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GIRIS VE AMAC

Diyabet; 6zellikle bazal membranlarda ve hiicreler ara-
s1 matrikslerde mevcut olan makromolekiillerin metabolizmasinda
onemli depisiklikler meydana getirir(168). Diabetin kollagen
metabolizmasina etkisini arastiran ¢esitli ¢alismalar, biitiin
bag dokularinin cevabinin ayni olmadigini, baska bir degigie,
diyabetin bazi dokularda net kollagen artisina, bazilarinda
ise net kollagen kaybina sebep oldugunu dileri siirmekte-
dir(157).

Diyabetik insan ve hayvanlar iizerinde yapilan galisma-
lar; bir taraftan kollagen fiberlerin sertlestigini(8,168),
¢oziiniirliigiiniin ve elastikiyetinin azaldigini(64,65,118,168,
192) gésterirken; diger taraftan enzimatik yikima karsi daya-
nakl1111n(65,93,160,168), termal stabilitenin(30,168,191,
192,193), ¢apraz baglanmalarln(65,74,107,168,193). nonenzima-
tik glikozilasyonun(18,29,87,104,118,152,168,191,193) ve
trombosit agregasyonu meydana getirme yatkinliBinan arttiga-
n1(105,106,1068,192) gostermektedir,

Kollagende meydana gelen bu degigsikliklerin mekanizma-
s1 heniiz tam olarak agikliga kavusmamistir. Fakat kollagen
sentezi ve yikilmasi ile ilgili ¢esitli mekanizmalar ortays
atilmistair, Kollagen molekiiliinde goriilen bu tiir degisimler,
damar gegirgenligi, glomerular siizme ve yaralarin iyilesmesi
gibi olaylari etkileyebilmektedir. $imdiye kadar yapilan géz-

lemler diabetik kigilerde bir taraftan kollagenin sertlesgmesi
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sonucunda eklem hareketlerinin azaldigini diger taraftan mik-

rovaskiiler hastaliklarin gelistigini gostermektedir(168,193),

Ginlimizde diyabet, bazal membran fonksiyonlarinin ve
yapirlanin Onemli 0Olgiide degistigi bir hastalaik olarak kabul
edilir, Bilindigi gibi bu membranlar kollagen ve kollagen ol-
mayan proteinlerden olusur, Fakat buradaki proteinlerin g¢ogu
kollagendir. Kollagen tipleri ise IV ve V'dir. Kollagen tip
IV'iin miktari daha fazladir(77). Diyabette bazal membranlarda
kollagen sentezinin, tip IV ve tip V'in, arttigl gdsterilmis-~
tir. Kollagen tip IV'iin disiilfild bagi ile bagli kismina 7S-
kollageni de denilmektedir(170). Bu kisim bazal membranlardan
protoelizle ayrilabilir(149). Bazal membranlardan ayrilan,
serum ve diger biyolojik sivilara karisabilen 7S-kollageni
radyoimmunassay ile bu sivilarda odlgiilebilmektedir(148).
Serum 7S-kollagen konsantrasyonunun ve bazal membran sentezi-
nin deneysel diyabette korrelasyonlu olarak O©Onemli derecede
arttigl gosterilmis ve serum 7S-kollageninin bazal membran-
lardaki tip IV Kollageninin sentezindeki degigimleri yansita-

bilecegi ileri siiriilmistiir(77).

Diyabetli kigilirde glomerular bazal membran kollageni-
nin kiitlesi artmis, glomerul normalden daha fazla agirlasmis
ve kalinlasmistir. Hidroksiprolin miktarai da artmistair. STZ
ile diyabet yapilmis siganlarla bu sonuglar teyit edilmistir.
Deneysel diyabette bdbrek agirligi artarken, viicut agirliga
azalmigtir. kollagen biyosentezinde translasyon sonrasi gérev
alan enzimlerin spesifik aktiviteleri artmistir. Bazi ¢alisg-

malarda ise azalma goriilmiistiir(168).

Diyabetin periodontal hastaligin sgiddetini arttardiga
ve agiz boglugundaki yaralarin iyilesmesini geciktirdigi go-
riliir., Diseti kuru agirliginin % 30-50'sini olusturan kolla-
gen, sert ve yumugsak periodontal dokularin asil proteinidir.
Periodontal hastaliklarin geligmesinde kollagenin bozuk orga-

nizasyonu ve kollagen bozunmasi onemli o6lgiide rol oynar. Pe-



riodontal hastalik ve diyabetes-mellitus arasindaki ilisgkiyi
inceleyen ¢egitli g¢aligmalarla, diyabetik kisilerde &zellikle
yaslilarda periodontal yikim siddetinin arttifil gosterilmis-

tir(21,123).

Alloksanla diyabet yapilmis siganlarin disetinde
asidde ¢bziinen kollagen konsantrasyonun azaldigi, serum ve
idrardaki hidroksiprolin konsantrasyonun arttigi, bu degi-
simlerin yasli hayvanlarda daha belirgin olarak ortaya g¢ikti-

g1 gozlenmistir(1l45).

Deneysel olarak olusturulan iltihap, normal sig¢anlarin
digsetinde ¢O6ziiniir olmayan kollagen miktarinda azalmaya neden
olurken diyabetik siganlarin deseti kollageninde bir azalmaya
sahip olmadigi gorilmistiir(64). Diyabetli kisilerde saglikla
kisilerden farkli olarak agrz kurulugunun gorilmesi, tiikriik
salgilanmasinin azligina baglidir(45). Yapilan arastirmalar
diyabetlilerde submandibular bezlerdeki kollagen miktarinin

da azaldigini gostermistir(91).

Hiperglisemi esnasinda glikozun insiiline bagimli ol-
mayan dokularda birikmesi ve fazla kullanilmas:i zararli etki-
ler olugturabilmektedir(182)., Glikoz nonenzimatik reaksiyon-
1la proteinlefin yapisal ve fonksiyonel ©Gzelliklerinin de de-
gigsmesine sebep olmaktadir(87,88,107,112,119,182). Bu meka-
nizmaya bagli olarak hemoglobinin nonenzimatik glikozillenmis
tiirevleri olan minor hemoglobinlerin bulunmasi, uzun siireli
glisemi kontroliinde 6nemli bir indeks olarak kabul edilir(17,
56,63,75,84,87,92,95,127,166,171,182,185). Bu ise klinik biyo-
kimya yoniinden yararl:i bir reaksiyondur. Fakat arastirmalar
yalniz hemoglobinin degil, kanda ve dokularda bulunan birgok
proteinlerin de nonenzimatik reaksiyonla glikoz bagladiklari-
n1 gostermektedir, Bdyle bir glikozillenmenin proteinlerin
yapilarinda ve fonksiyonlarinda degisimlere neden olabilecegi
ve buna bagli olarak, gegitli klinik komplikasyonlarin ortaya
cikabilecegi ileri siiriilmektedir(87,182). Ornegin; lens gli-



koz aliminda insiiline bagimla degildir. Dolayisiyla yiiksek
konsantrasyonda glikoza maruz kalir, Diyabette katarakt olu-
sum hizinin arttigl, yasli ve kataraktli lenslerde sara kah-
verenkli floresans veren ve ¢ok ¢apraz bag ihtiva eden pro-
teinler olustugu goriilmiistiir. Yapilan arastirmalar ise, bunun
sebebinin proteinlerin nonenzimatik glikozilasyonu oldugunu

ortaya koymustur(87,182,124).

Nonenzimatik glikozilasyon reaksiyonu ile meydana ge-
len ketoamin oldukg¢a kararli bir bilesik olup, proteinin ya-
sam siiresi boyunca ona eslik eder. Kollagen yasgsam siliresi en
uzun olan proteinlerden biridir. Devamla olarak vaskiiler ve
ekstravaskiiler sivilarda bulunan glikozla karsi karsiyadair.
Ortamdaki glikozla, kollagenin lizin ve hidroksilizin gibi ami-
no asitlerinin serbest amino gruplarinin bloke edilmesi, yani
nonenzimatik reaksiyonla glikozun kollagene baglanmasi, yapi-
sal degisiklige, buna bagli olarak da fonksiyon bozukluklari-
na neden olur(87,182). Kollagende meydana gelen degisiklikler
cesitli fizyolojik olaylari etkileyebilir(31,87,104,107,113,
114,160,178,182,191,192,193).

Histolojik ve histokimyasal ¢aligmalar digetinin kol-
lagen igeripi fazla olan fibrdz bir doku oldugunu ve kollagen
miktarinin yasla arttifini gostermistir, Ayrlca digeti kolla-
gen turnover hizi da diger dokulara gore yiiksektir(69,99,
162).

Deneysel veriler insanlarda ve sigcanlarda diyabetin
doku kollagenaz aktivitesini arttardigini géstermektedir(66).
STZ ile diyabet olusturulmus siganlarin derilerinde kollagen
metabolizmasinin arttigr ve digetinde yeni olusmus kollegenin
yikilmasinin hizlandigr gozlenmistir(158,159). Buna karsin,
barsak ve glomerular bazal membraninda kollagen kaybi yerine

kollagen birikmesi goriilmiistiir(157,158).



Biz de bu bilgilerin 1g1§1 altinda, digeti bag dokusu
kollageninin diyabetli deney hayvanlarinda glikozilasyon yo-
niinden ne gibi depisimler gosterebilecegini arastirmak iste-~
dik. Yaptigimiz literatir taramasinda diseti kollageninin
nonenzimatik glikozilasyonu ile ilgili ¢alismalara rastlanma-—
migtir, Agiz ortami ile 1ilgili olarak sadece submandibular

kollagenin nonenzimatik glikozilasyonu arastirilmistair(118).

Amacimiz diyabetli kisilerin diseti bag dokusu kolla-
geni ile diger doku kollagenleri arasinda nonenzimatik gliko-
zilasyon yoniinden bir farklilik olup olmadigina bilimsel ydn-
den agiklik getirmek ve bu parametreleri kontrol grubu

ile karsilastirmaktair.

Bu ¢aligmamiz, bir taraftan diyabetli olgularin disgeti
ve kuyruk kollagenin yapisina bilimsel agiklik getirirken diger
taraftan uygulama ag¢isindan da ©onem tasimaktadair. Ciinki ¢a-
li1sma esnasinda amacimiza ulasmak i¢in kuyruk tendonundan el-
de ettigimiz kollagen, trombosit agregasyonu ig¢in dnemli bir
test materyelidir. Bu da {ilkemize ticari bir kazang saglaya-

bilir.



GENEL BILGILER

1- BAG DOKUSU

a) Yapisi

Bag dokusu, biitiin viicutta yaygin halde bulunan diger
doku ve organlara: destekleyen veya baglayan ¢ok &nemli bir
dokudur. Bir dokunun kan dolasimi ve fonksiyon yapan paransi-

mal hiicreleri arasinda yer alir(76).

Bag dokusunun ¢ok ¢esitli fonksiyonlari vardir. En
dikkati ¢ekeni yapisal fonksiyonudur. Hiicreleri ve organlara
cevreleyen kapsiiller, tendonlar, ligamentler, organlar arasi
bogsluklarr dolduran doku, bag dokusundan olusmustur., Kemik,
dis ve kikirdak ise bap dokusunun ozel selidir(86,99,181,
189).

Bag dokusu embiryonik dokunun her {i¢ tabakasindan
6zellikle ortadaki mesoderm'den tiireyen mesensimden gelisir.
Mesensim, bol miktarda amorf intersellular madde iginde gomii-
lii dallanmis hiicreler olarak karakterize edilir, Mesensimal
hiicrelerin iyi gelismis ¢ekirdekgigi ve kromatin agi olan
oval gekirdekleri vardir. U¢ ana germ yapragindan biri olan
mesensim fetusun olusumu boyunca geligen organlari gevreleye-
rek yayilir(86,180,189).



Biitiin bag dokulari ayni1 temel bilegenlerden olusur;
Hiicreler, fiberler ve ara madde (ground substance). Fakat bu
bilesenler bulunduklari yerin 6zelligine ve fonksiyonuna goére
degigsen miktarda mevcutturlar. Bag dokusunun ekstrasellular
matriksini ise hiicreler harig, yani fibriller, ara madde ve

doku sivisi olusturur(86,99,180).

Ara madde; renksiz, gegirgen ve homojendir. Bag doku-
sunun fiberleri ve hiicreleri arasindaki boslugu doldurur.
Vizkozdur. Yaglayici madde gibi davranir. Yabanci maddelerin
doku ig¢ine niifuzunu onleyen bir engel olarak rol oynar, Fazla
miktarda su ihtiva eder. Elektron mikroskobunda graniiler hal-
de godriiniir, Ara madde de baslica iki bilesen sinifindan olu-
sur. Glikoz aminoglikanlar (GAG) ve yapisal proteinler(86,
180).

GAG'lar uronik asit ve hegzaminden olusan tekrarlanan
disakkarid birimlerinden meydana gelmis lineer bir polisak-
karittir, Hegzamin, glikozamin veya galaktozamin, uronik
asit ise glukuronik asit veya iduronik asit olabilir. GAG'lar,
Hyaluronik asit harig¢ bir proteine (kollagen olmayan) bagla-
narak proteoglikan molekiillerini olustururlar, Kikirdakta
proteoglikan molekiillerinin hyaluronik aside bagli oldugu
gosterilmistir, Boylece daha biiyiik molekiillii proteoglikan
agregatlarini olustururlar, Cofu proteoglikanlar, karbonhid-
rat kisimlarindaki hidroksil, karboksil ve siilfat gruplarinin
fazla olmasi nedeniyle hidrofiliktirler., ve dolayisiyla poli-
anyon gibi davranirlar. Proteoglikanlarda karbonhidrat kismi
¢ogunlugu teskil eder ve molekiil agirlaiginin % 80-90'ina
olugturur. Proteoglikanlar ¢ok sayida katyonun (genellikle
sodyumu(86) ve CdH%189) baglayabilirler. Molekiil etrafinda ka-
lin su tabakasi vardir., Fazla miktarda su baglarlar. Boylece
dokunun su metabolizmasini diizenlerler., Proteoglikanlar,
proteinle birlikte bagslica dermatan siilfat, kondroitin siilfat
ve heparan siilfat ihtiva ederler, Bunlarin disinda keratan

siilfat ve hyalunorik asit ihtiva edenler de vardir(86,180).



Dermatan siilfat; en ¢ok deride, tendonda ligamentler-
de, fibroz kikirdaklarda, akciper bag dokusunda ve kollagen
tip I fiberleri ihtiva eden vyapilarda bulunur(86,180). Az

miktarda disetinde de oldugu ileri siiriilmektedir.

Kondroitin siilfat, kollagen tip II'ce =zengin olan
elastik kikirdak ve hyalinde(86) kemik ve kan damarlarinda
bulunur. Disetinde, deride ve korneada da oldugu goésterilmisg-
tir(180).

Heparan siilfat, kollagen tip III ihtiva ettigi diisiinii-
len retikiiler fiberler ile ilgili goriilir(86). Daha ¢ok yumu-
sak bag dokusunda(99), aortta, karaciger ve akcigerde bulun-

mustur(180). Disetinde ise az miktarda vardir.

Keratan silfat, Kornea, kikirdak ve niikleusdan ekstre
edilmistir(180). Ayrica sigan ve tavsanlarin dislerinde bu-

lundugu gosterilmistir(99).

Hyaluronik asit, kikirdak, kan damarlari, deri, gobek
kordonunda, disetinde bulunur. Sinoviyal sivinin ve géziin

cams: cisminin esas bilesenidir.

Proteoglikanlarin sentezi endoplazmik retikulumda pro-
tein sentezi ile baslar. Glikozilasyonu ise retukulumda bas-
lar, golgide tamamlanir. Golgide siilfatasyon da olur. Proteog-
likan sentezini, fibroblastlar, kondroblastlar, osteoblast-
lar, sinoviyal hiicreler, yumusak adele hiicreleri, mast hiicre-
leri vs yaparlar. Proteoglikanlarin bozunmasi lizozomal en-
zimlerin varlagina bagli olarak ¢esitli hiicre tiplerinde ya-
pilir. Proteoglikanlarin turnoverlar'y hizlidir. Lizozomal en-
zimlerin yetersizligi, GAG'larain bozunmalarinin bloke edildi-
gi ve bu bilesiklerin dokularda birikmesi ile ilgili g¢egitli

hastaliklar mevcuttur,.



GAG'lar bap dokusunda yaglama (kayganlik) fonksiyonuna sa-
hiptirler. Asail fonksiyonu yapisaldair. VYapilari birbirine

baglamak i¢in kollagen liflerle is goriir(86,99,180).

Yapisal gli koproteinler, karbonhidrat ihtiva eden pro-
teinlerdir. Proteoglikanlara ters olarak esasi protein olup
az miktarda dallanmigs karbonhidrat igerirler. Gegitli gliko-
proteinler izole edilmistir. Bunlar yanliz komsu hiicrelerle
iligkilerde degil, hiicrelerin substratlarina yapigmasinda da
onemli rol oynarlar. Glikoproteinler ayrica kollagen liflere
hiicrelerin baglanmasinda yardimci olurlar. Birer glikoprotein
olan fibronektin deriden, kondronektin kikirdaktan, laminin

ise membrandan izole edilmislerdir.

Bag dokusunda ara maddeye ilaveten gok az miktarda do-
ku sivisi diye adlandirilan sivi vardir. Bilesimi kan plazma-
sina benzer. Doku sivisi az miktarda diisiik molekiil agirlaklz
plazma proteinlerini de ihtiva eder. Bu proteinler kanin
hidrostatik basinci nedeniyle kapiler duvardan gegerler. Nor-

mal durumlarda doku sivisinin miktari Snemsizdir(86).

Fiberler

Bag dokusunun baslica ii¢ tip fiber'i vardir. Kollagen
fiberler, retikiiler fiberler ve elastik fiberler. Bilinen bu
tic fiber disinda birde oksitalan (oxytalan) fiberlerden bah-
sedilir. Oksitalan fiberlerin kimyasal bilesimi heniiz tam
olarak aydinlatilmamistir. kollagen fiberlerin yiginlara ara-
sinda yer aldaigi bulunmustur. Elastik fiberlere benzerler.
Kollagen ayrigsmasi sonucunda arttiklari ileri siiriilmiistiir (70,
99).

Kollagen ve retikiiler fiberler kollagen proteininden,
elastik fiberler ise baglica elastinden olugurlar. Bu fiber-
ler farkli bapg dokularinda farkli olarak dagilmis haldedirler.
Miktarca fazla olan fiber dokuya belirli spesifik ozellikler
kazandirir(86).



Retikiiler Fiberler; ¢aplari 0.5 ve 2 nm arasinda defi-
sen olduk¢a ince fiberlerdir., Giimiis tuzlari ile kolayca siya-
ha boyanirlar. Giimiis tuzlarina karsi affinitelerinden dolaya
argirofilik fiberler de denir. PAS pozitiftirler., Pas pozitif
ve argirofilik olmalari ¢ok sayida glikoprotein ihtiva ettik-
lerini diisiindiiriir, Retikiiler fiberler gevsekg¢e yanyana gelmis
ortalama 45 nm incelikteki fibrillerden olusmuslardir. Fib-
riller arasi baglar glikoprotein ve proteoglikanlarla sagla-
nir. Retikiiler fiberler o6zellikle yumusak adelede, endoneu-
riumda ve hematopoetik organlarin (dalak, lenf nodiilleri, ke-
mik iligi) kafesinde ¢ok bulunur, Paransimal organlarin (ka-
raciger, bobrek, endokrin bezler) cevresinde de ag olusturur.
Embiryogenez, iltihap olaylari, iyilesme esnasinda bapg doku-
lari fazla miktarda retikiiler fiberlere sahiptir. Fakat bun-
lar sonradan dizenli kollagen fiberlerle yer degistirirler.
Retikiiler fiberlerin kiigiik ¢apli ve gevsek yapida olmasi ar-
terler, dalak, karaciger uterus ve barsak adele tabakalara
gibi hacim ve sekil degisikligine maruz kalan organlarda es-
nek bir ag meydana getirirler. Yakin zamana kadar retikiiler
fiberler kollagen fiberlerin olgunlasmamis sekli olarak diisgii-
niilmiistiir., retikiiler fiberlerin biyokimyasal, morfolojik,
fonksiyonel ve patalojik ozellikleri kendilerine ©ozgiidiir(86,
99).

Elastik Fiberler; kauguga benzer 6zelliklere sahiptir.
Uzunluklarainin tam 1 veya 1.5 kata gerilmeye dayanirlar. Cek-
me kuvveti kalkinca tekrar eski haline donerler. Kollagen fi-
berlerden daha ince ve daha gergindirler. Dallanma yaparak
diizgiin olmayan bir ag olustururlar., Tazeyken ve ¢ok miktar-
dayken sari renklidirler. Elastik fiberler, gerilmeye ve ge-
gitli kuvvetlere maruz kalan dokularda ornegin, arterlerde,
ses tellerinde, plevrada, trakeada, bronslarda, bazi 1liga-

mentlerde, deride vs bulunur(86,180).

Elektron mikroskopu ile incelemeler, elastik fiberle-

rin 2 bilesenden; fibriller halinde agrege olan 110 A° ¢apin-



daki mikrofibriller ve amorf bilesen olan elastinden tes-
kil ettigini gostermistir. Elastin, elastik fiberlerle ayni
gsey degildir. Fakat fiberlere elastik 6zelligi veren madde-~
dir, Bu fiberlerde elastin mikrofibriller zarfi ile gevrili-
dir. Embiryogenezis esnasinda ©6nce sadece mikrofibrillerden
olusmus fiberler meydana gelir. Zamanla elastin kompenenti
artar. Yapilan arastirmalar, mikrofibrillerin glikoprotein~

lerden meydana geldigini ortaya g¢ikarmistar.

Elastin proelastin olarak salgilanir. Molekiil agirlig:
76.000 civarindadir, Polimerize olarak elastin adi verilen
amorf, kauguk benzeri sklero proteini meydana getirir. Elas-
tin kaynamaya, seyreltik asit ve alkali ekstraksiyonlara daya-
niklidir. Tripsinle pargalanmaz sindirilmez. Bu dayanaklili-
g1 polar olmayan hidrofobik baglanmalarla stabilize edilen
3. ve 4.ciil yapisindan dolayidir. Bu elastinin lipidlere kars:
affinitesini agiklar. Pepsin pH 2'de elastin iizerinde yavas
etki eder. Fakat pankreatik enzim olan elastaz ile kolayca
hidroliz olur. Elastin kollagen gibi glisin ve prolince zen-
gindir. Fakat daha ¢ok miktarda valin ve alanin ihtiva eder.
Kollagenden farkli olarak polar olmayan hidrofobik amino
asitler ihtiva eder., hidroksilizin ihtiva etmez ¢ok az mik-
tarda hidroksiprolin ihtiva eder. Elastinde kollagende olma-
yan desmosin ve izodesmosin vardir. Bu iki amino asit kova-
lent ¢apraz baglarin olugsmasinda yardimci olurlar. Elastin
fiberler, fibroblastlar ve yumusak adele hiicreleri tarafindan
sentez edilirler(76,86,99,180,189).

Hicreler

Bag dokusunun fibroblast adipoz ve mast hiicreleri gibi
bazi hiicreleri olustugu bélgede kalarlar, Fakat 1lékosit gibi
diger bazi hiicreleri baska bdlgelerden gegici zaman ig¢in ge-
len hiicrelerdir. Bag dokusu hiicreleri (Sekil 1) ve bunlarin

fonksiyonlari Tablo 1l'de Szetlenmistir.



TABLO 1- Bag

Dokusu Hiicrelerinin Fonksiyonlari(86)

HUCRE TiPl ASILI ORONO VEYA AKTIVITES? ASIL FONKSTYONU
Fibroblast
' Kondroblast
Fiberler ve ara madde Uretimi | Yapisal
Osteoblast
Odontaoblast
Plazma Hicreleri | Antikor (humoral immunite) ve
Lenfositler tmmuno Komponent Hicrelerinin | Immunolojik
Easinofiller (hicresel immunite) Uretimi,
Makrofajlar Bakteri ve yabanci maddelerin
' Savunma
Ngtrofiller fagositozu

' Mast hiicreleri

Bazofiller

Farmakolojik aktif maddelerin

serbestlestirilmesi

Farmakolojik aktif

madaelerin birakilmasi

Adipoz Hicreleri

Nttral yajlarin depolagmasi,

1s1 Uretimi

Enerji deposu
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SEKIL 1- Bap dokusu hiicrelerinin gematik gdsteriligi (noktala
oklar, ara basamaklar oldufunu gosterir)(86).
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Fibroblastlar; bag dokusunda en ¢ok bulunan hiicreler-
dir. Ara maddenin ve fiberlerin sentezinden sorumludurlar,
iki morfolojik tipi vard;r.>Sentetik aktiviteli geng¢ fibro-
blastlar ve yasli fibroblastlar, Bazi histolojistler fibroblast
terimini gen¢ fibroblastlar igin, fibrosit terimini de yasla

fibroblastlar i¢in kullanirlar.

Fibrositler hareketsizdir. Ekstrasellular matriksde
daginik halde bulunurlar. Geng fibroblastlardan kiigiiktiirler
ve i sgeklindedirler. Niikleuslari daha kiigiik, daha koyu ve
uzundur. Stoplazmalari asidiktir. Endoplazmik retikulum ve
golgi cihazlari daha az geligmistir. Nukleuslari oval ve ge-
nistir. Hafif boyanan iyi kromatin aglidir. Belirli nukleus-
lara vardir. Stoplazmalari endoplazmik retikulum bakimindan
zengindir. Golgi aygiti iyi gelismistir. Fibrositler uygun
gsekilde wuyarilinca fibroblast haline dénerler ve tekrar ak-
tiflestirilirler. Bu durum iyilesen yaralarda gériiliir. Fibro-
blastlarin bag dokusunun farkli molekiillerini sekresyon hiza,
yaga veya hormonal etkiye gore degisebilir. Yetiskinlerde bag
dokusundaki fibroblastlar nadiren béliinmeye ugrarlar. Mitoz
sadece, organizma ilave fibroblast istediginde, ornegin bag

dokusu hasar goriince olur(86,180).

Makrofajlar; ©boliinerek monositleri olusturan kemik
iligindeki 6n hiicreden tiireler, Monositler kanda bulunurlar,.
Bag dokusuna gelen monositler makrofaj adini alir, Makrofaj-
lar biitiin organlarda mevcutturlar, Doku makrofajlari 1lokal
olarak ¢ogalabilirler. Mononiiklear fagositik sistem adi veri-
len diffuze sistemi olustururlar., Mononiiklear fagositler
fonksiyonel aktivitelerinin durumuna ve bulunduklari dokuya
gore morfolojik ozelliklere sahiptir. Pileli, ¢ikantali, ¢en-
tikli diizgiin olmayan yiizey ve fagositik ve pinositik aktivi-
teleri ile karakterize edilirler. lyi gelismis golgi aygiti,

bir¢ok lizozom, kaba endoplazmik retikulumlari vardair. Mono-



sitten makrofaja transformasyonunda protein sentezinde bir
artis ve hiicrede biiyiime vardir, Golgi aygiti sayisinda da ar-
tis olur. Oval veya bobrek seklinde niikleuslari vardir. Niik-
leus eksentrik olarak yerlesmistir. Makrofajlar uzun yagar-
lar. Bir dokuda aylarca kalabilirler. Uygun bir uyari ile bu
hiicreler hacimlerini arttirir veya birkagi multi niiklear dev
hiicreleri olusturmak ig¢in yapisabilirler., Dev hiicreler sadece

patolojik durumlarda bulunur,

Makrofajlarin asil fonksiyonu partikiilleri ig¢ine almak

ve lizozomlarla pargcalamaktir. Icine alma pinositoz veya fa-
asitozla olur. Makrofajlar ayrica viicudun immun sistemine de

katilirlar. Bu hiicrelerin immun cevabi arttirici etkisini
gosteren deliller vardair. Bakteri, viriis, protozoa, fungi vs
gibi organizmalarla olan enfeksiyonlara ve tiimorlere kars:

hiicresel miicadeleye de katilirlar.

Makrofajlar yabanci maddelerin enfeksiyonu veya enjek-
siyonu ile wuyarilinca morfolojilerini ve metabolizmalarini
degistirirler. Aktive edilmis makrofajlar adini alirlar. Boy-
lece hiicre ig¢i sindirim ve fagésitoz kapasiteleri artar. Bu-
nun vyaninda artan metabolik ve 1lizozomal enzim aktivitesi
gosterirler. Aktive edilmis makrofajlar kollagenaz iiretir ve
salgilarlar, Makrofajlar ayrica C2 ve CA gibi komplement sis-
tem proteinlerini, projen (ates diigiiriicii protein), elastaz,
plazminojen aktivatérii vs gibi maddeleri de salgilarlar(86,
180).

Mast Hiicreleri; insan viicudunda oldukg¢a yaygindar,
Ozellikle deride, sindirim ve solunum bélgelerinde kan damar-
larina yakin olarak bulunur. Yasam siireleri oldukga uzundur.
Lokal olarak etki eden farmakolojik aktif kimyasal maddeleri
salgilayan ve bu yizden parakrin hiicreler olarak siniflandi-
rilan tipik  hiicrelerdir. Mast hiicreleri baglica, heparin,
histamin, ECF- (anaflaksinin euzonofil kemotaktik faktorii),

SRS-A (anaflaksinin yavas reaksiyona giren) gibi maddeleri



salgilar. SRS-A hiicrede depolanmaz, yapilir yapilmaz hemen
salgilanir., Mast hiicresinden salgilanan maddeler, &dem, agrai,
sok, hipersensivite ve ates gibi olaylara neden olurlar. Sal-
gilama olayi enerji gerektiren bir islemdir. Insanlar harig

baz1 hayvanlarda mast hiicreleri serotonin de ihtiva ederler.

Histamin kan kapilerlerini genisleterek gegirgenligini
arttirir, Serbestlegtirilen histamin birakildiktan hemen son-
ra inaktiftir. ECF-A kan eozonofillerini c¢eker. Yiiksek ateste
nasal mukoza, astimda bronsiyal mukoza, parasitik istilalarda
gut submukoza gibi allerjik reaksiyon bdlgelerinde euzonofil-
lerin artmasi ECF-A'nin serbestlestirilmesine atfedilmistir,
SRS-A yumusak adelede yavas kasilma olusturur ve damar gegir-

genligini arttirar, Heparin ise kan antikuagulanadar.

Mast hiicrelerinin yiizeyinde immunglobin E molekiilleri
(IgE) igin spesifik reseptdrler vardir. IgE'nin kan plazma-
sindaki konsantrasyonu ¢ok diisiiktiir., IgE molekiillerinin gogu,

mast hiicrelerinin ve bazofillerin yiizeyinde bagli olarak bulunur.

Mast hiicrelerinde depo edilmis kimyasal maddelerin bi-
rakilmasi, ¢abuk hipersensivite reaksiyonlari olarak bilinen
aller jik reaksiyonlari arttirir. Daha Onceden ayni veya ben-
zeri antijene hassasiyet kazanilmis antijenin igeri niifuzuyla
birkag dakikada reaksiyon meydana gelir., Bu reaksiyonlara bir
ornek anaflaktik soktur, oldiiriiciidiir(86,180).

Plazma Hiicreleri; bag dokusunda sayica azdir. Barsak
mukozasi gibi, yabanci proteinlerin ve bakterilerin niifuzuna
elverigsli kisaimlarinda ve kronik iltihaplanmanin oldugu ki-

simlarda c¢oktur.

Plazma hiicreleri kanda bulunan antikorlarain sentezin-
den sorumludurlar. Antikorlar, antijenlerin girmesine karsgi-
l1k organizma tarafindan meydana getirilen spesifik globulin-
lerdir. Plazma hiicreleri tarafindan sentezlenen birg¢ok anti-
kor, bakteriyel antijenler i¢in spesifiktir, Béylece viicudu

bu mikroorganizmalara karsi korurlar(86).

Adipoz hiicreleri; diger bir adiyla adipositler, nétral
yaglari depolayan ve 1s1 olugumu i¢in spesifik hale gelen bag

dokusu hiicreleridir(86).



Lokositler; genellikle kapilerden ve ven cidarindan
gecerek bag dokusuna gelen hiicrelerdir, Bag dokusu ve kan
arasinda devamli 18kosit gec¢isi vardir, Bu iglem iltihaplanma
esnasinda artar. Normal bag dokusunda notrofillere ilaveten
si1klikla karsilasilan lokositler, euzonofiller, bazofiller ve

lenfositlerdir.

Eozonofiller, allerjik ve parasitik hastaliklarda ar-
tar. Olugan antijen-antikor kompleksi eozonofiller tarafindan
cabucak fagosite edilir. Yabanci madde ve bakterilerin fago-
sitozunda ise ¢ok aktif degildirler. Euzonofiller allerjik
reaksiyonlarda arilsiilfataz ve histaminaz gibi enzimleri or-
talama verirler. Bu enzimler SRS-A ve histamine etkilidir,.
Bu maddeleri hidroliz ederek reaksiyonu kontrol altina alar-

lar,

Bazofillerin mast  hiicrelerine benzer fonksiyonlar:
vardir. Sadece histamin salgilamaip ECF-A gibi maddeleri de

salgilarlar.

Lenfositlerin ise T ve B lenfositler olmak iizere iki
fonksiyonel tipi vardir. T lenfositlerin yasama siireleri daha
uzundur. Hiicresel immun cevabi baslatirlar. B lenfositleri
ise bélinerek plazma hiicrelerini meydana getirirler., Humoral

immun cevabi baslatirlar(86).

b) Bag Dokusu Tipleri

Bag dokusu siniflandirilmasi basitge Sekil 2'deki gibi
yapilabilir, bu siniflandirma biitiin bag dokusu tiplerini igi-
ne almaz, Bag dokusu tiplerine verilen isiler ya bag dokusun-
daki iistiin bileseni veya dokunun yapisal karakterini goste-

tire.

Gevsek bap dokusu areolar doku olarak da bilinir. Yo-

gun bag dokusuna nazaran daha fazladir., Epitel dokuya destek



Gevsek
Diizgiin
ag dokusu proper //////,//7 E~Dﬁzgﬁn olmayan
Yogun
(Fibroz)
Ozel bzellikteki
Bag Dokusu bag dokusu
Yag dokusu
Elastik doku
Destek bag dokusu Hematopoetik doku
(Kaikirdak, kemik) (Limfatik ve miyeloid)
Mukoz doku

SEXKIL 2- Bag dokusu tipleri(86)

olur. Kaslar ve fiberler arasindaki boslufu doldurur. Kan ve
lenf damarlarini saran bir tabaka olusturur. Gevsek bag doku-
sunun ana bileseni ara maddedir. Fibroblast ve makrofaj mik-
tari1 fazladir. ollagen, elastik ve retikiiler fiberler mev-
cuttur. Retikiiler fiberler daha azdir. Retikiiler fiberler bag
dokusunun diger yapilarla temas ettigi yerlerde toplanmaya
meyillidirler. gevsek bag dokusu, derinin papiler tabakasinda
hipodermisde peritonal ve plevral kavitelerin serosal astar-
larinda epitel hiicrelere destek olan mukoz membranlarda

bulunur. Gevsek bag dokusu, baskiya dayanikli degildir.

Yogun bag dokusunda fazla olan bilegen kollagen fiber-
lerdir, Hiicreler gevsek bag dokusundan daha azdir., Hiicreler
icinde en fazla olani fibroblastlardar. Yogun bag dokusunun
diizenli veya diizensiz olmak iizere iki tipi vardir, Diizensiz
yogun bag dokusunda kollagen fiberlerde belirli bir ydnlenme
yoktur. Dolayisiyla az biikiilebilir ve baskiya dayaniklaliga
azdir., Bu doku tipi ganglia, lenf nodiilleri, dalak gibi or-
ganlarin etrafinda bulunan bag dokusu kapsiillerinde, sindirim
kanali submukozasinda ve derinin dermisinde bulunur. Diizgiin
yogun bag dokusunun kollagen fiberleri ise muntazam olarak

diizenlenmigtir. Cekme kuvvetlerine biiyiik dayaniklilik goste-



rirler. Bu tip bag dokusu igin en giizel Ornek tendonlardar.
Kemiklere ilgili kaslarin yapismasini saglarlar. Tendonlar
kollagen fiberlerce =zengindirler. Tendonlardaki kollagenler
kan damarlari ve sinirleri ihtiva eden gevgek bap dokusu ile

sarilairlar.

Elastik doku elastik fiberlerden olugmustur. Kalin
elastik fiberler etrafinda az miktarda gevsek bag dokusu var-
dir. Elastik doku vertebralarda, kolonda ve penisin asici 1li-

gamentinde mevcuttur,

Retikiiler doku oJzellesmis gevsek bag dokusudur. Len-
foid, hematopoetik ve miyeloid organlara olusturarak vyapisal

kafesi saglar.

Mukoz doku baslaica hyaluronik asit ihtiva eden fazla
miktarda ara maddeye sahiptir. Jele benzer dokudur. Kollagen
fiberler ve az miktarda elastik ve retikiiler fiberler ihtiva
ederler, En ¢ok bulunan hiicreler fibroblastlardir. Mukoz doku
gobek kordonunun asil bilesenidir. Geng¢ dislerin pulpasinda

da bulunmustur(86).

c) Bag Dokusu Fonksiyonlari

Bag dokusunun daha ©6nce bahsettigimiz yapisal fonksi-
yonun yaninda depolama, transport, savunma ve tamir gibi gok
cesitli fonksiyonlari da vardir. Onemli tabii besinler olan
lipidler adipoz dokuda depolanirlar. Gevsek bap dokusunda ise

GAG'lar fazla oldugundan su ve elektrolitler depolanir.

Makrofaj ve plazma hiicreleri gibi viicut savunmasinda
onemli rol alan hiicreleri ihtiva ederler. Bap dokusu matrik-
si, vizkoz oldugundan bakteri ve inert partikiillerin igeri
girmesini engelleyen bir bariyer gibi davranir. Kan kapiler-
leri ve lenf kapilerleri ile bag dokusu arasinda yakin iliski

vardir. Sinir dokusu ve damarlari hari¢ diger damarlar bap



dokusu ile gevrilidir. Dolayisiyla bag dokusu besin maddele-
rini kandan diger dokulara tasir ve metabolik artiklarin ise

hiicrelerden kana geg¢mesini saglar.,

Bag dokusu ayni zamanda rejeneratif kapasiteyede sa-
hiptir. Iltihap veya travma ile bozulmus kisimlar kolaylikla
tamir edilir. Yaralanmalarain dokuda biraktiklara bosluklar

yara izi barakan bag dokusu ile doldurulur.

Gesitli hormonlar bag dokusu metabolizmasina etki eder-
ler. Adrenal bezinin korteksinden salgilanan glikokortikoid-
ler bag dokusu hiicrelerine etki ederek fiberlerin sentezini
inhibe ederler. Bu da yaralarin ve kiriklarin iyilesmesini
olumsuz etkiler. hipofiz tarafindan salgilanan ve glikokorti-
koidlerin iiretimini diizenleyen ACTH'da ayni etkiye sahiptir.
Bu hormonlar ayni zamanda iltihaplanma olaylarini bastarair
veya azaltirlar, Hipotiroidizm, GAG'larin bag dokusunda bi-
rikmesine neden olur. Yetiskin hipotiroidizm miksédem olarak

bilinir(86).

d) Bap Dokusu Hastaliklara

Dokunun kimyasal, fiziksel veya enfekte edici bir
ajanla yaralanmasi iltihabi olusturur. fltihaplanma olayinda
mast hiicreleri tarafindan kapiler ve venlerin geg¢irgenligi
degistirilir. Kan damarlarindan lokositlerin gogii baslar, L&-
kositler ve makrofajlar enfeksiyonu durdurmaya g¢aligsir., Fib-
roblastlar yaralama bolgesinde ¢ogalarak kollagen ve proteo-
glikanlari salgilarlar. Doku noksanliga koilagen fiberlerce

saglanir.,

Bag dokusu ile ilgili bozukluklarin bir kismi ise ko-
lagen metabolizmasi ile ilgilidir. Ornegin skorbit hastala-
rinda vitamin C eksikligi fibroblastlarin hatali kollagen
sentez etmesine neden olur. Bag dokusu bozulur, yaralar iyi-

lesmez, eklemlerde agri ile, mukozalarda, =zarlarda, deri ve



kaslarda, disetinde kanamalar goriilir. Ragitizm, Ca+2 ve D
vitamini eksikligi nedeniyle kemiklerin yumusadigi ve daha
kolaylca kirildigi o6nemli bir bag dokusu hastaligaidar. Bag
dokusunun diger onemli yapisal bir hastaligi da romatoid art-
rittir. Bu o6zellikle kikirdak, krisler ve kemik basta olmak
lizere bag dokusu tiirlerinin pek ¢ogunu etkiler. Otoimmunite
veya dipger bazi nedenler sonucu ortaya ¢ikabilen bu hastalik

kollagenin pargcalanmasindan ileri gelir(86,140,180).

Bag dokusu kalitsal hastaliklarindan en gok bilineni
1izil hidroksilazin genetik eksikligidir, Lizil hidroksilaz
eksikliginde kollagenler arasinda yeterli capraz bag kurulma-
digindan kemik bozukluklari, eklem ¢ikiklari derinin gevseme-
sini,goz hiicresinin narinligi (fragility) gibi aksakliklar or-
taya ¢ikar. Proteoglikanlari pargalayan enzimin genetik ek-
sikliginde ise dokularda proteoglikan birikmesi gériiliir (Tab-

lo 3)(86,134,180).

2— KOLLAGEN

a) Yapisa

Kollagen, viicudumuzda bulunan proteinlerin vyaklasik
% 30'dan fazlasini, dolayisiyla viicut agirlaginin % 6'sinma
olugsturan baslica yapisal fonksiyonu olan gok dnemli bir pro-
teindir. Molekiil agirligi 300.000 civarindadir(18l1). Fibréz
bir proteindir. Giig ¢dziinlir, Bazi hayvanlarin sindirim kana-
linda kollageni hidroliz edebilen kollagenaz enzimi vardair.
Kollagen pepsin ve kloriir asidi tarafindan yavas yavas sindi-
rilebilir., Fakat tripsin tarafindan pepsinle iglem gordiikten
sonra veya 40°C'nin iistiindeki 1si1larda sindirilebilir. Kolla-
gen soBuk suda ¢oziinmez, sicak suda seyreltik asit ve alkali-
lerle kaynatilinca jelatine doniigiir. Jelatin ise suda kolayca
coziinir(76,189).



Metodolojinin gelismesi ile omurgalilardaki kollage-
nin_morfolojik ozellikleri, patalojik karakterleri, dokular-
daki dagilaimlari, fonksiyonlari ve kimyasal bilegimleri fark-
11 olan ¢esitli hiicreler tarafindan {iretilen bir protein
ailesi oldugu gosterilmistir(86). Gok sayida kollagen tiple-
ri(168) tarif edilmesine ragmen en ©dnemlileri ve lizerinde en
cok caligilan kollagen tipleri 5 tanedir. Bunlar kollagen tip
I, 11, 111, 1V, V olarak adlandirilarlar(60,86,122,180,181,
189).

Kollagen tip I, en ¢ok ve en yaygin olanidir. Dokular-
da kollagen fiberleri halinde bulunurlar, Bu kollagen fiber-
ler, kemik, dentin, tendon, organ kapsiilleri, deri, fibroz
kikirdak, fasia, sklera gibi dokulari olugtururlar., Fibro-
blast, osteoblast, odontoblast ve kondroblastlar tarafindan
sentez edilirler. GAG'lardan baslica dermaten siilfatla bir-
likte bulunurlar. Her zincirde % 10'dan az hidroksilizin var-
dir. Karbonhidrat miktari diisiiktir. Bulunduklari dokuya ge-

rilme kuvvetine karsi dayaniklilik kazadairairlar.

Kollagen tip II, baslica hiyalin ve elastik kikirdakta
bulunur., Ince fibriller halindedir. Kondroblastlar tarafindan
sentez edilir, GAG'lardan en ¢ok kondroitin siilfatla iligki-
leri vardair. bu tip kollagen karakteristigi olarak, tip I'e
nazaran daha fazla glikozillenmis hidroksilizin ihti-
va eder(180). Bulunduklari dokunun arada sirada gelen baski-

lara dayanmasini saglarlar,

Kollagen tip III, genellikle tip I ile birlikte gorii-
liir. Muhtemelen retikiiler fiberlerin kollagen kismini olustu-
rur. Yumugak adele, endoneurium, arterler, uterus, karaciger,
dalak, bdobrek ve akcigerlerde vardir. Gevsekge paketlenmis
ince fibriller halindedir. Caplari g¢ogunlukla ayni biiyiikliik-
tedir. Yumusak adele hiicreleri, fibroblastlar, retikiiler hiic-
reler, schwann hiicreleri ve hepatositler tarafindan sentez

edilirler. GAG'dan baslica heparan siilfatla iliskileri var-



dir. Digerlerinden farkli olarak fazla hidroksiprolin(60) ve
karboksi terminalinde yarim sistin kalintisi ihtiva eder-
ler(180). Genisleyebilen organlarin yapisal devamliliginz

saglarlar.

Kollagen tip IV, epitel ve endotel bazal laminalarda
ve bazal membranlarda bulunurlar. Fiber veya fibril olustur-
mazlar. Amorf haldedirler. Epitel ve endotel hiicreler tarafan-
dan sentez edilirler. Digerlerine gore molekiil agirligi 7 10-
20 oranainda fazladair, daha fazla yarim sistin ve glikozillen-
mis hidrosilizin kalintisi, 4.hidroksiproline ilaveten Onemli
miktarda 3.hidroksiprolinde ihtiva ederek glikoproteinlere
kovalent bagla baglanmlslardlr(IBO). Bulunduklari yere destek

ve filtrasyon yapma ©zellipgi kazandirairlar.

Kollagen tip V, plesental membranlarda kan damarlarin-
da ve az miktarda diger dokularda vardir. Yapisi ve fonksi-

yonlari heniiz tam olarak aydinlatilmamistir(86,122,180).

Kollagen'in yapisina giren baslica amino asitler, gli-
sin (% 33-35), prolin (% 6~13) ve hidroksiprolin (% 9-17)'dir.
Bir kollagen polipeptidinin amino ve karboksi terminali harig
hemen hemen her i{i¢ amino asidinden biri glisin (Gli)'dir. Kol-
lagenin 3'lii amino asit kalintisi genellikle -Gli-X-Y seklin-
de gosterilir, Burada X ve Y glisin hari¢ diger amino asitle-
ri temsil eder. 3'lii amino asit kalintilarin en ¢ok Glisin-
X-prolin,Glisin-X-hidroksiprolin, Glisin-prolin-hidroksiprolin
seklinde oldugu bulunmustur(24,86,122)., Diger proteinler ara-
sinda kollagenden baska ¢ok miktarda glisin ihtiva eden pro-
tein elastindir. Hidroksiprolin ve hidroksilizin kollagen
igin karakteristiktir. Bu amino asitler kollagen biyosentezi
sirasainda preolin ve 1lizin amino asitlerinin hidroksilasyonu
ile olusurlar. Elastin kollagenden daha az miktarda hidroksi-
prolin ihtiva eder, fakat hidroksilizin ihtiva etmez. Komple-
mentin Clq komponenti hidroksilizin ihtiva eder. Dokudaki

kollagen miktari hidroksiprolin miktarinin 6lgiilmesi ile tayin



- 24 -

edilebilir. Kollagende bulunan hidroksiprolin 4~hidroksipro-
l1in halindedir. Bazi kollageler az miktarda 3-hidroksiprolin
de ihtiva ederler(86,122,181).

I HO-?H—%HZ CHZ-?H—OH ?HZ-?HZ

!
NH,,~C~COOH CH CH-COOH CH CH—COOH CHZCH-COOH

1 1 )
Glisin 4-hidroksiprolin 3-hidroksiprolin Prolin
o
HZN—CHz—gH-CH2~CH2—?—COOH
OH H

5-hidroksilizin

Kollagenin yapisinda g¢ok az miktarda tirozinde bulu-
nur. Esansiyel amino asit olan triptofan bulunmaz. Bu yiizden
kollagenin biyolojik degeri sifairdir(125). Kollagende bulunan
bagslica karbonhidratlar galaktoz ve glikozdur. Bunlar hidrok-

silizine baglidirlar.

Kollagen fibrillerini olusturmak ig¢in polimerize olan
protein birimi tropokollagen molekiiliidiir(86). Biiyiimekte olan
hayvanlarin bag dokusu, souk tuz ¢Gzeltileri veya seyreltik
asit ¢ozeltileri ile muamele edildiginde tropokollagen mole-
kiilleri ekstrakte edilebilir(180,181). Yapilan analizler, tro-
pokollagenin molekiil agirliginin 300.000 civarinda, 280-300
nm uzunlugunda ve 1,4-1.5 nm genisgsliginde oldufunu gostermis-
tir. Tropokollagen molekiilii, molekiil agirliklari yaklasik
100.000 olan birbirine benzer 3 polipeptid =zincirinden olus-
mustur, Herbir polipeptid =zinciri ortalama 1000 amino asit

kalintisi igerir, énce zincirler ayri ayri 3 amino asit ka-

)
lint1l: kaivrimlardan olugan sola dogru ydnelik helezon (he-
liks) meydana getirirler. Sonra bu 3 helezon biraraya gelerek
urgan oOrgilisii olusturacak gekilde birbiri iizerine biikiilerek

hafif saga doniik 3 sariml: heliksi yaparlar. Ug zincirin de



amino asit terminali molekiiliin ayni tarafindadir (Sekil 3)(24,
60,83,86,99,125,180,181,189).

Tropokollagen molekiilinde 3'lii heliksin stabilizesi
zincirler arasinda kurulmus hidrojen baglari ve bazi kovalent
capraz baglarla saglanir. Tropokollagende daha oncede belir-
tildigi gibi fazla miktarda glisin ve imino asit (hidroksi-
prolin) vardir. Imino asitlerin pirrolidin halkalara zincirin
biikiilmesini sinirlayan stereokimyasal ©o6zellige sahiptir,
Tropokollagenin 2 cil yapisinin, yani 3 sarimla heliksin tan-
ziminde yardimci olurlar., Hidroksil gruplari ile =zincirler
arasi1 hidrojen baglari kurularak yapinin stabilize olmas;nl
saglarlar, Glisinin her {i¢ amino asitden biri olmasi, zinci-
rin 3 amino asitli kivramlarainin olusmasinda ana faktorii tes-
kil eder. Glisin yan zincir olarak sadece hidrojen atomu ih-
tiva eder. aC atomu molekiiliin i¢ine dogru ydneliktir, Glisin,
zincirdeki kivrimlarin yeterli derecede yakin olmasini ve
zincirler arasinda hidrojen baglarinin kurulmasini saglar. 3
zincir arasindaki hidrojen baglari yakin zincirlerin peptid
baglarinin ~-C=0 ve HN- gruplari arasinda meydana gelir. Diger
amino asitler heliks yapinin olugmasi ig¢in g¢ok oOnemli degil-
dir. Bunlarin polar ve apolar yan zincirleri merkezden disarai
dogru yonelmistir. Boylece diger kollagen molekiilleri ve kol-
lagen olmayan molekiillerle etkilesebilirler. Tropokollagende
bulunan hidroksilizinin ise iki 6nemli fonksiyonu vardair;
capraz bapg olusumunu saglamak, karbonhidratlarin baglanma
yerlerini tegkil etmek(24,99,122,180,181).

Tropokollageni olusturan polipeptid zincirlerin kimya-
sal yapisindaki farkliliklar, farkli kollagen tiplerinin orta-
ya cirkmasina sebep olurlar., Her polipeptid zincirinin amino-
asit diziligleri ayra bir gen tarafindan kontrol edilir(181),
Dokuz tip kollagen vardir (Tablo 2). Bunlar kollagen I, II,
ITT,....IX olarak adlandiralairlar. Her kollagen tipi ii¢ poli-
peptidden olusmustur. Bazi kollagen tiplerinde bu ii¢ polipep-
tid birbirinin aynidair. Bazilarinda ise ikisi veya iigiide

farklaidar. Yapisa bilinen kollagen tipleri I, II ve
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TABLO 2- Kollagen
ve

bulundugu

tipleri,

dokular.

molekiil

SC: Kisa

formiilleri,
zincirli

6zellikleri
kollagen,

LC: Uzun zincirli kollagen, EC: Erdotel kollagen(168)

. Dogal .
Kollagen Molekiil . Bulundugu
Tipi Formild Polimerik Bzellikleri Dokular
Yapisi
Hidroksilizin miktari] ODeri, tendon, fasia,
I al(I)zaz(I) Fibril az, Birkag tane disakka-{ dentin, kornea, ar-
rit bafli hidroksilizin ter
Tip I'den daha ince fib-
riller, fazla miktarda
11 al(II)3 Fibril hikroksilizin ve disak-| Kikirdak
karit bagli hidroksili-
zin
Fazla miktarda 4-hidrok-
siprolin, az miktarda
hidroksilizin ve disak-
o s karit bafli hidroksili-| Deri, uterus, arter-
F
11 u1(111)3 e zin, uzun karboksi tele- | ler, karacifer, dalak
opeptidi, karboksi ucun-
da zincirler arasinda
dislilfid bagi
fok fazla miktarda hid- { Glomerular bazal mem-
o, {IV), veya Bazal roksilizin ve disakka- | bran, lems kapsiill, epi- |
v (IV), veya i ritler, 3-hidroksipro-| tel ve endotel Hicrele-
al(IV)zaz(IV) lin, az miktarda alanin rin bazal membranlari
& (V). 0, (V) ok fazla miktarda hid- { Glomerular bazal mem-
v 1 Vez 2 7 roksilizin ve disakkarit | bran, yumugak adele
ya birimleri, az miktarda | bazal membranlari.
o (V)
1'°3 alanin
Sistein, disakkarit bag-
11 hidroksilizin ve gli- Damar cidarlarinin
VI 53[‘.1,5[12,5(.‘.:5 ? kozamin miktari fazla, intimasinda
distlfid bagly kisa zin- asinaa.
cirler.
VII (LC) L Hidroksilizin miktari | Amniyotik membranlar-
3 fazla da
| Bovine endotel hiicre-
lerinde, insan fibro-
Pepsine duyarli, Oislil- | blastlarinda, insan
)4 EC
1 l'Ecz’ECS ? fid baflari yok. Ewing sarkoma, astro-
sitoma, hepatosellii-
ler wveya alveolar
hiicre karsinomasinda
x ” ? Kisa disilfid ba§li zin- Kikardak?
cirler




ITI'diir(168-181). Kollagen tip I'de 2 tane a, ve 1 tane a,
zinciri, tip II'de 3 tane o, (11) zinciri ve tip III'de ise

3 tane o, (III) zinciri vardair.

1

Tropokollagen molekiilleri hem u¢ uca hem de birbirine
paralel olacak gekilde yan yana gelerek once mikrofibrilleri
sonra da fibrilleri olusturmak {izere agrege olurlar. Kollagen
fibrilleri ince, uzamis yapilardir. Caplari 20-90 nm arasinda
degisir. kollagen tip 1,2,3 fibril olusturabilirler. Kollagen
fiberler ise g¢aplari 75 nm olan yan yana gelmisg fibrillerden
olusmug c¢ubuklardir. Fiberlerin ¢ap:r ihtiva ettikleri fibril
sayisina baglidir, Fiberler ¢elikten daha dayanikladar. Fi-
berler de bir araya gelerek daha kalin olan bundle adi veri-
len yapilari olustururlar (Sekil 4)(60,86,189).

Bog luk kahn'lr Ust {lste golen
1+ bllgs

—
o —i — Fibril
. B e —
S Bundle
Bogluk kalan . ; Ust Onte gelen bilge(tropo—
bélge — L yollagen usunlufunun yaklagik

‘4 ' 4 10 kadardar)
64 om

SEKIL 4- Kollagen fibril, fiber ve bundle'larinin sematik
gosterilisi(86)

Dogal fibrillerin elektron mikrograflari incelendigin-
de agiklai koyulu bandlar halinde periodik olarak 64 nm'lik
tekrarlanan birimlerden olugmus dikey ¢izgili yapilar gorii-
liir (Sekil 5). Tropokollagen molekiilleri muntazam olarak dii-



zenlenmigtir. Tropokollagen molekiiliiniin her iki wucunda ve
uzunlugu boyunca 64 nm'lik araliklarla polar bslgeler vardar.
Bu polar bolgelerin birbirleri ile etkilegmesi ve bir tropo-
kollagenin polar bolgesinin, ona paralel olan diger tropokol-
lagenin polar bdlgesi ile belirli bir mesafe farkla kayarak
iist iiste gelmesi sonucu ¢izgili yap: meydana gelir. Ust iiste
gelen bolgenin uzunluBu tropokollagen molekiiliiniin uzunlugunun
% 10'u kadardir. Dolayisiyla bosluklar olusur (Sekil 4)(86,
125,181).

SEKIL 5- Sigan kuyruk tendon kollagen fibrilinin()elektron
mikroskopunda goriiniisii. Ok igsareti 3000 A~ uzunlu-
gundaki kollagen molekiiliinii gésterir(60)

Bu bogsluklarin kemik olugumu ig¢in gerekli hidroksiapatit

kristalleri i¢in bir yuva vazifesi gordiigiine inanilar(125).

Yukaraida anlatilanlar kollagen fiberlerin iiglii boyutta
nasil diizenlendigini agiklamaz. Kollagen fiberlerin 3 boyutlu

yapisi hakkinda gesitli teoriler ileri siiriilmiistiir(60,83,134).

Kollagen fiberler seyreltik asitlerle hafifge 1sitil-

diklarinda ¢oziiniirler. Bu ¢6zeltiler soputulursa fiberler



tekrar olusur. Fakat fiberler hafifge 1sitilmayrp kaynatilair-
sa jelatin meydana gelir ve denatiirasyon irreversibil olur.
Jelatin ¢ozeltileri tropokollagen zincirlerini ve bu zincirle-
rin pargalarini ihtiva eder. Jelatin 1sitilirsa jel'e do-
niistir(125,181). Ozellikle geng dokularda yeni olugsmus kolla-
genin seyreltik asitdeki g¢ozeltilerine belirli maddeler ilave
edilerek kollagen, fiberler halinde ¢oktiiriilebilir, Goktiiriicii
madde olarak 7 1 NaCl kullanidiginda olusan fiberler, elekt-
ronmikroraflarda dogal kollagen gibi 64 nm'lik periodik band-
lar ihtiva ederler. % 2'lik NaCl kullanildiginda tekrarlanan
band uzunlugu 21 nm'dir. % 0.1'l1ik glikoprotein kullanildi-
ginda ise band uzunluklari 260-300 nm arasinda degisir (83).

Kollagen tip I'in SDS poliakrilamid jel elektroforez
bandlari incelendiginde baslica 3 fraksiyon goze garpar. Pro-
teinler, SDS poliakrilamid jellerde molekiil agirliklari ile
ters orantili olarak hareket ederler. Baslangig¢tan en uzak
band molekiil agirligi: en diigsiik olana aittir. Kollagen tip

I'de en uzak band a, ve ay bandlaridir. Bunlar tropokollageni

olusturan polipepti§ zincirlere aittir, ortadaki B fraksiyonu
bu polipeptidlerin (iki polipeptid) ¢apraz kovalent bagla
baglanmig dimerik sgeklidir. 11k fraksiyon olan a fraksiyonu
ise polipeptid zincirlerin (3 tane) ¢apraz kovalent bagla

trimerik sgeklidir (Sekil 6)(125).

} }
Ori jin B,

SEKIL 6~ Kollagen tip I'in (gine domuzundan elde edilen)
SDS-poliakrilamid jel elektroforezi(125)



b) Kollagen Biyosentezi

Kollagen biyosentezi diger proteinler gibi kollagen
i¢cin spesifik m.RNA sentezi ile baslar (Sekil 7). Once endo-
plazmik retikuluma bagli polizomlarda gerekli amino asitlerin
birlesmesi ile sisterna ig¢ine dogru yonelmis polipeptid zin-
cirler olusur. Prolin ve 1lizinin hidroksilasyonu bu amino
asitlerin polipeptid zincirlere katilmasindan sonra olur.
Serbest hidroksiprolin ve hidroksilizin direkt olarak zinci-
re baglanmaz. Hidroksilasyon peptid zinciri belirli uzunluga
erigtikten sonra, heniiz ribozomlara bagli iken baslar. Hid-
roksilasyon, prolinhidroksilaz ve lizilhidroksilaz gibi en-
zimlerin yardimlariyla olan enzimatik bir reaksiyondur. Bu
enzimatik hidroksilasyon reaksiyonu ig¢in, molekiiler oksijen,
o ketoglutarik asit, demir (+2) ionlari ve askorbik aside

(C vitamini) gerek vardar.

GO0H goo
(lmz- tixz ?» 0 Fa2t HO - CH ~ f”z ‘;mz
CH, CH-¢0~ + (CE). +0 > CH, CH - CO - CH., & CO
2 2 ” * *
\3/ (:001!2 2 Indirgen 2y L 2 2
(4skorbik asit) 8 ey
:r;lli: of Ketoglutarik 4~-Hidrekaiprolin Stiksinik
alintim asit kalintigy asis

Hidroksiyasyon 3'lii helix yapinin olusmasindan sonra durur.

Uridindifosfat-galaktozil-glikozil transferazlar da
enzimatik glikozilasyon reaksiyonunu kataliz ederler. Galak-
toz ve glikoz gibi karbonhidratlarain spesifik hidroksilizin

kalintisana baglanmasini saglar(27).

Zincirler daha sonra bazi hidroksilasyon ve glikozi-
lasyon reaksiyonlarinin tamamlandigi kaba endoplazmik retiku-
lumun sisternasina atilarlar. Aralarinda hidrojen baglari ve
kovalent baglar kurularak 3'lii sarmal yapiyi meydana getirir-
ler. Bu olusan yiiksek molekiil agirlikli molekiile prokollagen

adi verilir. Tropokollagen molekiiliiniin ©6nciil maddesidir,
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Prokollagen molekiillerin ekstra~

solliiler bogluls birakilmami,pro-
kollagen peptidar ile ekstra pep-.
tidlerin ayrilmasx ve prokollage—
nin tropokollagen haline diniigmesi

SEKIL 7- Kollagen biyosentezinin gsematik gosterilisi(86)



Prokollagen molekiiliini olusturan herbir zincirin amino ve
karboksi terminallerinde propeptid, ekstrapeptid veya regist-
ration peptid de denilen, 3'lii heliks yapida olmayan diiz pep-
tidler vardir. Amino terminalindeki ekstra peptidin mol afir-
1131 yaklagik 20,000 ve karboksi terminalindeki ekstra pepti-
din mol agirligi ise yaklasik 35,000 civarindadair(181). Bu
peptidlerin gdrevij; dogru pozisyolara uygun o zincirlerinin
gelmesini ve olusan prokollagen molekiillerinin ¢o6ziiniir halde
kalmasini saglamak, kollagenin fibriller halinde ¢okmesini,
zamansiz olarak hiicre i¢inde toplanmasini o©Onlemektir. Aksi
takdirde kollagen gii¢ ¢oOziindiligiinden hiicre disina transportu
zor olur(83). Amino terminal ekstrapeptidleri, kol-
lagene benzer amino asit diziligi gésteren kiigiik kisimlar ih-
tiva ederler. Sadece karboksil terminalinde ekstrapeptid

zincirleri arasinda disiilfid baglari vardair (Sekil 8).

Globular bdlge

Xollagens benzer kisam

l—ﬁblika yapida olmayan kisim Ay

NH,~ terminali Kellagen heliks COOH~terminali

SEKIL 8- Tip I prokollagen molekiiliiniin yapisinin sematik
gosterilisi(134,181)

‘ Sisternada toplanmaya baslayan prokollagenler kaba
endoplazmik retikulumun gegisi saglayan elemanlari ile golgi
kompleksine gonderilirler. Diz ekstrapeptidlerde de bagla
karbonhidrat kalintilarina rastlanir, Bu belki golgi komp-
leksinde ekstra enzimatik glikozilasyon reaksiyonlarin oldu-

gunu gosterir, Prokollagen molekiilleri daha sonra golgi komp-
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leksinin sekresyon yapan vesikiilleri vasitasiyla hiicre yiize-
yine, oradan da hiicre digina ekstrasellular matrikse tasinir-

lar. Prokollagenin sekresyonu enerji gerektirir.

Hiicre digsindaki 6zel proteazlar (prokollagen peptidaz-
lar) enzimatik olarak ekstrapeptidlerin biiyiik bir kismina
kopararak prokollageni tropokollagen molekiiliine doniigtiiriir-
ler. Tropokollagen molekiilleri amino ve karboksil terminalle-
rinde kisaltilmis diiz =zincirler (teleopeptidleri) ihtiva
ederler., Tropokollagen molekiilleri muntazam yapilar halinde
agrege olarak kollagen fibrillerini meydana getirirler. Pro-
teoglikanlar ve yapisal glikoproteinler tropokollagen mole-
kiillerin fibril ve sonradan fiber olusturmasinda onemli rol
oynarlar(83,86,99,122,180,181).

Fibriler yapi, tropokollagen molekiilleri arasinda ko-
valent g¢apraz baglarin olusmasi ile kuvvetlendirilir. Fibro-
blastlar tarafindan salgilanan bakir ve pridoksal fosfat ih-
tiva eden spesifik amin oksidaz (lizil oksidaz) adli enzim
tropokollagenin teleopeptidindeki 1izil ve hidroksilizil ka-
lantalarinin yan zincirlerini (E-NHZ) oksidadif deaminasyonu-
na sebep olur. Deaminasyondan sonra bu yan zincirler aldehid
gruplarina doniigerek allizin veya hidroksiallizin meydana
gelir(125,180,181).

¥ Lizil o 1 0

e g - CHZ- Cﬂz-cbi —CKZ- NBZ W ~-C - % - CB2- CHZ— (ég NH

Hidrekailizin kalintisi Hidroksiallizin kalintisa
veya

g 14211 0 N 0

-G - OK - 01!2-032— GBZ m2 W -C - 8 - 032- 032— CH - G*K

Lizin kalintimm Allizin kalznt151p
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Bu aldehit gruplari ¢ok yavag enzimatik olmayan reak-
siyonlarla ¢apraz baglarr olustururlar, iki tip reaksiyon
miimkiindir(125,181).

Birincisinde aldehitler komsu zincirlerin 1lizil ve
hidroksilizil kalantilarainin epsilon amino (E-NHZ) gruplari
ile reaksiyona girerek bir aldimin olan schiff bazlarini mey-
dana getirirler. Kararsiz olan schiff bazlari daha sonra ka-
rarly sekonder aminleri olusturmak {iizere indirgenebilir-
ler(125).

\
- BN — CH + - HN — CH —~———> —~BEN-CH -~ EN-CH
P

CH CH &
(éln)3 (ca), (om);  (tm),
1} Nmz EC::HA——---CH2
T
Allizin Ligin Sohiff bazi

Schiff bazlari dehidrolizinorlssin veya dehidrohidrok-
silizinorlésin yaprsindadir(181).

fkincisinde ise, iki aldehid kondensasyon reaksiyonu

ile aldolleri olustururlar. Aldoller daha stabildir(15,25).

0 H
ch

0
2 R ~ (c) - CE- lé; ——> R~ (cA),- 2 ~ & - (cH) - R

Aldehit gruplarar histidin kalaintilarinin imidazol
gruplari ile de reaksiyona girerek bag olugtururlar(122,134,
181). Bdylece tropokollagen molekiilleri kovalent ¢apraz bag-

larla baglanarak stabil fibril ve fiberleri meydana getirir-
ler.



Capraz baglarin olugmasi ekstrasellular bir olaydir.
Lizin ve hidroksilizim kalintilarinin oksidatif deaminasyo-
nun, prokollagen peptidazin prokollagenden ekstrapeptidleri
ayirmasindan hemen sonra meydana geldigi diisiiniiliir. Kovalent
olmayan baglanmalar, tropokollagen molekiillerinin ug¢ uca ve
birbirine paralel belirli bir mesafe kayma yaparak yan yana
dizilmelerini dolayisiyla aldehit ve eNH2 gruplarinin karsi-
liklas gelmesini saglar. Sonugta bu gruplar arasinda ¢apraz

baglar enzimatik olmayan reaksiyonla olusur (Sekil 9).
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SEKIL 9- Kollagen biyosentezinin ekstraselliiler olaylarinain
gematik gosteriligi. 1- Tropokollagen molekiilleri-
nin agregasyonu, 2- Lizin ve hidroksilizinin oksi-
datif deaminasyonu ile aldehit gruplarinin olugmasi,
3- Schiff bazlarinin meydana gelmesi(180)

Kovalent capraz baglar fiberlerin gerilmeye karsi kuv-
vetini, proteolitik yikima kargi direncini arttirar, ¢oziniir-
liglini azaltir. Gapraz bag olugsumu ¢ok iyi kontrol edilir.
Cliinkii 6zel dokularin kollagen fiberlerinin capraz bap miktar-
lari farklidair. Eger yeterli miktarda gapraz bag olusmaz veya
fazla miktarda olugursa gesitli komplikasyonlar ortaya ¢ikar.
Ornegin deride kollagen fiberler arasinda yeterli gapraz bag

olugmazsa deri hiperesneklik kazanir, kolay hasar goriir(180).



Kovalent g¢apraz bagli dimerik o zincirleri de 1izole
edilmistir. Tki o zincirinden olusmus B zincirlerinin olusma-~
s1, tiosemikarbazid ve penicillamin ile 6nlenebilir. Bu madde-
ler 3'li heliks yapiy1l bozmadan fibrillerin agregasyonunu &n-
lerler, R-aminopropionitril (HZN—CHZ—CHZ-CN); bakir ihtiva
eden, plazmada bulunan amino oksidaz ve kemik ve bag dokusunda
bulunan 1izil oksidazin inhibitdriidiir. Lizil ve hidroksilizil
kalintilarinin NH2 gruplarinin aldehit gruplarina oksidasyo-
nunu Onler. latirizm denilen, tropokollagen molekiilleri ara-

sinda ¢apraz baglarin olusmamasina sebep olur(134,181).

Kollagende ¢apraz baglanmalarin ne zaman son buldufunu
soylemek miimkiin degildir. Bazi arastiricilara gbre c¢apraz
baglarin olusmasi hig¢ bitme:x yavas yavas yasam siiresi boyunca
devam eder, deri, kan damarlari ve diger dokularin kalinlas-
mas1 sertlesmesi gibi tibbi problemlerinin ortaya ¢ikmasina

sebep olur(125).

Kollagen sentezinde hormonlarda etkilidir. Adrenal
korteksin glikokortikoidleri insuline =zit olarak kollagen
olugsumunu inhibe ederek yaralarin ve kemik kiriklarinin iyi-
legmesini onlerler, ACTH'dabenzer etkiye sahiptir. Mineralokor-
tikoidler ise fibroblastlari uyarak kollagen olusumunu kolay-

lastirirlar(83),

Yapirlan immunokimyasal c¢alismalar kollagende ve pro-
kollagende antijenik determinantlarin oldufunu gdstermisgtir.
Prokollagende antijenik determinantlar amino ve karboksi ter-
minalinin globular kisminda lokalize olmustur, Kollagende ise
amino ve karboksi terminalinin heliks yapida olmayan diiz kisim-
larinda ve heliks yapisinda bulunur(60,134) (Sekil 10). Kol-
lagen molekiilinden heliks yapida olmayan bdlgelerin suni ola-
rak ayrilmasi, bu bdlgelerde 6zellikle karboksi terminalinde
bulunan determinantlarin immunolojik karakterini azaltmisg-
tir(60). Prokollagen, kollagena nazaran daha ¢ok immunojen-

dir(60,134). Bu da prokollagende tirozin miktarinin daha



fazla olmasina atfedilir(134). Immunizasyon igin segilen hay-
van tiirleri antijenik kisimlarin tayinine yardim edebilir.
Tavsanlar kollagenin terminal determinantlarina kargi fazla
miktarda antikor olustururken, siganlar, gine domuzlari ve
fareler heliks yapida bulunan determinantlara karsi antikor
olustururlar. Tavuklar ise kollagendeki biitiin determinantlara

karsi antikor olustururlar(60).
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SEXKIL 10- Prokollagen (1-2 nolu) ve kollagendeki (3,4,5 nolu)
5 farkli antijenik determinantin bulundugu bdlge-
ler(60)

c) Kollagenin Yikilisi

Kollagenin bozunmasi glikozil-galaktozil-hidroksilizin
glikohidrolaz, spesifik kollagenazlar ve fagositozla olur(168).
Dogal kollagen spesiik olmayan proteazlardan pek etkilenmez.
Sadece spesifik olan doku kollagenazin etkisi ile yavas yavasg
molekiiliin bir ucundan yikilir. Spesifik kollagenazlar, fizyo-
lojik pH ve sicaklikta fiberlerin tropokollagen molekiillerini
karboksi terminalinden 750 A° uzaklikta belirli kismindan mo-

lekiil yapisini bozmadan koparirlar. Béylece 3'lii heliks yapi-



ya sahip kiigiik ve biiyiik olmak iizere 2 pargaya ayirirlar. Kar-

boksi terminalinin oldugu kiigiik parga orijinal molekiiliin

% 25'i, amino terminalinin oldugu biiyik parga ise 7 75'i-
dir (Sekil 11).
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SEXKIL 11- Tropokollagen molekiiline Tadpole kollagenazinin et-
kisinin sgematik gosterilisi. A: Amino, B: Karboksi
terminal ucunu godsterir. Gapraz baglar tropokolla-
genin her iki ucunda da olmasina ragmengy¢dziinlir kol-
lagenin ekstraksiyonunda karboksi terminal wucunun
capraz bagli bolgesi elde edilmez, Denakﬁrasyon
diriinlerinde yukarida gosterilenlere ilaveten a% ve 811 irin-
leri de vardair(134)

Bir ihtimal kollagenaz biiyiik pargcayr da ikiye bdler. Eger ko-
pan pargalar fiberin Oteki molekiillei ile gapraz baglarla
bagli degilse ¢oziilir ve diffiize olur. 3'li helikse sahip
pargalar, asil molekiilden daha diigiik erime noktasina sahip-
tir. Dolayisiyla viicut sicakliginda denetiire olurlar. Bir ke-
re denaturasyon olunca kollagenazla veya ekstrasellular mat-
riksdeki diger proteazlarla pargalanirlar, ilaveten bu parga-
lar veya kismen parg¢alanmigs fibriller makrofajlar tarafindan
fagosite edilebilirler ve sekonder lizozomlarda proteazlarla

asit pH'da bozulurlar. Serbestlesen prolin tekrar kullanilar,



Fakat hidroksiprolin kollagen yapiminda tekrar kullanilmaz.
Di ve tri peptidler halinde ve ¢ok az miktarda serbest halde
idrarla atilir. Serbest hidroksiprolinin ¢ogu hidroksiprolin
oksidazla yikilair. Karaciger ve bobrek hiicrelerinin mikrozom
fraksiyonunda 3-hidroksi-A-prolin-S5-karboksilik aside donii-
siir, bu da ara iiriinler {izerinden piriivik asit ve glioksilik
aside yikilair., Ara iiriin olan eritro-oa-hidroksi-L glutamik
asitten bir kisminin beyinde malik aside doniistiigii de saptan-
mistir., Hidroksiprolin yikilisi ile olusan glioksilik asid,
oksidasyon yolu ile oksalik aside déniisebilir. Bu bakimdan
bobrek ve diger dokularda ileri derecede kalsiyum okzalat bi-
rikimi ile kendini gdsteren primer hiperoksaliiride hidroksi-

prolin metabolizmasi biiyiik 6nem tasir.

Normal ve yaralanmis dokulardaki ¢esitli farkla hiicre
tipleri kollagenezlari sentezleyebilirler. Bunlar fibroblast-
lar, polimorfoniiklear lokositler, makrofajlar, derinin squamo
epiteli ve sinovial epitel hiicreleridir. Biiyiime esnasinda ve-
ya yaralanmalari takiben diyilesme esnasinda bag dokusunun
normal olusmasi i¢in kollagen fiberlerin sentezi ve resorbsi-
yonu arasinda denge olmasi gerekir, bu dengenin nasil saglan-
di1g1 hakkinda heniiz detayli bilgiler mevcut degildir(14,99,
150,153,168,180).

Kollagenazlar =zincirindeki glisin-1l6sin ve glisin-
ill6sin baglarina etki ederler. Bunun sebebi heniiz bilinmemek-
tedir. Kollagen tip III'de, kollagenazin etki ettigi bolgeden
yaklasik 8 aminoasit sonra tripsinin etkili oldugu bir bolge
oldugu ileri siiriilmektedir. Bu bolgede Arginin-Glisin baga
mevcuttur, Tip I kollagen tripsinden etkilenmez. Bu belkide
tip I'de, tripsinin tip II'de etkili oldugu bolgede, Anginin-
Glisin baginin olmamasindan dolayidir. Bu da kollagenin fiz-
yolojik sartlar altinda bozunmasinda, kollagenazdan bagka
proteolitik enzimlerin de etkili olabilecegini gdsterebi-
1ir(134).

Kollagenazlar EDTA, 1.10 fenantrolin, penisilamin,

sistein ve ditioritol ile inhibe edilebilir. Inkubasyonun



geri doniisii kollagenazlarin elde edildigi kaynaga bagli ola-
rak degigebilir. Aktivasyonu ise heparin ve p.kloramerkuri-
benzoat ile sapglanabilir., Etki mekanizmasi heniiz tam olarak
agikliga kavugmamistir. Serum da ¢esitli kollagenazlar iize-
rine inhibitdr etki yapar. Serumda inhibitor etki yapan mak-
romolekiil, GQ—makroglobulindir. Lizozom, histon ve protamin
gibi proteinler de kollagenin kollagenazla pargalanmasini in-
hibe ederler., Buna zit olarak polianyorik makromolekiiller ya-
ni heparin, dekstran siilfit ve polietilen siilfonit asid ise

kollagenolitik aktiviteyi arttirir(134).

d) Kollagen Turnover':

Kollagen o©nceleri tamamiyle inert olarak diisiiniiliiyor-
du. Kollagen metabolizmasinin incelenmesi ve spesifik aktivi-
te c¢alismalari kollagenin metabolik olarak aktif oldugunu
gostermistir. kollagen turnover'i g¢oziintirliigiine, dokudaki du-
rumuna ve canli tiirline bagli olarak degisir. Yiiksek turnover
hi1zi, daha az ¢apraz baglanmalari, gerilme kuvvetinde azalma,
daha aktif doku olusumu (reorganization) anlamina gelir. Or-
negin periodontal ligamentler ve diseti kollageninin turnover
hizi yiiksektir. Buna karsit daha fazla gerilme kuvvetine ih-
tiya¢ gosteren tendonlarda ise turnover hizi diigliktiir. Turno-

ver yas ilerledikge azalir(99).

e) Kollagen Metabolizma Bozukluklara

Kollagen sentezinde translasyon sonrasi meydana gelen
modifikasyonlar kollagen yapisi ve fonksiyonu i¢in ¢ok o&nem-
lidir. Bu modifikasyonlar bir seri farkli enzimlerle yapilir.
Herbirinin son iiriiniin olﬁ$m681nda o6zel rolleri vardir. Kolla-
gen biyosentezi g¢ok basamaklidir. Bu basamaklarin herhangi
birinin aksamasi, eksik veya hatali olmasi yetersiz ve anormal

kollagenlerin sentezlenmesine sebep olur,



TABLO 3— Bag dokusu ve kollagen kalitsal hastaliklarinin klinik belirti-
leri ve biyokimyasal defektleri(134,181)

Y

lem gevsekligi.

Kalitsal Biyokimyasal
H Klinik Belirti i . . .
astalak linik Belirtileri Gecis Sekli Defekt leri
Deri hiperesnekligi, kirilganlidi,
Ehlers-Danlos | kolay glrlimesi, incinmesi, belirgin . . .
Bask isl Bili
1 eklem hipermobilitesi, yetersiz ge- askin gegigil Asinmiyor
lisim
Fhlers-Danlos I'e benzer belirtiler, fakat daha
1 hafif olarak, gelisim yetersizligi Baskin gegisli Bilinmiyor
yok.
Belirgin eklem hipermobilitesi, de-
E -D . cqs
hler;IIanlos ride hafif de@isimler, iskelet bo- Baskin gegisli Bilinmiyor
zuklugu yok.
Ehlers-Danlos ert?rlerde koPma, slqdet%l‘qurume, . o Tip II{
incinme, gok ince deri, minimal ek- Resesif gegisli kollagenin

hatali sentezi

Ehlers-Danlos
v

Orta derecede eklem hipermobilite-
si, ve deri esnekligi, kisa boy,
kalp kapakgig: defektleri.

X'e bagli resesif

Lizil oksidaz
eksikligi

Ehlers-Danlos
VI

Bel kemifinde normalden farkli asi-
r1 efrilik, kirilgan deri, eklem-
lerde hipermobilite, okuler kopma
ve retinal ayrilma.

Resesif gegsli

Lizil hidroksi-
laz eksikligi

1141, aortik anevrizma.

Kisa boy, asiri eklem gevseklidi, Prokollagen
El -0 .
hler:llanlos dodustan eklem gikikligi, ince ve Resesif gegisli protgaz
esnek deri. eksikligi
Konjenital Tip I
Osteogenizis | Agira kemik kirilganligi Resesif gegigli kollagenin
imperfekta hatali sentezi
gevsek deri, eklem.hipefvgb111t951, X'e bagly Lizil oksidaz
Cutis laxa Uriner sistemde divertiklller olu- .
ou resesif eksikligi
Marfan's Uzun ince parmaklar, lens oynamasi,
Sendromu iskelette deformasyon, kalb hasta- Baskin gegisli Bilinmiyor




Vitamin C (askorbik asit) eksikligi sonucunda olusan
scurv;3hyw%d1 ile bilinen hastalikta kollagen fiberlerin sen-
tezi bozulur. Vitamin C,1izil ve prolin kalintilarini hidro-
lizleyen hidroksilaz enzimlerinin kofaktoriidir., Hidroksipro-
lin ihtiva etmeyen bir pokollagen molekiilii, kararli olmayan
3'1ii heliks vyapiya sahip olur, Hidroksilizin eksikliginden
dolay1 tek tiik olusan fiberlerde gapraz baglar tam anlamiyla
olusmaz., Kemik ve dentin anormaldir, yaralar, kesikler iyi-
lesmez, ince kan damarlari zayiflar ve kopabilir. Kanamalar
6zellikle diseti iilserlesmesive kanamalari goriiliir. Disler
kaybedilir(86,122,180). Ehlers-Danlos sendromlari ise kollagen
sentezinin bozuk oldugu kalitsal hastaliklardir (Tablo 3)(86,

122,134,180-182).
3—- DISETY VE DISET! KOLLAGENT

Mukoza, viicut igersindeki biitiin bosluklari ve bunlarin
disariya ag¢ilan kisimlarini o6rten bir dokudur. Ag1z mukozasi
da agiz boslupunu o6rter. Fizyolojik ihtiyag¢lara uyacak sekil-
de agizin cesitli kisimlarinda degisiklige ugrayarak yerles-—
mistir(155). Aprz mukozasi, anatomik olarak ¢igneme mukozasi
ve astar mukoza olarak iki kisma ayrilir. Diseti ve serbest
damagi icine alan ¢igneme mukozasi sert olup, deformasyona
dayaniklidir. Dil, agiz tabani, yumusak damak ve alveolar mu-
kozay1i ig¢ine alan astar mukoza ise daha fleksibil ve defor-

masyona daha yatkindir(99).

Periodonsiyumun (diseti dokusu, periodontal membran,
sement ve alveol kemigi) bir kismini teskil eden diseti doku-
su, agiz mukozasinin digslere yakin olan boliimiini meydana ge-~
tirir., Baglica fonksiyonlari; doku tonunu muhafaza etmek, di-
se yumugak dokunun yapigmasini saglamak, koék yiizeyi boyunca
epitelin apikal gogiinii onlemek ve digeti kenarinin altindaki
dokularla birlegmesini saglammfhgi$eti(99),yﬁzey ozellikleri-

ne gore ii¢ kisma ayrilir (Sekil 12, 13).
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1- Serbest digeti veya digseti kenara
2—- Yapisik digeti
3- Digeti papili

SEKIL 12- Disetinin gesitli kisimlari ve alveol mukozasi ile
hududu. DP: Diseti papili, SD: Serbest diseti,
SDO: Serbest digeti olugu, YD: Yapisik diseti,
MGB: Mukogingival birlegsim, ALM: Alveol mukozasa,
DK: Diseti konveksligi(155)

SEKIL 13- Vestibiil ve oral diizlemde dis ve disin destek doku—
larinin gematik gosteriligi: 1- Mine, 2- Dentin,
3~Pulpa, 4~ Digeti, 5-Periodontal membran, 6~ Alveol
kemigi, 7- Mukogingivai, birlegim, 8- Sement,
9- Digeti kreti, 10- Digeti olufu, 11-Serbest diseti
olugu, 12- Epitalyal atasman, 13- Yapisik digeti,
14- Digeti epiteli, 15- Disgeti bag dokusu, 16~ Alveol
mukozasi(155)



Serbest diseti, disetinin digslere en vyakin b6liimiini
teskil ederek ince bir serit halinde uzanir. Bu kisim ile ya-
pisik diseti arasindaki girintiye serbest digseti olugu adz
verilir. Bu oluk ekseriya belirli degildir. Yapisik disetinin
aksine serbest disgeti biraz oynaktir ve lizerinde piitiirler ih-
tiva etmez, Dis yiizeyine yaklastik¢a diseti kenarinin rengi
de ag¢ilmaya baslar ve en ugta seffaf bir durum alair. Bunun
nedeni, bu bdlgenin epitel tabakasi altinda bag dokusunun ol-

mamasidair,

Yapisik diseti genisligi, 1-9 mm arasinda degisir. Mu-
kogingival birlesim ile diseti kenarinin apikal istikametteki
hududunu yapan serbest diseti olugu arasinda yeralir. Yapisik
disetinin, altindaki alveol kemigine ve sementin bir kismina
¢ok siki bir baglantisi vardir. Bu nedenle yapisik disetini
sement ve alveol kemigine ait diseti diye iki kisma ayirmak
miimkiindiir. Klinik goriinis bakimindan, yapisik diseti {izerin-
de, bir portakalin tizerindeki pilitiirleri andiran ufak noktaciklar
halinde ¢ikintalar bulunur. Disetinin bu kisminain baska bir
0zelligi de pigmentasyonun mevcudiyetidir. VYapisik diseti
iizerinde, disler arasina rastlayan kisimlarda, serbest dis-
etinden mukogingival birlesime kadar uzayan dikey oluklar da

mevcuttur.

Disler arasi diseti papili diye de isimlendirilen dis-
eti papili, disler arasini dolduran diseti kismiyla komsu iki
disin diseti kenarlarinin ortasindan ¢izilen hayali bir hat-
tin arasinda kalir. Bdylece dislere bakan iki tarafi hafifge
konkav olan ve diseti kemarinin bazi kisimlarini ig¢ine alan
bir {iggen sgeklindedir, Digeti papilinin vestibiil ve 1lingual
yondeki vestibul ve 1lingual papiller arasindaki g¢ukurluga
"col" adi1 verilmektedir. Periodontal hastaligin baslangig ye-

ri olarak bu kismin lizerinde O6nemle durulmaktadair.

Sihhatli digseti dokusu genel olarak agik pembe veya

giil pembesi renginde tarif edilir., Disetinin rengi, epitelin
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kalinligi, keratinizasyon derecesi ve kalinligi, derin bag
dokusu tabakalarindaki kan damarlarinin zenginligi ve pigment

ihtiva eden hiicrelerin miktari ile degisiklik gosterir.

Sihhatli diseti siki, elastiki ve serbest diseti harig
altindaki kemigin periostuna ve disin sement dokusuna sikica
baglanmigtir, Disetinin siki kivamini lamina propia igerisin-

deki kollagen fibrilleri ve muko-periostal yapisma temin eder,

Diseti, histolojik olarak incelendiginde bagslica epi-
tel ve bag dokusu kisimlarindan olustugu goriiliir. Bu iki ta-

baka birbirinden bazal zar (kaide zari) ile ayrilmistir.

Diseti ylizeyi ¢ok katli yassi epitele baglanmistar.
Cok katla yassi epitel tabakasi, sebest disetinin dis yiizeyi
ile temasta olan kismi disinda, dige kisimlar iizerinde kera-
tinize olmus durumdadir. Epitel hiicreleri diseti yilizeyine

yaklastikg¢a olgunlasip yassilasirlar.

Bazal zar 300,400 A° kalinligindadir, Lamina densa ve

lamina lucida olmak iizere iki kisimdan olusur,.

Epitel tabakasinin altinda, bazal zardan sonra lamina
propria adi verilen bag dokusu uzanir. Bu doku yogun kollagen
fibillerden, bag dokusu hiicrelerinden ve ara maddeden olus-
mustur. Kollagen fibrilleri disetini, dig ve alveole sikica
tespit eder. Disetinin diseti papilindeki kret seklini, c¢e-
gsitli gruplar halinde seyreden fibril demetleri yaparlar.

Disetinde bulunan kollagen fibriller 4 gruba ayrilarlar,.

-
|

Digeti fibril demetleri: 1l.,grup, 2.grup, 3.grup

N
[

Transseptal fibriller
3~ Sirkiiler fibriller

Alveolo-gingival fibriller

B~
[
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Dis ve diseti iizerinde yapilan uzunlama bir kesitte
digeti fibrillerini gérmek miimkiindiir (Sekil 14).
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SEKIL 14- Disetinde bulunan fibril demetleri. Bu resimde bag
dokusunda bulunan belli basli fibril gruplari gos-
terilmistir. 1- mine, 2~ diseti olugu, 3- sirkiiler
fibriller, 4- birinci grup disgseti fibril demetleri,
5- dikinci grup diseti fibril demetleri, 6- iigiinci
grup diseti fibril demetleri, 7- alveolo-gingival
fibriller, 8- periodontal membran, 9- alveol kemigi,
10- diseti kenar:i, 11- serbest digseti olugu,
12- yapigik diseti, 13- mukogingival birlesim,
14— alveol mukozas1(155)

Birinci grup diseti fibrilleri, sementten basglayarak
dis ve okluzal yone dogru diseti igersinde ilerleyerek sonla-
nir. lkinci grup fibriller ise sementten ¢ikip apikal yénde
ilerleyerek diseti kenarina dogru vyayilairlar. Ugiincii grup
diseti fibrilleri ise sementten g¢iktiktan sonra alveol kreti-
nin iistiinden gecerek apikal yone ilerler ve kemigin disg yiize-

yinde bulunan fibrillerle birlesirler.

Sirkiiler fibriller, digeti fibrillerini destekleyerek
onlarin arasinda dairesel olarak yol alirlar. Disin etrafina
sararak diseti kenarinin dise siki olarak tutunmasini saglar-

lar.



Transseptal fibriller komsu iki disin sement dokulara
arasinda uzanirlar ve diseti olupu epitelinin apikal ydne

ilerlemesini onlerler.

Alveolo~-gingival fibriller ise alveol kemigi kretinden
¢ikarak kuronal yone dogru bag dokusu igersinde yayilarlar.
Biitiin bu fibrillerin dizilisleri,disi alveol boslugunda hare-

ketsiz tutabilecek yap1 ve ozelliktedir.

Diseti bapg dokusunda kollagen fibrillerin yaninda az
miktarda retikiiler, elastik ve oksitalan fibrillerin de mev-
cut oldugu gosterilmistir. Oksitalan fibrillerinin elastik

fibrillerle ilgili oldugu zannedilmektedir(70,99,155).

Saglikla kisilerin diseti immunofloresan tek-
niklerle incelendiginde kollagen tip I'in ¢dogunlugu olus-
turdugu ve disetinin her tabakasinda yer aldigi, kollagen tip
IIT7'iin daha ¢ok diseti epitelinin altindaki tabakalarda bu-
lundugu, kollagen tip IV ise bazal membranda o6zellikle dis
etindeki sinirlerin, kan damarlarinin kapilerlerin endotel

hiicrelerinin bazal membranlarinda bulundugu gorilmistir(43,44).

Histolojik ve histokimyasal ¢alismalar disetinin, kol-
lagen miktari fazla olan fibroz bir doku oldugunu ve kollagen
konsantrasyonunun yasla arttirdigini gostermistir. Disetinin
yas agirliginin Z 11-13'{, kuru agirliginin ise 7 30-40'inma
kollagen olusturur. Total kollagenin 7 3.5 ndtral tuz ¢dzel-
tilerinde ¢oziinebilen, 72 24.5 asitte ¢oziinebilen ve 7 72'si
¢oziinmeyen kollagendir(99). Diger dokularla karsilastirildi-
ginda, ¢oziinebilir kollagen kisminin fazla olmasi dolayisiyla
diseti kollageninin turnover hizinin daha yiiksek oldugu ileri
siirtilmistiir(69,99,162). Bu da digetinin yeni sentezlenmis he-
niiz c¢apraz baglari tam kurulmamis kollagence zengin olmasi
demektir. Radyoaktif maddelerle yapilan ¢alismalarla c¢esgitli
dokularda (geng, yasli, hastalikli) kollagen biyosentezi ve

bozunmasi incelenmis ve genellikle biiyiimekte olan hayvanlarain



bag dokularindaki kollagenin olusum ve bozunma hizinin yetis-
kin hayvanlara nazaran daha yiiksek oldugu bulunmustur(69).
Hatta periodontal ligamentteki kollagen ve diger proteinlerin
metabolizmasinin disetinden ve diger dokulardan daha hizla
oldugu ¢esitli arastairicilar tarafindan gosterilmistir(163,
164)., 1978'de Orlowski diseti kollagen metabolizmasini ince-~
lemis ve daha onceki ¢alismalardan farkli olarak diseti kol-~
lageninin daha kararli oldugunu, kollagen metabolizmasinda
belirli bolgesel degisimlerin olabilece@ini ve kollagenin me-
tabolik pool'un birden fazla olabilecegini ileri siirmiistiir,
Periodontal ligament ve disetinde tip I'den baska kollagen
tip IIT'iinde olmasi, birden fazla metabolik pool'un oldugu
fikrini kuvvetlendirir. Farkli metabolik pool'lar genetik

olarak kollagenlerin metabolizmasini etkileyebilir(135).

Diseti kollageninin turnover hizinin yiksek olmasi
disetinin yenilenme ve iyilesmeye olan yatkanligini agikla-
makta yardimci olabilir. Ayrica iltihapli diseti hastalikla-
rinin erken safhasinda hizli kollagen kaybini da agiklayabi-
1ir(69).

Il1tihapli diseti hastaliklarinda kollagen kaybina etki
eden mekanizmalar incelenmis ve baslica 2 sebep iizerinde du-
rulmustur. 1- Kollagen sentezinde azalma, 2- Mevcut kollage-
nin hidrolitik enzimlerle parcalanmasi. Fizyolojik sartlarda
kollagen, hidrolitik enzimlere karsi dayaniklidair, F?kat peri-
odontal hastaliklarda meydana gelen kollagen kaybina, olusan
plakta aktive edilen spesifik endojen kollagenazin sebep
0ldugu ileri siiriilmiistliir. Diseti dokularinin ¢esitli kisimla-
rinda kollagenolitik aktivite incelenmis ve digeti kollageno-
litik enziminin spesifik kollagenaz oldufu molekiiler agirli-
ginin 40.000 civarinda oldugu, EDTA, sistin, serum ile inhibe
edildigi ve Ca+2 ionu gereksiniminin fazla oldugu, pH 7-9.5

arasinda aktif oldugu gosterilmistir(57,150).



Digseti kollagen metabolizmasini etkileyen o&nemli bir
hastalikta diyabettir. Streptozotocin ile diyabet olusturul-
mus siganlarin derilerinde kollagen metabolizmasinin artti-
$1(158) ve disetinde yeni olugsmus kollagenin bozunmasinin ¢ok
hizland1$1(159) godsterilmigstir. Buna karsilik barsak ~ (in-
testine) ve glomerular bazal membranda kollagen kaybi yeri-

ne kollagen birikmesi goriilmiistiir(157,158).

insanlarda ve siganlarda diyabetin doku kollagenaz ak-
tivitesini arttardigil gosterilmistir., Diseti doku kiiltiirle-
rinde de bu etki goriilmiistiir., Yari sentetik tetrasiklin olan mo-
nosiklinin, diyabetin olugsturdugu diseti kollagenolitik akti-~
viteyi azalttigl, periodontal hastaliklarda ve diger patolojik
durumlarda ortaya g¢ikan fazla kollagen resorbsiyonunu baski-
layarak tedavi ettigi ileri siiriiliir(66). Diger tetrasiklinle-
rin de insan crevicular sivisinda kollagenaz aktivitesini in-

hibe ettigi gosterilmistir(67).

3— NONENZIMATIK GLIKOZILASYON VE ONEMI

Glikoz, hiperglisemi esnasinda retina, sinirler, glo-
meruli, eritrositler ve diger insiiline bagimli olmayan dokular-
da birikerek fazla kullanilmasi sonucunda zararli olabilir.
Glikozun kullanilmasi ve zararli etkileri baslica asagidaki

gibi Gzetlenebilir.

1- Hiperglisemi sirasinda UDP-hegzos ve UDP-hegzonu-
ratlarin yapiminin artmasi, glikojen, glikoprotein ve glikoz-

aminoglikanlarain fazla olusmasi,

2- Glikozun, aldoz rediiktaz ve sorbitol dehidrogenaz
ile enzimatik donisiimii sonucunda, hiicre ig¢i sorbitol ve fruk-

toz birikmesi ve dolayisiyla osmotik hasarin meydana gelmesi,



3- Glikozun, nonenzimatik reaksiyonla proteinlerin
serbest amino gruplarina baglanmasi ve proteinlerin yapisal

ve fonksiyonel ©6zelliklerinde degisikliklere sebep olabilmesi.

Nonenzimatik glikozilasyonla protein modifikasyonuna
sebep olan bu son mekanizma, diyabette goriilen retinopati,
nefropati, aterosklerozis, miyokardiyal enfraktis, noropati
ve diger komplikasyonlarin patojenezinde rol oynayabilecegi

diisiiniildiigiinden beri ¢ok ©nem kazanmistir(182).

Fizyolojik sartlar altinda nonenzimatik glikozilasyon
ilk olarak, Allen ve arkadaslari tarafindan 1958'de glikozun
hemoglobinin NH2—terminalindeki valine baglanmasi olarak gds-
terilmistir(5). 1966'da Holmquist ve Schroeder tarafindan te-
yid edilmistir(81). Bunn ve arkadaglari 1978'de yaptiklara
biyokinetik ¢alismalarla glikoz baglanmasinin nonenzimatik
oldugunu(32), Bookchin ve Gallop 1968'de, Bunn ve arkadaslara
1975 ve 1978'de yaptiklari kimyasal ¢alismalarla glikozun ka-
rarlli ketoamin bagi ile baglandigini gdstermislerdir(25,32,33).

i1k olarak 1972'de kollagende yasa bagli degisiklikle-
rin incelenmesi sirasinda Robins ve Bailey tarafindan fizyo-
lojik sartlarda proteinin polipeptid zincirinde bulunan lizi-
nin amino grubuna glikoz baglandigir gésterilmigtir. Bu calig-

malara digerleri takip etmistir(151).

Kimyasal olarak nonenzimatik glikozilasyon, translas-
yon sonrasi, proteinlerin serbest amino grubumna glikozun kar-
bonil grubunun herhangi bir enzim yardimi olmadan baglanmasi-
dir. Hemoglobinde glikoz, B zincirinin valin amino asidinin
amino grubuna, kollagende ise 1lizin ve hidroksilizin amino
asitlerinin serbest amino gruplarina baglanir. Ilk olarak, al-
dimin yapili kararsiz schiff bazi olugur. Sonra amadori dii-
zenlenmesi ile kararli kateomin yapili bilesik olusur(87,88,
107,112,119,182) (Sekil 15).
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SEKIL 15- Proteinlerin nonenzimatik glikozilasyonunun
gosterilmesi(182)

Bu tip reaksiyona 1ilk olarak yiyecek endiistrisinde
rastlanilmistir. Ortamda indirgeyici seker bulundugunda, pro-
teinlerin uzun siireli saklanmasi sirasinda, sicakliga baglz
olarak kahverengin olusmasi ve proteinlerin besinsel degeri-
nin azalmasi, o =zamanda yagamig, yiyeceklerle ugrasan bilim
adamlari ig¢in ciddi bir problem teskil etmistir. Daha sonra-
larr bu olayin sekerle, proteinin serbest amino grubu arasin-
daki bir reaksiyon sonucunda meydana geldigi, olusan iiriiniin
de gegitli reaksiyonlardan sonra kahverenkli maddeye doniistii-
gii ileri siiriilmiis, protein ve karbonhidrat arasindaki bu re-
aksiyona yiyecek endiistrisinde Millard reaksiyonu adi veril-
mistir(19,154).

Nonenzimatik glikozilasyon Millard reaksiyonunun ilk
basamagidir. Millard reaksiyonunun sonraki basamafi ise non-
enzimatik browning'dir(124).



In vitro ¢alismalar ketoamin bilesiginin browning
reaksiyonu ile (dehidratasyon, tekrar diizenleme, kopma vs gi-
bi reaksiyonlarla) melanoidler adi verilen ¢ok capraz bagla,
¢oziinmeyen, pigmente olmus, floresan, karbonhidrat-protein
polimerleri haline doniistiigiinii gostermistir., tn vivo da ise
browning reaksiyonunun meydana gelip gelmedigi heniiz tam ola-
rak bilinmemektedir. Fakat, Millard reaksiyonunun sonraki ba-
samag1l olan nonenzimatik browning'in in vivo'da da olabilece-
g1 ve yasam siiresi uzun olan lens kristalini ve kollagen gibi
proteinlerin de bundan etkilenebilecegi ileri siiriilmekte-
dir(87,124).

Hemoglobinin nonenzimatik glikozillenmis tiirevleri
olan minor hemoglobinlerin bulunmasi, diyabetik komplikasyon-
larin olusumunda tartismali olan hipergliseminin roliine yeni
bir boyut kazandirmistir. Nonenzimatik glikozillenmis hemog-
lobinlerin varligi, diyabetik hastalarda glikozillenmis he-
moglobinlerin normal kisilere oranla birkag¢ kat arttaiga,
glikozillenmis hemoglobinlerin, glikozla hemoglobin arasindaki
reaksiyon sonucunda meydana geldigi ve glikozillenmis hemog-
lobin Olgiimiiniin uzun siireli glisemi kontrolunda onemli bir
indeks olarak kabul edilebilecegi gosterilmistir(17,56,63,75,
84,87,92,95,127,166,171,182,185). Diyabette, glikozillenmis
hemoglobinin 2-3 difosfogliserata duyarlilaginin azaldaiga,
oksijene kargi: affinitesinin arttigi, bununda dokunun hipok-
sisine ve dolayisiyla hiicresel hasara neden olabildigi diisii~
niilmektedir(121,182).

Sonralari, sadece hemoglobinin degil diger g¢esitli
proteinlerin de nonenzimatik reaksiyonla glikoz bagladiklara
gosterilmig, bu proteinlerin glikozillenmesinin, yapilarinda
ve fonksiyonlarinda degisimlere ve buna bagli olarak g¢esgitli
klinik komplikasyonlarin ortaya g¢ikmasina neden olabilecekle-
ri ileri siiriilmiigstiir., Bunlari kisaca agagidaki gibi ozet-

leyebiliriz,



Glikozillenmis albiimin ve serum proteinleri diyabetli
kisilerde normallere oranla daha fazla bulunur. Glikozillen-
mis albiimin ve serum proteinlerinin oOlgiimi, glikozillenmis
hemoglobinden farkli olarak, 1 veya 2 haftalik ortalama kan
glikozunu yansittifindan kisa siireli glisemi kontroliinde kul-
lan11abilir(88,98,121,131,194), Albiminin glikozilasyonu ¢o-
ziiniirligiini azaltir(88). Glikozillenmis albiiminin ilag¢ ve bi-
lirubin baglama kapasitesinin azaldigr in vitro olarak goste-
rilmig, in vivo olarak heniiz dogrulanmamistir(87). Nonenzima-
tik glikozillenmis serum proteinlerinin devamli enjeksiyonla
oniki hafta boyunca farelere verilmesi glomerular bazal memb-
randa kalinlasmaya sebep olmustur (McVerry ve ark. 1980). Bu
sonug¢ glikozillenmis serum proteinlerinin diyabetik néfropa-
tinin gelismesinde rol aldiklarini gdsterebilir. Diyabette
bobrek bazal membraninda albiimin ve immunglobinlerin birikme-
si bilinmesine ragmen, bu birikimlere glikozillenmis albiimin
veya serum proteinlerinin sebep olup olmadilari heniiz kesin-

lik kazanmamistir(87,182).

Fibrinojen yari Omri 3-4 giin olan, hemostazda o&nemli
rol oynayan bir proteindir, Fibrinojen molekiiliiniin lizin ami-
no asidinin € —amino grubu fibrin monomerlerinin ¢apraz bag-
lanmasinda ve fibrinolizde OSnemlidir, Fibrinojenin nonenzima-
tik glikozilasyonunun diyabetlilerde artmasi, fonksiyonu ve
bozunmas1i ag¢isindan o6nem tasir. Brownlee ve arkadaslarai, fib-
rinojeni in vitroglikozillemisler ve plazmine hassasiyetinin

azaldigin1 gormiislerdir(112).

Diigiik dansiteli lipoproteinlerin (LDL) glikozilasyonu,
bu proteinlerin kiiltiir edilmis dinsan fibroblastlari tarafain-
dan alim ve bozunma hizini degistirir. Bu etkiler, kolleste-
rol metabolizmasinain diizenlenmesinde gorevli yiksek affinite-
1i LDL baglayica reseptoriin inhibisyonu sonucunda olusur. LDL
katabolizmasinda reseptdore bagimli bozukluk ortaya ¢ikar. Re-
septor araciligar ile glikozillenmis LDL alima fibroblastlar

tarafindan azalir. LDL'ye zit olarak HDL'nin katabolizmasi



glikozilasyonla hizlanir. Diyabette bu proteinlerinin gliko-
zilasyonunun artmasi, damar hastaliklarinin gelismesi ve ate-

rosklerotik riskin artmasi ig¢in yeterli olabilir(87,182),.

Glikozillenmis eritrosit membran proteinlerinin, dia-
betik durumda artmasi, eritrosit =zarinin ge¢irgenligini de-
gistirerek ve hemolize karsi direncini arttirarak, normalden
fazla ADP'nin serbest kalmasina sebep olabilir. Serbest kalan
ADP yeterli konsantrasyona wulagsina trombosit agregasyonunu
bagslatarak ¢esitli damar lezyonlarini meydana getirebilir,
Eritrosit zarinin deformasyonunun azalmasi ve endotel hiicre~
lere adhezyonunun artmasi damar lezyonlarinin gelismesine
yardimci olabilir, Bu degisiklikleri membran proteinlerinin
glikozilasyonunun neden olup olmadig:r heniiz agikliga kavusma-

mistir(87,182).

1981'de Vlassara ve arkadaslarinin diyabetik sigan ve
kopeklerde periferal sinir proteinlerinin glikozilasyonu-
nun(177), daha sonra da sigan perifer ve merkezi sinir siste-
mi miyelin komponentlerinin glikozilasyonunun diyabette g¢ok
fazla artti1gini(176) ve 1982'de Vost ve arkadaslarinin diya-
betli kisilerde glikozillenmis periferal sinir proteinlerini
gostermesi(182), diyabetik ndropati patogenezinde nonenzimatik
glikozilasyonun rolii lizerinde gegitli tahminlerin yapilmasina
yol agilmistir. Miyelin glikozilasyonu, miyelinin makrofajlar
tarafindan taninmasina ve yakalanmasina neden olan bir sinyal
olusturabilir. Boylece diyabette, miyelin turnover'ir ve demi-
yelizasyon artabilir., Sinir hiicrelerinin yapisi ve iletkenli-
gi bozulabilir(87,182).

Lens, glikoz aliminda insiiline bagiml: degildir, dola-
yisiyla yiiksek konsantrasyonda glikoza maruz kalir. Diyabet-
te, katarakt olusum hizinin arttiga, yasli ve kataraktla
lenslerde sari-kahve renkli, floresan ve ¢ok ¢apraz bagla
proteinlerin olustugu goériilmistir, Il1k defa 1978'de Stevens
ve arkadaslari in vivo olarak lens kristallerinin nonenzima-

tik glikozilasyonu gostermigstir. Daha sonralari in vivo ola-



rak diyabetik siganlarda 1lens kristallerinin nonenzimatik
glikozilasyonun arttigi Monnier ve arkadaslara tarafin-
dan (1979), insanlarda ise Pande ve arkadaslari (1979) ve
Arseri ve arkadaslari (1980) tarafindan gosterilmistir. Lens
kristallerinin glikozla inkubasyonu sonucunda nonenzimatik
glikozilasyonu ve disiilfid baglarinin olusumu artmis, daha
uzun siireli inkiibasyonlarda ise, yaslilarin lenslerinde gori-
lenlere benzeyen sari-kahve pigmentler meydana gelmistir. Bii-
tiin bunlardan, lens kristallerinin nonenzimatik glikozilasyo-
nunun diyabetik kataraktin gelismesine, yasli ve kataraktla
lenslerde nonenzimatik browning {irinlerinin olusmasina neden

olabilecegi ileri siiriilmistiir(87,124,182).

Cesitli doku proteinlerin nonenzimatik glikozilasyonu
da incelenmis, diyabetik siganlarin karaciger, bobrek ve kalp
dokusu proteinlerinin nonenzimatik glikozilasyonunun normal-
lere oranla artti1$1(190), diyabetik kisilerden alinan tirnak-
larin nonenzimatik glikozilasyonunun normallere gore daha

fazla oldugu(l6) gosterilmistir.

Hormonlarin ve enzimlerin nonenzimatik glikozilasyonu
hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. 1979 Dolhofer ve Wieland,
in vivo olarak insulinin glikozilasyonunu ve buna bagli ola-
rak biyolojik aktivitesinin azaldigini gostermislerdir. Fakat
in vivo olarak denenmemistir. Yine Dolhofer ve arkadaslar:
s1g1ir bsbrek N-asetil-B~D-glikozaminidaz'in nonenzimatik gli-
kozilasyona duyarli oldugunu ve enzim aktivitesinin azaldigi-
ni1, enzimin fiziksel ve kimyasal 0Ozelliklerinde degigmeler

meydana getirdigini gozlemislerdir(107,182).

Hiperglisemi esnasinda niikleik asidlerin de nonenzima-
tik glikozilasyonu artabilir, Glikoz, niikleik asitlerin amino
gruplari ile birlegserek uzun omiirli makro bilesikleri olustu-
rabilir. Bu bilesiklerin olusmasi ile genetik bilgileri tasai-
yan niikleik asit parcalari gorevlerini yapmaz duruma gelir-

ler. Ornegin eger glikoz,herhangi bir enzimin bilgilerini ta-



s1yan DNA parcacigi ile bilesik olustursa, bu DNA parcasindan
bilgiler, mRNA ile iletilemez; sonugta gerekli enzim ribozom-
larda sentezlenemez. Enzim olmayinca o enzime bagli canlilik

olaylari da meydana gelemez(30,138).

Diyabette, kollagende goriilen degisiklikler, gerek
nonenzimatik glikozilasyon gerekse diger degigiklikler diya-

bet komplikasyonlarinin patalojisi a¢isindan gok onem tasgar,

Diyaframatik tendon ve deri kollageninin nonenzimatik
glikozilasyonunun diyabetli kisilerde ve yaslanma ile artti-
$1(93,160), diyabetli kisilerin bobreklerinden elde edilen
tip 4 kollageninin nonenzimatik glikozilasyonunun normallere
oranla daha fazla oldugu(172) gosterilmistir. Deney hayvanla-
r1 ile yapilan calismalarda da benzer sonuglar elde edilmis-
tir. STZ ile diyabet vyapilmis siganlarin tendon kollageni-
nin(104,107,191,192,193), toraks aorta kollageninin(152),
glomerular bazal membran kollageninin(87), in vitro glikozi-
lasyon sonucu tavsan 6n kol tendon kollageninin termal stabi-
litesinin ve nonenzimatik glikozilasyonunun(89) arttigi tes-
pit edilmistir. Koyun karotid arter kollageninin nonenzimatik
glikozilasyonu jugular ven kollageninki ile karsilastirildi-
ginda,arter kollageninin nonenzimatik glikozilasyonunun ven'-

den daha fazla oldugu bulunmustur(47).

STZ ile diyabetik yapilmis siganlarin kuyruk tendon
kollageninin termal stabilitesinin, nonenzimatik glikozilas-
yon, glikozillenmis hemoglobin ve yasla korrelasyonlu olarak
artt1g1(191), termal stabilitedeki ve nonenzimatik glikozi-
lasyondaki artisin, in vitro aspirin ve sodyum salisilatla
inkubasyondan sonra odnlenebildigi, fakat in vivo olarak aspi-
rin ve sodyum salisilat verilmesinin nonenzimatik glikozilas-
yonu defistirmeden sadece termal stabilitedeki artisi Onledi-
gi belirtilmis ve nonenzimatik glikozilasyonun in vivo'da
kollagen ©6zelliklerinin dilizenlenmesinde esas faktor olmadigi,
salisilatlarin diyabet komplikasyonlarinin Onlenmesinde yeni

bir terapik sec¢im olabilecegi ileri siiriilmiistiir(193).



Bir baska ¢aligsmada da kollagendeki lizin ve hidroksi-
lizinin nonenzimatik glikozilasyonunun termal stabiliteye et-

ki etmedigi gosterilmistir(9).

Antiprostaglandin aktiviteli maddelerin sigan tendon
kollageninin termal stablitesi ve nonenzimatik glikozilasyonu
iizerine etkileri incelenmis, bu maddelerin normal kollagende
bir degisiklik meydana getirmedigi halde, diyabetlilerde ter-
mal stabilitedeki artis: oOnledigi, nonenzimatik glikozilasyon
iizerinde etkili olmadigi, in vitro'da ise tamamiyle etkisiz
oldugu gosterilmigstir. Arasidonik asit metabolizmasinin, nor-
malde kollagen o6zelliklerinin tayininde ¢ok az rol oynadiga,

fakat diyabette onemli oldugu ileri siiriilmistiir(192).

Normal kisilerden elde edilen deri kollageninin kolla-
genaza karsi dayanakliligi {lizerine in vitro nonenzimatik gli-
kozilasyonun etkisi arastirilmis, normal ve glikozillenmis
kollagenlerin kollagenaz karsisindaki davranislarinda bir
farklilik goriilmemigtir. Nonenzimatik glikozilasyonun enzima-
tik yikima karsi, dayanikliligini artirmadigil ileri siiriilmiis-
tiir(113). Bu daha onceki ¢alismalala(93,160) uygunluk sagla-

maz.

Tip I diyabetli hastalarin deri kollagenlerinin nonen-
zimatik glikozilasyonu ile sinirli ekem hareketi arasindaki
iligski arastirilmig; kollagenin nonenzimatik glikozilasyonu-
nun sinirli eklem hareketinin gelismesinde Onemli rol oynama-

dig1 agiklanmistir(1l1l4).

Glikozillenmis kollagenlerin trombosit agregasyonu
olusturma potansiyelinin, normal kollagenlere oranla daha
fazla oldugu gosterilmistir(105,106). Glikozillenmis kollage-
nin diyabette Onemli bir trombotik risk olabilecegi ileri sii-
riilmiistiir(104).



Diyabette artan kollagen nonenzimatik glikozilasyonu,
¢Oziinlirligin, elastikiyetin azalmas: ve proteazlara kars:

dayanakliligin artmasi ile korrelasyonludur(87).

Sigar retina kapillerinin perisit kiiltiirlerinde ¢&zii-
niir kollagen sentezinin ve nonenzimatik glikozilasyonun, ar-
tan giikoz konsantrasyonu ile arttigi, ¢oziiniir olmayan kolla-
genin sentezinin ise azaldigi(1l1l1l), in vitro olarak yapilan
diger ¢alismada 1ise si1gir retina mikro damarlarinin bazal
membran kollagenlerinin nonenzimatik glikozilasyonunun artti-
81 ve bu artisin aspirinle inkubasyondan sonra inhibe edildi-

pi gosterilmistir(110).

Glikozillenmis kollagenin antijenik karakterde oldugu

ve otoimmun cevabi baslatabilecegi ileri siirilmiistir(1l8).

Proteinlerin nonenzimatik glikozilasyonu 1ile olusan
ketoamin bilesikler =zamanla ¢esitli bozunma, dehidratasyon
ve yeni diizenlemelerle nonenzimatik browning iirtinlerini olus-
tururlar ki, bunlar oldukga reaktif karbonil gruplar ihtiva
ederler, Nonenzimatik glikozilasyonun son iiriinleri olan bu
karboniller diger proteinlerin amino gruplari ile molekiiller
arasi ¢apraz baglari olustururlar(29). Plazma proteinlerinin
nonenzimatik glikozilasyon son iiiinleri (ileri ‘glikolizasyon
iirtinleri) ile tuzaga diigiiriilmeleri, diyabette ekstra vaskiiler
olarak protein birikmesine sebep olabilir. Baglanan bu pro-
teinler de antikor, antijen gibi davranip immun kompleks
olusturabilirler. Buna ag¢iklaik kazandirmak amaciyla yapilan
¢alismada; in vitro glikozillenmi$ kollajenin, amino asitle-
ri, albiimin ve IgG gibi proteinleri baglama kapasitesinin
normallere oranla ¢ok fazla oldugu, olusan kompleks molekiiliin
de immunojen karakterde oldugu, antijen veya antikor olarak
davrandiklari gésterilmigtir., Diyabette goériilen damar gegir-
genliginin artmasi: fazla miktarda plazma proteinlerinin kag¢-
masina, glikozillenmis proteinlerle baglanarak immun kompleks

olusumuna neden olabilecegi ileri siiriilmiistiir(29).



llerlemis nonenzimatik glikozilasyon reaksiyonunun bi-
yolojik etkileri; enzim inaktivasyonlari, regiilator molekiil
baglanmasinin inhibisyonu, glikozillenmis proteinlerin gapraz
baglanmalari, glikozillenmis ekstraselluler matriksin ¢o&ziiniir
proteinleri baglamasi, proteazlara karsi artan dayaniklalik,
niikleik asit fonksiyonlarinda anormallikler, makromolekiilleri
tanimada ve endositozis'de degisme, immunojenitenin artisina

icine alir(30).

Insan ateroslerotik lezyonlarinda olusana benzer se-
kilde, kollagen iizerinde olusan ileri nonenzimatik glikozi-
lasyon iiriinlerinin ULDL baglama kapasiteleri in vitro olarak
incelenmistir., Kollagen ileri glikozilasyon iiriinlerinin ve
LDL konsantrasyonunun artmasi ile,kollagen ileri nonenzimatik
glikozilasyon iiriinlerine LDL'nin baglanmasinin arttigi goste-
rilmistir. Bu durumun diyabetli kisilerde aterosklerozun ge-

lismesini hizlandirabilecegi ileri siiriilmektedir(31).

Tleri glikozilasyon son iiriinlerinin ekstravaskiiler
matrikste ekstravaze olmus serum proteinlerini kovalent bag-
larla baglayarak retina ve glomerullarda, kapilerlerin kapan-
masina, periferal, serebral ve kroner arterlerde daralmalara
sebep olabilirler. Makrofaj reseptdor sistemi, glikozilasyon
sonucu proteinlerin birikmesini 6nleyebilir ve ileri glikozi-
lasyon son diriinlerini taniyip yok edebilir, Fakat diyabette
bu proteinlerin fazlaca olusmasi makrofaj sisteminin kapasi-

tesini asabilir(178).

Yaptigimiz 1literatiir taramasinda diseti kollageninin
nonenzimatik glikozilasyonu ile ilgili ¢alismalara rastlama-
dik. Sadece submandubular kollageninin nonenzimatik glikozi-

lasyonunun diyabette arttigi gosterilmistir(1l18),



5- KOLLAGEN-TROMBOSIT fLiskist

Trombositler hemostatik sistemde kanamalarain durdurul-
masinda ©Onemli rol oynayan hiicrelerdir. Cesitli sekillerde
uyaridan sonra adezyon, agregasyon ve sekresyon fonksiyonla-
rini yapmaya baslarlar, Bilindigi gibi kollagen, trombositle-
rin ve pihtilasma faktorlerinin fonksiyonlarini baslatan bir
bag dokusu proteinidir. Herhangi bir yaralanma sebebi ile da-
mar endoteli yirtildiginda, bir taraftan trombositler endote-
lin altinda yer alan subendoteldeki ve/veya daha derin taba-
kalarda bulunan kollagen 1liflere yapisarak kanama olayinda
bir tikag¢ vazifesini goriirken diger taraftan faktor XII kol-
lagenle temas edince aktiflesir ve pihtilasma olayi bir dizi

reaksiyon sonunda gerceklesgir(22,23).

Trombositlerin subendotele vyapismalari i¢in ortamda,
fibrinojen, von willebrand faktorii (vWF), divalen katyonlar
(Ca+2, Mg+2)
higbir ara maddeye gerek yoktur(23).

ve ADP gerekmektedir. Kollagene yapismas: igin

Trombositler kollagen, trombin, adrenalin ve ADP gibi
maddelerle uyarildiklarinda birbirlerine yapisir (adezyon),
kiimelesirler (agregasyon) ve sahip olduklari ADP, seratonin,
5-hidroksitriptamin trombosit faktor-3,4 vs gibi maddeleri
ortama verirler (sekresyon)(23). Bu fonksiyonlarindan biri
bozuk olursa g¢esitli trombosit hastaliklari ortaya c1-
kar(35,36,37). Bu fonksiyonlarin yapilamamasi veya nor-
malden aktif bir sekilde gorev yapmasi durumunda ise atero-
skleroz da oldugu gibi(54,73,120) hiperadezyon, hiper-
agregasyon, hipersekresyon ortaya ¢ikar. Iste bu nedenlerle
olabilecek, trombositlerin hipo ve hiperagregasyonu ¢esgitli
maddeler (kollagen, ADP, adrenalin) kullanilarak olgiilmekte-

dir.

In vitro trombosit agregasyon testlerinin in vivo

trombosit islevlerini ne derece yansittigi bilinmemektedir.



Bunlarin ig¢inde kollagenle yapilan testin, bu madde bag doku-
sunda bulundugu i¢in gergefe en yakin deferleri verecegi dii-

siiniilebilir(136).

Agregasyon testleri, trombositten zengin plazmanin op-
tik yogunlugundaki degisiklikleri saptayip kaydetmeye dayan-
maktadir. Boin ve Cross'un gelistirdikleri ydntemde, devaml:i
karistirilan plazma, trombositlerin diole benzer sekilleri
nedeniyle girdaplar olusturmakta; buna agregasyon yapici mad-
deler ilave edildiginde trombositler kiimelesmekte ve plazma-

dan 1s1g1n gegmesi artmaktadir(22,26).

Agregasyon testleri genellikle kalitatif ve kantitatif
olarak degerlendirilir. Baz1 hastaliklarda trombopati,
trombasteni, 1l6semi, albinizim, karaciger hastaliklari ve
ilaglara bagli olarak (aspirin) agregasyon degisimine
rastlanir (Sekil 16). Trombastenide, ADP, kollagen ve nor-
adrenalin ile agregasyon goriilmez. Trombopati de ise, kolla-
gen ve nor adrenalin ile agregasyon goriilmemekle beraber ADP
ile cevap alainir. Akut losemilerde agregasyon, trombopatideki

duruma benzer(22,69).

Legnard ve Nurden, trombosit fibrinojen reseptorleri-
nin kollagenle iliskisini arastairmak i¢in bazi kalitsal trom-
bosit hastaligi olan kisilein trombositlerine kollagen yardi-
miyla fibrinojen baglanmasini incelemislerdir. Normal trombo-
sitlere kollagen yardimiyla fibrinojen baglanmasinin, trombo-
sit membranindaki GPIIb-IITa kompleksinin mevcudiyetinin ve
sekrete olmus ADP'nin gerekli oldugunu, fakat bunun graniil
release'inden bagimsiz oldugunu; diger bir deyisle kollagenle
olusturulan trombosit agregasyonunun, GIIb ve GPIITIa komp-
leksine fibrinojen baglanmasina bagli oldugunu, bununda dens
graniillerinin sekresyonuna bagli fakat o graniil komponentle-

rine bagli olmadigini ileri siirmiislerdir(103).
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Trombosit membraninda yerlesmis olan glikoproteinler-
den GPI'in trombin reseptorii, GPIIb'nin ise ADP reseptdrii ol-
dugu bilinir, Yine yapilan galismalardan aterosklerozlu kisi-
lerin trombosit membranindaki trombin ve ADP reseptériinde bir

artis oldugu anlasilmaktadir(49,50,51).

Son =zamanlarda yapilan ¢alismalarda trombosit membra-
ninda bulunan GPIIb'nin kollagen iginde reseptdr olarak hare-
ket edebilecegi soylenmistir(1l73). In vitro ¢aligmalarda,
trombositlerin kollagene adhezyonunda birgok parametrenin et-
kili oldugu ve en Onemlisinin kollagenin konformasyonunun(161)
ve von willebrand faktoriinin oldupu goésterilmistir(126).
Subendotelin kollagenazla etki ettirilmesinden sonra trombo-
sit toplanmasi goriilmemistir. Trombositlerin kollagenaza da-
yanikli subendotel mikrofibrillerine yapisgtiga ve kollagen
olmayan mikrofibrillere de VWF mevcudiyetinde baglandigi ile-
ri siiriilmiistiir. Perret ve arkadaslari (1986), yaptiklari calismada.
vWF ile subendotel arasindaki iliskiyi arastairmigslar ve
vWF'nin, fikse olmus trombositlerin sigir aortasindan elde
edilen kollagen fibriller iizerine yapigmasina yardim ettigini
bulmuslardir(141).

FVIII/vWF proteini normal trombositlerin subendotele
yapismas:i i¢in gereklidir. Bu in vitro perfiizyon deneyleri
ile gésterilmistir. FVIII/WF proteininin trombosit adhezyonu
baslatmadan once subendotele baglanmasinin gerekli oldugu ve
bunun da FVIII/vWF'nin yiiksek molekiil agirlikli multimerleri
ile daha kolay meydana geldigi ileri siiriilmiistiir. Plazma ve
saf FVIII/vWF preparatlarindaki FVIII/vWF aktivitelerinin
fibroz kollagen agregatlarina adsorbe oldugu belirtilmistir,
Kessler ve arkadaslar: yaptiklari ¢alismada tip I fibriler
kollagene saf FVIII/vWF preparatlari veya cesitli tip plaz-
malar ile inkiibe etmiglerdir. Kollagenin,FVIII/vWF aktivite-
lerini normal plazmalardan ve saf FVIII/vWF preparatlaraindan
benzer zaman ve konsantrasyonda adsorbe ettifini gdzlemisler-

dir. FVIII/vWF proteinin oligomer biiyiikliligiiniin, tip I kollagen



fibrillerine baglanmada en oOnemli biiyiikliik oldugunu bulmus-
lardir(90).

6~ DENEYSEL DIiYABET

Deney hayvanlarinda diyabet meydana getiren maddelere
"diyabetojenik ajanlar" adi verilir. Diyabetojenik ajanlar

iki genel sinif ig¢inde toplanabilirler.

1- Beta hiicrelerinin hasari ve insiilin yetersizligi
ile siirekli diyabet meydana getien maddeler (streptozotocin,

Alloxan, Quinoline ve Dithizone),

2- Beta hiicrelerinde reversible hasar ile insulin se-
viyesinde gegici bir azalma meydana getiren maddeler (cypro-

heptadine, Benzothiodiazine ve Asparaginase)(2).

Hayvanlarda deneysel diyabet olusturmak amaciyla bugiin
en ¢ok kullanilan diyabetojenik ajanlar streptozotocin ve
Alloxandir(80,117,147). Streptozotocin (STZ), alloxan'dan daha
az toksiteye sahip olup, beta hiicreleri ilizerinde daha selek-
tif bir Ozellige sahiptir. Ayrica STZ ile olusturulan deney-
sel diyabet modeli insanda meydana gelen diyabete gcok benze-
mektedir. Dolayisiyla STZ,alloxan'dan daha kullanisladair(117,
147).

STZ'nin diyabetojenik etkisi ilk olarak Rakieten(142)
ve arkadaslari tarafindan godsterilmistir. Bugiine kadar; si-
canlar(53), kopekler(59), maymunlar(82), ¢in hamsterleri(61),
kuzular(4), fareler, kobaylar(27 ) ve tavsanlar(102) iizerinde
denenmigtir. Tavsan, kobay, morina baligi ve pilig gibi hay-
vanlarda STZ ile diyabet olugsturmanin giig oldugu belirtilmig-
tir(96,97,102).
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STZ ilk olarak 1959'da bir mantar tiiri olan streptomy-
ces achromogenes'in kiiltiirlerinden elde edilmistir. Ag¢ik sari
renkte olup suda ve alkolde kolayca ¢oziinebilen bir maddedir.
Suda ¢o6ziindiiginde pH= 4.5'da stabil kalmakta, bu pH'nin di-
sinda molekiil derhal parcalanmaktadir. Molekil agirliga
265.22"'dir. 2~deoksi-2-(3 metil-3 nitroz ureido)-Dglukopira-
noz yapisinda olan bu maddenin kapali formiili C8H15N307'dir.
i¢indeki karbon %'si 36.23, hidrojen % 70, oksijen % 42.23'-
diir. etkin grup olan metilnitroziire glikoza 2-karbonundan

baglanmistir. Molekiil yapisi asagidaki gibidir.

CH20H

l
H NHG-N-CHy

Streptomyces achromogenes kiiltiirlerinden STZ eldesi
glic oldugundan daha sonralari sentetik olarak elde edilmeye
baglanmigtir. Sentetik STZ, kiiltiirden elde edilenle ayni bi-
yolojik etkiye sahiptir(78).

STZ, gram pozitif ve gram negatif bakteriler iizerine
etkili olmasi sebebiyle onceleri uzun bir siire antibiyotik
olarak kullanilmigtair(109,165). Antibakteriyel etkisi yaninda
antitiimeral(13,53,129) etkiye de sahip oldugu ve bazi dokular

iizerinde de karsinojen(12) rol oynadigi gosterilmistir(142).

STZ'nin diyabetojenik &zellikte oldugu anlagildiktan
sonra antibiyotik olarak onemi azalmis fakat deneysel diyabet

¢aligmalari ig¢in 6nemli bir madde haline gelmistir.

STZ'nin diyabetojenik etkisi pankreasin beta hiicrele-

rini tahribine dayanmaktadir. Beta hiicrelerinin harabiyeti



ile insiilin yapima azalmakta ve giderek yok olmaktadir. Bunun
sonucunda kan glikozu yiikselmekte ve Diyabetes-Mellitus orta-

ya g¢ikmaktadir.

STZ'nin etkisi ile meydana gelen diyabetin siddeti ve-
rilen doza ve deney hayvanlarinin tiiriine baglidir. 10-20 mg/kg
STZ dozlarinin kan glikozunda ©6nemli degisiklige sebep olma-
digr, 20 mg/kg'dan daha biiyiik dozlarin kan glikozunda ilerle-
yici artiga sebep oldugu gosterilmistir(11,48,58,137). Kan
glikozunu en yiiksek diizeye g¢ikaran STZ dozu genellikle 65
mg/kg'dir., Bunun iizerindeki dozlarda STZ verilmesi kan gliko-

zunda ©nemli farkliliklar meydana getirmemektedir(58).

STZ'nin diyabetojenik dozu tiirlere gére degismektedir.
Ornegin kedi, kdpek, sican ve farelerde 50 mg/kg doz diyabet
meydana getirmege yeterli olurken(142) tavsanlarda 300
mg/kg(100), pili¢lerde 130 mg/kg'in iistiindeki STZ dozlarz
ile(97) diyabet meydana getirilebilmektedir. Kuzularda ise bu

doz 203 mg/kg olarak tespit edilmistir(4).

Diyabetojenik dozda STZ verilmis hayvanlarda genellik-
le 24 saatten sonra kalici bir diyabet meydana gelmekte-
dir(53,62). STZ verilmesinden sonra kan sekerinde 3 devreye
ayrilabilen bir durum tespit edilir., 1- 1~2 saat sonra kan
gsekeri yiikselir, 2- 6-12 saatleri arasinda belirgin bir hipo-
glisemi, 3- 18-24 saat sonra kalici bir hiperglisemi gorii~
liir(85,142).

Siiratle gelisen ilk hipergliseminin nedenleri, dokula-
rin glikoz kullanmasina yapilan inhibisyon, karacigerde asir:
glikoz serbestlestirilmesi veya siirrenal'den salgilanan adre-
nalin olabilir(58,80).

Sonra goriilen hipogliseminin, glikozun dokular ta-
rafindan kullanilmasinin artmasi, glikozun dokulardan kana

ge¢mesinin baskilanmasi, glikozun bobreklerden atiliminain



artmasi, STZ'nin beta hiicrelerini tahrip etmesi sirasinda

serbestlesen insiilinden kaynaklandigi ileri siiriilmektedir(34).

Kalic1 hiperglisemi ise STZ ile beta hiicrelerinin nek-
roze olmasi 1ile idinsiilin salgilanmasinin azalmasl sonucunda

olusur.

STZ'nin pankreas iizerindeki etki mekanizmasi heniiz tam
olarak ag¢ikliga kavusmamistir. STZ'nin yapisindaki glikoz mo-
lekiili nedeniyle beta hiicre membranindaki glikoz reseptoriine
baglanarak hiicreye girdigini, bunun sonucunda membrani ve
hiicreyi bozarak nekroza siiriikledigi ileri siiriilmiistiir. Fakat
baz ¢alismalarda beta hiicrelerinde glikoz reseptoriiniin bulun-

madig1 one siiriilmektedir(38,116).

STZ'nin, beta hiicresi NAD (nikotinamid adenin diniikle-
otid) seviyelerindeki azalmayla etkili olabilecepi goriisii de
mevcuttur, STZ verilmis hayvanlarda NAD biyosentezinde azalma

ve NAD yikimda artis oldugu bulunmustur(42,79).

Daha sonraki ¢alismalarda, STZ'nin DNA kirilimi yaptai-
$1(183,187,188) ve bunun sonucu nukleer poli (ADP-riboz) sen-
tetaz enziminin DNA'y:1 tamir edebilmek amaciyla, hiicrenin
NAD'larini kullanarak solunum substrati yetersizliginden &1lii~
me siiriikledigi ileri siiriilmektedir(187,188). Bu hipotez poli
(ADP-riboz) sentetaz enzimi inhibitérleri ile yapilan galis-
malarla desteklenmektedir. Bu inhibitoérlerin STZ'nin toksik et-
kilerine kars: koruyucu bir etki gdstererek, NAD tiiketimini

engelledigi ag¢iklanmigtir(2).

STZ'nin diger dokularda da yaptigi degisimler gesitli
calismalarla degerlendirilmektedir(6,7,41,68,130). Fakat de-
neysel veriler beta hiicrelerinde seg¢imli bir birikim yaptigi-
n1 gosterir, Bunun nedeni ise beta hiicresinin 6zelligine bag-
11 olabilir, Beta hiicrelerinde hiicre ig¢i pH'nin degisik olma-

s1, Beta hiicrelerinde hiicre i¢i ve hiicre disi glikoz konsant-



rasyonlarinin farklai olusu, Beta hiicrelerinde glutatyon diizeyle-
rinin oJnemi, beta hiicrelerinin indirgen giiciiniin durumu bugiin
etki mekanizmasini anlamak i¢in yapilan g¢alismalar arasinda-
dir. Yapilan ¢alismalardan DBeta hiicresinde dehidrojenaz ve
konenzimlerinin diisiik konsantrasyonda oldugu goriilmektedir,
Bu durum STZ'nin bu dokuda daha etkili olmasini kolaylasti-
rir, Zaten diisiik olan koenzim diizeyi daha da siiratle azaldiga
i¢in beta hiicresi insulin salgisini yapamamaktadir (NAD diize-
yinin azalmas1)(101,136).

Bazi arastirmacilar bu tiir diyabetojenlerin metallo-
enzimleri inhibe edebilecegini ileri siirmektedir. Fakat yapi-
lan galasgsmalarda STZ verildikten kisa siire soﬁra ¢inko mikta-
rinda bir degisim gorilmemistir., Daha sonra goriilen degisim-

lerin nekroza bagli oldugu diisiiniilmektedir(6,80).



ARAC GEREC VE YONTEMLER

KULLANILAN KIMYASAL MADDELER

Calismamizda kullandigimiz kimyasal maddeler analitik
safliktadir. Streptozotocin, Commasie Brillant Blau, Sucrose,
Sigma firmasindan, Glikoz oksidaz kiti Bohrienger firmasin-
dan, Hemoglobin standardi, Hemoglowiener firmasindan, Bisak-
rilamid, metanol BDH firmasindan, Hypronosticon kiti Organon
firmasindan, diger maddeler ise Merck firmasindan satin alin-

mistir,

KULLANILAN ARAG VE GERECLER

Agregometre (Lumi Aggregometer, Model 400), Beckman
High Speed Santrifiij (J21 B model, J20 A rotorlu), Distile
su cihazi (Elektromag, M3), Diyaliz Tiibi (Sigma, Dialysis
Sacks, Lot 71 F 6081, 250-11), Derin Sogutucu (Soguk Teknik,
yerli, -28°C), Elektroforez Gii¢ Kaynagi (Elektromag PS 350/50
ve pharmacia EPS 500/400), Gel Dansitometresi (Otomatik tara-
yicili, Helena Gr, TCL), Gel Boya Gikarma Gii¢ Kaynagi (Phar-
macia, DPS), Gel Boya Gikama Cihazi (Parmacia GD-H, 92291),
Homo jenizator (IKA-WERK, RW 14H), Hematokrit Santrifiij (MLW-
TH12), Hassas Terazi (Sartorius), Liyofilizatsér (Lyovac, GT
2, Leybold-Heraeuos), Otoklav (Yari otomatik, 15x30'luk),
Otomatik Pipetler (Gilson), pH metre (LCS, Digital), Spektro-



fotometre (Bausch-lomb, Spectronic 20), Su Banyosu (37°C'1ik
ve 600C'1ik, Nive, BT400), UV Lambasi (Phillips, TUV - 30 w
lamba), Vorteks (Fete, UM 20).

DENEY HAYVANLARININ OZELLIKLERI VE BESLENMES1

Calismalarimizda €GCapa Deneysel Arastirma Merkezinden
(DETAM) alinan ayni jenerasyondan Wistar Albino tiirii 48 adet
disi sigan kullanildi. Siganlar, kontrol edilmis ¢evre sart-
larinda ve metabolik kafeslerde muhafaza edildi. Siganlarin
beslenmesinde Istanbul Topkapi Yem Sanayi Fabrikalarinda iire-

tilen ve kapsami;

Ham protein : (en az) 7 23.0
Ham Selliiloz : (en gok) Z 7.5
Ham kil : (en ¢ok) Z 10
Su : (en ¢ok) %Z 13
Kalsiyum : (en az) Z 0.8
Fosfor : (en az) 7Z 0.7

olan pellet tipi si¢an yemi kullanildi. Hergiin 6zel siselerde

taze musluk suyu verildi.

Siganlar, 24 tanesi diyabet, 24 tanesi de kontrol gru-
bu olmak iizere ayrilarak isaretlendi. Diyabet olusturmak ig¢in
streptozotocin (STZ) kullanildi. Tim siganlarin deney o&nce-
sinde ve sonunda agirliklara tesbit edildi. STZ verilmeden
once sicanlar eterle bayiltailarak kuyruk ucundan hematokrit
tiiplerine kan alindi. Daha sonra bu kanlar ag¢lik kan sekeri
ve hematokrit tayininde kullanildi. Diyabet grubu sicanlarina
pH's1 4,5 olan sitrat tamponu ile taze hazirlanmig STZ g¢ézel-
tisinden 80 mg/kg olacak sekilde, tek dozda, intraperitonal

olarak enjekte edilerek diyabet olusturuldu,



Deney sonunda, onyedi giin sonra, diyabetik siganlar,
yirmi giin sonra kontrol grubu siganlari eterle bayiltildi.
Kalplerinden, hema;okrit, a¢lik kan sekeri ve hemoglobin Alc
tayinleri i¢in kan alindiktan sonra fazla eter verilerek si-
¢anlar Oldirildi. Kuyruklari kesilerek derin sofutucuda
saklanda. Bir tek sig¢anin diseti dokusu ¢ok az oldugundan
birka¢ siganin diseti birlikte.allndl ve bekletilmeden hemen
isleme tabi tutuldu.

Diyabetik sig¢anlardan sekiz tanesi sekiz giin sonra,
kanlarai alinamadan ©ldiiriildi. Onyedi giin sonunda ise kalan
on tanesinin 6ldirmeden Once kanlari alinabildi. Alta tanesi-
nin de kanlari alinamadi. Disetleri, iicer, dorder ve beser ta-
nesinin birlikte olmak iizere alta grup halinde biriktirildi.
Kontrol grubu sicanlarinin disetleri ise altisar tanesinin
birlikte olmak izere dort grup halinde biriktirildi., Biitiin
si¢anlarin kuyruklari ise ayri ayri numaralandirilarak derin
sogutucuda saklanda.

Oncelikle digseti kollagenleri sonra da kuyruk tendon
kollagenleri elde edildi. Liyofilize kollagenler hazirlanarak
buzdolabinda saklandi. Hidroksiprolin, nonenzimatik glikozi-
lasyon, agregasyon ve elektroforez iglemleri igin iiyofilize

kollagenlerden belirli tartimlar alinarak kullanilda.

SIYANMETHEMOGLOBIN METODU ILE HEMOGLOBiIN TAYINI(19)

Kullanilan Cozeltiler:

1- Drabkin ¢ozeltisi: 1 gr sodyumbikarbonat, 0,2 gr
potasyumferrisiyaniir, 0,05 gr potasyum siyaniir biraz distile

suda ¢oziiliip 1000 ml'ye tamamlandi (Buzdolabinda saklanar).

2- Hemoglobin standart c¢5zeltisi: Hemoglowiener hemog-
lobin standard: kullanilda.
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Deneyin Yapilisi: Numune ve kor olarak igaretlenmis

deney tiiplerine 5'er ml Drabkin ¢dzeltisinden konuldu. Niimune
tiibiine 0.02 ml kan ilave edildi. Gozelti, pipetle birkag¢ kere
cekip birakilarak temizlendi. fyice karistirildi.10 dak. oda
sicakliginda bekletildi. 540 nm'de kdre karsi absorbansa

okundu. Standart gréfiginden hemoglobin yiizdesi bulundu.

Standart grafigi i¢in bes ayra tiibe 5, 10, 15, 20, 25
ml drabkin ¢6zeltisinden konuldu. Herbirine 0,02 ml standart
hemoglobin ¢8zeltisinden ilave edildi. Yukaridaki gibi devam
edildi. Elde edilen absorbanslarla hemoglobin miktari arasin-

da asagidaki grafik ¢izildi (Sekil 17).

0.5‘t (abs.)
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SEKIL 17- Hemoglobin standart grafisi



KAN SEKERI TAYINT

Kan sekeri tayini i¢in Bohrienger'in Glikoz Oksidaz
Testi kullanildi. Hematokrit tiiplerine alinan kan 5 dak.
santrifiij edildi. Hematokrit degerleri tesbit edildikten son-
ra Hamilton enjektodrii ile plazmalari alinarak eppendorf tiip-
lerine konuldu. Numune, standart ve kor olarak isaretlenen
deney tiiplerine sirasiyla 25 uyl plazma, 25 ul kitin standart
glikoz ¢ozeltisinden ve 25 ul'de distile su konuldu. Herbiri-
ne reaktif ¢odzeltisinden 2,5 ml ilave edilerek karistiraildi.
Oda sicakliginda 30 dak. bekletildi. 546 nm'de kére karsi ab-
sorbanslaril okunarak kaydedildi. 7 mg glikoz miktari asagida-

ki formiilden hesaplandi.

Numune absorbansi
Standart absorbansa

Z mg Glikoz Miktara 100

TiYOBARBITURIK ASiT METODU (TBA) ILE

HEMOGLOBIN A TAYINI(17,139)

Kullanilan Gozeltiler:

1- Serum fizyolojik: 8,76 gr sodyum kloriir distile su-
da ¢oziiliip 1000 ml'ye tamamlandz.

2- Karbontetrakloriir (CClA): Orjinal siseden alinarak
kullanildz.

3- Oksalik asid. 2H20 (0,5 mol/1lt): 6,3 gr oksalik
asit bir miktar distile suda ¢oziilerek hacmi 100 ml'ye tamam-
land1. Bu ¢6zelti oda sicakliginda iki hafta stabildir.

4- 2-Tiyobarbitiirik asit (TBA, 0,05 mol/lt): 0,721 gr
2-tiyobarbitiirik asit bir miktar distile su i¢ine alindi. Ka-
ristirarak ¢oziininceye kadar 5N sodyum hidroksit azar azar

ilave edildi. pH'si, 5N sodyum hidroksit ile 6'ya ayarlandi.



Hacmi distile su ile 100 ml'ye tamamlandi.

5- Sodyum hidroksit ¢ozeltisi (5N): 4 gr sodyum hid-
roksit biraz distile su i¢inde ¢dziiliip hacmi 100 ml'ye tamam-
landa.

6- Triklorasetik asit (TCA, % 40): 40 gr triklorasetik
asit biraz distile suda ¢o6ziilerek hacmi 100 ml'ye tamamlan-
di.

7~ Standart ¢ozeltisi (stok, Fruktoz 1 mmol/1t): 0,18
gr fruktoz serum fizyolojik igersinde ¢dziilerek hacmi 1000
ml'ye tamamlandi. Deneme sirasinda bu stok ¢dzelti, serum fiz-
yolojikle seyreltilerek 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90

umol/1lt'lik calisma standartlari hazirlanarak kullanildi.

Deneyin Yapilisi: EDTA'ly tiibe 2 ml kan alindi. 800

x g'de 10 dak. santrifiij edildi. Plazmalari ayrildi. Eritro-

sitler oda sicakliginda serum fizyolojikle ilicer defa yikan-
d1 (yaklasik 2 ml kan ig¢in toplam 10 ml serum fizyolojik
kullanildi). Yaklasik 2 ml kandan elde edilen eritrosit pake-
ti tizerine 2 ml kadar distile su ilave edilerek hemoliz edil-
di. Hemolizatiizerine 0,5 ml karbontetrakloriir ilave edilerek
vortex de iyice karistiraldi. 1500xg'de 15 dak. siireyle sant-
rifiij edildi. Berrak hemolizat dikkatlice ayrildi. Ust fazdan
alinan berrak hemolizatta siyanmethemoglobin metoduna gdre
hemoglobin tayini yapildi. Hemolizat, hemoglobin degeri 7 1
gr olacak sekilde distile su ile seyreltildi. Seyreltilmis
hemolizat +4°C'de 1 hafta saklanabilir.

Hemolizat yukaridaki gibi hazirlandiktan sonra numune,
kér ve standart tilipleri de asagidaki gibi hazirlandi. Niimu-

neler ¢ift g¢alisilda.



Tipler

Reaktifler Numune Kor Standart
- Hemolizat 2 ml - -
Oksalik asit 2 ml 2 ml 2 ml
Serum fizyolojik - 2 ml -
GCalisma standarti (10 umol/1lt - - 2 ml
(20 umol/1t) 2 ml
(90 umol/1t) 2 ml

Numune, kor ve standart tiipleri vorteks de iyice ka-
ristirildi. Agizlari sikica kapatilarak tiiplerin hava almama-
larina dikkat edildi. Otoklavda 60 dak. middetle 24 + 1°C'de
inkiibe edildi. Tnkﬁbasyon sonunda otoklavdan ¢ikarilan tiipler
oda si1caklipina gelinceye kadar bekletildi. Alt tist edilerek
karistirildi. Her tiipe 2'ser ml 7 40'11k TCA ilave edildi.
Vorteksde iyice karistirildi. 1500 x g'de 10 dak. santrifiij
edildi. Tamamiyle berrak siiziinti elde etmek i¢in silizgeg kagi-
dindan siiziilerek 443 nm'de kore karsi absorbanslari okunarak

kaydedildi.

Numune, kor ve standart tiiplerinden 3'er ml alinarak
lizerlerine 1'er ml 2-tiyobarbitiirik asit ¢dzeltisinden ilave
edildi. Vorteksde karistirildiktan sonra 37°C'1lik su banyo-
sunda 30 dak. siireyle inkiibasyona tabi tutuldu. 30 dak. sonra
tiplerin oda sicakligina gelmesi ig¢in 15 dak. beklendi. 443
nm de koOre karsi tekrar absorbanslari okundu. 37°C'1ik inkii-
basyondan Onceki ve sonraki absorbanslar arasindaki farklar

tespit edildi.

Calisma standartlarinin konsantrasyonlari ve onlara
karsilaik okunan absorbans degerleri arasinda grafik ¢izilerek
standart egrisi elde edildi (Sekil 18). Standart egrisinden
numunelere ait farklara karsilaik gelen standart konsantras-
yonlari d#mol/lt cinsinden tespit edildi. Sonug¢lar fruktoz in-

deksi ve 7 Hemoglobin A1C olarak hesaplandi. Hemolizat 7 1



gr hemoglobin (10 gr Hb/1lt) igerdiginden grafikten bulunan
degerler 10'a boliinerek 1 gr hemoglobin igin umol fruk-
toz degerleri elde edildi.

. . . umol Fruktoz
Fi(fruktoz indeksi): 1 gr Hb

7 HbA - 32.000 x 100 « Fi
lc 106

32.000: Hemoglobinin ovwR dimerlerinin molekiil agirlipa

Fi : Fruktoz indexsi

100 : Yizdeye cevirme faktori

106 : Mol'i mikro mole cevirme faktori.

A
(abs.)
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SEKIL 18- Fruktoz standart egrisi



SICAN KUYRUK TENDON KOLLAGENIN ELDE EDILMESI(40)

Kullanalan Cozeltiler

1- Sodyum kloriir ¢odzeltisi (%Z 1 gr): 1 gr Sodyum klo-
riir bir miktar distile suda ¢o0ziiliip hacmi 100 ml'ye tamamlan-
da.

2- Asetik asit ¢ozeltisi (0,5 N): Yogunliugu 1,050 gr/ml
olan Z 99-100'liik asetik asitten 28,6 ml alinip hacmi distile
su ile 1000 ml'ye tamamlandi.

3- Sodyum kloriir ¢o6zeltisi (Z 30 gr): 30 gr sodyum
kloriir bir miktar 0,5 N asetik asit ¢ozeltisi i¢ersinde ¢oziilerek hacmi
ayni1 ¢ozelti ile 100 ml'ye tamamlandai.

4- Sodyum kloriir ¢ozeltisi (Z 5 gr): 5 gr sodyum klo-
rir bir miktar 0,5 N asetik asit ig¢inde ¢Gzilerek ayni ¢ozel-
ti ile 100 ml'ye tamamlandi.

5- Sekonder sodyum fosfat ¢ozeltisi (NaZHPOA.Z H,0,

0,02 M): 3,56 gr NaZHPOA, 2H20 bir miktar distile suda gdiﬁ—
lip hacmi 1000 ml'ye tamamlandui.

6- Asetik asit ¢ozeltisi (0,1 N): Yogunlugu 1,050 gr/
ml olan % 99-100'liik asetik asitten 5,7 ml alinip hacmi dis-

tile su ile 1000 ml'ye tamamlandi.

Deneyin VYapilisi: Sigan 0Oldiridldikten sonra kesilen

kuyruk, sofuk distile su ile yikandi (iyi kapatilmis plastik
kapta dondurulaak saklanabilir, kullanilacagi zaman buzlu su
iginde yumusatilmalidir). Biitiin islemler 0-5°C'de ve o6nceden

sogutulmus malzeme, alet ve ¢o6zelti kullanilarak yapildi.

Kuyruk ucunun etrafindaki deri ve kuyruk ucu, u¢ kai-
simdan az miktarda kesildi. Tendonlar ince ug¢lu pens ile ge-
kilerek serbestlegtirildi. Makasla kesilerek % 1'lik NaCl ¢o6-
zeltisi ig¢ine konuldu. Ug¢ kisim kesilerek atildi. Her sefe-
rinde kuyruk etrafindaki deri birka¢ milimetre kesilerek

at1ldir. Tendonlar pensle c¢ekilerek % 1'lik NaCl g¢ozeltisi



icine konuldu. Bu isleme kuyruk sonuna kadar yani tiim tendon-
lar alinincaya kadar devam edildi. Tendonlar birkag¢ kere
%L'lik NaCl ile yikandi. Kaslara yapigsmis veya herhangi bir

nedenle kirlenmis tendonlar atilda.

Tendonlar, cok g¢abuk siizgeg¢ kagidi arasinda kurutularak
nemli olarak tartildi. 0,5 N asetik asit i¢ine konuldu. Cok
viskoz olmamasi i¢in ¢Ozeltinin konsantrasyonu yaklasik 1 mg/
ml olacak gekilde ayarlandi. Devamli karistirilarak bir gece
ekstraksiyona devam edildi. Ekstrat birkag¢ tabaka tiilbentten
siiztildii. Stiziinti 30.000 x g'de 1 saat siireyle santrifiij edil-
di. Siipernatant alinarak, hacminin begte biri kadar 7 30'luk
NaCl (0,5 N asetik asit ile hazirlanmis) ¢ozeltisinden yavas
yavags 1lave edilerek ve devamli karigstirilarak, 1-2 saat
i¢inde kollagen ¢oktiirildii. Goktirme islemi tamamlandiktan
sonra 1/2-1 saat bekletildi. 7800 x g'de 30 dak. santrifiij
edildi. Cokelti bir defa Z 5'1ik NaCl (0,5 N asetik asit ile

hazirlanmis) ¢dzeltisi ile yaikandi.

Yikanmis ¢oOkelti iki kisim 0,5 N asetik asit iginde
siispanse edilerek, bir gece 0,5 N asetik asite karsi diyaliz
edildi. Diyaliz tamamlandiktan sonra 30.000xg'de | saat santrifiij
edildi. Cokelti atilda. Sipernatant iki gin 0,02 M NazHPO4
¢ozeltisine kargi diyaliz edildi. NaZHPO4 ¢O0zeltisi birkag¢
kere degistirildi. 7800 x g'de 30 dak. santrifiij edildi. Go-
kelti 0,02 M NaZHPO4 ile bir defa yikanarak iki kisim 0,5 N
asetik asit ig¢inde siispanse edildi, 1 gece 0,5 N asetik aside
karsi diyaliz edildi. Gdzelti 30.000 x g'de iki saat santri-
fiij edildi. Cokelti atildi. Siipernatant alinarak 0,1 N asetik
asite karsi iki giin diyaliz edildi. Diyaliz ¢dzeltisi {i¢ kere

degistirildi.

Bu sekilde saflastirilan kollagen liyofilize edilerek,
buzdolabinda iyi kapatilmis kaplarda saklandi.



SICAN DISETI BAG DOKUSU KOLLAGENININ ELDE EDiLMESI(158,159)

Kullanilan Cozeltiler:

1- Asetik asit ¢ozeltisi (0,5 N): Yogunlugu 1,050 gr/
ml olan % 99-100'liik asetik asitten 28,6 ml alinip hacmi dis-
tile su ile 1000 ml'ye tamamlandzx.

2- Triklorasetik asit (TCA, % 16 grlik): % 100 gr'lik
TCA ¢ozeltisinden 16 ml alinip distile su ile hacmi 100 ml'ye
tamamland1.

3- Triklorasetik asit (TCA, %2 8 gr'lik): 7Z 100 gr'lik
TCA ¢ozeltisinden 8 ml alinip hacmi distile su ile 100 ml'ye
tamamlanda.

4- Eter: Orjinal siseden alinarak kullanilda.

5- Asetik asit ¢dzeltisi (0,1 N): Yogunlugu 1,050 gr/
ml olan % 99-100'liik asetik asitten 5,7 ml alinip hacmi dis-

tile su ile 1000 ml'ye tamamlandi.

Deneyin Yapilisgsi: Biitiin islemler 0-5°C de yapildi. Si-

¢anlar oldiiriildiikten hemen sonra {ist ve alt kesicilerin ves-
tibiil ve oral yiizlerindeki diseti yapilan insizyonla mukogin-
gival bilesime kadar periost'un iizerinden ¢ikaraildi. Doku
iyice pargalandi, kiyildi. Konsantrasyonu yaklasik 1,5 mg/3 ml
olacak sekilde 0,5 N'lik asetik asit ¢ozeltisi igine alin-
di. 30 dak. bekletildi.

Cam homojenizatorde homojenize edildi. Homojenizat
alindi. Homojenizator az miktarda 0,5 N asetik asit ¢oézeltisi
ile yikandi. Homojenizat ve yikama ¢dzeltisi birlestirildi.
Esit hacimde % 16'11k TCA ilave edildi. 1 saat devamli karis-
tirilarak siispanse edildi. Siispansiyon 13200 x g'de santrifiij
edildi. Cokelti ve siipernatant ayrildi. Cokelti,TCA'de ¢&ziin-
meyen diseti kismini, siipernatant ise TCA'de ¢&ziinen diseti
kismini ihtiva etmekteydi. Gokelti bir miktar % 8'lik TCA ile

karistirilarak tekrar santrifiij edildi. Siipernatant ilk sii~



pernatant ile birlestirildi. Siipernatant ve ¢dkeltideki TCA,
iki kisim eterle ekstre edilerek uzaklagtirilda. Eterle eks-
traksiyondan sonra siipernatant ve g¢bkelti 0,1 N'lik asetik
asit ile, asetik asit goOzeltisi birka¢ kez degistirilerek di-
yaliz edildi. Her iki fraksiyon ayri ayri liyofilize edilerek
buzdolabinda saklandi. TCA'da c¢o6ziinebilen kisim c¢ok az elde

edildiginden diger denemelerde kullanilamadi.

HIDROKSTPROLIN TAYINI IGIN HIDROLIZATLARIN HAZIRLANMASI

Kullanilan Cozeltiler

1- Hidroklorik asit ¢ozeltisi (6 N): Yogunlugu 1,19
gr/ml olan % 37'lik HCl 'den 49,7 ml alinip hacmi distile su

ile 100 ml'ye tamamlandi.

Deneyin Yapilisi: Liyofilize edilmis sig¢an kuyruk ten-

don kollagenlerinden ve diseti kollagenlerinden 2-9 mg'lik
tartimlar alinarak cam kapakli hidroliz tiiplerine konuldu.
Uzerlerine 1'er ml 6 N'lik hidroklorik asit g¢ozeltisinden
ilave edildi. Kapaklari sikica kapatilarak 100°C'de 24 saat
hidroliz edildi(65,105). 24 saat sonunda tiipler alinarak oda
sicakligina gelmesi ig¢in bekletildi. Distile su ilave edildi.
Karistirildi, Hidrolizatlar tartimlarina gére 25, 50, 100 ml'1lik balon j6 je~
lere aktarildi. Hidroliz tiipleri distile su ile birkag¢ kere
yikanarak, vyikama ¢o6zeltileri digerlerinin {izerine 1ilave
edildi. Hacimleri 25, 50 veya 100 ml'ye distile su ile tamam-
landi. Daha sonra sodyum hidroksitle nodtrallestirilen(184)

hidrolizatlar hidroksiprolin tayininde kullanilda.



HIDROXSIPROLIN TAYINI(133)

Kullanilan Cézeltiler:

1- Bakair siilfat ¢odzeltisi (0,01 M CuSOA.S HZO): 0,625
gr bakar siilfat bir miktar distile su ig¢inde ¢oOziildiikten son-
ra hacmi 250 ml'ye tamamlanda.

2- Sodyum hidroksit ¢ozeltisi (2,5 N): 25 gr NaOH bir
miktar distile su ig¢inde ¢oOziildikten sonra hacmi 250 ml'ye
tamamlandz1.,

3- Hidrojenperoksit ¢ozeltisi (% 6'lik): Yogunlugu
1,13 gr/ml olan % 35'1lik hidrojenperoksit <¢ozeltisinden 38
ml alinip 250 ml'ye tamamlandi.

4- Siilfat asidi (3 N): Yogunlugu 1,84 gr/ml olan % 95-
98'1ik siilfat asidinden 20,4 ml alinip hacmi distile su ile
250 ml'ye tamamlandz.

5- p-Dimetilaminobenzaldehit (% 5 gr): 12,5 gr p-dime-
tilaminobenzaldehit bir miktar n-propanolde ¢oéziilerek hacmi
ayni1 ¢odzelti ile 250 ml'ye tamamlandai.

6—- n-Propanol: Orjinal sisesinden alinarak kullanilda.

7- Hidroksiprolin stok standart ¢odzeltisi (% 500 mgr):
500 mgr hidroksiprolin bir miktar 0,001 N HCl asidi ig¢inde
¢6zliip, hacmi ayni ¢dzelti ile 100 ml'ye tamamlandi.

8- Hidroksiprolin g¢alisma standarti (% 2,5 mg): Stok
standarttan 0,5 ml alinip, 0,001 N HC1(184) ile hacmi 100
ml'ye tamamlandi. Bu ¢dzelti 1 ml'sinde 25 ugr hidroksiprolin
ihtiva etmekteydi. Deneme sirasinda bu ¢ozelti de 1 ml'sinde
25, 20, 15, 10, 5'er ugr'lik hidroksiprolin ihtiva edecek se-
kilde 0,001 N HC1l ile seyreltildi.

9- Hidroklorik asit ¢dzeltisi (0,001 N): Yogunlugu
1,19 gr/ml olan % 37'1ik HC1l ¢ozeltisinden hazirlanan 1 N'lik
HC1 ¢o6zeltisinden 1 ml alinarak hacmi distile su ile 1000

ml'ye tamamlandai.

Deneyin Yapilisgsi: Numune, kor ve standart tiipleri asa-

gi1daki gibi hazirlandi. Numuneler ¢ift galigilda.
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TUOPLER
Reaktifler Numune Kor Standart
Hidrolizat 1 ml - -
Distile su - 1 ml -
Standart ¢ozelti - - 1 ml
Bakir siilfat 1 ml 1 ml 1 ml
Sodyum hidroksit 1 ml 1 ml 1 ml
Hidrojen peroksid 1 ml 1 ml 1 ml

Biitiin tipler ara sira olmak lizere 5 dak. karigtirildzy.
80°C'1ik su banyosunda siddetli karigtirarak 5 dak. tutuldu.
Boylece fazla hidrojen peroksit uguruldu. Tipler buzlu su
iginde soButuldu. Buzlu su igindeyken herbirine 4 ml3N HZSOa
¢bzeltisinden ilave edildi. Karistairildi. 2'ser ml Z 5'lik
p-dimetilaminobenzaldehit ¢o6zeltisinden konularak tekrar ka-
ristirildi. 70°C'lik su banyosunda 16 dak. tutuldu. Musluk
suyu ile sogutulduktan sonra 540 nm'de kdre karsi absorbans-

lari okundu ve kaydedildi.

Standart absorbsiyonlari ve standart hidroksiprolin
miktarlari (25, 20, 15, 10, 5 ugr/ml) arasinda grafik gizile-
rek standart egrisi elde edildi (Sekil 19). Numune absorbsi-
yolarina karsilik gelen hidroksiprolin miktarlari (ugr hid-

roksiprolin/l ml hidrolizat olarak) bu grafikten bulundu.

» (abs.)
[ ]

0.47 SEK1L 19
Hidroksiprolin
standart grafisi
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HiDROKSTIPROLIN TAYINI (Hypronosticon kiti ile)

Kullanilan Cézeltiler

1- Hidroklorik asit ¢ozeltisi (2 N): Yogunlugu 1,19
gr/ml olan % 37'lik HCl g¢6zeltisinden 16,6 ml alinarak disti-
le su ile hacmi 100 ml'ye tamamlandi.

2- isopropanol: Orjinal sisesinden alinarak kullanil-
di.

3- Perklorik asit (% 60'l1k): Orjinal gisesinden ali-
narak kullanilda.

4- Hidroksiprolin standart ¢o6zeltisi: Hypronosticon
kitinin 50 pgr/mi'lik hidroksirolin standart ¢dzeltisi kulla-
nilda.

5- Renk ayiraci: p-dimetilaminobenzaldehit ihtiva eden
hypronosticon kitinin renk ayiracindan 4 gr tartilarak (1 nu-
mune ig¢in) iizerine 6 ml perklorik asit ilave edildi. Hacmi
isopropanoclle 55 ml'ye tamamlandi (bu ¢6zelti oda sicakligin-
da iki saat dayaniklidar.

6- Oksitleyici ¢odzelti: 1 numune ig¢in, hypronosticon
kitinin oksitleyici maddesinden (kloramin T) 55 mgr tartildi.
4 ml hypronosticon kitinin tompon ¢d6zeltisinde ¢dziildi (bu

¢ozelti oda sicakliginda 15 dak. dayaniklidir).

Deneyin Yapilisi: Numune, kor ve standart tipleri asa-

gi1daki gibi hazirlandi. Numune ve standartlar ¢ift galisail-

da.



TUPLER

Reaktifler Numune Kor Standart
Hidrolizat 0,5 ml - -
Distile su - 0,5 ml -
Hidroksiprolin standart: - - 0,5 ml
2 N HC1 1 damla 1 damla 1 damla
Isopropanol 1 ml 1 ml 1 ml
Oksitleyici ¢ozelti 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml

Biitiin tiipler karistirildiktan sonra oksidasyon ig¢in
en az 4 dak. oda sicakliginda bekletildi. Herbirine 10'ar ml
renk ayiracindan ilave edildi. Karistirildiktan sonra 60 +
2°C'1ik su banyosunda 25 dak. tutuldu. Musluk suyunda sogutu-
larak oda sicakliginda 30 dak. bekletildi. 560 nm'de kore

karsi absorbanslari okunarak kaydedildi.

Hesaplama:

Numune absorbansi
Standart absorbansi

1- Hidrolizattaki % mg Hidroksiprolin =

5: Hidroksiprolin standart ¢o6zeltisinin yiizde konsantrasyonu

(mg)

2—- Yukaridaki gibi yiizdesi hesaplandiktan sonra 1 ml, hidroli-

zattaki hidroksiprolin miktari (ugr) bulunur.

KOLLAGENIN NONENZIMATIK GL1KOZIL ASYON DEGERININ TAYINI

Kullanilan Cozeltiler: Hemoglobin A tayininde kulla-

lc
nilan ¢o6zeltilerin aynisidar.

Deneyin Yapilisi: Hemoglobin A1C tayininde kullandigi-

mi1z Tiyobarbitiirik Asit metodu kullanildui.



Liyofilize edilmis sigan kuyruk tendon kollagenleri
ve digeti kollagenleri, konsantrasyonlari 4-6 mg/ml olacak
sekilde tartilarak distile su(160) 1i¢inde siispanse edildi.
Bir gece 4°C'de bekletildi. Bu siispansiyonlardan 2'ser ml ali-
narak cam kapakli hidroliz tiiplerine konuldu. zerlerine 2
ser ml 0,5 M'lik oksalik asit g¢ézeltisinden ilave edilerek,

hemoglobin A1C tayininde yapilan ayni igslemlere tabi tutuldu.

Onceki ve sonraki absorbanslar arasindaki farklar he-
saplanarak kaydedildi. Fruktoz standart grafiginden (Sekil
18) farklara karsilik gelen umol Fruktoz/lt degerleri buluna-
rak, kollagenlerin glikozilasyon de§erleri once nmol Fruk-
toz/1 mg liyofilizat olarak, liyofilizattaki ylizde hidroksi-
prolin ve yiizde kollagen miktari bulunduktan sonra da nmol

Fruktoz/1 mg kollagen cinsinden asagidaki gibi hesaplandi.

1- £ =0¢ . 2002 0’
E = nmol Fruktoz/1 mg liyofilizat cinsinden liyofili-
zatin nonenzimatik glikolizasyon degeri
G = Absorbanslara karsilik gelen, grafikten bulunan deger
(umol Fruktoz/1 1t)
103= umol'i nmol'e g¢evirme katsayisi
L = 2 mldeki liyofilizat miktari (mg)

0,002= Metoda ait katsayz1

V.B
—T.O,l

liyofilizattaki hidroksiprolin miktara (% mg)

2-

Hidrolizatin seyreltildigi hacim (ml)
1 ml hidrolizattaki hidroksiprolin miktari (ugr)
= Hidroliz edilen liyofilizat miktari (mg)

"

O > W << O O
]

,1= ugr'm mg'a ¢evirme katsayisa



3~ Kollagendeki hidroksiprolin miktari % 13,4 olarak ka-
bul edildiginden(128,132), 1 mg hidroksiprolin 7,46 mg kolla-

gende bulunur. Buna gére;

C x 7,46
liyofilizattaki kollagen miktari (7% mg)

liyofilizattaki hidroksiprolin miktari (Z mg)

he F o= E_z
D.10
F = nmol Fruktoz/l1 mg Kollagen cinsinden kollagenin
nonenzimatik glikozilasyon degeri
E = nmol Fruktoz/1l mg liyofilizat cinsinden liyofili-

zatin nonenzimatik glikolizasyon degeri

SDS-POLTAKRILAMID JEL ELEKTROFOREZI

Weber-Osborn metodu uygulandi1(179). Kollagenin molekiil
agirligis yaklasik 300.000 civarinda oldugundan akrilamid ¢o-
zeltisinin konsantrasyonu % 10 yerine % 5 olarak degistiril-
di(10).

Kullanilan Cbzeltiler:

1- A Cozeltisi (Jel tamponu, 0,2 M): 25,6 gr Na

2H20 ve 7,8 gr NaH

hacmi 980 ml'ye tamamlandi. Kullanilacagi zaman 20 ml % 10

ZHPOA
2PO4 . HZO biraz distile suda ¢o&ziiliip

gr'lik SDS ¢6zeltisinden ilave edildi.

2- Sodyum dodesil benzen siilfonat (% 10 gr, SDS): 10
gram SDS biraz distile suda ¢&ziildiikten sonra hacmi 100 ml'ye
tamamlandui.

3- B ¢ozeltisi (Akrilamid ¢o6zeltisi, % 5 gr): 10,77
gr akrilamid ve 0,33 gr bis-akrilamid bir miktar distile su

i¢inde ¢o6ziildiikten sonra hacmi 100 ml'ye tamamlandi.
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4- C ¢ozeltisi (Amonyum persiilfat ¢ozeltisi, Z 1,5
gr): Kullanilacagi zaman taze olarak hazirlanir. 10 jel tiibii
i¢in 30 mgr amonyumpersiilfat tartilarak bir miktar distile
suda ¢oziildii ve hacmi 2 ml'ye tamamlandai.

5, D ¢ozeltisi (elektroforez tamponu): A ¢dzeltisi 1/1
oraninda distile su ile seyreltilerek hazirlandzi.

6- E ¢ozeltisi (Boyama ¢ozeltisi): 2,5 gr Commassie
Brillant Blau 454 ml distile su iginde ¢dziildii. Uzerine 454
ml metanol ve 92 ml glacial asetik asit ilave edildi. Iyice
karistiralda.

7- F ¢ozeltisi (Boya ¢ikarma ¢Gzeltisi): 75 ml glacial
asetik asit, 50 ml metanol ve 875 ml distile su birbiriyle
karistirilarak hazirlanda.

8- Asetik asit ¢bzeltisi (% 7,5): Yogunlugu 1,050 gr/
ml olan % 99-100'liik asetik asitten 75 ml alinip hacmi disti-
le su ile 1000 ml'ye tamamlandax.

9~ Brom fenol blue (%Z 0,05 gr BFB): 0,05 gr brom fenol
blue bir miktar distile suda g¢oziiliip hacmi 100 ml'ye tamam-
land1.

10- B-Merkaptoetanol ¢o6zeltisi (MET): Orjinal siseden
alinarak kullanildux.

11- N, N, N', N' tetra metilendiamin (TEMED): Orjinal
sigeden alinarak kullanilda.

12- Gliserin: Orjinal siseden alinarak kullanilda.

13- Gliserin ¢dzeltisi (Z 50): Orjinal gliserin ¢ozel-
tisinden 50 ml alinip hacmi distile su ile 100 ml'ye tamam-

landa.

Deneyin Yapilaisai:

1- Jel Tiiplerinin Hazirlanmasi:

Boyu 9 c¢cm, i¢ gapr 0,6 cm olan kuru ve temiz jel
tiiplerinin alt ucu parafilmle kapatildi. Tiiplerin altindan
7,5 cm'lik yiikseklikler cam kalemiyle isaretlendi. Tiipler dik
olarak tiip tasiyiciya yerlestirildi.



2- Ayirma Jelinin Hazirlanmasi:

Ayirma jeli 10 tiip i¢in 30 ml olarak agafidaki gibi

hazirlandza.

Buz i¢ine oturtulmus cam kap ig¢ine:
14,7 m1 SDS konulmamis A gozeltisinden
13,5 ml B ¢bzeltisinden

1,5 ml C ¢bzeltisinden

konularak, devamli karigtirmak sucetl ile vakum tulumbasi
yardimiyla yaklasik 10 dak. havasi alindi. Cam kap buz igin-
deyken;

45 ul TEMED

0,3 ml %Z 10'luk SDS ¢ozeltisinden ilave edilerek ka-
ristirildi. Ucuna ince teflon boru geg¢irilmis bir enjektor
ile, tiip tasiyicida dik olarak durmakta olan jel tiiplerine,
yavasg¢a 7,5 cm yiiksekliginde dokiildi. Herbirinin ilizerine 45
ul distile su yayildi. Polimerlesmesi beklendi. Ayirma jeli
ortamin sicakligina gore 10-20 dak.'da polimerize olur. Jelin
polimerize oldugu, jel ile distile su arasinda olusan ¢izgiden

anlagsilair.

3- Jele uygulanacak numune ve standart ¢dzeltilerinin

hazirlanmasi:

a) Numunelerin hazirlanmasi: Liyofilize kollagenler
konsantrasyonu 4 mg/ml olacak sekilde distile suda ¢oziildii.
Deney ve kontrol grubu siganlarinin kuyruk ve diseti kolla-

genleri i¢in birer tiip igsaretlendi. Her tiibe;

H.0 Z 10 Numune A
2 SDS MET (4mg Kollagen/ml) Coézeltisi

320 ul 50 ul 10 ul 100 ul 20 upl
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konularak 90°C'de 15 dak. denatiire edildi. Denatiirasyon igle-

mi tamamlandaktan sonra her tiibe,

% 0.05 BFB Gliserin MET D Cozeltisi
100 ul 200 ul 50 ul 500 ul

ilave edilerek karistirildi. Jel basina bu karigsimdan 100 ul
uygulanda.

b- Standart ¢dzeltinin hazirlanmasi: Sigmanin Hemocya-
in cross-linked standardi kullanildi. 2.5 mg'lik standart
0,625 ml distile suda ¢&ziildii. Standart molekiil agirliga
70.000 olan monomer, 140.000 olan dimer, 210.000 olan trimer
ve 280.000 olan tetramer igermekteydi. Standart (St) olarak
isaretlenmis bir tiibe;

H20 Z 10 SDS MET St A Cézeltisi

320 ul 50 ul 10 ul 100 ul 20 ul

konularak niimune tipleri ile birlikte 90°C'de 15 dak. denatii-

re edildikten sonra,

H20 Gliserin MET D Cozeltisi

100 ul 200 ul 50 pl 500 pl

ilave edildi ve karaistairildi. Jel basina bu karisimdan 100

uluygulanda.

4- Elektroforez lslemi: Elektroforez aletinin ilist ka-
bina (katod bdlmesi) jel tiipleri dik olarak yerlegtirildi.
Tipleri lastik halkalara kolayca yerlestirebilmek ig¢in, las-
tik halkalarin ig¢ine ¢ok ince tabaka halinde sabun siiriildii.
Jel tiibiiniin alt ucundaki parafilm tabakasi gikarildi. Jelle-
rin ilist kismindaki su, siizge¢ kagidi ile kurulandi. D ¢ozelti-

si ile iki kere yikanda.
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Alt kab (anod bdlmesi) D ¢ozeltisi ile dolduruldu. Jel
tiplerinin bulundugﬁ ist kab, alt kabin ilistiine yerlestirildi.
Jel tiiplerinin alt kabta bulunan uglarinda hava kabarciklarimn
kalmamasina dikkat edildi. Jellerin iizerine, tiip doluncaya ka-
dar D ¢6zeltisinden konuldu. Onceden hazirlanmis numune ve
standart ¢dzeltilerinden, bir mikro pipet yardimaiyla tiip ba-
sina 100'er ul yavasca jellerin iizerine uygulandi. Daha sonra

D ¢6zeltisi bir huni yardimiyla iist kaba yavas¢a dolduruldu.

Dogru akim gii¢ kaynaginin pozitif ucu alt kaba, nega-
tif ucu ise ilist kaba baglandar (Sekil 20). Jel basina 8 mA dii-

secek sekilde akim verildi. Niimune ¢Gzeltisi jelin bitimine

e

st Kab

Ornek .4 M _katod soliisyonu

Konsantrasyon _ |
jeli
Alt Kab
Ayirma jeli —
=4l Anod
‘ ' Soliisyonu ,
* LY
k++nuuu. \\\
Jel Tiipi

SEKIL 20- Elektroforez aletinin ve jeltiibiinlin gematik goriiniigi

1 cm yaklastiginda akim kesildi. Tiipler iist kaptan g¢ikaraldi.
% 50'1ik gliserin ¢ekilmis bir enjektdrle jel tiibii ile jel
arasina gliserin (Z 50) enjekte edildi. Bu iglem jel tiibiiniin

hem alt hem de iist ucuna yapildi. Daha sonra jel, bir lastik
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pompa ile yavagsga ittirilerek ¢ikarildi. Jel ilizerinde ¢dzel-

tinin bulundugu yer igne ile delinerek isaretlendi.

Delinerek igaretlenen jeller deney tiiplerine konuldu.
Deney tiiplerine jelleri Ortecek yiikseklige kadar boyama ¢6-
zeltisinden ilave edildi. 30-60 dak. bekletildi. Boyama igle-
minin bitiminden sonra, jeller boya ¢ikarma aletinin plaklara

arasina yerlestirildi. Alete boya ¢ikarma ¢odzeltisinden ko-

nuldu.

Boya ¢ikarma islemi, alet 24 voltta galistirilarak iki
saatte tamamlandi. Boya ¢ikarma iglemi tamamlanan jeller

Z 7,5'luk asetik asit ¢o6zeltisi konulmus kapakli tiiplerde sak-
landa.

Hemocyanin standart proteine ait jelde, elektroforez
igslemi sonunda 4 band elde edildi. Bu bandlarin orijine gore
uzakliklari tesbit edildi. Bu uzakliklarinda bitis noktasina

olan oranlari hesaplanarak rf degerleri bulundu (Sekil 21).

rf
280.000 - - - Tet & 3 rf
coe Ib ? f a: 0,15 mm ale: 0.02
210.000 - - Trimer - - - - .
b: 1.00 mm b/e: 0.14
140000 - - -Di
e c: 1.85 mm c/e: 0.25
d
¢* d: 3.65 mm d/e: 0.5
70.000 . - . Monomer
e: 7.25 mm

SEKiL 21- Hemocyanin standart proteinine ait rf degerlerinin

hesaplanmasi.

Hesaplanan rf degerleri absise ve bandlara karsilik



- 03 -

gelen molekiil agirliklarinin logaritmasi da ordinata konarak

hemocyanin standart proteinine ait molekiil agairligi grafigi
elde edildi (Sekil 22).

JL in MA

13 *

12.5

11.5]

11

10,54

10

o
-
<

A i—"
0.6 0.7 rf

SEKIL 22- Molekiil agirliga (MA) grafigi

GLIKOPROTEIN BOYAMASI(10)

Kullanilan Cozeltiler:

1- Triklorasetik asit ¢dzeltisi (TCA,

Z 12,5): 7 100'-
liik TCA ¢dbzeltisinden 31,25 ml alinip, hacmi distile su ile
250 ml'ye tamamlanda.

2~ Asetik asit ¢ozeltisi (% 3):

Yogunlugu 1.050 gr/ml
olan %Z 99-100'liik asetik asitten 30 ml alinip hacmi distile
su ile 1000 ml'ye tamamlanda.
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3- Periyodik asit (%Z 1): 2,5 gr periyodik asit % 3'lik
asetik asit ig¢inde ¢dziilerek hacmi 250 ml'ye tamamlandi.

4- Sodyummetabisiilfit ¢6zeltisi (Z 0,5): 5 gr sodyum-
metabisiilfit bir miktar distile su i¢inde ¢dziilerek hacmi
1000 ml'ye tamamlanda.

5- Asetik asit ¢ozeltisi (% 5): Yogunlugu 1,050 gr/ml
olan Z 99-100'liik asetik asitten 50 ml alinip hacmi distile
su ile 1000 ml'ye tamamlanda.

6- Klorir asidi (2 N): Yogunlugu 1,19 gr/ml olan % 37
lik klorir asidinden 16,6 ml ailnlp distile su ile hacmi 100
ml'ye tamamlandi.

7- Kloriir asidi (1 N): Yogunlugu 1,19 gr/ml olan % 37
lik kloriir asidinden 8,3 ml alinip distile su ile hacmi 100
ml'ye tamamlanda.

8- Schiff Boyasi: 2 gram bazik fuksin 400 ml kaynar
suda ¢oziilerek, sogutuldu. Siiziildi. Uzerine 10 ml 2 N HCl ¢&-
zeltisi ile 4 gram sodyummetabisiilfit ilave edildi. Karisti-
rildikan sonra 1 gece karanlikta bekletildi. 1 gram aktif
karbon konularak karistirildi ve siiziildii. Uzerindeki siizgeg
kagidinin pembe rengi a¢ilincaya kadar 1 N HC1 ilave edildi.

Gozelti renksiz olmalidir. Pembe oldugu takdirde bozulmus de-~

mektir.

Deneyin Yapilisi: Jellerin hazirlanmasi ve elektrofo-

rez iglemi, boyama safhasina gelinceye kadar SDS-poliakrila-

mid jel elektroforez metoduna gdre yapilda.

% 50'1lik gliserin ile ¢ikarilip isaretlenen jeller 25-
30 m1 Z 12,5"1luk TCA iginde 30 dak. bekletildi. 30 dak. so-
nunda hemen distile su ile g¢alkalanarak 7 1'lik periyodik
asit ig¢inde 50 dak. tutuldu. Distile su ile ¢ok iyi ¢alkala-
narak yikanan jeller suyu birka¢ kez degistirilerek bir gece
distile su ig¢inde bekletildi. Daha sonra schiff boyasi (fuk-
sin siilfit) i¢inde 50 dak. tutuldu. Jel basina 25-30 ml olmak

tizere Z 0,5'lik sodyummetabisiilfit ¢&zeltisi ile herbiri
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10'ar dak.'dan ii¢ kere yikandi (toplam 30 dak.). Boya tama-
miyle ¢ikincaya kadar bir gece distile su ig¢inde bekletildi.
‘Boya ¢ikarma islemi tamamlanan jeller 7% 5'lik asetik asit

ig¢inde, kapali tiiplerde saklanda.

DAVIS-POLIAKRILAMID JEL ELEKTROFOREZI(20,46)

Proteinleri denatiire etmeden inceleyen bir metoddur.

Kullanilan Cozeltiler:

1- DA ¢Ozeltisi: 30 gr akrilamid ve 0,9 gr bis-akrila-
mid bir miktar distile suda ¢6ziildiikten sonra hacmi 100 ml'ye
tamamlandx.

2- DB ¢bzeltisi: 18,15 gram tris bir miktar distile
suda ¢bziildi. Uzerine 24 ml 1 N HC1l ilave edilerek hacmi dis-—
tile su ile 100 ml'ye tamamlandi.

3- DC ¢bzeltisi: 0,36 gr Amonyumpersiilfat bir miktar
distile suda ¢6ziiliip hacmi 100 ml'ye tamamlandi (Taze hazir-
lanar).

4— DD ¢bzeltisi: 5 gr Akrilamid ve 0,9 gr bis-akrila-~
mid bir miktar distile su ig¢inde ¢&ziiliip hacmi 100 ml'ye ta-~
mamlanda.

5- DE ¢o6zeltisi: 2,85 gr Tris bir miktar distile su
i¢inde ¢oziildi. Uzerine 1 N H3PO4 ilave edilerek hacmi disti-
le su ile 100 ml'ye tamamlandi.

6- DF ¢6zeltisi: 2. mg Riboflavin ve 40 gr sucrose bir
miktar distile suda ¢6ziilip 100 ml'ye tamamlanir. Fazla mik-
tarda madde harcamamak i¢in su sekilde hazirlandi: 10 mg Ri-
boflavin 500 ml distile su ig¢inde ¢dziildii. 2 gr sucrose ise
bu ¢dzelti ig¢inde ¢&ziiliip hacmi 5 ml'ye tamamlandi. DF ¢8zel-
tisi de taze hazirlanir.

7- Marker ¢Ozeltisi: 2,85 gr Tris, 20 gr sucrose, 2

gr bromfenolblue bir miktar distile su ic¢inde ¢&zildi. Uzeri-
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ne 12,8 mi1 1 N H3P04 gﬁzeltisinden ilave edilerek hacmi dis-
tile su ile 100 ml'ye tamamlandaz.

8- Anod ¢dzeltisi (pH-8,1): 12,1 gram Tris bir miktar
distile su ig¢inde ¢Oziiliip, ilizerine 50 ml 1 N HC1l ilave edi-
lerek, hacmi distile su ile 1000 ml'ye tamamlandi.

9- Katod ¢dzeltist (pH-8,7): 6,32 gr Tris ve 3,94 gr
glisin bir miktar distile su i¢inde ¢8ziiliip hacmi 1000 ml'-
ve tamamlanda.

10- N, N, N', N' Tetrametilentetramin (TEMED): Orjinal
sisesinden alinarak kullanildax.

11- Kloriir asidi (1 N): Yogunlugu 1,19 gr/ml olan % 37-
1lik kloriir asidi ¢Ozeltisinen 8,3 ml alinip hacmi distile su
ile 100 ml'ye tamamlandzi.

12- Fosforik asid (1 N H3P04): Yogunlugu 1,71 gr/ml
olan % 85'lik fosforik asit ¢dzeltisinden 2,25 ml alinip hacmi

distile su ile 100 ml'ye tamamlandzi.

Gliserin, boyama ve boya ¢ikarma ¢bzeltileri Weber-Osborn me-

todundaki gibidir.

Denevin Yapilisi:

1~ Jel tiiplerinin hazirlanmasi: Boyu 9 cm, i¢ ¢apr 0,6
cm olan kuru ve temiz cam jel tiiplerinin alt ucu parafilmle
kapatildi. Tiplerin altindan 6 ve 7 cm'lik yiikseklikler cam
kalemiyle isaretlendi. Tiipler dik olarak tiip tasiyiciya yer-
lestirildi.

2~ Ayirma jelinin hazirlanmasi: 10 jel tiipii i¢in 20

ml olarak hazirlandi. Buz ig¢ine oturtulmus cam kap ig¢ine;

5 ml DA ¢bzeltisinden (1 kisim)
5 ml1 DB ¢bzeltisinden (1 kisim)

10 ml1 DC ¢dzeltisinden (2 kisim) konularak karistiril-
di.
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Buz icindeyken ve devamli karistirilarak vakum pompasr yardi-
miyla 10 dak. siireyle havasi alindi. 15 ul TEMED konularak
tekrar karistirildi. Ucuna ince teflon boru gegirilmis bir
enjektér ile, tip tasiyicada dik olarak durmakta olan jel
tiplerine yavasga dékﬁldﬁ. Biitiin tiiplerin ilizerine 45 ul dis-
tile su ilave edildi. Ayirma jeli polimerize olduktan sonra
konsantrasyon jeli asagidaki gibi hazirlanip ayirma jeli iize-
rine dokiildii.

3- Konsantrasyon jelinin hazirlanmasi: 10 jel tiipi

i¢in 4 ml olarak hazirlandi. Buz igcine oturtulmus cam kap

iciney

2 ml DD ¢6zeltisinden (2 kisim)
1 ml DE ¢bzeltisinden (1 kisim)
1 ml DF ¢6zeltisinden (1 kisim)

konularak yukaridaki gibi havasi alindi. Buz ig¢indeyken 1 ul
TEMED ilave edilerek karaistirildi. Jel enjektdrii yardimiyla
ayirma jeli iizerine (ayirma jelinin ilizerindeki su siizgeg ka-
g1d1 ile kurutulmalidir) 1 cm yiikksekliginde d&kiildi. Xonsan-
trasyon jeli iizerinme 45 pl distile su yayildi. Konsantrasyon
jelinin kisa siirede polimerlesmesi ig¢in tiipler, UV lambasinin
tam altina yerlestirildi. Polimerizasyonun tamamlandlg;;jel

ile su arasindaki ince ¢izgiden anlasilar.

4~ Jele uygulanacak numunelerin hazirlanmasi: 4 mg/ml
olacak sekilde -distile suda ¢oziilerek hazirlanan liyofilize

kollagenlerden 50 ul, marker ¢6zeltisi ile karaistirildx.

Marker Numune (4 mg kollagen/ml)
50 ul 50 ul

Her sig¢anin diseti ve kuyruk kollagenleri ig¢in ayri ayrai de-

ney tiipleri igaretlenerek, bu karisimlar yukaraidaki gibi ha-
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zirlandi. Jel basina bu karisimlardan 50 ul uygulandz.

5- Elektroforez islemi: Weber-Osborn metodundaki gibi
jel tipleri iist kaba dik olarak, konsantrasyon jeli listte ka-
lacak sekilde, yerlestirildi. Jellerin iist kismindaki su,

slizgec kagidi ile kurulandi. Jel tiiplerinin alt ucundaki pa-
rafilm ¢ikaralda,

Alt kaba anod ¢6zeltisi dolduruldu. Ust kab, alt kabin
yani anod kabinin {izerine yerlestirildi. Jel tiliplerinin alt
kabda bulunan uglarinda hava kabarciklarinin olmamasina dik-
kat edildi. Jellerin iizerine katod ¢ézeltisinden konuldu. Ha-
zirlanamn numune karisimlarindan bir mikro pipet yardimiyla
jellerin itizerine 50 yl uygulandi. Daha sonra iist kaba bir hu-

ni ile katod ¢bzeltisi yavas yavas dolduruldu.

Alt kab,dogru akim gii¢ kaynaginin pozitif ucuna, iist
kab ise negatif ucuna baglandar (Sekil 20). Baslangig¢da numu-
ne ¢ozeltisi konsantrasyon jelini ge¢ene kadar jel basina 2
mA disecek sekilde akim verildi. Niimune ¢dzeltisi konsantras—
yon jelini gegtikten sonra jel blsina 4 mA diisecek sekilde
akim arttirildi. Nimune ¢O6zeltisi jelin bitimine 1 cm yaklas-

tiginda akim kesildi.

‘ Jelleri ¢ikarma, boyama ve boya ¢ikarma islemleri
Weber-Osborn SDS poliakrilamid jel elektroforez metodunda
ki gibi yapilda.

TROMBOSIT AGREGASYONU(22,105)

Rullanilan Cozeltiler:

1- Sodyum sitrat ¢dzeltisi (% 3.8 gr): 3,8 gram sodyum
sitrat bir miktar distile su i¢inde ¢dziilerek hacmi 100 ml'ye
tamamlandzx.



2- PRP (Trombositten zengin plazma): Normal ve saglik-
11 kisiden % 3,8'1lik sodyum sitrat {izerine (1 hacim sodyum
sitrat, 9 hacim kan) kan alinarak karaigtirildi. Oda sicakli-
zinda 20 dak. bekletildi. 1500 rpm'de 3-4 dakika santrifiij
edilerek plazmasi ayrildi. Bu islem birkag¢ kez tekrar edile-
rek elde edilen PRP'ler biriktirildi.

3- PPP (Trombositten fakir plazma): PRP elde edildik-
ten sonra kalan kan 3000 rpm'de 10 dak. santrifiij edilerek
PPP alindzx.

4— Agregasyon yaptirici madde olarak kollagenlerin ha-
zirlanmasi: Bir giin Onceden liyofilize kollagenler 1 mg/ml
olacak sekilde distile suda ¢&ziildii. Diseti ¢dziinmediginden
cam homojenizatdrle homojenizé edilerek hazirlandi. Deney s1i-—
rasinda 1 mg/ml olan kollagen ¢dzeltileri, 50 ul'sinde 6-10:igr

kollagen ihtiva edecek sekilde distile su ile seyreltilerek
kullaniida.

Deneyin Yapilisai: Agregometrenin sicaklig: 37°C olduk-

tan sonra, agregometre tiliplerine 0,45 ml PRP ve 0,5 ml PPP

konularak, agregometrenin % 0 ve % 100'liik 1si1k gegirgenligi
ayari yapildi. 0,45 ml PRP alinarak sicakliginin 37OC'ye gel-
mesi beklendi. Devamli karaistirilairken iizerine 50 pl kollagen
¢6zeltisinden ilave edildi. Isaik gegirgenliginin artisyi iz-
lendi ve agregometrenin yazicisi ile kayd edildi. Isik gecisi

daha fazla yilikselmeyinceye kadar kayait siirdiiriildii.
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BULGULAR

1- Calismamizda kullanilan 48 sicanin rastgele 24 ta-
nesi diyabet ve diger 24 tanesi de kontrol grubu olarak ay-

rilmisti. Diyabet grubuna streptozotocin verilmeden 6nce, ya-

ni baslangi¢ta; iki gruba ait ag¢lik kan sgekeri,

agirlik ve
hematokrit deferleri Sekil 23'de gdsterilmistir.

Bu iki grup
arasinda, belirtilen parametreler ag¢isindan yapilan karsilas-—

tirmada anlamli bir fark bulunmamistir. p degerlerinden bulu-

nan farkin anlamsiz oldugu gdriilmektedir (Tablo 4).

N
(ar)1
180 ¢ l
(Z =g)
» 160 ¢
140 140 | ‘
(%)
120 } I I 120 1\
100 L l 100 30 T
-
80 L 80 &0 9
w0 40 ; 120
20 20 4 10 %
. "
B K D X b X
AKS Agarlik Hee

SEKIL 23- Baslangicta, STZ verilmeden &nce diyabet (D) ve

kontrol (X) gruplarinin aglik kan sekeri (AKS),
agirlik ve hematokrit (Htc) de§erleri
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TABLO 4- Baslangig¢ta, diyabetik deney ve kontrol gruplar:
arasinda, ag¢lik kan sekeri, agirlik ve hematokrit
degerleri agisindan olan farkin anlamlilik derecesi

Diyabet ve Kontrol Gruplari p
Aclik kanlsekeri 0,5789
Agirlik 0,2095
Hematokrit 0,4050

2—- STZ verilmesinden onyedi gilin sonra, yani deney so-
nunda, diyabet ve kontrol gruplarina ait a¢lik kan sekeri,
agirlik, hematokrit, fruktoz indeksi (Fi) ve hemoglobin A1
(HbAlc) degerleri Sekil 24'de g6sterilmistir. Diyabet ve
kontrol gruplari arasinda yapirlan karsilastirma, diyabetik
hayvanlarin a¢lik kan sekeri, fruktoz indeksleri ve HbAlc de-
gerlerinde kontrol grubuna oranla ¢ok anlamli bir artis oldu-
gunu, agirliklarinda kontrol grubuna oranla ¢ok anlamli bir
azalma oldugunu, diyabet ve kontrol gruplarinin hematokrit
degerleri arasinda ise anlamli bir farkin olmadigini gOster-
mistir (Tablo 5).

TABLO 5~ Deney sonunda, diyabet ve kontrol gruplari arasin-
da, ag¢lik kan sekeri, agirlik, hematokrit, fruktoz

indeksi ve hemoglobin Aj. degerleri ag¢isindan olan
farkin anlamlilik derecesi

Diyabet ve Kontrol Gruplara P
Aglik kan sekeri 0,0001
Agirlik 0,0001
Hematokrit 0,1752
Fruktoz indeksi 00,0001
Hemoglobin A1C 00,0001

?.C

Yiiksekdgretim Kuruin
Dokiimantasyon Merkezt
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3- Diyabet ve kontrol gruplarinin kuyruk tendon kolla-

genlerinin nonenzimatik glikozilasyon degferleri $ekil 25'de
gosterilmistir.

nmol Fruktoz
1 mg kollagen

v

K D D8
Kuyruk NEG

SEKIL 25- Kontrol (K), diyabet (D) ve 8 giinliik diyabet (D8)

gruplarinin kuyruk tendon kollagenlerinin nonenzi-
matik glikozilasyon (NEG) degerleri

iki grup, nonenzimatik glikozilasyon a¢isindan kargi-
lagtirildiginda, diyabet grubunda kontrol grubuma oranla gok
anlamli bir artis bulunmustur (Tablo 6).

TABLO 6~ Diyabet ve kontrol gruplari arasinda kuyruk tendon

kollageninin nonenzimatik glikozilasyon degerleri
acisindan olan farkin anlamlilik derecesi

Diyabet ve Kontrol Gruplara

Kuyruk tendon kollageninin 0.0001
nonenzimatik glikozilasyonu !




- 104 -~

4- Diyabet ve kontrol gruplari arasinda fruktoz indek-
si, hemoglobin Alc ve kuyruk tendon kollagenlerinin nonenzi-
matik glikozilasyon deferleri acisindan bir iliskisi olup ol-
madigr incelendi. Regresyon grafigi (§ekil 26) ve hesaplanan
korrelasyon katsayisi (r) (Tablo 7), bu iki parametre arasin-

da zayif pozitif bir iliski oldufunu gdstermistir.

g = A05x + 1.956, R-squared: 54

3.3, .
<
&
o
~
[y
0
5
S MEG(Ku)/Cen.
g = 1.297x + 5.945, R-squared: 538
184
164
e 143
¥
o
S
= 12
a
I
@ 10
3.
6 e - T - T ¥ v i L 1
2 z S 6 7 8
S NEG(Ku)/Gen.

SEKIL 26~ Kuyruk tendon kolla%enlnln nonenzimatik glikozilas-
yon degerleri ile fruktoz indeksi (a) ve hemoglo-
bin Alc (HbA1 ) (b) arasindaki regresyon grafigi
(S: Deney sonunda, Gen: Genel, NEG: Nonenzimatik
glikozilasyon, Ku: Kuyruk)
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TABLO 7- Kuyruk tendon kollageninin nonenzimatik glikozi--

lasyonu (NEG) ile fruktoz indeksi (Fi) ve hemoglo-
bin’AlC (HbAlc) arasindaki korrelasyon

r
Kuyruk NEG - Fi 0,735
Kuyruk NEG —~HbA1C 0,734

5- Diyabet ve kontrol gruplarinin kuyruk tendon kolla-

genleri ile olusturulan trombosit agregasyon efrilerinin mak-

simum amplitiid ve lag periyodu deferleri Sekil 27'de goste-
rilmigtir.

A(cm) ?‘(C“‘)
71 i
6 ¥ I I 3+ ]-
5 ¢ L
N A
3 &
2 4 1%
1+
K D K D >
MA LG

SEXIL 27~ Kontrol (K) ve diyabet (D) gruplarinin kuyruk ten-
don kollagenleri ile olusturulan trombosit agregas-

yon egrilerinin maksimum amplitiid (MA) ve lag peri-
yodu (LG) degerleri

Diyabet ve kontrol gruplarinin kuyruk tendon kollagen-

lerinin trombosit agregasyon efrileri karsilastirildiginda,
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agregasyon e3rilerinin maksimum amplitiidleri arasindaki far-

kin anlamli olmadigi, fakat lag periyodlarai arasindaki farkin

az anlamli oldufu bulunmustur. Diyabetlilerde lag periyod

kontrol grubuna oranla daha kisa bulunmugtur (Tablo 8).

TABLO 8- Diyabet ve kontrol gruplari arasinda kuyruk tendon

kollageninin trombosit agregasyon egrilerinin mak-

simum amplitiidi ve lag periyodu a¢isindan olan far-
kin anlamlilik derecesi

Diyabet ve Kontrol Gruplara P
Maksimum Amplitiid 00,1727
Lag Periyodu 0,0925

Diyabet ve kontrol gruplarindan elde edilen kollagenle

olusturulan trombosit egrileri $Sekil 28a ve 28b'de gisteril-
mistir.

SEKIL 28- a) Kontrol, b) Diyabet grubunda kuyruk kollagenleri

ile olugturulan trombosit

agregasyon efrilerinin
toplu halde gdsterilmesi
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7 100 : 100

20 : 90

80

70

60

(o)

SEXIL 29~ a) Kontrol, b) Diyabet grubunda, kuyruk tendon kol-
lageni ile elde edilen trombosit agregasyonlarina
birer Ornek

Digeti kollageniyle olusturulan trombosit agregasyo-
nuna da bakildi. Ancak diseti bag dokusu miktari ¢ok az oldu-
gundan diseti kollagen siispansiyonlari istenilen konsantras-
yonda hazirlanamadi. Dolayisiyla agregasyon egrileri arasinda

istatistiksel degerlendirme yapilamada.

Fakat hem normal, hem de diabetik digseti kollageni

trombosit agregasyonu olusturdu (Sekil 30).
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SEKIL 30- a) Kontrol, b) Diyabet grubuna ait diseti kollageni
ile elde edilen trombosit agregasyonu
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6~ Kuyruk tendon kollagenleri ve diseti kollagenleri
denatiire edilmeden Davis metoduna g&ére ve denatiire edilerek
Weber-Osborn metoduna gore poliakrilamid gel elektroforezine
tdbi tutuldu. Weber-Osborn SDS-poliakrilamid gel elektrofore-
zine t&bi tutulan kuyruk ve diseti kollagenlerine ait elek-
troforez bantlari ve dansitogramlari Sekil 31 ve Sekil 32'de
goriilmektedir. Ayrica Weber-Osborn poliakrilamid gel elektro-
forezi uygulandiktan sonra jeller Schiff boyasi ile boyanarak
kollagenin bir glikoprotein olduu da gdsterilmistir (Sekil
31, 32). Gerek diyabet, gerekse kontrol grubu diseti kollage-
nin elektroforezinde kuyruk kollageninden farkli olarak diisik
molekiil agirliklis iki band tesbit edilmistir. Kollagenin,
a, ve oy bantlari Hemocyanin standart protein bantlari (Sekil
33) ile karsilastirilarak molekiil agirliklari tayin edilmis-
tir. az'nin molekiil agirligir vaklasik 97.380 ve al'in molekiil
agirligi ise yaklasik 102.000 civarinda bulunmustur.

Elektroforez c¢alismalari sonunda elde edilen diyabet

ve kontrol grubuna ait kuyruk tendon kolalgenlerinin a o

,
ve B bantlarinin deBerleri Sekil 34'de gasterilmigtir? iki
grup karsilastirildiginda oy bantlari arasindaki farkin an-
lamsiz, oy bantlar: arasindaki farkin az anlamli, yani diya-
bet grubuna ait &y bantlarinda kontrol grubuna oranla biraz
azalma oldufu ve B bantlari arasindaki farkin anlamsiz oldu-

gu bulunmustur (Tablo 9).
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©)

kollageninin SDS-poliakrilamid gel

SEKIL 31- Kuyruk tendon

elektroforezine bir ornek (a) Jelin Commasi
brillant blau ile boyanmasi, (b) Jelin glikoprotein
boyasi ile boyanmasi, c) Jelin dansitogrami
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SEKIL 32- Diseti kollajeninin SDS-poliakrilamid jel elektro-
forezine bir ornek a) Jelin Commasi brillant blau
ile boyanmasi, b) Jelin glikoprotein boyasi ile bo-
yanmasi, c) Jelin dansitogrami
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SEKIL 33- a) Hemoc

ait SDS-poliakri-
dansitogrami

{
i, b) JTelin

anin standart proteinine

y
lamid jel elektroforez



SEKIL 34- Rontrol ve diyabet

TABLO 9-
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60 P

50 -

20 I

10 ¢

gruplarinin SDS-poliakrilamid
jel elektroforez bantlarinin (az, aq, B) degerleri

Diabet ve kontrol gruplara

arasinda ap, aj ve B
bantlaray ac¢isindan olan farki

n anlamlilik derecesi

Diyabet ve Kontrol Gruplara
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Davis poliakrilamid jel elektroforezinde diseti ve

kuyruk kollagenleri icin tek bir band elde edildi (Sekil 35).
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SEKIL 35- a) Diseti ve Kuyruk kollageninin Davis poliakrila-

mid jel elektroforezine bir drnek, b) dansito-
gramda tek bantin goriilmesi




- 215 =

7- Diyabet ve kontrol gruplarina ait diseti kollagen-
1

n degerleri Sekil 36'da gds-
grup karsilastirildiginda
diseti kollagenlerinin no

lerinin nonenzimatik glikozilasyo
terilmistir. Iki ise, diyabetik

nenzimatik glikozilasyon degerlerin-—
de kontrol grubuna ora

nla cok anlamli bir azalma bulunmustur
(Tablo 10).

nmol Fruktoz
1 mg Kollagen

25 T
20
15
10
5
—d
XK D DS v
Diseti NEG

SEKiL 36— Kontrol (K), diyabet (D) ve 8 giinlik diyabet (D8)

gruplarinin digeti kollageninin nonenzimatik gliko-
zilasyon degerleri

TABLO 10- Diyabet ve kontrol gruplari arasinda diseti kolla-

geninin nonenzimatik glikozilasyon agisindan olan
farkin anlamlilik derecesi

Diyabet ve Kontrol Gruplari P

Diseti kollageninin
nonenzimatik glikozilasyonu \ By
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8- Diyabet grubunun diseti kollagenleri ile, kuyruk
tendon kollagenlerinin nonenzimatik glikozilasyon degerleri
karsilastirildiginda, diseti kollageninin nonenzimatik gliko-
zilasyonunun, kuyruga oranla cok fazla oldugu bulunmustur
(Table 11).

TABLO 11- Diyabet grubunun diseti ve kuyruk tendon kollagen-—
lerinin nonenzimatik glikozilasyonlari arasindaki

farkin anlamlilik derecesi
p

O’OOO¥4J

Deney Grubunun
Diseti ve Kuyruk Kollageni

l Nonenzimatik glikozilasyon

9- Kontrol grubunun diseti kollagenleri ile kuyruk
tendon kollagenlerinin nonenzimatik glikozilasyon degerleri
karsilastirildiginda, diseti kollageninin nonenzimatik gliko—
zilasyonunun kuyruga oranla cok fazla oldugu bulunmustur
(Tablio 127,

TABLO 12— Kontrol grubunun diseti ve kuyruk tendon kollagen-—
lerinin nonenzimatik glikolizasyonlari arasindaki
farkin anlamlilik derecesi

Kontrol Grubunun Diseti ve
Kuyruk Kollageni P

Nonenzimatik glikozilasyon 0,0001

10- Galismamizda STZ verildikten sekiz giin sonra dlen,
kanlari alinamayan, fakat kuyruk ve diseti dokulari alinabi-
len diyabet grubuna ait sekiz siganin kuyruk ve diseti kolla-
genlerinin nonenzimatik glikozilasyon degerlerini diyabet ve
kontrol gruplarininki ile, diyabetin etkisinin sekizinci giin-
den onyedinci giine kadar nasil degistigini gormek amaciyla

karsilastirdik.
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Sekiz giinliik diyabetli ve diyabet grubuna ait kuyruk
tendon kollagenlerinin nonenzimatik glikozilasyon degerleri
karsilastirildiginda aradaki farkin cok anlamli oldugu bulun—
mustur. Diyabet grubuna ait kuyruk tendon kollageninin nonen-
zimatik glikozilasyon degerleri 8 giinliik diyabetlilere oranla
cok fazladir (Tablo 13) (Sekil 25) «

TABLO 13— Diyabet grubu ve 8 giinliik diyabetliler arasinda
kuyruk kollageninin nonenzimatik glikozilasyonu
(NEG) agisindan olan farkin anlamlilik derecesi

Diyabet Grubu
8 Giinliik Diyabet P

Kuyruk Kollageninin NEG'si

0,0033 l

11- 8 giinliik. diyabetli ve kontrol grubuna ait kuyruk
tendon kollagenlerinin nonenzimatik glikozilasyon degerleri
karsilastirildiginda aradaki farkin anlamsiz oldugu goriilmis—
tir (Tablo 14) (Sekil 25).

TABLO 14— Kontrol grubu ve 8 giinliik diyabetliler arasinda
kuyruk kollageninin nonenzimatik glikozilasyonu
(NEG) acisindan olan farkin anlamlilik derecesi

Kontrol Grubu
8 Giinliik Diyabet P

Kuyruk Kollageninin NEG'si ©,2315

12- 8 giinliik diyabetli ve diyabet grubuna alt digeti
kollageninin nonenzimatik glikozilasyon degerleri karsilas-
tirildiginda anlamli bir fark bulunmustur. Diyabet grubuna
ait diseti kollagenlerinin nonenzimatik glikozilasyon deger-

leri 8 giinliik diyabetlilere oranla diigiikti (Tablo 15) (Sekil
361 s
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TABLO 15- Diyabet grubu ve 8 giinliik diyabetliler arasinda
diseti kollageninin nonenzimatik glikozilasyonu
(NEG) agisindan olan farkin anlamlilik derecesi

Diyabet Grubu
8 Giinliik Diyabet P

Diseti Kollageninin NEG'si 0,0197

13- 8 giinliikk diyabetli ve kontrol grubuna ait diseti
kollagenlerinin nonenzimatik glikozilasyon degerleri karsi-
lastirildiginda, kontrol grubuna ait diseti kollagenlerinin
nonenzimatik glikozilasyon degerleri 8 giinliik diyabetlilere

oranla oldukca diisiik bulunmustur (Tablo 16) (Sekil 36).

TABLO 16— Kontrol grubu ve 8 giinliik diyabetlilere ait diseti
kollagenlerinin nonenzimatik glikozilasyon (NEG)
degerleri arasindaki farkin anlamlilik derecesi

Kontrol Grubu
8 Giinlik Diyabet P

Diseti Kollageninin NEG'si 0,0003

Diyabetik ve kontrol gruplarina ait tiim deney sonu¢la-
ri Tablo 17, 18, 19, 20'de yer almaktadir.

Calismamizin istatistiki degerlendirilmesi M.U. Bilgi-
sayar Egitim Miidiirliigiinde, Statview 512+ paket program kulla-
nilarak Apple Maciutosh aleti ile yapilmistir. "t" testi uy-
gulanmistair (Bkz. Ek 1, s.165).
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TABIO 20- Diyabet ve Kontrol Gruplarinin Kuyruk Kollagenlerine Ait
Trombosit Agregasyonu ve Elektroforez Sonuglara

AGREGASYON ELEKTROFOREZ
NO LAG PERTYODU | MAXIMUM AMPLTTUD:
(cm) (cmy @, % o, %) B
1 3.1 5.5 2.0 6.4 | B5.0
3 2.2 5.5 2.2 5.8 | 68.0
5 3.2 5.2 16.7 | 26.5 | 22.1
7 2.6 5.8 10.0 | 15.0 | 28.5
g 1.6 5.5 12.2 | 18.8 | 27.1
11 2.8 6.0 5.9 9.1 | 44.0
13 2.1 5.9 8.3 | 16.2 | 34.5
17 2.5 6.2 g.a | 17.5 | 38.7
25 3.6 5.5 8.2 | 18.2 | 21.3
27 3.3 5.7 8.9 | 13.2 | 39.1
29 2,4 6.0 11.4 | 29.5 | 30.5
31 3.4 5.8 12.2 | 25.3 | 32.4
33 3.0 5.9 9.3 | 19.7 | 35.9
35 3.7 5.8 10.4 | 18.3 | 3l.0
37 2.0 5.9 9.4 { 16.1 | 30.3
39 2.0 5.9 9.5 | 16.1 | 46.7
41 2.3 6.0 9.0 | 15.6 | 30.3
43 2.5 6.0 11.8 | 13.9 | 35.7
45 4.0 T5.2 8.4 17.1 34.5
47 4.0 5.5 9.9 | 19.5 | 57.7
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TARTISMA

Bulgularini sundugumuz bu ¢alismada amacimiz diyabetik
dokulardaki kollagenin yapisina bir ag¢iklik getirmekti. Bu
nedenle sicanlarin diseti bag dokusu ve kuyruk tendon kolla-
genlerini izole ederek nonenzimatik glikozilasyonlarini ince-
ledik. GCiinkii, genel bilgiler bo&liiminde belirttigimiz gibij;
diyabette gesitli proteinlerin nonenzimatik glikozilasyon de-
gerlerinin artmasi, bu proteinlerin fonksiyonlarini da defis-

tirebilmektedir(18,29,30,87,105,107,112,121,124,182,191).

Kollagenin nonenzimatik glikozilasyon degerlerini bul-
mak amaciyla diyabetik ve kontrol grubu olarak rastgele seg¢-
tigimiz sicanlarin a¢laik kan sekeri, hematokrit degerleri ve
agirliklari arasinda fark yoktu (Sekil 23) (Tablo 4). 80 mg/
kg dozda STZ verilmeden &nce, baslangic¢ta % 115,25%24,64 mg
olan kan sekeri degeri STZ verildikten 17 giin sonra 547,60%
% 39,91 mg olmustur. Hematokrit degerleri yaklasik olarak ay-
n1 kalirken, agirliklari 184,62%18,9 gr'dan 152%7,15 gr'a
diismiistiir. Bunlar bize STZ'nin kalici diyabet olusturdugunu
gostermigtir. Ayrica STZ verilmesinden sekiz giin sonra da kali-
ci1 diyabet olustugu Tablo 18'de gériilmektedir. Kontrol grubu-
nun fruktoz indeksi 3.03*0.55 umol F/1 gr Hb (HbAlc %2 9.71t
1.76) iken, diyabetlilerin fruktoz indeksi 4.50%0.67 pmol F/
1 gr Hb (HbA1C % 14.41%2.16)'ye yiikselmistir. Aradaki fark
istatistiksel olarak anlamlidir. Bu defer bize kandaki hemog-
lobinin nonenzimatik reaksiyonla glikozillendigini gdsterir.

Bilindigi gibi giinlimiizde glikozillenmis hemoglobin tayinleri
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glisemi kontroliinde kullanilmaktadir. Bu deferler 6-8 hafta-
11k ortalama kan glikozu degerini yansitair. Eritrositlerin
‘yasam siiresinin 120 giin oldugu géz Oniine alindiginda, ¢alis-
mamizda 17 giinliik diyabetli hayvanlarda hemoglobinin nonenzi-
matik glikozilasyonundaki artisin saptanmasi, kalici diyabet
olusmasinin baska tiirli ifadesidir. Yapilan diger bir ¢alis-
mada 17 giinliik degil de daha uzun siireli hiperglisemi olustu-
rulan olgularda glikozillenmis hemoglobin degerlerine bakil-
mis ve yiiksek bulunmustur(191). Kisa siireli diyabetteki bu
degerlerin kontrol grubu degerlerinden farkli olusu hemoglo-
bin glikozilasyonunun, diyabetin baslangicindan itibaren ol-

duk¢a duyarli oldugunu disilindiirir.

Calismamizda hemoglobinin nonenzimatik glikozilasyonu-~
na paralel olarak kuyruk tendon kollageninin nonenzimatik
glikozilasyonunun da arttigi gozlenmistir (Sekil 26). Bu bul-
gu, diyabetle bir taraftan kan glikozu ile direkt temasta
olan kan proteinlerinin oldugu kadar doku proteinlerinin de
nonenzimatik reaksiyonla glikozillendigini godstermektedir.
Kontrol grubunun kuyruk tendon kollageninin nonenzimatik gli-
kozilasyon degeri 3.08*0.71 nmol Fruktoz/l mg Kollagen iken,
17 giinliik diyabet sonunda 5.38%1.37 nmol Fruktoz/l mg Kolla-
‘gen'e yiikselmistir. istathnﬁkéel olarak bu degerler c¢ok an-
lamla bulunmustur (p=0.0001). Bu da kisa siireli kalici ve

kontrolsuz diyabetin, doku proteinlerinde de Onemli degigiklik-
lere sebep olabilecegini kanitlar.

Le pape ve arkadaslara 1981'de yaptiklari c¢alisgmada
erkek siganlari (Spraque-Bawley) 65 mg/kg'lik STZ vererek di-
yabet yaptiktan 6 ay sonra Odldiirerek kuyruk tendon kollagen-
lerini dizole etmiglerdir. TBA metodunu kullanarak nonenzima-
tik glikozilasyonunu incelediklerindé, normal siganlarin kuy-
ruk tendon kollageninin nonenzimatik glikozilasyon degerini
1.1£0.2 nmol HMF/1 mg Kollagen ve diyabetik sig¢anlar igin
2.6*0.3 nmol HMF/1 mg Kollagen olarak bulmuslardir. Normal

kuyruk tendon kollagenini de glikozla inkiibe ederek in vitro
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nonenzimatik glikozilasyonunu incelediklerinde ise; 2 giinliik
inkiibasyondan sonra 2.75, 8 giinliik inkiibasyondan sonra 9.45
nmol HMF/1 mg Kollagen degerlerini elde etmislerdir(107).

1983'de Le pape ve arkadaslari ayni sekilde diyabet
olusturulan erkek siganlari bu kez 4 ay sonra &ldiirerek kuy-
ruk tendon kollageninin nonenzimatik glikozilasyonunu TBA me-
todu ile incelemislerdir. Normal sig¢anlarin nonenzimatik gli-
kozilasyonunu 2.3 nmol HMF/1 mg kollagen, diyabetiklerin, 7.6
nmol HMF ve glikozla inkiibe ederek in vitro glikozilasyonunu
9.0 nmol HMF olarak bulmuslardir(105).

1985'de Lyons ve Kennedy diyabetik olmayan kisilerin
derisinden ¢oziinmeyen kollageni izole ederek TBA metodu ile
nonenzimatik glikozilasyonunu incelemisler, nonenzimatik gli-
kozilasyon degerini 13.1+#1.0 nmol Fruktoz/10 mg Kollagen bul-~
muslardir. Glikozla inkiibe ederek din vitro glikozilledikle-
rinde ise bu degerin 45,2%5.,5 nmol Fruktoz/10 mg Kollagen'e
yikseldigini izlemislerdir(113).

Lyons ve Kennedy ayni sene yaptiklari diger bir calis-
mada ise diyabetsiz ve diyabetli kisilerin 6nkol biyopsisin-
den elde edilen kollagenin nonenzimatik glikozilasyonunu TBA
metodu 1ile dinceleyerek mnormal kisiler dig¢in 15.3%1.3 nmol
Fruktoz/10 mg protein, diyabetli kisiler igin ise 16.5*1.3
nmol/10 mg protein olarak bulmuslardir(1l1l4),

1986'da Masu ve arkadasylari normal ve diyabetik si-
¢inlardan elde ettikleri submandibular glanddaki ¢&ziinmeyen kol-—
lageninin nonenzimatik glikozilasyounu TBA metodu ile 6lc¢miis-
ler, normal siganlar ig¢in 0.9%0.07 nmol HMF/mg Kollagen ve
diyabetli siganlar igin 1.28%0.19 nmol HMF/mg Kollagen ola-
rak bulmuslardar(118). 4

Bu bulgulardan da anlasilacagi gibi gesitli dokulardan
elde edilen kollagen farkli sgsekilde olusturulan diyabet mo-



- 126 -

dellerinde normale oranla daha fazla miktarda nonenzimatik
olarak glikozillenmektedir. Bulgularimiz da bunlari teyid et~

mektedir.

Kollagenin nonenzimatik glikozilasyonunda kullanilan
Tiyobarbitiirik asit metodunda, protein =zayif bir asit olan
oksalik asitle hidroliz edilerek,kararli ketoamin bilesigi
(1l-amino-2-keto fruktoz), hidroksimetil furfurol aldehite d&-
niigtliriilir, Bu da 2-tiyobarbitirik asit ile reaksiyona soku-
larak renkli bir bilesik elde edilir. Olusan rengin absorban-
s1 standart ¢oOzeltinin verdigi rengin absorbansi ile karsi-
lastarilir(55,84,146). Standart olarak 5-hidroksimetilfurfu-
ral veya Fruktoz kullanilabilir(71,139,146). Biz calismala-

rimizda standart olarak Fruktoz'u kullandik.

Nonenzimatik glikozilasyon degerini 1 mg kollagen ba-
sina nmol fruktoz cinsinden ifade edebilmek igin hazirladigai-
miz liyofilizatlari hidroliz ederek, notrallestirdik. Notral-
lestirilmis hidrolizatlarda hidroksiprolin tayini yaptik. Hid-
roksiprolin tayini i¢in Neuman ve Logan gelistirdikleri kolo-
rimetrik metod ile Organon firmasinin didrarda hidroksiprolin
tayini i¢in hazirlanmis olan hypronosticon kitini kullandak.
Neuman ve Logan(133)'in metodunda hidroksiprolin, hidrojenpe-
roksitle, hypronosticon kitinde ise kloramin-T ile pirrol
tiirevlerine yiikseltgenir. Daha sonra her iki metodda da
Erlich ayiraci (P,dimetilaminobenzeldehit) ile renklendiri-
lir. Hypronosticon metodunun bas tarafi yapilmadi ¢iinki id-
rardaki hidroksiprolin recineyle adsorbe edilerek ve daha son-
ra da hidroliz edilerek regineden geri kazaniliyordu. Halbuki
kullandagimiz hidrolizatta hidroksiprolinin ortamdan uzaklag-
tirilmasi gerekmiyordu. Hypronoticon kiti Weossner metodu-
nun(184) didrar ig¢in modifiye edilmis sekliydi. Iki metodda
da benzer sonuglar elde ettik. Fakat Neuman ve Logan metoduna
gore buldugumuz sonuglar biraz daha diisiiktiir. Bu metotda re-
aksiyon sartlarainin ¢ok iyi ayarlanmasi gerekiyordu. Biz

hypronosticon kiti ile elde ettigimiz sonuglari dikkate al-
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dik ve hesaplamalarimiza gdre yaptik. Kollagendeki hidroksi-
prolin miktarini Z 13.4 kabul ederek(132) 1liyofilizattaki
kollagen miktarini hesapladik. Biitiin sonu¢lar Tablo 17, 18'de
toplu halde gdsterilmistir.

Calismamizda literatiirde ilk olarak diyabetik diseti
bag dokusu kollageninin nonenzimatik glikozilasyonunu incele-
dik. Bulgularimiza gire 17.gﬁn1ﬁk diyabetlilerde diseti bag
dokusu kollageninin nonenzimatik glikozilasyonu kontrol gru-
buna gdre azalmistir. kontrdl grubunun diseti kollageninin
nonenzimatik glikozilasyonu 23.92+0.60 nmol Fruktoz/1l mg kol-
lagen, diyabetlilerde 20.48%2.71 nmol Fruktoz/l1 mg kollagen'-
dir. Bu degerler istatistiksel olarak anlamlidir (p 0.001).
Buna karsin sekiz giinliik diyabette kontrole giére, diseti kol-
lageninin nonenzimatik glikozilasyonunda anlamli bir artis
gozlenmistir. Kontrol grubunun nonenzimatik glikozilasyon de-
gerleri 23.92+x0.60 iken, sekiz gilinliik diyahette 24.19%0.32'-
dir. Bu degerler de istatistiksel olarak anlamlidir (p 0.003).
Bu bulgulardan, diyabetin baslangicinda nonenzimatik glikozi-
lasyonun arttigi, fakat kisa siire ig¢inde, diyabet siiresi art-
tik¢a nonenzimatik glikozilasyonun azaldigi anlasilmaktadir.
Oysaki kuyruk kollageninin nonenzimatik glikozilasyonu gbz
oniine alindiginda 8 giinliik diyabetik kuyruk kollagenlerinde,
kontrol grubu kuyruk kollagenlerine oranla bir artis saptan-
mamistir (Sekil 25).

Ramamurthy ve arkadaslari diyabette diseti kolalgenaz
aktivitesinin normale gdre arttigini gﬁstermiglefdir(66;143,
144). Ayrica diyabette yeni sentezlenen kollagenin gabuk bo-
zundugu(159) Schneir ve arkadaslarl tarafindan gdsterilmis-~
tir. Yine 1literatiirden bilindigi gibi diseti kollageninin
turnover:i diger dokulara oranla hizl1dir(66,99,162). Bulgula-
rimizda saptadigimiz bu azalmanin sebebi; diyabette kollage-
naz aktivitesinin artma51né, dolayisiyla periodontal yikimin
da artarak nonenzimatik glikozilasyon degerlerinde yaniltici
bir diislisiin gériilmesine neden olabilir. Diyabette yeni sen-
tezlenen kollagenin yikimin artmasina ve ¢bziiniir olmayan kol-

lagen fraksiyonunda da zamanla bir azalmaya sebep oldugu diigii~
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niilebilir. Daha uzun siireli diyabet olusturularak bu deney
yapildiginda, nonenzimatik glikozilasyon degerlerindeki degi-
simin hangi yodnde gelisecegi incelenebilir. Kontrolsuz diya-
bette kollagenaz aktivitesinin nasil degisim gdsterdigi heniiz

tam olarak ag¢iklanmamis bir konu olarak karsimiza c¢ikmakta-

dir.

Diseti ve kuyruk kollageninin nonenzimatik glikozilas-
yonunu karsilastirdigimizda, gerek diyabet ve gerekse kontrol
grubunda digeti kollageninin nonenzimatik glikozilasyonunun,
kuyruk kollagenine nispetle ¢ok daha fala oldugu goriilmiistiir.
Diyabet grubunda; diseti kollageninin nonenzimatik glikozi-
lasyonu 20.482,71 iken kuyruk kollageninki 5.38%£1.37 olup,
kontrol grubunda; diseti kollageninin nonenzimatik glikozi-
lasyonu 23.92%0.60 iken kuyruk kollageninki ise 3.08+0.71'dir.
Bu da istatistiksel olarak anlamlidir (p 0.0001). Bu farkin
sebebi, diseti kollageninin agiz ortami gibi siirekli karbon-
hidratli besinlerle temas halinde olmasindan ileri geldigi dii-

siniilebilir.

Gerek kontrol grubundan gerekse diyabetli olgulardan
saflastirdigimiz kuyruk kollagenini elektroforetik olarak in-
celedigimizde, tip I kollagene ait 0201 ve B bantlarini elde
ettik. Diyabetik ve kontrol grubu diseti kollageninde, kuyruk
kollegeninden farkli olarak daha diisik molekiil agirlagina te-—
kabiil eden iki band mevcuttu (Sekil 32). Bu diisiik molekiil
agirlikla iki band, kollagenaz enziminin etkisi ile a, ve
o, zincirlerinden koparilmis kisimlarai diisiindiirebilir. Giinki
gine domuzu ile yapilan ¢alismada, deri kollageni izole edi-
lerek SDS gel elektroforezi uygulanmis, daha sonra bu kolla-
gene insan romatid sinoviyal kollagenazi etki ettirilerek SDS
gel elektroforezi incelendiginde, kollagenazin etki ettiril-
medigi kollagenden farkli olarak, daha diisiik molekiil agirla-
gina tekabiil eden iki band oldugu goriilmiistiir(134). Diyabet
ve kontrol grubu diseti kollagenlerinde buldugumuz bu iki

bant, digsetinde kollagenazin etkisini gdsterebilir,
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Diyabetik ve kontrol grubu arasinda, tip I kollagenine
ait Ay 0y ve B bandlarinin pozisyonlari ve yogunluju acisin-
dan bir fark tespit edemedik, Literatiirde yapilan benzer ¢a-
lismalarda diyabetlilerde B bantinin arttigi gdzlenmistir(65,
105,118,193). Bu da, diyabette artan nonenzimatik gikozilas-
yondan dolayi kollagendeki ¢apraz baglanmalarin artmasina
atfedilmektedir. Biz sekiz giinlik diyabetliler ile onyedi
giinliik diyabetlileri elektroforetik yodnden inceledigimizde
de, bu bantlar arasinda farklilik goérmedik. Literatiirdeki ca-
lismalarda yapilan elektroforetik incelemeler deneysel diya-
betin farkli zamanlarindadir. Biz, STZ ile 21 giinliik diyabet
yapilani(65) kendimize en yakia kontrol olarak, kabul edip
mukayese yaptik. Bu farklilik siganlarin tiiriine, yasina bagla
olabilir. Bu farkin verilen STZ dozuna baglanmasini diisiiniime—
yiz. Ciinkii, karsilastirdigimiz ¢alismada kullanilan STZ dozu

bizimkinden daha diisiiktdi.

Diyabetik disetinde, koilagenin nomenzimatik glikozi-
lasyonunun kontrola oranla azalmasi, disetindeki kollagen mo-
lekiiliiniin c¢apraz baglanmalarinin bozulduunu digiindiriir. Li-
teratiir bilgilerine gore nonenzimatik glikozilasyon kollage-
nin g¢apraz baglanmasini arttirmaktadir(74,87,146,182,193).
Bulgularimiza gbdre disetindeki glikozilasyonun azalmasi g¢ap-
raz baglanmalarda da bir azalma oldugunu digiindiiriir, Bilindi-
gi gibi 1izil oksidaz enzimi gapraz baglarin olusumunu sagla-
maktadir., Bulgularimiza godre nonenzimatik glikozilasyonun
disetinde azalmasi c¢apraz baglanmalarin azaldigini, paralel
olarak 1izil oksidaz enziminin aktivitesinde veya miktarinda
bir azalma oldufunu diigiindiirebilir. Literatiirde ise STZ ile
diyabet yapilmis sig¢anlarin akciferlerinde bu enzimin aktivi-
tesinin arttigi gdsterilmistir(l1l5). Le pape ve arkadaslara
da diyabetik sig¢an kuyruk kollageninde 1izil oksidaza bagla
capraz baglarin artmadigini ileri siirmiigslerdir(107). Lizil
oksidaz bir protein oldufuna gdre bu proteinin sentezi insii-
line bagimli olabilir. Insiilin eksikligine paralel olarak li-

zil oksidazin miktari azalabilir ve gapraz baglanmadaki rolii-
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ne etkisi olabilir, Fakat bu durumda kollagenaz aktivitesinin
artmasyr bir c¢eliski olarak karsimiza g¢ikar. (iinkii kollagenaz
aktivitesinin diyabette arttigi gdsterilmistir. Bu takdirde
insiilinin bu iki protein sentezine etkisinin farkli y&nde ol-
dugu disiiniilebilir, Literatiirde bu konuda g¢esitli goriisler
vardir. Ornegin; diyabette agiz kurulugu bilinen bir olaydar.
Sebebi ise insiilin azligindan dolayi tiikriik bezlerinde baza
enzimatik proteinlerin sentezinin inhibe edildigidir(6,7,108,
186).

Ayrica insilinin kollagen yapiminda etkili oldugu da
ileri siiriilmektedir. Canalis ve arkadaslari kemikte kollagen
sentezinin insilin tarafindan stimiile edildigini ve kollagen
sentezi ig¢in ortamda insiilin bulunmasinin gerektigini in vit-
ro olarak gostermislerdir(39). Kontrolsuz diyabette, insiilin
yetersizliginden dolayzi, turnoveri hizla geng dokularda kol-
lagen sentezinin azalmasi, buna karsin yikimin artmasi diseti
kollageninin nonenzimatik glikozilasyon degerlerindeki azal-

mavi ag¢iklayabilir,

Bilindigine gbre disetinde kollagen tip I'den baska
tip III ve tip IV'de vardir. Kollagen tip I miktari tip III
ve tip IV'e oranla daha fazladir(43,44). Yine bilindigi gibi
tip IV'iin hidroksilizin miktari tip I ve tip III'den ¢ok daha
fazladir(86,134,181). Tip I ve tip III'iin hidroksilizin mik-
tarlarai ise birbirine yakindir. Diseti kollageninin hidroksi-
lizin miktarinin fazla olmasi nonenzimatik glikozilasyonla
bloke edilmis hidroksilizin kalaintilarnin daha fazla olabile-
cegini ve dolayisiyla nonenzimatik glikozilasyon degerinin
de diger dokulara oranla 6rnegin kuyruk kollagenine oranla da-
ha fazla olacagini diisiindiiriir, Biz de bu ¢alismamizda gerek
diyabet ve gerekse kontrol grubunda, diseti kollageninin non-
enzimatik glikozilasyon degerlerinin kuyruk kollagenine‘nis—
petle ¢ok daha yiiksek oldugunu gbrdiik. Literatiirde, bulgula-
rimiza ve yukaridaki diigiiniis tarzina uyan g¢aligmalar mevcut-

tur. Gogunlukla kollagen tip I ve tip III'den olusmus aorta-
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nin nonenzimatik glikozilasyonu kontrol grubu i¢in 14.37 2.46
nmol HMF/1 mg Kollagen, diyabet grubu igin 25.16 4.17 nmol
HMF/1 mg Kollagen olarak bulunurken(152), kuyruk tendon kol-
lageninin nonenzimatik glikozilasyonu ise kontrol grubu icin
1.1*0.2 nmol HMF/1 mg kollagen ve diyabet grubu icin 2.6*0.3
nmol HMF/1 mg kollagen olarak aortadan ¢ok daha diisiik olan
degerler bulunmustur(107). Elektroforez caligmalarimizda dis-
etinde kollagen tip I'e ait bantlar elde ettik. Yalniz bazi
dansitogramlarda kollagen tip IIl'e rastlanmastar. Bunun sebe-
bi, kollagen tip III'iin tip I'e gbre daha gii¢ ¢éziiniir ve
miktarca az olmasi olabilir. Kuyruk %ollageninde ise boyle
bantlar gdzlenmemigtir., Tip IV'e ait bandi gdremedik. Litera-
tiirde, disetindeki kollagen tip IV'iin varligi elektron mik-

roskopu ile incelemelerde farkedilmistir(43).

Diyabetin, agizda agiz kurulugundan baska diger belir-
tileri; periodontitis, kronik gingivitis, dis sallanmalarai,

kolay kanayan diseti, kalin ve biiyiik dil vs sayilabilir(155).

Diyabetik hastalarin enfeksiyonlara karsi meyilli ol~
duklari ve b6yle hastalarda sik sik ¢ibanlarin meydana geldi-
gi ve iyilesmenin saglikli kisilere nazaran ¢ok yavas oldugu
iyice anlasilmistair. Diyabetli hastalarda ozellikle disetle-
rini ilgilendiren periyodontal abselerin ¢ok sik tesekkﬁl et~
tigi ve periyodonsiyum&a harabiyetin ¢abuk geligtigi gdriiliir.
Bazi aragtiricilara gbre Diyabetes-Mellitus; disetlerine, pe-—
riyodontal araliga veya semente degilde gene kemikleri dahil

biitiin kemiklerde osteoporetik degisiklikler meydana getirmek—
tedir(155).

Bu bilgilere gbre, diyabetli hastalarda enfeksiyonlar-
dan sonra goériilen yavas iyilesme, insiilin eksikligi dolayi-
siyla kollagen dahil cegitli proteiplerin azligina bagli ola-
bildigi gibi, glikozillenme dolayisiyla farkli yapida kolla-
genin meydana geligine de bagli olabilir. Burada, insiilinin

protein metabolizmasina etkisi dolayisiyla daha az kollagen
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olusabilir, &iger taraftan karbonhidrat metabilozmasina etki-
si dolayisiyla farkli yapida kollagen olusabilir. Kanamanin
nedeni ise kollagen molekiiliiniin, hem nonenzimatik glikozilas-
yondan dolayi bozulmasi, hem de yine nonenzimatik glikozilas-
yon nedeni ile bozuk bir bag dokusu tesekiil etmesi olabilir,
Bag dokusunun bozuk olmasi ile anlatmak istedigimiz, bag doku-
su kollageninin ¢apraz baglarinin azalmasi, dolayisiyla gev-

semesidir. Bu da sizinti seklinde kanamalrin sebebi olabilir.

Diyabette, trombositler.sayllarl yoniinden normal oldu-
guna gdre, uzun siireli kontrolsuz diyabette bag dokusu bozu-
lacagindan, trombositlerde bag dokusundaki gdrevini tam yapa-
mazlar. Bunlar hem periyodontal hastaliklarin hem de kanama-

nin sebebi olarak diigiiniilebiidir.

Literatiire gdre diyabet, erken yaslanmaya sebep olur.
Diyabetli kollagende goriilen degisimler, yaslilikta kollagen-
de goriilen degisimlere de benzetilmektedir(65,74,107,192).
Diyabette bazal membranda kollagen sentezi artar., Bazal memb-
ranlarin yapisinl kollagen tip IV ve tip V meydana getirdigi-
ne goére bunlarinda sentezinin arttigar bildirilmektedir(77,
168). Kollagen metabolizmasinin bozukluguna bagli olarak he-
mostatik sistemde de bozukluklar goriiliir., Genel bilgiler bo-
liiminde s6z edildigi gibi trombositlerin hipo ve hiperagre-
gasyon durumlarinda diger agreganlara gdre, kollagenle yapi-
lan agregasyon testinin daha gérgege yékln degerleri yansita-

cagl diigiiniiliir(22) ve kliniklerde test materyali olarak kul-
lanilir.

Trombosit kollagen iliskisi heniiz tam olarak agikliga
kavusmamigtir. Bu konu ile ilgili'ge$itli calismalar trombo-
sit membranindaki reseptdrlierin 6neﬁi-ﬁzerinde durdukliari gi-
bi(52), FVIII/vWF molekiiliiniin de 'subendotel-kollagen-trombo-
sit kopriisi olarak rol oynayabilecegi ve dolayisiyla primer

hemostazi baslatabilecegi ileri siiriilmektedir(90).
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Bizim diyabetik ve kontrol grubu siganlarinin kuyruk
ve disetlerinden elde ettigimiz kollagenle normal insan trom-
bositlerinin verdigi agregasyon egrilerini degerlendirmekten
amacimiz, diyabetle nonenzimatik glikozilasyonu artmis kolla-
genin trombosit agregasyonunda nasil davranacagini izlemek- .
ti. Diyabetik kuyruk kollageni ile yapilan trombosit agregas-—
yonunda normalden farkli olarak sadece lag periyodda c¢ok an-
lamli olmayan bir kisalma saptanmistir. Maksimum amplitiidde
ise kontrole gore hig¢bir fark godzlenmemistir. Literatiirde ya-
pilan benzer ¢alismada, yine STZ ile diyabet olusturulmus fa-
két diyabet siiresi bizimkinden daha uzun tutulmustur(105).
Bu galismada diyabetlilerde lag periyodda anlamli bir kisalma
goriildigi gibi maksimum amplitiid de anlamli olarak artmistair.
Su halde kontrolsuz diyabet siiresi uzadikga kollagen molekii-
liiniin trombositlere davranisi farkli olmaktadir. Bizim ¢alis-
tigimiz kollagen tipi, tip I'dir. Bilgilerimize gdére; kolla-
gen tip III'idin tip I'den, kollagen tip III ve tip I'in ise,
tip IT'den daha fazla agregasyon yaptirici etkisi vardir. Ay-
rica tip I kollagende karboksi terminalin sekresyon ve agre-
gasyon 1ig¢in en aktif bdlge oldugu, amino terminal wucunun,
karboksi ucundan daha az aktif oldugu gosterilmistir(60). Yu-
karida s&ziinli ettigimiz trombosit agregasyonlari da kuyruktan
elde edilen tip I kollagenle yapilwmistir. Ayrica plasentadan
elde edilen kollagenle trombosit agregasyonu yapilmis ve kuy-

ruk kollagenine benzer sonuglar elde edilmistir(106).

Simdiye kadar yapilan ¢alismalarda trombosit agregas-
yonu, disetinden elde edilen kollagenle yapilmamistir. Bizim,
literatirde ilk defa gosterdigimiz, diseti kollageninin trom-
bosit agregasyonu, kuyruk kollageni agregasyonu arasinda bir
fark yoktur. Kollagen agregasyonunda lag periyod denilen ki-
sim, kollagen fibrillerinin olusmasi ig¢in gereken zamandir.
Gerek diyabetli kollagenin gerekse kontrol grubu kollageninin
lag periyodu, denatiire etmeden 1sitma (37°C'de) ve bekletme
gibi c¢esitli islemlerle kisaltilabilir. Bizim 17 giinliik de-

neysel diyabette ve diger arastiricilarin daha uzun siireli
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diyabette gdsterdikleri 1lag periyoddaki kisalma, kontrolle
ayni sartlarda yapildigindan, aradaki fark diyabette deger-
lendirilecek niteliktedir. Cinki bu gézlem diyabetteki kolla-
gen molekiiliinde bir degisim olduBunu gésterebilir. Kollagenle
yapilan in vitro agregasyon denevleri, in vivo olarak da he-
mostatik sistemde son derece onemli olan yabanc1 ylizeyle
iliskiyi yansitir, Ciinkii hemostatik sistemin baslamasi kolla-
gen fibrillerine veya daha iist yiizeydeki subendotel dokuya

temasla olur;

Kollagenle yapilan agregasyonda veya in vivo durumda,
kollagen aktivitesinin bu fibrillerin yapisal paralmetreleri-

ne nasil bagli oldugu bilinmemektedir(94).

Muggli, trombosit agregasyonu ig¢in kollagenin dogal
diizenlenmesinin gerekli olmadigini belirtirken(128), Kronick
ve Jimenez, trombositlerin maksimum adezyonu ve agregasyonu
igin sedimentasyon kat sayisi 105 S olan optimum polimerizas-—

yon durumunun gerekli oldugunu ileri siirmiislerdir(94).

Bulgularimiza gére diyabetlilerde lag periyodun azalmasz
kollagen fibrillerinin daha ¢abuk olustugunu diisiindirir., Ni-
tekim uzun siireli diyabet olusturulan benzer galismada, fib-
rillerin gabuk olusmasina bagli olarak kollagenle elde edilen
trombosit agregasyon egrisinde maksimum amplitiid de 7yiiksel-
migtir. Bu durum kollagenin diyabette trombosit agregasyonu
yoniinden normale gdre daha aktif bir davranig gésterdigi iz-
lenimini diigiindiiriir. Burada, trombositler normal, fakat kol-
lagenin trombosit agregasyonu olusturma potansiyeli artmis-
tir. Literatiirde bu olayin nedeni nonenzimatik glikolizasyonun
artmasina baglanmaktadir. Olay in vivo diisiiniildiigiinde, bu du-
rum hemostatik sistemde trombus oiusumuna neden olabilecek
bir gbézlemdir. Diger taraftan daha 8nce de s@ziinii ettigimiz
gibi diyabetli kigilerde kanamaya meyil vardir. Fakat trombu-
sa meyil, disetinde gdriilen kanamayla g¢eliski yaratmaktadir.

Kuyruk kollagenihden elde ettigimiz bulgulara ve literatiir
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bulgularina gore diseti, trombosit agregasyonu ag¢isindan ka-
namaya meyilli olmamalidir. Ancak disetinin nonenzimatik gli-
kozilasyonunda kuyrukla ters orantili geligen bir durum, yani
nonenzimatik glikozilasyonun azalmasi bu g¢eligkiye agiklik

getirmektedir.

Literatiirden bilindigi gibi ve genel bilgiler b{limiin—
de genis olarak yazildig:r gibi diyabetlilerde ¢esitli yonler-
de ateroskleroza meyil vardir(1,3,156,169,174). Kollagen, in-
san fibroz aterosklerotik plaginin % 30'unu olusturur. Kolla-
genin arter intimasinda birikmesi, kroner ve serebral arter
hastaliklarin irreversible karakterli olmasina neden olur.
Diyabetik kigsilerin fibroz ateroskleroz plaklari incelenmis
kollagen tip I ve tip III'ii ihtiva ettikleri ve bunlarin mik-
tarlarinin normal arterlerdekinden farli oldugu da gosteril-
mistir(120). Kollagenle agregasyonun normale gére diyabetli-
lerde aktif olmasi in vitro sartlarda trombositlerin hiperak-
tivitesine neden olur. Ancak in vivo sartlarda durumun ne
olacagi heniiz ag¢ik bir konudur. Biz bu ¢alismada disetinden
elde edilen kollagenin trombositlerle yapmis oldugu agregas-
yonu kuyruk kollageni kadar detayla incelemedik. Sadece bura-
dan elde edilen kollagenin de normal agregasyon verip verme-

yecegine, ilave olarak bakmak istedik.

Kanaatimizce; diseti kollageni ile ilgili olarak lite-
ratiirde ilk kez gosterdigimiz bulgularimizdan yararlanilarak,
yapilacak yeni arastirmalar, heniiz tam olarak ag¢ikliga kavus-

mamis olan diyabet komplikasyonlarinin nedenine bir ¢oziim ge-

tirebilir,
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OZET

Bu ¢alismada toplam 48 sigandan 24 tanesine 80 mg/kg'-
11k STZ verilerek diyabet olusturuldu. Diger 24 tanesi ise
kontrol grubu olarak muhafaza edildi. STZ enjeksiyondan 8 giin
ve 17 giin sonra si¢anlarin kanlari, kuyruk ve diseti dokulara
alindi. 8 giin sonrakilerden kan alinamadi., Diseti bag dokusu
kollageni ve kuyruk tendon kollageninin nonenzimatik glikozi-
lasyonu, glikozillenmis hemoglobin ve kan parametreleri kont-

rol grubu ile mukayeseli olarak degerlendirildi.

STZ verilmesinden ©nce kan sekeri 7 115.25%26.64 mg,
hematokrit % 44.,70t2.05, agirlaklara 184.62%*18.9 gr iken 17
giin sonra sirasi ile % 547.60%39.91 mg, % 43%2,66 ve 152,3%
7.15 gr olarak bulundu (Sekil 23,24).

Kontrol grubunun fruktoz indeksi 3.03%0.55 umol F/1
gr Hb (HbA1C Z 9.71t1,76) iken diyabet grubununki 4.50+0.67
dmol F/1 gr Hb (HbA, % 14.41%2,16) " 'ya yiikselmistir (Sekil 24).

Kontrol grubuna ait kuyruk tendon kollageninin nonen-
zimatik glikozilasyonu 3.08#0.71 nmol F/1l mg Kollagen iken
diyabetlilerde 5.38%1.37 nmol F/1 mg Kollagen'e yiikselmistir.
8 giinliik diyabetlilerde ise 2.65ib.47 nmol F/1 mg Kolla-
gen'dir (Sekil 25).

Kuyruk tendon kollageninin nonenzimatik glikozilasyonu

ile hemoglobinin nonenzimatik glikozilasyonunun korrelasyonlu
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olup olmadigina bakilmis ve aralarinda zayif bir korrelasyon
bulunmustur (r=0.735).

Kontrol grubuna ait diseti kollageninin nonenzimatik
glikozilasyonu 23.92%0.60 nmol F/1l mg Kollagen iken diyabet-
lilerde bu deger 20.48%2.71 nmol F/1 mg Kollagen'e diismiistiir.
8 giinliik diyabetlilerde ise 24.19%0.32 nmol F/1 mg Kollagen'-
dir (Sekil 36).

Kontrol ve diyabet gruplarindan elde edilen kollagen
ile trombosit agregasyonu olusturuldu. Kuyruk tendon kollageni
ile elde edilen agregasyon egrilerinin lag periyodu ve maksi-
mum amplitidi o6l¢iildi. Kontrol grubunun lag periyodu 2.92%
0.53 cm ve maksimum amplitiidi 5.77%0.24 cm iken diyabetliler-
de sirasi ile 2.51%0.53 cm ve 5.7x0.33 cm olarak bulunmus-
tur (Sekil 27).

Kuyruk ve diseti kollageninin SDS-poliakrilamid jel
elektroforezinde tip I kollagene ait az, al ve B bantlari el-
de edilmisg, disetinde kuyruktan farkli olarak daha diisiik mo-
lekiil agairlikligina tekabiil jki bant daha goriilmiistiir (Se-
ki11H432).a1 ve %L zincirlerinin molekiil agirliklarai sirasz:
ile yaklasik 102.000 ve 97.380 civarinda hesaplanmistir., Di-
yabetik wve kontrol grubu arasinda Oos Oy g bantlarinin yogun-
lugu agisindan anlamli bir fark bulunmamistir. Ayrica gliko-

protein boyasi ile boyanan jellerde her iki grup arasinda

fark izlenmemisgtir,

Sonu¢ olarak 17 giin gibi kisa siirede olusturulan kont-
rolsuz diyabet de farkli dokulari farkli sekilde etkileyerek
kollagen yapisinda degisikliklere sebep olmaktadir. Hemoglo-
bin ve kuyruk kollageninin nonenzimatik glikozilasyonu artar-

ken, diseti kollageninin nonenzimatik glikozilasyonu azalmig-
tir.
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SUMMARY

In this study, twenty~four female wistar Albino rats
were made diabetic by onev intraperitonal injection of 80
mg/kg STZ. The other twenty-four rats were used as a non-
diabetic control group. Eight and seventeen days after STZ
injection, samples of . cardiac blood were taken, gingival
samples and tails were excised. Blood samples could not be
taken from those rats which were killed eight days after STZ
injection., Collagen was extracted from rat tail tendons and
connective tissue of the gingiva. Nonenzymatic glycosylation
0of collagen and glycosylated hemoglobin were measured using
the TBA method., The nonenzymatic .- glycosylated collagen,
glycosylated hemoglobin and the blood parameters were compared

with the results obtained from the control group.

Prior to induction of diabetes, the blood glucose, the
hematocrite and the weight of the rats were 115.25%24.64% mg,
44,70+2.05% and 184,62%18.9 gr respectively. At the end of
seventeen days, they were found as 547,6%t39,917% mg, 43%
2.66% and 152.3%7.15 gr (Figure 23,24).

While the fructose index in the control group was 3.03%0.55
umol Fructose/l gr Hemoglobin (HBAiC, 9.71:1.76%), it was
observed to increase to a level of 4,50%0.67 umol Fructose/
1 gr Hemoglobin (HbAlc, 14,.41+£2 .16%) in the diabetics
(Figure 24). ’

>
y
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The nonenzymatic glycosylation of rat tail tendon
collagen was 3,08%£0.71 nmol Fructose/l mg Collagen in the
control group and 5.38%*1.38 nmol Fructose/l mg Collagen in
the diabetics. In eight days diabetics it was found to be

2.65%0.47 nmol Fructose/l mg Collagen (Figure 25).

The nonenzymatic glycosylation of collagen was weakly
correlated with glycosylated hemoglobin (r 0.735).

While the nonenzymatic glycosylation of collagen from
rat gingiva was 23.92%0.60 nmol Fructose/l mg Collagen, it
was observed to drop to a level 20.48%*2,71 nmol Fructose/l mg
Collagen. In eight days diabetics it was found to be 24.19%
0.32 nmol Fructose/ 1 mg Collagen (Figure 36).

The platelet aggregation was induced by collagen
obtained from control and diabetic rats. The lag periods and
the maximum amplitudes of the aggregation curve obtained with
tail tendon collagen were measured. The lag period in the
control group was 2.92%20.53 cm and the maximum amplitude was
5.77%0.24 cm. These were 2.51%0.53 cm and 5.7:0.33 cm
respectively for the diabetics (Figure 27).

In the SDS-polyacryamide gel electrophoretic pattern
of rat tail tendon and gingiva collagen, Gy O and B8 bands
belonged to type I collagen t can be seen in Fig. 31,32.
The position of Goy Gy and, é bands were identical in control
and diabetic animals . We found two more bands with 1low
molecular weight for gingiva collagen compered with tendon
collagen (Figure 31,32). Molecular weights of a, and @, chains
were calculated to be about 97.380 and 102.000 respectively.
Control and diabetic gels stained with glycoprotein stain
showed no differences also. No significant differences were

found between the density of dl, Ay B bands of the control

groﬁp and the diabetics.
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As a conclusion, we can say that uncontrolled diabetes
induced for such short periods as seventeen days, while
affecting different tissueé differently, can cause changes in
collagen structure. We found an increase of nonenzymatic
glycosylation of hemoglobin and tendon collagen, while the
nonenzymatic glycosylation of gingival collagen was observed

to decrease,
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OZGECMLS

1957 yilinda Giresun'da dogdum. Egitimime Adapazarzi
Atatiirk Ilkokulunda basladim. 1968'de Istanbul Fatih Ilkoku-
lundan mezun oldum. Ayni sene Istanbul Atatiirk Kiz Lisesine
kayit oldum. 1974'de Atatiirk Kiz Lisesini birincilikle bitir-
dim. Lisans egitimimi I.U. Kimya Fakiiltesinde 1978'de tamam-
ladiktan sonra, ayni fakiiltede Sinai Kimya Kiirsiisiinde yiksek
lisans érogramlna basladim. 1979'da mezun olduktan sonra
IT.1.7T.1.A. Dishekimligi Yiiksek Okulunun Genel Kimya Kiirsiisiine
asistan olarak girdim. 1983'de M.U. Dishekimligi Fakiiltesi
Biyokimya biriminde doktora programina kayit oldum. Halen

ayni fakiiltede arastirma gorevlisi olarak caligmaktayaim.
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