (Hemoglo-
bin, Albumin) gAlikozAillenmesi sonucu ketoamin drinler birikir. Bunlar
erken glikozillenme triinleridir(10,12,49).
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Sekil 8- Proteinlerin non enzimatik glikozillenme formili{12)

Yari 6mrii kisa olan proteinlere zit olarak kristallin, kollajen,
elastin, myelin gibi déoniigim hizi ¢ok yavas olan proteinler post. Amadori
nonenzimatik... glikozillenme #riinleri olarak birikir. Bunlar keto aminin

daha ileri dehidratasyona ugramasi ile olugur.

Kn
Amadori Grtini + + + - - » ileri glikozillenme trGnleri

Kahverenkli, fluoresans veren ileri glikozillenme triinleri prote-
"in molekiilleri arasinda c¢apraz baglanmalara yol agarlar ve melanoidler
olarak da adlandirilirlar(7,10,12,49). Capraz baglanmanin iki adet glukoz
molekiilii ile iki adet lizinin 2 amino grubu arasindaki heterosiklik konden-
sasyon ile oldugu gosterilmigtir (Sekil 9)(10,12).
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Sekil 9- Protein molekiilleri arasinda meydana gelen ¢apraz baglanmanin
sematik yapis1 (Bilegigin ad1: (2-furoyl)-4(5)-(2-furanyl)-1H-imidazol)(12)

Fizyolojik kosullar altinda bu iriinlerin yapim hizi ¢ok yavagtir
ve amadori Uriinlerinden farkli olarak bir kere meydana geldikten sonra
tekrar geri doéniigiimleri yoktur. Ileri glikozillenme iiriinlerinin meydana
gelme reaksiyonlari "Maillard reaksiyonlari" olarak da bilinir(12,30).

In vivo ve in vitro olarak nonenzimatik glikozillenmeye ugrayan
proteinler Tablo 4’de gosterilmigtir. Proteinlerin nonenzimatik glikozillen-
meleri lizerine in vivo ve in vitro ortamlarda etkili gesgitli faktdrler vardir.

Bunlar Tablo 5’de gosterilmigtir.
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Tablo 4
In vivo ve In vitro olarak nonenzimatik glikozillenen proteinler(16)

In vivo In vitro

Hemoglobin Antitrombin III

Eritrosit membran proteinleri Fibrin

Fibrinojen Endotelyal hiicre membrani
Albumin HDL

LDL ‘ Katepsin B

Kollajen B-N-asetil-D

Myelin proteinleri glukozaminidaz

Periferik sinir proteini Pankreatik riboniikleaz A
Tubulin Ferritin

Lens kristallinleri
Lens kapsiil proteinleri
Kemik proteinleri
Instilin

Tablo 5

In vivo ve In vitro ortamlarda non enzimatik glikozillenme tizerine
etkili faktorler(12)

In vitro In_vivo

pH - Sabit

Is1 Sabit

Protein konsantrasyonu Sabit

Amino grubu yakin ¢evresi Sabit

Glukoz konsantrasyonu Ortalama kan glukoz dazeyi
Inkiibasyon stiresi Hiperglisemi stiresi ve protein yari

omri
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Herhangi bir protein i¢in nonenzimatik glikozillenmenin miktari
birbirinden bagimsiz olarak etki eden degiskenlerin etkilerinin toplami ile
degerlendirilir. Bu degigkenlerin ilk dort tanesi canl: sistemlerde sabittir.
In vitro olarak pH’in 6nemli etkisi vardir. Deneysel olarak Amadori irii-
nin pH’7 nin altinda iyi bir sekilde meydana gelmedigi goriilmistiir. pH 7
ile 9 arasinda ise Amadori liriinii dengeye eriserek artar. Bu gézlem sade-
ce proteinler tizerindeki yiiksiiz amino asidlerin glukoz ile bu tip bir ekle-
me reaksiyonuna girebileceklerine dair kimyasal teori ile paralellik goste:

rir.

Isiy: arttirmak Amadori tirliniiniin olusum hizinda diger nonenzi-
matik kimyasal reaksiyonlardakine benzer sekilde nisbi bir artiga yol agar.
In vivo olarak sabit olan diger iki faktdr protein konsantrasyonu ve amino
grubunun yakin gevresidir. Yiiksek protein konsantrasyonunda glukoz ile
potansiyel olarak reaksiyona girebilecek amino gruplarinin sayis: artar-
ken, her amino grubunu gevreleyen bolgelerdeki proteinlerin lokal gervesi
bu amino gruplarinin glukoz ile reaksiyona girmesi iizerine direk etki
yapar. Bu son faktorler belirli bir proteinde gériilen ve tesadiifi olmayan
amino grubu glikozillenmesini agiklamak ile kalmaz, ayni zamanda farkli
proteinler arasinda gériillen non enzimatik glikozillenme hassasiyetindeki
degisiklikleri de aciklar(12,37,38).

Glukoz konsantrasyonu ve inkiibasyon zamani nonenzimatik gli-

kozillenmenin miktarin: etkileyen klinik olarak en 6nemli degigkenlerdir.

Glukoz konsantrasyonunu arttirmak, proteinler iizerinde birik-
mis Amadori iriinlerinin ayni oranda artmasina sebep olur. Inkiibasyon
zamaninin uznulugu iki nedenle 6nemlidir. Birincisi; Amadori triinlerinin
dengeye erigilene kadar zaman gegtikge birikmeye devam etmesidir. Bu
birikim bir ¢ok kritik proteinin 6nemli fonkskiyonel 6zelliklerini belirgin
derecede bozmaya yetebilir. Iknci neden; Amadori triinlerinin dengeye
erigtikten sonraki sabit diizeyleri, dengenin ortalama kan glukoz diizeyle-
rinde olugabilmesi igin gerekli zamanin 6tesinde artmamasina ragmen, ile-
ri glikozillerime driinleri tekrar kullanilan proteinlerin tiim hayati boyun-
ca birikmeye devam eder. Ileri glikozillenme triinlerinin belirgin klinik

sonuglar1 protein molekiillerinin arasinda veya iginde yer alan artmig gap-
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raz baglanma ile iligkili degigmis fizyolojik olaylardan ve diger glikozillen-
me ile iligkili yapisal degisikliklerden kaynaklanir(12). ’

Nonenzimatik glikozillenme etkisi ile proteinierde meydana
gelen fizyolojik degisiklikler Tablo 6’da 6zetlenmistir.

Tablo 6
Nonenzimatik glikozillenmenin g¢esitli protein fonksiyonlari tizerine
etkisi(12)

Enzim aktivitesi

Regiilator molekiillerin baglanmas:

Proteinlerin gapraz baglanmasi

Proteazlara kars1 duyarhlik

Makromolekiillerin hiicre yiizey reseptorleri tarafindan taninma-
s1 ve endositoz

Immunolojik etki

Tabloda goruldugi gibi bu fizyolojik degisikliklerin ilki enzim
proteinlerinin aktivitesinde meydana gelen degismedir. Ancak in vivo ola-
rak nonenzimatik glikozillenme enzim proteinlerinde 6nemsenecek diizey-
de meydana gelmez. Ciinkii bu proteinlerin ¢ogu genellikle kisa yar: émiir-
lidir. Bununl aberaber reversibl glukoz-protein Schiff baz bilegikleri olu-
sur ve in vivo olarak bu bilegiklerin konsantrasyonlarindaki artiy enzimle-
rin katalitik 6zellikleri ile anlaml: olarak iligkilidir. Bu inaktivasyon meka-
nizmasi aktif bolgede normal fonksiyonlar igin gerekli lizin amino asidleri-
nin ¥ amino gruplarinin glukoz ile baglanmas: sonucu olugur(12). Ornegin
ribonukleaz A; glukoz ile yirmi dort saat inkiibe edilir ise enzim aktivitesi-
ni % S0 oraninda kaybettigi saptanmigtir(27). Benzer sonuglar katepsin B

ve papain iginde alinmigtir(23).

Organizmada bazi proteinlerin fonksiyonu gesitli regiilatér mole-
kiiller ile diizenlenir. Regiilatér molekiillerin bu proteinlere baglanmasi
fizerine nonenzimatik glikozillenmenin etkisi vardir. Regiilatdr molekiille-
rin baglanmasi i¢in gerekli terminal amino asidin @¢-amino grubu ya da lizi-
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nin 2 amino grubunun nonenzimatik glikozillenmesi ile bu molekillerin
baglanmasini inhibe eder. Regiilatér molekiillerin baglanmalarina iyi l;ir
model 2,3 DPG’nin hemoglobine reversibl baglanmasidir. 2,3 DPG’de bag-
lanma igin gerekli pozitif yiklii gruplarin nonenzimatik glikozillenmesi bu
molekiilin hemoglobine baglanmasini azaltir(67).

Nonenzimatik glikozillenmenin yol agtif1 bir diger fizyolojik
degigim daha 6nce de kisaca bahsettigimiz gibi proteinlerde meydana
gelen gapraz baglardir. Capraz baglanmalarin yol agtif1 agregatlagyma orga-
nizmada ilk olarak lens proteinleri olan kristallinler fizerinde incelenmig-
tir(93). Olusan bu agregatlagmalar proteinlerin normal fizyolojik fonksi-

yonlarini olumsuz olarak etkiler.

Nonenzimatik glikozillenen proteinlerde proteazlara kars duyzir-
lilikta azalma goérilmiigtiir. Buna iyi bir 6rnek fibrindir. Diabetli hastalar-
da nonenzimatik olarak glikozillenen fibrinin plazmine kars1 duyarlilifinin

azaldig1 saptanmagtir(11).

Nonenzimatik olarak glikozillenen makromolekiillerin hiicre
reseptorleri tarafindan taninmas: ve endositoza ugramalar: da etkilenmek-
tedir. Hiicre yiizeleri gegitli molekiilleri yiiksek affinitede baglayabilen
reseptorler igerir. Bu reseptdrlere ¢esitli molekiillerin baglanabilmesi
organizmada homeostazin muhafazasinda o6nemlidir. Cesitli proteinlerin
nonenzimatik glikozillenme yolu ile modifikasyonlar: taninmalarini ve
endositozlarini anlamli olarak degistirir(89). Buna 6rnek olarak serum
albumin ve LDL (digiik dansiteli lipoprotein) molekiillerini verebiliriz.
Glikozillenen serum albuminin kapiler endotel hiicreleri tarafindan endosi-
tozu arttigi halde, yine glikozillenen LDL molekillerinin fibroblastlar

tarafindan fagosite edilmeleri azalmigtir(39,102,103).

Yine nonenzimatik glikozillenmenin proteinler lizerinde yol agti-
g1 bir bagka modifikasyon, nonenzimatik glikozillenmeye ugrayan protein-
lerin antijenik karakter kazanarak otoantikor olugsumuna yol agabilmeleri-
dir(12,104)."

Proteinlerin glikozillenme hizinda karbohidrat tiirlerinin de etki-
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si oldugu ileri siriilmigtiir. Yapilan aragtirmalarda aldozlarin, ketozlara
gore proteinler ile daha hizli reaksiyonlagtiklar: gésterilmistir(13,50). Bu
farkin karbonil grubunun aldehid yapis1 iginde daha elektrofilik olmasi ile
olugtugu diisiniilmigtiir(13). Buna kargilik Oimomi ve arkadaglari deney-
sel olarak albiiminin fruktoz ile glukoza oranla daha hizli glikozillendigini
gostermiglerdir(60).



27

III. GEREC VE YONTEMLER

3.1. GEREGLER
3.‘1.1. Materyal

Arastirmada kullanidgimiz elastin Siitlice Et ve Balik Kurumun-
da, gerekli saglik kontrollerinden gegerek kesimleri yapilan sifirlardan ali-

nan 25 adet aorta thoracica’dan elde edildi.

3.1.2. Kimyasal Maddeler

Aseton (Ataay), eter (Atabay), absoli alkol (99,9°Tekelj, sod-
yum hidroksid (Merck), hidroklorik. azid (Merck), sodyﬁm azid Merck),
sodyum klorir (Merck),glukoz (Merck), fruktoz (Merck), oksalik asid
(Merck), triklor asetik asid (Merck), tiobarbitiirik asid (Sigma), amonyum
siilfat (Merck), Ponceaus (Gelman), sodyum dihidrojen fosfat (Merck),
dipotasyum hidrojen fosfat (Merck), asetik asid (Merck), fosforik asid
(Merck), potasyum hidroksid (Merck), bakir siilfat (Merck), sodyum kar-
bonat (Merck), sodyum tartarat (Merck), Orto fosforik asid (Merck), lit-
yum siilfat (Merck), Brom (Merck).
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3.1.3. Aletler

Calkalama aygit: "Tabor"
Et kiyma makinesi

kahve degirmeni

Etiv "Heraeus"

Manyetik karistirici "IKA"

Liyofilizator "Thermovac Industries Corp."
Elektroforez tank: "Gelman"

Elektroforez gii¢ kaynag: "Gelman"

Dansitometre "Gelman"

Amino asid analizérii "Biotronik 5001"

pH metre "PYE model 78"

Otoklav "Veb"

Su banyosu "Elektromag"
Spektrofotometre "Bausch -meb.Spectronic 70"

3.1.4. Cdozeltiler

- % 0,9 NaCl: 9 g sodyum kloriir destile suda g¢éziilerek 100
ml’ye tamamlandi.

- 0,1 N sodyum hidroksid: 4 g sodyum hidroksid dest1le suda
coziilerek 100 ml’ye tamamlandi.

- 0,5 N HCl-etanol: 4,14 ml derigik hidroklorik asid 99,9° lik eta-
nol ile 100 mI’ye tamamlandi.

- Tris-barbital tamponu: pH 8.8
- Seliiloz asetat elektroforez boyama ¢dzeltisi: 500  mg ponceav.S

% 5 (w/v) triklor asetik asid ¢o6zeltisinde g¢oéziilerek 100 ml’ye tamamlan-
d1.
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- Elektroforez yikama g¢ozeltisi: % 5 (w/v) asetik asid.

- Fosfat tampon ¢bzeltisi

(PBS) (pH:7.4): 1.392 g K,H POy
0.276 g NaH, PO4H,
8.76 g NaCl

900 ml destile suda ¢6ziildi, pH: 7.4’e ayarlanarak 1000 ml’ye

tamamlandi.

Doymus amonyum siilfat ¢6zeltisi: Sicak destile su igerisine kat1
amonyum siilfat artik ¢éziinmeyinceye kadar ilave edildi. Ug giin oda tem-
peratiiriinde beklendi. Dipte olugan kristalizasyonun iistiindeki sivi kisim

doymus amonyum siilfat ¢ézeltisi olarak kullanildi.

- 0,5 M oksalik asid ¢ézeltisi: 6.3 g (COOH),-2H,0 destile suda

¢6ziilerek 100 mI’ye tamamlandi.

- % 40 triklor asetik asid ¢ozeltisi: % 100 triklor asetik asid

¢6zeltisinden 40 ml alinarak destile su ile 100 ml’ye seyreltildi.

- 0,05 M tiobarbitiirik asid g6zeltisi: 0,721 g 2-tiobarbitiirik asid
destile suda ¢oziilerek pH’1 6’ya ayarlandi ve destile su ile 100 ml’ye

tamamlandi.

- 6N hidroklorik asid ¢6zeltisi: 49,8 ml derisik hidroklorik asid

destile su ile 100 ml’ye tamamlandi.

- % 20 sodyum hidroksid ¢6zeltisi: 20 g sodyum hidroksid destile

suda ¢6ziillerek 100 ml’ye tamamlandi.
- Standart fruktoz ¢ézeltileri:

a) Stok standart ¢ozelti (1 mM): 180 mg fruktoz 0,15 M NaCl

icinde g¢oziilerek 100 ml’ye tamamlanda.
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b) Caligma standart ¢ézeltileri:
Stok standart ¢6zeltisinden l
1- 0,5 ml alinarak 0,15 M NacCl ile 50 ml’ye tamamland:
(10 nmol/ml). V
2- 1 ml alinarak 0,15 M NaCl ile 50 m!’ye tamamlandi
(20 nmol/ml).
3- 2 ml alinarak 0,15 M NaCl ile 50 mI’ye tamamland:
(40 nmol/ml)
4- 3 ml alinarak 0,15 M NaCl ile 50 mI’ye tamamlandi
(60 nmol/ml).

- Stok bakir siilfat ¢ozeltisi (% 1): 1 g bakir siilfat destile suda
¢oziilerek 100 ml’ye tamamlandi.

- Stok alkali tartrat. ¢ozeltisi: 20 g sodyum karbonat, 0,5 g sod-
yum tartrat 0,1 N sodyum hidroksid iginde ¢éziilerek 100 ml’ye tamamlan-
di. '

- Folin-Ciocalteau Fenol ¢6zeltisi

25 g, Nay MOO,4, 2H,0, 100 g Na, WO4-2H,O 700 ml destile
suda ¢6ziildii, 50 ml orto fosforik asid, 100 ml hidroklorik asid ilavesi ile
geri sogutucu altinda on saat kaynatildi. 150 g lityum siilfat, 50 ml su, 2-3
damla brom ilave edilerek on' beg dakika daha kaynatildi, sogutuldu ve

100 ml’ye tamamlandi.

4.2. YONTEMLER
4.2.1. Elastin Eldesi
Mezbahada kesimden hemen sonra serum fizyolojik igersine ali-

narak kandan temizlenen aorta thoracica (sigir) lardan elastinin elde edil-

mesinde Balo ve Banga tarafindan énerilen yéntem uygulandi(7).
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Buna gdre, aortalar makroskopik olarak yeteri kadar temizlen-
dikten sonra makasla ince bir gekilde dogranarak et kiyma makinesinden
iig¢ kez gecirildi. Elde edilen kiyilmis aortalar birer litrelik gigelere alina-
rak lizerlerine hacimlerinin 5-6 misli aseton ilave edildi veéalkalama aygi-
tina yerlestirilerek iki saat galkalandi. Bu slire sonunda siizge¢ kagidindan
stiziilerek yine 5-6 rﬁisli aseton eklenmesi ile ¢calkalama iglemi yirmi daki-
ka uygulandi. Tekrar siiziilerek 6ncekilerin yarisi1 kadar aseton hacmi ile
ayn1 igslem tekrarlandi. Siizgeg kagidindan siiziilen aorta pargalar: bu defa
hacimlerinin 5-6 misli eter ilavesi ile galkalama aygitinda yarim saat galka-
landi. Bu islem yar:i eter miktar: ile iki kez takrarlandi. Kiyma halindeki
aorta pargalar: tim iglemler sonucunda yagsizlagtirilmig ve suyu gekilmis
olarak sﬁzgég kagid1 iistine yayildi. Once agik havada eter kokusu kalma-
yincaya kadar bekletildi. Daha sonra vakumlu desikatdre konarak kurutul-

du; kahve degirmeninden gekilerek yagsiz aorta tozu elde edildi.

Elde edilen ya’gs1z aorta tozunun 25 gr’1 700 ml 0,1 N sodyum
hidroksid i¢inde olacak gekilde 98°C’de 60 dakika siireyle ve arasira karig-
tirilarak 1sitildi. Bu siire sonunda nuge yardimi ile ¢6zlinmeyen kisim ¢ozii-
nen kisimdan ayrildi ve destile su ile yikandi. Bu yikama iglemi yikama
suyu alkali reaksiyon vermeyinceye kadar siirdiiriildii. Son olarak % 96’1k
alkolden gegirildi ve siizgeg kagidi tizerine alinarak 6nce agikta, daha son-
ra vakumlu desikatérde kurutuldu. Kahve degirmeninden ¢ekilerek toz hal-

de elastin elde edildi.

4.2.2. Co6zunir Elastin Tirevinin Eldesi(45)

2,5 g elastin tozu 100 ml HCl-etanol ¢oézeltisi iginde olacak sekil-

de slispansiyon hazirlandi.

Siispansiyon ii¢ buguk saat 65° de geri sogutucu altinda manyetik
karigtirici yardimi ile kaynatildi. Bu gekilde elastinin parsiyel hidroliz
yolu ile ¢6ziniirlestirilmesi saglandi. Siire sonunda siizgeg kagidindan gegi-

rilerek ¢ok kiigiik miktar da olsa ¢6ziinmeyen kisim uzaklagtirildi.
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Elde edilen siiziintii buz banyosunda 10° ye kadar sogutularak
6lgtilen hacminin bir buguk kati kadar eter ilave edildi. Olugan géke*lti
santrifiij edilerek sivi fazdan ayrild: ve destile suda ¢é6ziintilerek +4°C de
destile suya karsi diyaliz edildi. Diyaliz sonucunda protein ¢dzeltisinin
pH’1 kuvvetli asid reaksiyondan, hafif asid reaksiyonuna déniigtii. Bu
¢ozelti daha sonra kapsiil igerisine alinarak, liyofilizatérde suyu tamamen
uguncaya kadar liyofilize edildi. Bu islem sonunda elastinin ¢éziiniir hidro-

liz iiriint elde edildi.

Elde edilen ¢o6ziiniir elastin tiirevi miktar1 2,5 g elastin bagina
yaklasik 550 mg kadardi.

4.2.3. Seliiloz Asetat Elektroforez Yéntemi

Cozinir elastin tirevinin seliiloz asetat elektroforezine uygula-

nabilmesi amaci ile 50 mg/mI’lik bir numune hazirlandi.

Elektroforez tanki, elektroforez tampon ¢é6zeltisi ile dolduruldu.
Seliuloz asetat geritleri numuneler uygulanmadan 6nce tampona yerlegtiri-
lerek bes dakika kadar birakildi. Bu siire sonunda bir pens yardimi ile
seritler kurutma kagidina alinarak fazla tampon miktar1 uzaklagtirildi.
Seritler elektroforez tankina yerlestirilerek manyetik tutucular yardimi
ile gerginlegtirildi. (;ézﬁxiﬁr elastin tiirevi ve normal serum numuneleri
ayr1 ayrn geritlerin katod tarafindaki ucuna aplikatér yardima ile uygulan-
di. Tankin kapag kapatildi ve gii¢ kaynagi 250 volta ayarlandi. Tank su
sofutma sistemine baglanarak i¢cinde meydana gelebilecek terleme 6nlen-
di.

30 dakika sonra gii¢ kaynag: kapatild: ve geritler bir pens yardi-
m1 ile dikkatlice tanktan alinarak iginde boyama g¢6zeltisi bulunan kaba
birakildi; 10 dakika beklendi. Seritler daha sonra iginde % S (w/v) asetik
asid bulunan ii¢ ayr1 yikama kabina alinarak bantlar haricindeki boyanin

seritlerden uzaklagtirilmasi saglandi.



33

4.2.4. Amino Asid Analiz Yéntemi

Cozinlr elastin tiirevinin amino asid igerigi Tirkiye Bilimsel
Tetkik ve Aragtirma Kurumu Beslenme béliimiinde sivi kolon kromatografi

amino asit analiz6rii kullanilarak tayin edildi(8).

Yontemin Prensibi: Protein 6rneginin 6N HCIl de 110°C + 1 de
yirmi dort saat hidrolizi ile serbest olarak agifa ¢ikan amino asidler bir
evaporatérde asidin uzaklastirilmasindan sonra pH degeri 2,2 olan sod-
yum tamponu gézéltisine alinarak amino asit analizériine verilir ve bu
O6rnekler alete daha dnceden verilen yirmi adet amino asidigeren standart
ornegine karg: okunarak degerlendirilir. Amino asid analizérii amino asit-
leri katyon degistirici regine igeren kolonlar iizerinde kromatografik ola-
rak ayirir. Kolonlarda yer alan regine benzen halkalarina baglanmis siilfo-
nik asit tagiyan poli strenden olusur. Amino asidlerin ayirimi eksi yiikli
stilfonik asitle olan elektrostatik etkilegimler ve apolar benzen halkalar1
ile olan hidrofobik etkile§imierin glicine gdre olur. Amino asitleri kolon-
dan almak igin gittikge artan pH degerlerine sahip olan tampon sistemleri
kullanilir. Bu durumda kolondan 6nce en asidik amino asid olan aspartik
asid ve en son olarak da en bazik amino asid arjinin ayrilmaktadir. Her bir
amino asidin verdigi piklerden olugsan tiggen alan: o amino asidin miktari-

n1 géstermektedir(S).
4.2.5. Céziniir Elastin Tirevinin In Vitro NonEnzimatik Glikozillendiril-
me Yontemi
Goziniir elastin tiirevinin in vitro nonenzimatik glikozillendiril-
mesinde kullanilan yontem daha énce gergeklestirilen gesitli 6n deneyle-
rin sonuglar1 g6z 6niine alinarak gelistirildi.

Kontrol Deneyleri

10 mg ¢éziiniir elastin tiirevi, 2,8 mM konsantrasyonda sodyum
azid igeren pH’1 7,4 olan PBS’in 5 ml’sinde ¢dzillerek 37°C’lik etiivde 24,
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48, 96 saatlik siirelerde inkiibe edildi.

- Glukozlu ortamda glikozillendirme deneyleri:

Bu deneylerde iki seri kullanildi. Birinci seride 10 mg ¢oziiniir
elastin tiirevi 2,8 mM konsantrasyonda sodyum azid ve 27,7 mM konsan-
trasyonda glukoz igeren pH’1 7,4 olan PBS’in 5 ml’si iginde g6ziilerek 37°-
lik etiivde 24, 48, 96 saatlik siirelerde inkiibe edildi.

Ikinci seride 10 mg ¢6ziiniir elastin tiirevi, 2,8 mM konsantras-
yonda sodyum azid ve 55,5 mM konsantrasyonda glukoz igeren pH, 7,4
olan PBS’in 5 ml’si iginde goéziilerek 37°C’lik etiivde 24, 48, 96 saatlik
sirelerde inkibe edildi.

Inkiibasyon siireleri sonunda tiitm numunelere egit miktar doy-
mu§ amonyum siilfat ilave edilerek ¢6ziinmii§ halde bulunan ¢6ziliniir elas-
tin tiirevinin ¢6kmesi saglandi. Cokelti santrifiij edilerek (10 dakika, 2000
rpm) sivi kisimdan ayrildi ve bes kez doymus amonyum siilfat ¢ézeltisi ile
yikand:. Bu sekilde ¢Gkelti proteine bulagik kalmis glukozun uzaklagtiril-
mas1 saglandi. Cokeltiler daha sonra serum fizyolojik igersinde géziilerek
amonyum siilfatin uzaklagtirilmas:1 amaci ile destile suya karsi +4°C de

diyaliz suyunda amonyum siilfat kalmayincaya kadar diyaliz edildi.

Diyaliz islemi sonunda tiim numunelerde protein konsantrasyonu

Lowry yéntemi kullanilarak tayin edildi.

Protein tayin sonuglarina gére diyaliz iglemi sonucu eldeki numu-
nelerdeki protein konsantrasyonunun basta alinan miktar:1 % 70-80 arasin-

da muhafaza ettigi anlagildi.

Coziiniir elastin tiirevinde glikozillenme degerleri Parker ve ark.

tarafindan 6nerilen kolorimetrik yontem(62) uygulanarak tayin edildi.

Yontemin prensibi: 100°C’de ve oksalik asid varlifinda proteine
bagli karbohidrat kalintisinin 5-hidroksimetil furfural olugturmasi ve mey-

dana gelen bu S-hidroksimetil furfuralin tiobarbitiirik asid ile renk reaksi-
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yonu vermesidir.

Diyaliz edilen ve ig¢lerindeki protein konsantrasyonu tayin edilen
numunelerden 2’ser ml alinarak cam kapakl tiiplere konuldu. Standart ola-
rak isaretlenen tiiplere ise her bir galiyma standart ¢ézeltisinden ayr1 ayn

1’er ml konuldu.

Numune tiiplerine 0,5 M oksalik asid ¢6zeltisinden 2’ser ml, stan-
dart tiiplerine ise 1’er ml ilave edildi. Kapaklar sikica kapatilarak otoklav-
da 1 Atmosfer basing altinda 120°°Cde 60 dakika siire ile tutuldu.

Bu siire sonunda tiipler otoklavdan alinarak oda 1sisinda soguma-
lar1 beklendi. Soguyan tiiplere % 40 triklor asetik asidden numunelere
2’ser ml, standartlara 1’er ml katilarak, karigtirildi. 15 dakika beklendik-

ten sonra tiipler siiziildi.

Siiziilen her bir numuneden 1,5’ar ml iki ayr: tiibe konuldu. Siizi-
len standartlarin her birinden 1,5 ar ml alinarak iki ayr1 tipe kondu. Her
konsantrasyona ait iki tiipten geriye kalan miktarlar karistirilarak, bu kari-

simdan 1,5 ml lgilincii bir tiipe kondu (standart korii).

Numune korit ve standart korii olarak isaretlenen tiiplere 0,5 ml
destile su, digerlerine 0,5 ml tiobarbitiirik asid ilave edildi, karigtirild: ve
40°C lik su banyosunda 30 dakika tutuldu. Bu siire sonunda su banyosun-
dan gikartilarak 15 dakika oda 1sisinda bekeltildi ve tiim tiiplerin optik
dansiteleri suya kargi 443 nm dalga boyunda 6l¢iildi.

Tim numunelerin glikozillenme degerleri standartlar ile mukaye-
se edilerek hesaplandi ve sonuglar proteine oranlanarak nmol fruktoz/mg
protein olarak verildi.

3.2.6. Lowry Yontemi ile Protein Tayini(56)

Stok bakir siilfat ¢ozeltisi, stok alkali tantyrat ¢ozeltisi ile 1:9
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oraninda seyreltildi. Bu ¢o6zelti ginlitk olarak hazirlandi. Seyreltilmig
bakir siilfat ¢ézeltisinden numune, standart ve kor olarak ayrilan tﬁplére
5’er ml konuldu. Numune tiiplerine 0,1 ml proteini tayin edilecek numune,
standart tiipiine 0,1 ml protein standart ¢ézeltisinden (% 100 mg) ilave
edildi. Kor tupiine ise 0,1 ml destile su katildi. Oda 1si1sinda 15 dakika bek-
lendi. Bu siire sonunda tiim tiiplere yari yariya seyreltilmig folin gézelfisin-
den 0,5 ml ilave edilerek tim tiipler giddetli olarak karigtirildi ve 30 daki-
ka beklendi. 750 nm dalga boyunda koére karsi numune ve standartlarin
optik dansiteleri 6lgiildii. Numunelerin protein konsantrasyonlar: standart

ile oranlanarak saptandi.

Nonenzimatik glikozillenme deneylerinin degerlendirilmesinde

student’s t formiiliinden yararlanildi.
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1V. BULGULAR

4.1. ELASTIN VE COZUNUR ELASTIN TUREVINE AIT BULGULAR

Sigirlarin aorta thoracicalarindan Balo ve Banga tarafindan 6ne-
rilen yénteme gore elde edilen aorta tozundan bir 6rnek Resim 1’de, elas-
tin tozundan bir 6rnek ise Resim 2’de gésterilmigtir. Aorta tozunun beyaz
renkte olmasina kargin buradan saflagtirilan elastin hafif soluk sar1 renk

gostermektedir ve bu elastinin karakteristik gériiniimine uymaktadir.

Elastinin 0,5 N HCl-etanol iginde geri sogutucu altinda 65°C’de
3,5 saat hidrolizi sonucu elde edilen berrak siiziintii Resim 3’de gésteril-
mistir. Bu hidroliz iglemi ile elastinin tortu birakmayacak gekilde ¢6ziindii-

gu goérilmektedir.

+10°C’de eter ile ¢oktiiriilen, daha sonra destile suya karg: diya-
liz edilen ve liyofilize edilerek toz haline getirilen ¢6ziiniir elastin tiirevi
Resim 4’de gériilmektedir. Coziiniir elastin tiirevinin elastine gore daha

beyaz renkte oldugu gézlenmektedir.
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Resim 1- Sigir aorta thoracicasindan elde edilen aorta tozu

Resim 2- Sigir aorta thoracicasindan elde edilen elastin tozu



Resim 3- Elastinden 0.5 N HCl-etanol hidrolizi ile elde edilen berrak stizintii

Resim 4- Elastinden 0,5 N HCl-etanol hidrolizi ile elde edilen liyofilize
¢ozunlr elastin tirevi
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5.2. COZUNUR ELASTIN TUREVIi SELULOZ ASETAT
ELEKTROFOREZ BULGUSU

Coziinir elastin tirevinin normal insan serumu ile kargilagtirma-
I1 olarak yapilan selilloz asetat elektroforezine ait elektroforegram §ekil
10°da gosterilmistir. Buna gbre ¢O6ziiniir elastin tiirevinde biiyiitk fraksiyo-
nunserumun gamma globulin fraksiyonuna benzer bir mobiliteye sahip
oldugu, bunun yaninda ikinci bir ufak fraksiyonun ise serum albumin frak-

siyonunun mobilitesine sahip oldugu gorilmektedir.
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Sekil 10- Normal serum ve ¢Ozinfir elastin tlirevinin seliiloz asetat
elektroforezine ait elektroforegram

A: Normal serum; B: Coztintir elastin tirevi
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5.3. COZUNUR ELASTIN TUREVININ AMiINO ASID ICERIGINE AIT
BULGU

Coziniir elastin tiirevinin Tirkiye Bilimsel Tetkik ve Aragtirma
Kurumu Beslenme Bdlimiinde yapilan amino asid analiz sonucu Tablo
7'de goésterilmigtir. Ayn1 tablo’ya ait kromatogram $ekil 11°de gdsterilmig-
tir. Tablo ve kromatogramda goriildiigii gibi total amino asidler arasinda

en biiyitkk orani glisin, alanin, 16sin, prolin amino asidleri olugturmaktadair.

Tablo 7
Coztuntr Elastin Ttirevinin Amino Asid Bilegimi

Amino Asid % g
Aspartikasid 1,200
’ Treonin 1,108
Senin 0,938
Glutamik asid 2,700
Prolin 8,577
Glisin 21,417
Alanin 20,745
Valin 4,971
{zolasin 2,800
Losin 10,167
Tirozin 1,772
Fenilalanin 4,971
Histidin 3,090
Liz'in 1,019

Arginin 1,202
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5.4. GOZUNUR ELASTIN TUREVININ IN VITRO NON ENZIMATIK
GLIKOZILLENME BULGULARI

i

»

Tablo 8’de ¢Oziiniir elastin tiirevinin kontrol grubuna ait glikozil-
lenme degerleri gosterilmigtir. 24, 48 ve 96 saatlik inkubasyonlara ait

kontrol grubu degerlerinin timi ayn: tabloda gésterilmigtir.

Tablo 8
Cozuntr Elastin Ttrevi Kontrol Grubu Glikozillenme Degerleri

n nmol Fruktoz/mg Protein

1 1,88
2 1,80
3 1,98
4 1,96
5 1,85
6 1,95
7 1,95
8 1,96
9 1,93
10 2,05
11 2,06
12 1,75
13 2,02
14 1,95
15 2,05
16 2,05
17 2,0
18 2,15
19 2,10
20 1,78
< 1,96

K
sD £0,10
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Tablo 9’da ¢6ziniir elastin tiirevinin 27,7 ve 55,5 mM konsantras-
yonlarindaki glukoz ile 24 saat inkiibasyonuna ait glikozillenme degerléri
gosterilmistir. Ayni tabloya ait degerlerin kontrol grubu ile mukayeseli
histogram: Sekil 12°de gosterilmistir. Her iki konsantrasyona ait bulgula-
rin kontrol grubu ile istatistiksel kargilagtiriliminda 27,7 mM glukoz kon-
santrasyonunda anlamli bir fark olmadig: (p>0.05), ancak 55.5 mM kon-
santrasyonda ileri derecede anlamli fark oldugu (p<0.01) anlagilmigtir.
Yine her iki grubun kendi aralarinda yapilan istatistiksel kargilagtirmasin-

da da anlamli bir fark (p<0.01) bulunmustur.

Tablo 9

Coziintr Elastin Ttrevinin Farkli Glukoz Konsantrasyonlarinda
24 Saat Inkiibasyon fle Elde Edilen Glikozillenme Degerleri
(nmol Fruktoz/mg protein)

n 27.7 mM Glukoz 55.5 mM Glukoz
1 2,10 2,20
2 2,06 2,10
3 1,95 2,15
4 1,98 2,08
5 2,20 2,12
6 2,15 2,25
7 1,92 2,22
8 1,90 2,25
9 2,12 2,30
10 2,05 2,18
X 2,043 2,18
SD#* 0,10 0,07
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A: Kontrol grubu; B: 27,7 mM Glukoz ile inktibasyon grubu;
C: 55,5 mM Glukoz ile inktibasyon grubu

Sekil 12- Cézntr elastin tiirevinin farkli glukoz konsantrasyonlarinda 24 saat
inktibasyonu ile ielde edilen glikozillenme degerlerine ait histogram
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Tablo 10°da ¢6ziiniir elastin tiirevinin 277 ve 55.5 mM konsan-
trasyonlarindaki glukoz ile 48 saat inkiibasyonuna ait glikozillenme deger-
leri gésterilmigtir. Ayn: tabloya ait degerlerin kontrol grubu ile mukayese-
li histogrami Sekil 13’de gésterilmigtir. Her iki konsantraSyoha ait bulgu-
larin kontrol grubu ile istatistiksel kargilastirilmalarinda aralarinda ileri
derecede anlamli bir fark oldugu (p<0.001) saptanmigtir. Her iki grubun
kendi aralarinda yapilan istatistiksel karsilastirmasinda yine ileri derece-

de anlamli bir fark bulunmustur (p<0.001).

Tablo 10

Coztntr Elastin Turevinin Farkli Glukoz Konsantrasyonlarinda 48 Saat
Inktibasyonu ile Elde Edilen Glikozillenme Degerleri

(nmol Fruktoz/mg protein)

n 2,7 mM Glukoz 55,5 mM Glukoz

1 2,30 3,25
2 2,45 3,33
3 2,71 3,30
4 2,65 3,40
5 2,28 2,90
6 2,36 3,83
7 2,90 3,48
8 3,08 3,60
9 2,40 3,35
10 2,53 3,20
£ 2,56 3,36

SD * 0,26 0,24
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A: Kontrol grubu; B: 27,7 mM Glukoz ile inktibasyon grubu:
C: 55,5 mM Glukoz ile inkiibasyon grubu

Sekil 13- Coziniir elastin tflrevinin farkl1 glukoz konsantrasyonlarinda 48 saat
inkttbasyonu ile elde edilen glikozillenme degerlerine ait histogram
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Tablo 11’de ¢6ziiniir elastin tiirevinin 27.7 ve 55.5 mM konsan-
trasyonundaki glukoz ile 96 saat inkiibasyonuna ait glikozillenme degerle-
ri gosterilmigtir. $ekil 14’de ayn1 tabloya ait degerlerin kontrol grubu ile
mukayeseli histogram: gésterilmistir. Her iki konsantrasyona ait bulgula-
rin kontrol grubu ile yapilan istatistiksel kargilagtirilmasinda aralarinda
ileri derecede anlamli bir fark (p<0.001) saptanmigtic. Her iki grubun
kendi aralarinda yapilan istatistiksel kargilastirmasinda yine ileri derece-

de anlaml:i fark vardir (p<0.001).

Tablo 11

Cozunir elastin turevinin farkli glukoz konsantrasyonlarinda 96 saat inkiibasyonu
ile elde edilen glikozillenme degerleri
(nmol Fruktoz/mg protein)

n 27,7 mM Glukoz 55,5 mM Glukoz

1 3,15 4,10
2 3,19 4,26
3 3,10 4,94
4 3,52 4,60
5 3,80 o 4,85
6 3,15 3,90
7 3,28 5,80
8 3,75 5,72
9 3,50 5,88
10 3,12 5,10
3,35 5,01

SD ¢ 0,26 0,80
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A: Kontrol Gruu; B: 27,7 mM Glukoz ile inkibasyon grubu;
C: 55,5 mM Glukoz ile inkfibasyon grubu

Sekil 14- Coztniir elastin tiirevinin farkli glukoz konsantrasyonlarinda 96 saat
inktibasyonu ile elde edilen glikozillenme degerlerine ait histogram
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Coziinlir elastin tiirevinin 27.7 mM glukoz konsantrasyonunda
24, 48, 96 saatlik inkiibasyonlarina ait glikozillenme degerleri Sekil 15’ de-
ki histogramda birlikte gdsterilmigtir. Goriilldugiu gibi glikozillenme deger-
leri ayni glukoz konsantrasyonunda zamana goére artiy gdstermektedir.
Her grubun kendi aralarinda yapilan istatistiksel kargilagtirmalarinda ileri
derecede (p<0.001) anlamli fark mevcuttur. Yapilan korelasyon degerlen-
dirmesinde 27,7 mM glukoz konsantrasyonunda 24, 48, 96 saatlerde elde
edilen glikozillenme degerleri ile zaman arasinda anlamli bir iligki bulun-

mugtur (r:0.927). Korelasyon egrisi Sekil 16’da gosterilmigtir.

Yine ¢b6ziiniir elastin tiirevinin 55,5 mM glukoz konsantrasyonun-
da 24, 48, 96 saatlik inkiibasyonlarina ait glikozillenme degerleri Sekil
17°deki histogramda birlikte gdsterilmigtir. Ayr1 glukoz konsantrasyonun-
da zamana bagli olarak artan glikozillenme degerleri burada da goriilmek-
tedir ve her grubun kendi aralarinda yapilan istatistiksel karsilagtirilma-
sinda ileri derecede (p<0.001) anlaml:i fark vardir. Bu konsantrasyonda
glikozillenme degerleri ile zaman arasindaki korelasyon egrisi Sekil 18’de
gosterilmigtir. Korelasyon katsayis: (r) 0,922 olarak bulunmugtur-ve buna

gore aralarinda anlamli bir iligski mevcuttur.
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A: 24 saatlik inkibasyon grubu; B: 48 saatlik inkiibasyon grubuy;
C: 96 saatlik inkiibasyon grubu

Sekil 15- Coziintir elastin tirevinin 27,7 mM glukoz konsantrasyonunda 24, 48,
96 saatlik inkiibasyonlar ile elde edilen glikozillenme degerlerine ait histogram
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Sekil 16- Cozandr elastin tiirevinin 55,5 mM glukoz konsantrasyonunda 24, 48,
96 saatlik inktbasyonlarina ait glikozillenme degerleri ile zaman arasindaki
korelasyon egrisi '



52

:
5 ; !
o E
g 3 é
N
g - 2
= i I
| 1
' 7

A: 24 saatlik inkiilbasyon grubu; 48 saatlik inkiibasyon grubu;
C: 96 saatlik inkiibasyon grubu

Sekil 17- Coziniir elastintiirevinin 55,5 mM glukoz konsantrasyonunda 24, 48, 96
saatlik inkiibasyonlar: ile elde edilen glikozillenme degerlerine ait histogram
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Sekil 18- Coziindr elastin tfirevinin 55,5 mM glukoz konsantrasyonunda 24, 48,
96 saatlik inkiibasyonlarina ait glikozillenme degerleri ile
zaman arasindaki korelasyon egrisi
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V. IRDELEME VE SONUC

Proteinlere gegitli karbohidratlarin enzim aracilifr olmaksizin
baglanmasi olan nonenzimatik glikozillenme gé§it1i aragtirmacilar tarafin-
dan organizmanin farkli protein tiirlerinde in vivo ve in vitro olarak ince-
lenmigtir. Bu proteinler Tablo 4’de toplu olarak gésterilmistir. Proteinle-
rin nonenzimatik glikozillenmeleri onlarin dogal yap:1 ve 6zelliklerinde bir
takim degisimlere yol agmasi1 bakimindan tizerinde oldukg¢a 6nemle duru-
lan reaksiyonlardir. Biz bu c¢aligmamizda sigirlarin aorta thoracicalarin-
dan elde ettigimiz elastinin ¢ézinilr bir tirevinde, literatiirde benzer bir
proteinle yapilmig galiyma olmayigini da dikkate alarak in vitro nonenzi-

matik glikozillenme 6zelligine inceledik.

Elastin omurgali viicuduna elastik 6zellik kazandiran gegitli
dokulardaki elastik lifler iginde biiyiik oranda bulunur. Bir skleroprotein
olan elastin suda, sulu ¢o6zeltilerde ¢6ziinmez, ¢egitli proteazlara, asid ve
alkalilere karg1 direnglidir(82).

Biz galigmamizda sifir aorta thoracicasindan elastin elde edilme-
sinde Balo ve.Banga tarafindan(83) 6nerilen yontemi uyguladik. Aortik
dokudan sicak alkali muamelesi yolu ile saf elastin eldesine dayanan bu
metodun elastini biiyiik miktarda igeren dokularda 6rnegin aortada tatmin
edici sonuglar verdigi farkli aragtirmacilar tarafindan da dogrulanmig-
t1r(36,40,42,52,53,76). - . Bizim bulgularimiza gére de elde ettifimiz elasti-

nin gerek makroskopik gérinlimii gerekse bundan elde ettifimiz ¢6ziiniir
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elastin tiirevinin amino asid kompozisyonu (Tablo 7) bu gdériisleri dogrula-
maktadir.

Elastinden ¢6ziiniir elastin tiirevinin elde edilmesinde ilimli bir
hidroliz saglayan etanol-HCl karigimi kullanilmistir. Bu metod derisik
asid ve alkali hidrolizine oranla elastinden kendine daha yakin 6zelliklere

sahip bir tiirevin elde edilmesine olanak saglamaktadur.

Partridge ve arkadasglari(63) elastinden 0,25 M oksalik asid ile
100° de hidroliz yontemi uygulayarak a ve B elastin adi verilen iki ¢ozii-

niir tiirev elde etmiglerdir.

Bizim etanol-HC! karigimi kullanarak elde ettigimiz ¢oziliniir
tirevin normal serum proteinleri ile yapilan mukayeseli seliloz asetat
elektroforezinde, bilyiik oraninin serumun gamma globulin mobilitesine
sahip oldugu, ufak bir kisminin ise serum albumin mobilitesinde oldugu
gorilmektedir. Elektroforezde digik bir mobiliteye sahip olmasi ayrica
ilerde bahsedecegimiz gibi in vitro nonenzimatik glikozillenme deneyleri
esnasinda yari1 doymus amonyum siilfat icinde ¢6kmesi molekiil agirliginin

yiksek oldugu diigiincesini desteklemektedir.

Coziiniir elastin tiirevinin icerdigi aminoasidler ile "intakt" elas-
tinin icerdigi amino asidler Tablo 12°de kargilagtirmali olarak gosterilmig-

tir.

Tabloda da goriildiigi gibi ¢oziiniir elastin tiirevinin amino asid
icerigi elastinle biiyik oranda benzerlik géstermektedir. Bazi amino asitle-
rin yizdelerinde gorilen ufak farkliliklarin ise elastinden ¢oziiniir elastin
tirevinin elde edilmesi esnasinda uygulanan ydntemlere bagli olabilecegi
digiiniilmektedir. Ayrica elastinin amino asid igerigi elde edildigi kaynaga

ve kullanilan y6nteme goére de farkliliklar géstermektedir.



Elastin ile Cozantr Elastin Tarevinin
Kargilagtirmali Amino Asid Bilegimi

Amino Asid
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Tablo 12

(g/100 g)

Elastin{d Elastin

Cozlintr
Elastin Tirevi

I. Hidrofil amino asitler

IL.

Aspartik asid
Glutamik . asid
Lizin

Arjinin
Histidin

Serin

Treonin

Tiro zin
Hidrofob amino asidler
Alanin

Valin

Izoldsin

Losin
Metiyonin
Prolin
Fenilalanin

Glisin

1,06
2,76
0,97
0,12
0,02
0,85
0,94
6,35

19,48
19,28
2,91
8,49
0,09
14,14
5,63
24,98

1,0
2,4
1,1
0,8
0,1
1,0
1,0
1,8

22,2
16,7
3,8
9,0
14,0
5,3
26,8

1,20
2,70
1,01
1,20
3,09
0,93
1,18
1,77

20,74
4,97
2,8

10,16
8,57
4,97

21,41
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Yine Tablo 12’de ¢6ziinlir elastin tiirevi amino asid bilesiminin
% 73,62’iinit hidrofob amino asitlerin, % 13.08’si hidrofil amino asidlerin

olusturdugu gérilmektedir.

Cozuniir elastin tiirevinin in vitro nonenzimatik glikozillenme
yontemi bu konuda daha 6nce yaptigimiz deneyler dikkate alinarak geligti-
rildi. Yéntem ¢oziiniir elastin tiirevinin in vitro nonenzimatik glikozillen-
mesinde, glukoz konsantrasyonu ve zamanin etkileri birlikte .incelenebile-

cek sekilde diizenlendi.

Glikozillendirme iglemi sirasinda ¢o6ziinlir elastin tiirevinin
gézﬁnmﬁ§ halde oldugu tampondan ¢oktiiriilerek uzaklagtirma igleminde,
en ¢ok kullanilan tekniklerden biri olan yiiksek tuz konsantrasyonlarinda
g¢oktiirme iglemi uygulandi. Coéktiirmede kullanilan tuzlarin etkinligi anyo-
nun yiikil ile ilgilidir ve en ¢ok sulfat, fosfat ve sitrat tuzlar: kullanilir.
Katyonun cinsi daha az etkili ise de bir degerlikli tuzlarin kullanilmasi ter-
cih edilir. Etkinlik sirast NHy;>K+>Na* dir. Bu durum dikkate alinarak
¢oktiirme iselmi igin amonyum siilfat kullanildi. Amonyum siilfatin diger

bir avantaj1 da proteinleri stabilize etmesidir.

Coktiirme iglemi ile geri elde edilen proteinin bagta kullandigi-
miz protein imktarini % 70-0 oraninda oldugu tespit edildi. Aradaki far-
kin amonyum siilfat ilavesi ile ¢okmeyen kisim "ki bu seliiloz asetat elek-
troforezinde gorilen ve serum albumin mobilitesine sahip olan fraksiyon
olabilir" ile dializ esnasinda kaybedilebilen kisimdan alabilecegi diigiiniil-

miigtir.

Coziiniir elastin tirevinin glikozillenme degerlerinin 6lgildigi
kolorimetrik yontem Parker ve arkadaglar: tarafindan gelistirilmigtir. Yon-
tem her tir proteinin glikozillenme diizeyinin tayininde kullanilmaya

uygundur.

Elde ettigimiz bulgular ¢6ziniir elastin tiirevinin in vitro nonen-
zimatik glikozillenmeye miisait bir protein oldugunu géstermektedir. Gli-

kozillenme diizeyinin ortamin glukoz konsantrasyonuna ve zamanina bagh
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olarak arttig1 gézlenmigtir. Bu bulgu aragtirmacilar tarafindan organizma-
nin gegitli proteinlerinde yapilan in vitro non enzimatik glikozillenme

deneyleri ile saptanan sonuglara uymaktadir(12).

Proteinlerin in vitro nonenzimatik glikozillenmeleri iizerinde
ayrica ortamin pH’1 temperatiiriinde etkili oldugu bilinmektedir. Biz ¢alig-
mamizda fizyolojik bir pH olan 7.4 ve yine fizyolojik bir temperatiir olan

37° yi uygun gérerek uyguladik.

Bag dokusu proteinleri ile ilgili nonenzimatik glikozillenme arag-
tirmalarinin daha ziyade kollajen tlizerinde yogunlagtifi gorilmekte-
dir(22,43,51‘,68,73,84,106). Literatiirde in vitro nonenzimatik glikozillen-
me ile ilgili olarak "intakt" elastinle yapilan az sayida galigma var-
dir(17,18,61). Bu caligmalarda "intakt" elastinin in vitro nonenzimatik gli-
kozillenmesinde anlamli sonuglarin uzun bir zaman siirecinde alinabildigi
anlasilmigtir. Biz elastinden elde ettigimiz ¢oziiniir elastin tiirevinin
intakt elastine oranla ¢ok daha kisa siirede ve daha yiiksek oranda glikozil-

lenebildigini ortaya koyduk.

Bu bulgu elastine oranla elastinden olusan tiirev {iriinlerin daha
kolay glikozillenebildigini gdstermektedir. Bu durum elastin yikiliminin
artm1i§ oldugu organizmalarda etkili olabilir. Elastin yikilim1 ile olugacak
elastin tiirevi peptidlerin nonenzimatik glikozillenmeye ugramalarinin ken-
dilerine kargt organizmada otoantikor yapimina ya da yapimin artmasina
yol agabilecegi diisiiniilebilir. Yapilan ¢aligymalarda nonenzimatik glikozil-
lenen proteinlerin antijenik &zellik kazanarak oto antikor olugumuna

neden olduklari saptanmigtir(11,96).

Sonug olarak biz bu galigmada elastinden etanolli-HCI hidrolizi
ile elde ettigimiz ¢6ziliniir elastin tiirevinin in vitronun enzimatik glikozil-
lenebildigini, glikozillenme diizeyinin glukoz konsantrasyonu ve zamana

bagli olarak arttigini saptamis bulunuyoruz.
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OZET

Proteinlerin nonenzimatik glikozillenmesi 6zellikle son yillarda
tizerinde 6nemle durulan bir reaksiyondur. In vivo ve In vitro ortamlarda
meydana gelebilen bu olay gesitli arastirmacilar tarafindan organizmanin
farkli proteinlerinde incelenmigtir. Biz bu ¢aliymada su ve sulu ortamlar-
da ¢6ziinmeyen bir skleroprotein olan elantinden elde ettigimiz ¢6ziiniir

elastin tiirevinin in vitro nonenzimatik glikozillenme 6zelligini inceledik.

Caligmamizda elastin sigir aortasindan Balo ve Banga tarafindan
6nerilen yontemle izole edildi. Elastin 0,5 N HCl-etanol ¢ozeltisinde 3,5
saat 65°C de hidroliz edilerek suda ve sulu ortamlarda ¢6ziinebilen bir
tirev protein elde edildi. Bu ¢6ziiniir elastin tiirevinin seliiloz asetat elek-
troforezi biri biiyiitk digeri ¢ok kiiglik iki fraksiyondan olustugunu, biyik
fraksiyonun serum gammaglobiilin, kiigiik frakéiyonun ise serum albumin
mobilitesine sahip oldugunu gdsterdi. Yine yapilan amino asid analizi ami-
no asid bilesiminin biiyilk oranda elastinle uyum iginde oldugunu ortaya

koydu.

Cozinilir elastin tlirevinin in vitro nonenzimatik glikozillenme
Ozelligi gergeklestirilen 6n deneylerce saptanan bir yonteme gore incelen-
di. Buna gore ¢Oziiniir elastin tiirevi, pH:7.4 olan ve 27.7 mM ile 55.5 mM
konsantrasyonunda glukoz iceren iki farkli fosfat tamponu iginde 24, 48
ve 96 saat siirelerle 37°C de inkiibe edildi. Kontrol deneyleri glukoz iger-
meyen fosfat tamponu kullanilarak gergeklestirildi. C6ziiniir elastin tlirevi-
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nin glikozillenme degerleri Parker ve arkadaglar: tarafindan dnerilen yon-
teme gore kolorimetrik olarak saptandi. Bu yo6ntem glikozillenmis hemog-

lobin dahil tiim proteinler i¢in kullanilabilme 6zelligini tagimaktadur.

Elde edilen bulgularin sonuglari, ¢éziiniir elastin tiirevinin orta-
min glukoz konsantrasyona ve zamana bagli olarak in vitro nonenzimatik

glikozillenme 6zelligi gésterdigini ortaya k’oymu§tur.
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SUMMARY

The nonenzymatic glucosylation of proteins is a reaction that
has been followed up with interest in the last years. This reaction which
may be produced in vivo and in vitro medias, has been examined by many

investigators in different proteins of the organism.

In this study we investigated,the in vitro nonenzymatic glucosyla-
tion characteristic of soluble elastin derivative, we have obtained from

elastin, a scleroprotein which is insoluble in water and aqueous solution.

In our study, elastin has been isolated from bovine aorta thoraci-
ca with the procedure Balo and Banga. We had hydrolized elastin for 3,5
hours at 65°C in 0,5 NHCl-etanol solution and obtained a protein derivati-

ve which is soluble in water and aqueous solutions.

The celulose acetate electrophoresis of this soluble elastin deri-
vative showed that it was composed of two fractions, one is big and the
other is too small. The big fraction has gammaglobuline and the small frac-
" tion has serum albumin mobility. In addition to that the amino acid anly-

sis showed that, amino acid composition was in a harmony with elastin.

The in vitro nonenzymatic glucosylation property of soluble elas-
tin derivative was investigated in respect to a method that was determined

with recent experiments. In this method, the soluble elastin derivative was
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incubated in 37°C for 24, 48 and 96 hours inervals, in two different phosp-
hate buffers which possess 27,7 mM and 55,5 mM glucose respectively and
in pH: 7.4. The glycosylation values of the soluble elastin derivative was
determined colorymetrically according to the method suggested by Parker
et all. This method can be used for all proteins including glucosylated
hemoglobin.

The results of our findings showed that the soluble elastin deri-
vative exhibited an in vitro nonenzymatic glycosylation characteristic

according to the glucose concentration of the media and time.
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