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STREPTOZOTOSINLE DENEYSEL DiYABET OLUSTURULMUS RATLARDA
BOZULAN ERITROSIT DEFORMABILITESINE
KARNOZIN’IN ETKISI : KARNOZIN-NITRIK OKSIT ILISKiSI
OZET

Diyabet, insiilin salgisinin mutlak veya goreceli eksikligi ya da insiilin rezistansi ile kendini belli eden bir
hastaliktir. Diyabetin kronik komplikasyonlarinin fizyopatolojisinde oksidatif stresin 6énemli rol oynadigi
bilinmektedir. Oksidatif stresin sonuglarindan ve gostergelerinden biri de lipid peroksidasyonudur. Eritrosit
membraninda meydana gelen lipid peroksidasyonu sonucu eritrositlerin deformabilite yeteneklerinin azaldigi
bilinmektedir. Diger taraftan diyabetteki vaskiiler komplikasyonlarda goriilen endotel fonksiyon
bozukluklarmdan nitrik oksit (NO) iiretiminin azalmasi sorumlu tutulmaktadir. Karnozin ise antioksidan
ozellige sahip bir molekiildiir. Calismanin amaci, deneysel diyabet olusturulmus sicanlarda eritrosit
deformabilitesini incelemek, deformabilite iizerine karnozinin muhtemel antioksidan etkileri ile diyabet-nitrik
oksit iligkisini de géz 6niinde bulundurarak karnozinle nitrik oksit arasindaki muthemel iligkiyi arastirmaktir.
Calismada agirliklart ortalama 410436 gr olan erkek Wistar albino siganlar kullanilmistir. Herbir grupta 8
sican olmak iizere 7 deney grubu olusturulmustur. Kontrol grubuna serum fizyolojik (%0,9 NaCl); karnozin
grubuna 7 giin boyunca 50 mg/kg karnozin; L-NAME grubuna 10 giin boyunca 10mg/kg L-NAME; diyabet
olusturulacak gruba 50 mg/kg STZ; STZ+ karnozin grubuna diyabet olusturulduktan sonra 7 giin boyunca 50
mg/kg karnozin; STZ + L-NAME grubuna diyabet olusturulduktan sonra 10 giin boyunca 10mg/kg L-NAME
; STZ+Karnozin+L-NAME grubuna ise diyabet olusturulduktan sonra 7 giin boyunca 50 mg/kg karnozin ve
10 giin boyunca 10mg/kg L-NAME ip olarak verilmistir. Gruplarda plazma glukoz diizeyleri, insiilin
diizeyleri, MDA ve NO seviyeleri ve eritrosit deformabilite indeksleri 6l¢iilmiistiir.

Calismada diyabet olusturulmus si¢anlarmn kan glukoz diizeyleri kontrole gore anlamli bir artis, insiilin
diizeyleri ve agirliklar1 ise anlamli bir azalma gostermistir. Diyabetli gruplarin eritrosit deformabilitelerinin
bozulmus, MDA diizeylerinin artmigs ve NO seviyelerinin azalmig oldugu bulunmustur. Karnozinin ise
diyabette bozulmus olan deformabiliteyi diizelttigi, lipid peroksidasyonunu anlamh diizeyde azalttigi ve NO
seviyelerini artirdig1 goriilmiistiir.

Sonug¢ olarak karnozinin diyabette bozulan eritrosit deformabilitesini iyilestirerek mikrovaskiiler dolagim
bozukluklarin1 diizeltebildigi, azalan NO diizeylerini cok az da olsa artirarak diyabetli hastalarda
aterosklerozis olusumunu ve kardiyovaskiiler hastaliklarin olusum riskini azaltabilecegi ve lipid
peroksidasyonunu azaltarak hiicre ve dokular1 lipid peroksidasyonunun zararli etkilerine karsi korudugu
goriilmiistiir. Karnozinin diyabette multi-fonksiyonel bir antioksidan olarak diyabetik komplikasyonlarin

onlenmesinde ve tedavisinde kullanilabilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler : Diyabet, Karnozin, Eritrosit Deformabilitesi, Nitrik Oksit, Lipid Peroksidasyonu



\Y%

EFFECT OF CARNOSINE ON ERYTHROCYTE DEFORMABILITY IN
STREPTOZOTOCIN INDUCED DIABETIC RATS; RELATIONSHIP BETWEEN
CARNOSINE AND NITRIC OXIDE

ABSTRACT

Diabetes Mellitus is a disease characterized by insulin deficiency. It is known that oxidative stress plays an
important role in physiopathalogy of chronic complications in diabetes. Lipid peroxidation is one of the
consequences of oxidative stress in the body. Erythrocyte deformability abilites are reduced as a result of lipid
peroxidation in erythrocyte membrane. On the other hand, decrease in endothelium nitric oxide production
seems to be responsible in endothelial dysfunction which is seen in diabetic vascular complications.
Carnosine is a molecule which has antioxidant properties. Aim of this study was to investigate erytrocyte
deformability indexes and antioxidant effects of carnosine on erythrocyte deformability in diabetes and to
determine a possible relationship between carnosine and nitric oxide with the help of diabetes-nitric oxide
relationship.

Male Wistar albino rats weighted 410136 g were used in the study. Injections were applied on 7 groups
consisting of 8 rats each. The injections were as follows: serum physiologic (%0,9 NaCl) to Control group, 50
mg/kg carnosine to Carnosine group for 7 days, 10mg/kg L-NAME to the L-NAME group for 10 days, 50
mg/kg STZ to the Diabetic group for one dose, 50 mg/kg carnosine for 7 days after being diabetic to the
STZ+Carnosine group, 10mg/kg L-NAME for 10 days after being diabetic to the STZ+L-NAME group, 50
mg/kg carnosine for 7 days and 10mg/kg L-NAME for 10 days after being diabetic to the STZ+Carnosine+L-
NAME group. Also glucose, insuline, MDA and NO levels are measured and erythrocyte deformability
indexes are calculated in groups.

It was found that glucose levels of diabetic group were significantly increased insulin levels and weights were
decreased significantly when compared to control group. Erythtocyte deformability indexes and NO levels
were decreased and MDA levels were found to be increased in diabetic group. It was also found that
carnosine can significantly reverse the erythrocyte deformability, reduce lipid peroxidation and increase NO
levels in diabetes.

It can be concluded that carnosine can recover microvascular circulation problems by increasing erytrocyte
deformability, can reduce the risk of atherosklerosis and cardiovascular disease in diabetes by increasing NO
levels, can protect cells and tissues against harmful effect of lipid peroxidation by decreasing lipid
peroxidation levels and can be used as a multi-functional antioxidant in treatment of diabetes mellitus to

prevent the complications of diabetes.

Key Words: Diabetes, Carnosine, Erythrocyte Deformability, Nitric Oxide, Lipid Peroxidation
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1. GIRIS VE AMAC

Diyabet, insiilin salgisinin mutlak veya goreceli eksikligi ya da insiilin rezistansi ile
kendini belli eden, karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasi bozukluklar1 ile
karakterize bir hastaliktir. Diyabet, pankreas bezinde insulin salgilayan beta hiicrelerinin
diizensiz ve yetersiz ¢alismasiyla meydana gelir. Diyabet, hem kendisi bir hastaliktir,
hem de viicutta olusturdugu zararlarla daha bir¢ok Oonemli hastalifin da sebepleri
arasindadir. Bunlar arasinda kalp-damar hastaliklari, bobrek yetmezligi, goz hastaliklari,
norolojik hastaliklar, ateroskleroz, koroner yetmezlik ve dolayisiyla kalp krizi,
hipertansiyon, kol ve bacaklarda damar tikanmasi sonucu kangrenlere kadar varabilen
cesitli hastaliklar sayilabilir. Diyabetteki komplikasyonlarin {izerinde en ¢ok durulan
nedenlerinden biri oksidatif hasardir. Ortaklanmamis elektron tasiyan ve diger biyolojik
molekiillerle reaksiyona girme egilimi tasiyan atom veya molekiillere serbest radikal ad1
verilmektedir. Oksidatif stres, serbest radikaller ve antioksidanlar arasindaki dengenin
serbest radikaller lehine bozulmasi sonucu olusur. Bunun da diyabetin makro ve
mikrovaskiiler komplikasyonlarina neden oldugu pek c¢ok arastirict tarafindan
vurgulanmaktadir. Lipid peroksidasyonu da viicutta, oksidatif stresin sonug¢larindan
biridir. Viicutta oksidatif stres sonucu olusan lipid peroksidasyonunda aciga c¢ikan

riinler, eritrosit membran permeabilitesini ve mikroviskozitesini Onemli Olgiide
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etkileyerek eritrositlerin deformabilite yeteneginde ve yasam siirelerinde azalmaya yol
acabilmektedir. Eritrositlerin dolasimdaki yasam kapasiteleri Onemli Olciide
eritrositlerin deformabilite Ozellikleri tarafindan belirlenir. Eritrosit deformabilitesi
eritrositlerin, kilcal damarlardan gecerken deforme edici kuvvetler karsisinda sekil
degistirebilme yetenegidir. Eritrositlerin deformabilite yetenekleri, mikrosirkiilasyon ve
doku oksijenasyonu agisindan biiyilk dneme sahiptir. Eritrosit membran lipidleri ve

iskelet proteinleri oksidatif hasara duyarlhidir.

Eritrositlerin deformabilite yeteneklerini etkileyen diger bir molekiil de nitrik oksit
(NO)’dir. NO’nun endotel hiicreler tarafindan {iretilmesi, vaskiiler tonusun
diizenlenmesinde onemli role sahiptir. Bununla birlikte, viicutta artmis ya da azalmis
NO iiretimi, birtakim olumsuz sonuglara neden olmaktadir. Daha once yapilan bazi
caligmalarda, Nitrik Oksit Sentaz (NOS) inhibitorlerinin, eritrositlerin deformabilite
ozelliklerini azalttig1, bunun zitt1 olarak ise NO donoérlerinin eritrositlerin deformabilite
yeteneklerini artirdiklar1 gozlenmistir. Diger taraftan. NO’nun, diabet gelisiminde rolii
olduguna dair bazi bulgular mevcuttur. Son zamanlarda yapilan caligmalar sonucu,
diyabette, artan oksidatif stres sonucunda iiretiminde 6nemli bir artis gozlenen NO’nun

pankreatik [ hiicre hasarinda rol oynayan faktorlerden biri oldugu diisiiniilmektedir.

Ik kez Gulewitsch ve Amiradzibi tarafindan 1900 yilinda et ekstraktlarindan izole
edilen karnozin, [-alanil-L-histidin yapisinda, suda c¢o6ziinebilen bir fizyolojik
dipeptiddir. Karnozin, norotransmitter, antioksidan ve antiglikasyon gibi pek ¢ok
biyolojik olayla iliskilidir. Karnozin, serbest oksijen radikallerini etkisiz hale
getirdiginden dolay1 kuvvetli antioksidan ozellige sahiptir. Bir¢cok ¢alisma gostermistir
ki, hem doku hem de organel seviyesinde, karnozin ve ilgili peptitler lipid
peroksidasyonunu baskilayabilmektedir. Ayrica literatiirde karnozinin, NO iiretimini
artirict etkisi oldugunu gosteren bazi ¢alismalar da mevcuttur. Karnozinin, bu etkisini
NOS iiretimini tetikleyerek gosterdigi diisiiniilmektedir. Ancak literatiirde bu konuda

yapilmis olan ¢aligmalar oldukca sinirhidir.

Kanozinin, antioksidan etkisi nedeniyle, bobreklerde glukoz artisina bagh olarak olusan

hasarlara karsi da koruyucu etkileri oldugunu gosteren calismalar yapilmistir.



Karnozinin, diabette de olusan oksidatif hasara karsi koruyucu rolii oldugu

diistiniilmektedir.

Bu calismanmn amaci, karnozinin aktioksidan 0zelliginden yararlanarak, nitrik oksitin
diyabetteki etkilerini inceleyen bazi calismalar1 da g0z Oniine alarak, diyabet
hastaliginda oksidatif streste, bozulan eritrosit deformabilitesinde karnozinin olumlu
etkisi olup olmadigimi arastirmak ve karnozin ile nitrik oksit arasindaki muhtemel

iliskiyi incelemektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. DIABETES MELLITUS

Diabetes Mellitus ismi Yunanca “Diabetes” (idrar) ve Latince “Mellitus” (balli)
kelimelerinin birlesmesiyle olusmustur. Diabetes Mellitus hastaligi ile ilgili bilgilere ilk
defa M.O 1500 yilinda Ebers papiriislerinde rastlanmistir. Gene M.O 400 yilinda
Sustura diyabet semptomlarin1 tanimlamig ve diyabeti siniflandirmistir. M.S 10 yilnda
Celsus diyabetin klinik tanimlanmasin1 yapmis, M.S 20 yilinda ise Aretaeus diyabetin
evrelerini tammlamustir. Biiyiik Tiirk-Islam alimi Ibn-i Sina da seker hastah@ini
bugiinkii tanimina yakin bir sekilde tarif etmis, tam1 ve tedavisi hakkindaki ibn el-
Isehezzar adli kitap 900 yillarindan 1500 yillarma kadar diinya tip okullarinda ders
kitab1 olarak okutulmustur. 1674 yilinda, Thomas Wilis isimli bir bilim adam, ilk kez
diyabetik hastalarin idrarlarinin tath oldugunu gostermistir. 1777°de Pool ve 1778’de
Cawley kimyasal olarak idrarda seker bulmus ve idrardaki sekerin glikoz oldugunu
ispatlamiglardir. 1869°da Langerhans, pankreastaki hiicre kiimelerini (islet cells)
tanimlamig, 1889 yilinda Von Merring, sindirimde ve yaglarin absorbsiyonunda,
pankreasin muhtemel rollerini arastirmig, Minkovski pankreatektomi yaptigi bir kopekte
bu hastaligm bulgularmi gozlemleyince diyabet ile pankreas arasindaki iliski ortaya

cikarilmistir. 1921 senesinde ise Banting ve Best hayvan pankreasindan Langerhans
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adaciklarint ¢ikarmis ve saflastirmis, insiilini diyabetik hayvana enjekte etmis ve kan

glukoz diizeyinin diistiigiinii gdzlemlemislerdir (1-3).

Diabetes mellitus (DM), pankreasin salgiladigi insiilin  hormonunun yoklugu,
yetersizligi veya etkisizligi (dokularin insiiline cevabinin bozulmasi) nedeniyle olusan,
protein, yag ve karbonhidrat metabolizmasmdaki degisiklikleri iceren, hiperglisemi ile

karakterize, morbidite ve mortalitesi yiiksek metabolik bir hastaliktir (5).

Diinyada onemli bir saglik sorunu olan diyabet, hem gelismis hem de gelismekte olan
iilkelerde yol actig1 akut ve kronik komplikasyonlar nedeniyle bireyin yasam kalitesini
ve yasam siiresini olumsuz etkileyen sik goriilen hastaliklarin basinda gelmektedir.
Diinya Saglik Orgiitii (DSO), giiniimiizde en az 171 milyon diyabetli oldugu ve bu
saymin 2030 yilinda iki kat artarak 366 milyona ulasacagi tahminini yapmaktadir.
Ulkemizde de yaklasik 5 milyon diyabet hastasi vardir.

Niifus artis1, yaslanma, kentlesme, fiziksel hareketsizlik ve obezite prevalansinin
artmasiyla birlikte diyabetli kisilerin sayisi da artmaktadir. Diyabetin goriilme sikligi
gelismekte olan iilkelerde 45-64 yas grubunda, gelismis iilkelerde ise 65 yas iizeri
bireylerde daha fazla olup, diinyadaki insidans ve prevalansi yas artisina paralel olarak
artmakta, her bes yashdan birinde diyabet goriilmektedir. Diyabet, poliiiri, polidipsi,
polifaji, kilo kaybi1 ve gormede bulaniklikla kendini belli eden bir hastaliktir.
Hiperglisemi kontrol altina alinmadiginda viicutta ketoasidoz ve koma gelisebilmektedir

(6, 7).
2.1.1.Diyabette Tam Kriterleri

e Aclik kan plazma glukozunun >126 mg/dL (7,0 mmol/L) olmasi,

e Diabetes Mellitus’un poliiiri, polidipsi ve aciklanamayan kilo kaybi gibi klasik
semptomlarmin varliginda, ©nceki yemegin zamanma bakilmaksizin plazma
glukozunun >200 mg/dL (11,1 mmol/L) olmasi,

e Oral glukoz tolerans testi (OGTT) sirasinda 2.saatteki plazma glukozunun >200
mg/dL (11,1 mmol/L) olmas1 (8).

Insiilin glikozun dokular igine girmesi igin gereklidir. Insiilin ilk defa 1921 yilinda
Romanyali Paulesco, daha sonra da Banting ve Best tarafindan izole edilmistir. 1922
yilindan sonra da tedavide ila¢ olarak kullamlmaya baglanmustir. Insiilin direkt veya

indirekt olarak viicuttaki biitiin dokular1 etkileyen ve glikoz, amino asidler ve lipidler
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gibi besin olarak alinan maddelerin ¢ogunun hiicreler icinde tutulup depo edilmesini
saglayan ve homeostazina katkida bulunan antikatabolik ve anabolik hormondur.
Insiilin birbirine iki disiilfid kopriisiiyle bagli, 21 amino asit iceren A polipeptid zinciri
ve 30 amino asit iceren B polipeptid zincirinde bulunan toplam 51 amino asitten
olusmustur. Insiilin molekiilii, ayrica A zincirinin 6. ve 11. amino asit birimleri arasinda
molekiil ici bir disiilfid kopriisii icermektedir. Insiilin globiiler yapida bir proteindir.

Olusumu sirasinda bulunan baglayici peptid olan C zinciri, olgun insiilinde bulunmaz.

Anabolik bir hormon olan insiilinin eksikliginde glikoz, yag dokusuna yeterli bir sekilde
tasnamaz. Insiilin yetersizligi ayn1 zamanda artnms hepatik glikogenolizis,
glukoneogenezis ve ketogenezise neden olur. Sonugta, hiperglisemi ve metabolik asidoz
(ketoasidozis) gelisir. Hiperglisemi osmotik diiirez olusturarak, ciddi dehidratasyona yol

acan glikoziiriye neden olur. Plazma glikoz konsantrasyonu hastanin renal glikoz esigi

olan 180-250 mg/dl'yi astiginda onemli Gl¢iide osmotik diiirez olusur (1). Bu diiirez,

dehidratasyon ile sonug¢lanan su kaybini indiikler ve vaskiiler hacim ve seliiler membran
fonksiyonu iizerine zararl etkileri olabilen pek cok iyon (sodyum, potasyum, klorit,
magnezyum ve fosfat) su ile atilir (9). Intravaskiiler hacimde azalma ve hipotansiyonla
birlikte sok meydana gelebilir. Keton cisimcikleri, asetoasetik asit ve beta-
hidroksibiitirik asit, hidrojen iyonlarina ve anyonlarina ayrisarak etki gosterirler ve bu
durum sistemik asidoz ile sonuglanir. Ketoasidoz, hiicresel fonksiyon iizerinde

kardiovaskiiler kollapsa sebep olan bircok zararl etkiye sahiptir (1, 10, 11).

Insiilin salgilanmas1 kan glikozuyla oldugu kadar diger hormonlar ve mediatorler
tarafindan da kontrol edilir. Insiilin salinimi en fazla yiiksek kan glikozu tarafindan
indiiklenir. Insiilin pankreasin Langerhans adaciklarinda sentez edilir. B hiicrelerinde
insiilin  preprohormon olarak ribozomda sentezlendikten sonra 23 amino asitlik
hidrofobik pre kismi molekiilin endoplazmik retikulum sisternasina yonelmesini
saglayarak ayrilir. Proinsiilinin 35 aminoasitli C peptid segmentini kaybetmesiyle
insiilin olusur.insiilin karaciger, kas ve yag dokusu olmak iizere ii¢c ana hedef dokuya
etki yapar. Insiilin kana salindiktan sonra hedef dokuya ulasir ve membran reseptoriine
baglanir. Insiilin reseptorii, hiicre zarinda yer alan bir tirozin kinaz olup, iki o ve iki B
alt birimin bir araya gelmesinden olusmustur. Insiilinin yikimi1 basta karaciger, bobrek
ve c¢izgili kaslar olmak iizere yikimindan sorumlu enzimlerin bulundugu tiim periferik

dokularda gerceklesmektedir (12).
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Insiilin ayrica kemik hiicreleri iizerinde hiicre membrani 6zelliklerini degistirmek,
glikoz permeabilitesi, amino asit transferi ve potasyum akimini diizenlemek gibi bir ¢cok
metabolik etkiye sahiptir. Bununla birlikte, yag ve kas dokularmma da cesitli

mekanizmalarla etki etmektedir (13).

Diyabetin kardinal belirtisi olan hiperglisemi ile iliskili diger bir ¢cok durumun varligi bu

hastaligin siniflandirilmasint gerektirmistir. Diyabet sendromlarmin smiflandirilmasi

1979 yilinda 6zel bir komite olan “National Diabetes Data Group” tarafindan
gelistirilmis olup, bugiin genellikle kabul edilmektedir (1, 4).
2.1.2. Diyabetin Cesitleri

1) Tip 1 Diyabet (T1DM) (insiiline Bagimh Diyabet - Juvenil Diyabet): Genellikle
40 yasin altinda, cocuklarda ve genglerde goriilir. Pankreasin Langerhans
adaciklarindaki B hiicrelerinin otoimmiin yikimi sonucunda “Otoimmiin Tip 1 Diyabet”,
idiyopatik yikim1 sonucunda da “Idiyopatik Tip 1 Diyabet” meydana gelir. Her iki tipte
de insiilin salinimi1 olmamaktadir. Bu hastalar genellikle zayiftir ve hastalik belirtilerinin
ani olarak baslamasi s6z konusudur. Kadin ve erkekte esit oranda rastlanir. Poliiiri,
polidipsi, kilo kayb1 kisa siire i¢inde belirginlesir ve kilo kaybinin polifaji ile birlikte
olmas1 dikkat cekicidir. Ayrica halsizlik, kaslarda kramplar, bulamk gorme ve
mensturasyon bozuklugu gelisebilir. Insiilin yokluguna bagl olarak glisemi ve yag
asitlerinin artmasiyla kanda ve idrarda keton cisimleri goriiliir. Ketoasidoz komasina
siklikla rastlanmasi nedeniyle sadece plazma glikozunu diizenlemek icin degil, ayni
zamanda diyabetik ketoasidozu onlemek ve yasamu siirdiirmek amaciyla ekzojen insiilin

verilmesi sarttir (14-16).

2) Tip 2 Diyabet (T2DM) (insiiline Bagimh Olmayan Diyabet - Eriskin Diyabeti):
Daha cok 40 yasin iizerinde goriiliir. Bu tipte, insiilin salgilanmasinda nispi bir eksiklik
veya periferik dokularda insiiline diren¢ s6z konusudur. Diyabetin en sik goriilen
formudur. Hastalarin biiyiik ¢cogunlugu sismandir ve erkeklerde kadinlara oranla 3 kat
fazla rastlanir. Tip 2 diyabette genetik faktoriin etkili oldugu kesinlik kazanmistir. Agir
stresler, gebelik, sismanlik, kortizol, biilyiime ve tiroid hormonlarinin hastaligin ortaya

cikmasini kolaylastirdig: diistiniilmektedir (17, 18).
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2.1.3. Diyabette Goriilen Komplikasyonlar

Kontrol altina alinamamis diyabetiklerde dehidratasyona ve kandida enfeksiyonlarina
bagl olarak stomatit ve agrili glossit sikayetleri olabilir (19). Ayrica kotii yara
iyilesmesi de diyabette karsilagilan major komplikasyonlardan biridir. Doku tamirinde
baslica kollajen metabolizmasi, yara kontraksiyonu, epitelizasyon ve enflamasyon rol
oynar. Diyabette yara bolgesindeki makrofajlarin azalmasina bagli olarak kollajen
depozisyonu da onemli miktarda azalmaktadir. Bununla birlikte diyabetik hastalarda
fagositozda belirgin bir bozulma ve lokosit fonksiyonunda anormallikler olmasi,
enfeksiyona ve kotil yara iyilesmesine yol agmaktadir (20). Klinik olarak karsilagilan
fizyolojik degiskenler yara iyilesmesi tizerinde 6nemli etkilere sahiptir. Yara iyilesmesi
tizerine onemli etkiler olarak beslenme, immiin durum, doku oksijenasyonu, sirkiile olan

kan voliimii vs. sayilabilir (21).

Osteopeni (osteoporoz), insanlarda ve hayvanlarda insiilin eksikligi ile olusan diyabetin
bir komplikasyonudur (22). Diyabetikler siklikla yas, cinsiyet, boy ve agirligin karsilik
geldigi degerlerden daha diisiik degerde kemik densitelerine sahiptirler. Diyabetik
hayvanlar ve insanlarda kemik ve mineral metabolizmasinin degistigini bildiren ve
bunun kismen insiilin tedavisi ile diizeltilebilecegini gosteren pek ¢ok arastirma vardir

(23).

Diyabete bagh komplikasyonlardan biri de mikroanjiyopatidir. Ozellikle nefropati,
noropati ve goz komplikasyonlarinin gelismesinde kii¢iik damarlardaki hasarin roliiniin
bilinmektedir (24). Yapilan caligmalar, kiiciik kan damarlarinin bazal membranlarinin
diyabetik hastalarda saglikli bireylerdekinden daha kalin oldugunu gostermistir ve
kalinlasmis bazal membranin mikroanjiyopatinin varligina dair hassas bir isaret oldugu
goriigii ileri siiriilerek, diabetes mellitustaki mikrovaskiiler komplikasyonlarin
patogenezi ile iliskili oldugu tahmin edilmistir (25). Diyabetik hastalarda kapiller bazal
membran kalinlagsmasinin yami swra endotelizasyon hizinda da anormallikler
bulunmugtur. Vaskiiler bazal membranda kalmlasmanin oksijen difiizyonuna, 16kosit
migrasyonuna ve metabolik artiklarin uzaklagtirllmasina bir bariyer teskil ettigi

belirtilmistir (26).
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2.1.4. Deneysel Diyabet Olusturma Modelleri

Insanlar iizerindeki arastirmalarin etik nedenlerden dolay:r kisith olmasi, diabetes
mellitus ile ilgili arastirmalarda kullanmak amaciyla c¢ok cesitli deneysel modellerin
gelistirilmesini saglamistir. Diyabet arastirmalarinda kullanilan hayvan modellerinin,

insanlardaki diyabetin bir¢ok 6zelligini tasidigi kabul edilmektedir (27).

Diyabetin neden oldugu komplikasyonlarn incelenmesi ve tedavi yaklasimlarmin
belirlenmesinde deneysel diyabet modelleri onemli bir yer tutmaktadir. Deneysel
diyabet calismalarinda cerrahi, kimyasal, viral yolla olusturulan ve kendiliginden
gelisen modeller kullanilmaktadir. Giiniimiizde deney hayvanlarinda cesitli kimyasal
ajanlar kullanilarak deneysel diyabet olusturmak miimkiindiir. Fare, sican, tavsan,
kobay, hamster, maymun, domuz, kdpek ve kedi gibi deney hayvanlar1 deneysel diyabet

olusturmak amaciyla kullanilabilmektedir (27, 28).
2.1.5. Kimyasal Ajanlarla Diyabet

Laboratuvar hayvanlarinda kimyasal diyabet (tip I) olusturmak amaciyla kullanilan
kimyasal ajanlar streptozotosin (STZ) ya da alloksan’dir. STZ ve alloksan pankreatik 3
hiicrelerine olan spesifik toksisiteleri nedeniyle diyabetojenik ajan olarak kabul

edilmektedirler (29, 30).

Alloksan (ALL): Alloksan monohidrat [2,4,5,6(1H,3H)- pyimidinetetrone] yapisinda
bir iirik asit tiirevidir, suda kolayca erir. Selektif olarak pankreas beta hiicrelerini

hasarlayarak insiiline bagimli diyabete neden oldugu bildirilmistir (30).

Streptozotosin (STZ): N- (Methylnitrosocarbamoyl)-a-D-glucosamine yapisindadir,
1siktan korunmalidir. Notral pH’da hizla dekompoze oldugundan optimum stabilitesi
icin ortamin pH’s1 4-4.5 olmalidir. Pankreas B hiicrelerini hasarlayarak diyabete neden
olmaktadir. Deneysel diyabet olusturmak icin 45mg/kg-65mg/kg araliginda ip olarak
uygulanir (31).

Her iki ajan da kan sekeri diizeyinde ii¢ fazli etki olusturur. Maddenin kullanimini
izleyen 2 saat i¢inde kan sekeri karaciger glikojeninin ani yikimi nedeniyle yiikselir.
Ikinci faz oliimle sonuclanabilecek hipoglisemik fazdir. Bu swrada hasara ugrayan B
hiicrelerinden hizla saliverilen insiilinin plazma diizeyi hizla yiikselir. Ugiincii faz, kalict
hiperglisemik fazdir. Bu noktadan baslayarak insiilin diizeyleri, kullanilan diyabetojenik

ajanin dozu ile iliskili olarak diiser ve kan sekeri yiikselir (27, 32).



10

STZ, pankreasta serbest radikal temizleyicisi (scavenger) olan superoksit dismutazi
inhibe eder ve boylece serbest radikallerin birikmesi sonucu 8 hiicreleri yikima ugrar

(33).

Diyabette serbest yag asitleri ve serbest radikal tiirevli ¢esitli oksidanlarin arttigi, bu
artisin pek cok sistemik bozukluklara neden oldugu bilinmektedir. Serbest radikaller,
negatif yiiklii elektron sayisinin niikleustaki pozitif yiiklii proton sayisi ile esit olmadigi
molekiillerdir. Olusan bu serbest radikaller viicutta 6nemli molekiillere 6rnegin,
hiicrelerde proteinlere ve genetik materyale zarar verirler. Bundan bagka hiicre
membraninin harabiyetine, gec¢irgenliginin artmasma ve sonugta hiicrenin Oliimiine
kadar giden bir seri olaya yol acabilirler. Organizmada meydana gelen serbest
radikalleri siirekli olarak zararsiz hale getirmeye calisan siiperoksit dismutaz, katalaz,
glutatyon peroksidaz gibi cesitli enzimler bulunmaktadir (34). Ayrica tip 1 diyabetik
hastalarda kontrol grubuna gore eritrositlerdeki selenyum konsantrasyonunun belirgin
olarak diistiigii bildirilmistir (35). Bu gibi durumlar, diyabette mikrosirkiilasyon
diizeyinde doku oksijenlenmesinin bozulabilecegini ve bunun da diyabetik ayak gibi
diyabette viicudun cesitli bolgelerinde olusan yaralarin olusum siirecinde ve yara

iyilesmesinin gecikme siirecinde rolii olabilecegini diisiindiirtmektedir.
2.2. OKSIDATIF STRES
2.2.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa Omiirlii, kararsiz,
molekiil agirlig1 diisiik ve cok etkin molekiiller olarak tanimlanir. Serbest radikaller
pozitif yiiklii, negatif yiiklii ya da notral olabilirler. Biyolojik sistemlerde en fazla
elektron transferi ile olusurlar. Her ne kadar serbest radikal reaksiyonlari, bagisiklik
sistemi hiicrelerinden nétrofil, makrofaj gibi hiicrelerin savunma mekanizmasi igin
gerekli olsa da, serbest radikallerin fazla iiretimi doku hasar1 ve hiicre oliimii ile
sonuclanmaktadir  (36). Serbest radikaller hiicrelerin lipid, protein, DNA,
karbonhidratlar gibi tiim O©nemli bilesiklerine etki ederler ve de yapilarinin
bozulmalarima neden olurlar. Biyolojik sistemlerdeki reaktif oksijen tiirleri (ROS),
siperksit anyonu (O"), hidroksil radikali (HO"), nitrik oksit (NO'), peroksil radikali
(ROO) ve radikal olmayan hidrojen peroksit (H,O,) gibi serbest radikaller oksidatif

stresin en 6nemli nedenlerinden birini olustururlar (37).
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2.2.2. Antioksidanlar

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 dnlemek icin
viicutta bazi savunma mekanizmalar1 gelistirilmistir. Bunlar antioksidan savunma
sistemler olarak bilinirler. Antioksidan molekiiller endojen ve eksojen kaynakli yapilar
olup, olusan oksidan molekiillerin neden oldugu hasar1 hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1
savunma ile etkisiz hale getirirler. Hiicre dis1 savunma albumin, bilirubin, transferin,
seruloplazmin, iirik asit gibi ¢esitli molekiilleri icermektedir. Hiicre i¢i serbest radikal
toplayic1 enzimler asil antioksidan savunmayi saglamaktadir. Bu enzimler siiperoksit
dismutaz (SOD), glutatyon-S-transferaz (GST), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon
rediiktaz (GR), katalaz ve sitokrom oksidazdir. Bakir, ¢inko ve selenyum gibi eser

elementler ise bu enzimlerin fonksiyonlar1 i¢in gereklidir (36, 38).
2.2.3. Oksidatif Stres’in Olusumu

Organizmada serbest radikallerin olusum hiz1 ile bunlarin ortadan kaldirilma hiz1 bir
denge icerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir. Oksidatif denge
saglandig1 siirece organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu radikallerin
olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma hizinda bir diisme, bu dengenin
bozulmasina neden olur. Oksidatif stres olarak adlandirilan bu durum Ozetle, serbest
radikal olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki ciddi dengesizligi

gostermekte olup, sonugta doku hasarina yol agmaktadir (39).
2.2.4. Diyabet ve Oksidatif Stres

Diyabette ROS’larin rolii 1980’1i yillardan beri genis ¢apta tartisilan bir konu olmustur.
Diyabetin kronik komplikasyonlarinin fizyopatolojisinde oksidatif stresin énemli rol
oynadig1 bilinmektedir. Diyabet ve diyabetin komplikasyonlarinin ROS’larla olan
iligkisini gosteren caligmalarda, nonenzimatik glikasyon, enerji metabolizmasindaki
degisikliklerden kaynaklanan metabolik stres, sorbitol yol aktivitesi, hipoksi ve iskemi-
reperflizyon sonucu olusan doku hasarmnin serbest radikal iiretimini artirdigi ve
antioksidan savunma sistemini degistirdigi vurgulanmaktadir. Enerji
metabolizmasindaki degisikliklerden kaynaklanan metabolik stres, oksidatif stresi
artirmakta ve sonugta hiicresel yaslanma hizlanmaktadir. Diyabette hem plazma-serum

total antioksidan seviyesinin hem de askorbik asit ve vitamin E gibi bazi spesifik
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antioksidanlarin seviyelerinin diistiigiine dair bircok calisma mevcuttur (40-47). Ayni
zamanda katalaz, siiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz gibi antioksidan

enzimlerin aktivitelerinin de azaldig1 bilinmektedir (47-49).

Hidrojen peroksit, yiiksek reaktiviteye sahip bir serbest oksijen radikali (SOR) iiriinii
olan OH’ radikaline doniismektedir. Bu doniisiim sonrasi insiilin reseptor sinyal sistemi

tizerinde etkili oldugu ve insiilin tarafindan reseptor araciligi ile diizenlenen sinyal
transdiiksiyon yollarinda anahtar bir rol oynayabilecegi, arastirmacilarin savlar1 arasinda
bulunmaktadir. Glikasyon aracili serbest radikal iietiminin insiilinin gen
transkripsiyonunu azalttigini ve beta hiicre apopitozuna yol actigini gosteren

caligmalarin bulgular1 bu goriisii destekler niteliktedir.

T ve B lenfositlerin makrofajlar gibi inflamatuvar hiicrelerin beta hiicrelerine toksik

etkilerini de serbest radikaller aracilifiyla yaptig1 diisiiniilmektedir.

Diyabette oksidatif stresin eritrosit membraninda lipid peroksidasyonuna sebep oldugu
ve zar lipid i¢ceriginde degisimlere yol actigi, eritrosit membraninda ortaya ¢ikan tiim bu
degisiklikler sonucunda da eritrositlerde Na'/K'-ATPaz aktivitesinde ve membran
akiskanliginda azalma oldugu ileri siiriilmiistiir (50). Lipid peroksidasyonu ve protein
oksidasyonuyla 6l¢iilebilen oksidatif stresin hem insiilin bagimli hem de insiilin bagimli
olmayan diyabette arttig1 bilinmektedir. Diyabtete antioksidan savunma sistemlerinin

degistigini gosteren bir¢ok caligma vardir.

Serbest radikal olusumunun hipergliseminin direkt sonucu oldugunu destekleyen
caligmalarin (51) yan1 sira endotel ve diiz kas hiicreleri yiiksek konsantrasyonda glukoz
iceren ortamda inkiibe edildiginde de serbest radikal olusumunun basladig1 gozlenmistir
(52,53). Hiperglisemi ile oksidatif stres arasinda yakin iliski oldugu goriisii in vivo
caligmalar ile desteklenmistir (54). Hiperglisemi aracili ROS iiretimi baslica {iic¢

mekanizma ile agiklanmaktadir.

1. Glukozun Oto-oksidasyonu: Bir gec¢is elemetinin varliginda glukoz, reaktif
ketoaldehitlere ve siiperoksit anyonuna c¢evrilir. Reaksiyonlar zinciri, siiperoksit
radikalinin hidrojen peroksit iizerinden son derece reaktif olan hidroksil radikali
olusturmasi ile sonuclanir. Hiicre i¢i glukoz oksidasyonu NADH 1 a¢iga ¢ikmasina yol
acar. NADH solunum zincirinde oksidatif fosforilasyon yolu ile ATP iiretimi icin

gerekli enerjiyi saglamak iizere kullanilir. Solunum zincirindeki bu reaksiyon sirasinda
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siiperksit radikali agiga cikar. Yiiksek glukoz konsantrasyonu varliginda bu yolla
siiperoksit radikal iiretimi artar. Mitokondri solunum zinciri baslica hiicre i¢ci ROS
tiretim kaynagidir. Normal solunum zinciri olaylar1 sirasinda siirekli olarak siiperksit
radikali olustugu disiiniilmektedir. Son yillarda yapilan calismalar, diyabetteki
patolojilerin bir¢cogunun artmig mitokondriyal ROS iiretimi ile ilintili oldugunu

gostermektedir (55, 56).

2. Proteinlerin Glikasyonu ve AGE (ilerlemis Glikasyon Son Uriinleri) Olusumu :
Proteinler yiiksek glukoz konsantrasyonlari ile karsilastiklarinda, glukoz bir enzimin
aracilifina gereksinim duymadan proteine baglanarak kontrolsiiz glikasyon
reaksiyonlarina neden olur. Glikasyona ugramis protein, molekiiler oksijene bir elektron
vererek serbest oksijen radikali olusturur (57). Glukoz ve proteinlerin amino gruplari
arasinda kendiliginden gelisen enzimatik olmayan glikasyon reaksiynlar1 yoluyla once
Shiff bazlari, sonrasinda daha stabil olan Amadori {iriinleri olusur. Amadori {iriinlerinin
olusumundan sonra ilerlemis glikasyon {iriinleri (AGE) meydana gelir (58). AGE’ler,
endotelin-1 araciligiyla vazokonstriksiyonu artirarak endotel hasarma yol agtig1 gibi,
kompleks biyokimyasal mekanizmalarla serbest radikal iiretebilme kapasitesine de
sahiptirler. Yine AGE’lerin toksik etkileri arasinda proteinlerin yapilarmi ve
fonksiyonlarin1  degistirebilmeleri, kendi reseptorleri ile  oksidatif  stresi
indiikleyebilmeleri ve sonugta niikleer faktor kapa B (NFkB) gibi redoks duyarh
transkripsiyon faktorlerini aktive etmeleri ve ilgili genleri ekspresyonlarmin artigi
bulunmaktadir (59). Arastirmalar, AGE’lerin reseptor aracili mekanizma ile serbest
radikal iiretimini uyarmasinin yanisira, artmms serbest radikallerin de hiicre i¢i AGE
olusumunu artirdigini gostermektedir (60,61). Giardino ve ark hiicre ici AGE olusumu
ile lipid perksidasyonu arasinda siki bir iligki oldugunu, lipid peroksidasyonunun
Oonlenmesi ile AGE olusumunun da 6nlendigini bildirmislerdir (62). Yapilan ¢aligsmalar,
AGE ve serbest radikallerin protein kinaz C (PKC)’yi aktive ettigini gostermistir.
Aktive olan PKC’nin vaskiiler kan akimini, damar permeabilitesini, hiicre dis1 matriks
bilesenlerni ve hiicre biiyiimesini etkileyerek vaskiiler komplikasyonlarin patogenezinde

rol aldig1 one siiriilmektedir (63-65).

3. Poliol Yol: Yiiksek glukoz konsantrasyonu, poliol yolu ile sorbitol iiretimine neden
olur. Bu yoldaki aldoz rediiktaz enzim aktivitesi icin NADPH kullanildigindan hiicre i¢i
NADPH tiiketilir. Okside glutatyonun rediikte forma cevrilebilmesi ve nitrik oksit
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sentezi icin NADPH gereklidir. Bu nedenle sorbitol yolunun aktif olmas: ve sonucta
NADPH’m yoklugu hiicrenin antioksidan kapasitesinin smirlanmast anlamima
gelmektedir (66). Rediikte glutatyonun ve vazodilatasyonda gorev yapan NO sentezinin
azalmasi1 diyabetin vaskiiler komplikasyonlarinin ortaya c¢ikisinda rol oynar (67).
Vazodilatdr mediatorlerin kayb1 endondronal kan akiminin azalmasina dolayisiyla
endondronal hipoksi veya iskemiye yol agmaktadir. Bu olayin sonucunda ndronal hiicre,

schwann hiicrelerde hasar meydana gelmektedir (68, 69).

Sonug olarak, diyabetik hastalarin uzun siireli yiiksek kan glukoz konsantrasyonlaria

bagl kalmalarinin oksidatif stresi artirabilecegini diisiindiirmektedir.
2.2.5. Lipid Peroksidasyonu

Lipid peroksidasyonu, serbest radikaller tarafindan baglatilan ve zar yapisindaki
doymamis yag asitlerinin oksidasyonunu iceren kimyasal bir olay olarak
tanimlanmaktadir. Hiicre membran lipidleri, viicutta olusan serbest radikallere hedef
yapilardan biridir. Membran yapisinda yer alan fosfolipid, glikolipid, gliserid, sterol
yapisinda yer alan doymamis yag asitlerinin serbest oksijen radikalleri tarafindan
oksitlenerek aldehit, peroksit, alkol, hidroksi yag asitleri, etan ve pentan gibi c¢esitli

iirtinlere yikilmasini igeren reaksiyonlar zincirine lipid peroksidasyonu denir (70).

Peroksidasyonun baslamasi icin demir ve bakir gibi eslesmemis elektronlara sahip olan
gecis metal iyonlarina ihtiyag¢ vardir. Peroksidasyon, serbest radikallerin, doymamis yag
asitlerinin yan zincirindeki metilenik karbonlardan hidrojen atomunu c¢ikarmak igin
yaptiklar1 atakla baslar. SOR’un yaptig1 atak sonucu, zincirdeki karbon (C) atomundan

hidrojen (H) atomunu c¢ikarmasi, C atomu {izerinde paylasilmamis bir elektron
biraktigindan C merkezli radikal (L") olusumuna neden olur. Genellikle fizyoloji
kosullar altinda C merkezli radikalin akibeti, O, ile reaksiyona girerek peroksil.

radikallerini (LOO") iiretmesidir (70, 71).

Peroksi radikalleri, komsu yagli asiti zincirlerine atak yapacak ve hidrojeni ¢ikartacak
kadar reaktiftir. Bu gekilde bagka bir L iiretilir ve boylece zincir reaksiyonlari devam

eder. Yan zincirlerden hidrojen atomunun c¢ikarilmas: ile her defasmnda lipid
hidroperoksitleri (LOOH) ve yeni bir peroksi radikal olusturmaktadir. Peroksidasyon bir
kere basladiktan sonra, otokatalitik olarak yayilabilmekte ve yiizlerce yag asiti zinciri,

lipid hidroperoksitlerine cevrilebilmektedir. Lipid hidroperoksitleri ayni zamanda,
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yiikksek oranda sitotoksik iirtinler olusturmak icin dekompoze olabilirler. Peroksi
radikalleri ve sitotoksik aldehitler, reseptorler ve membrana bagli enzimleri inaktive
ederek membran proteinlerine siddetli hasarlara yol agabilirler. Yayilma zincirinin

uzunlugu bir¢ok faktore baghdir:

1. Membrandaki lipid/protein orani: Membran proteini ile etkilesen radikalin sansi,
membranin protein igerigi arttikca yiikselecektir.

2. Yag asidi bilesimi: Membranda doymamis yag asidi igeriginin artmasi,
peroksidasyona olan duyarliligit  artrmaktadir. Kolesterolin  varhgi ise
peroksidasyonu baskilamaktadir. Membranda kolesteroliin varligi, bazi radikallerin
yollarinin kesilmesine neden olmaktadir.

3. Oksijen konsantrasyonu.

4. Vitamin E gibi zincir reaksiyonlarini kesen antioksidanlarin varlig.

Demir ve bakir iyonlar1 ya da bu iyonlarin fosfat esterleriyle olusturdugu basit selatlari,
hem, hemoglobin ve miyoglobin de iceren bazi demir proteinleri, lipid
hidroperoksitlerini bozarak peroksidasyonu sonlandirmaktadir. Bazunma reaksiyonun
son iiriinleri, etan, pentan gibi hidrokarbon gazlari, ROOH, RCOOH, ROH ve RCHO

gruplarimi i¢eren kisa zincirli yag asitleridir (70, 71).
2.2.6. Biyolojik Sistemlerde Lipid Peroksidasyonunun Sonuclari

Peroksidasyon sonucu agiga c¢ikan iiriinler, membran permeabilitesini ve
mikroviskozitesini onemli Ol¢iide etkilemektedir. Peroksidasyon sonucu olusan kisa
zincirli yag asitleri ve yapisal peroteinlerin oksidasyonu, membran permeabilitesinin

artmasina ve akiskanliginin azalmasina neden olmaktadir (72).

Lipid hidroperoksitleri ve lipid peroksi radikalleri, serbest oksijen radikalleri gibi, ayni

hiicrenin bircok komponentiyle reaksiyona girerek toksik etkiler gosterirler. Bu etkiler:

1. Membrana bagli reseptor ve enzimlerin inaktivasyonuna yol agarlar.

2. Hiicrenin sekretuvar fonksiyonun kaybina neden olurlar.

3. Transmembran iyon gradiyentini bozarlar. Ca** gibi iyonlara karsi non-spesifik
pereabiliteyi artirirlar.

4. Mitokondride oksidatif fosforilasyonu ¢ozerler, mikrozomal enzim aktivitelerinde
degisikliklere yol acarlar, subseliiler organellerin biitiinliigiiniin kaybolmasina neden

olurlar.
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5. Ug ya da daha fazla cift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonu, malondialdehit
(MDA)  olusumu ile  sonu¢lanmaktadir.  Membran  komponentlerinin
polimerizasyonuna, ¢apraz baglanmalarina neden olan MDA, deformabilite, iyon
transportu, enzim aktivitesi ve hiicre ylizeyindeki determinantlarin agregasyonu gibi
ic membranin bazi 6zelliklerini degistirmektedir (72,73).

Lipid peroksidasyonunun bilinen en yaygin son iiriinii olan MDA, ikiden fazla cift

bag tasiyan doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu ile olusmaktadir

Nispeten kiiciik yapis1 ve nonpolar Ozellikte olmasi; MDA’nin biyomolekiillerle
etkilesimini kolaylastirmakta ve basta membranlar olmak {izere, asagida siralanan

yapisal ve fonksiyonel degisikliklere yol agmaktadir:

1. Membran yapisinda bulunan fosfolipid ve proteinlerin polimerizasyonu ve capraz
baglanmasi

2. Membranin permeabilite, deformabilite, akiskanlik gibi 6zelliklerinin degismesi
sonucunda iyon transportunun ve buna bagli olarak intraseliiler iyon dengesinin
bozulmasi

3. Oksidatif hasar nedeniyle enzim aktivitesine sahip bazi membran proteinlerinde
aktivite kayb1

4. Membran yiizeyinde bulunan glikoprotein ve/veya glikolipid yapidaki
determinantlarin agregasyonu.

5. Niikleer membrandan kolayca diffiize olabilmesi nedeniyle DNA ile etkilesimi:
e DNA’nmin nitrojen bazlariyla reaksiyonu sonucunda piirin ve pirimidin

yapilarinin modifikasyonu; ornegin, 8-OH-deoksiguanozin olusumu

e DNA zincirlerinin kirilmasi

MDA bu cok iyi bilinen etkilerinden bagka, sahip oldugu karbonil gruplar1 nedeniyle,
lipoksidasyon reaksiyonlarina da katilabilmektedir. Ekstraseliiler ve/veya intraseliiler
ortamlarda bulunan proteinler, lipoksidasyon reaksiyonlar1 sonucunda, irreversibl

nonenzimatik modifikasyonlara maruz kalirlar.

Biyolojik doku ve sivilarda MDA 6l¢iimii, HPLC, spektrofluorometre, spektrofotometre
gibi yontemlerle yapilabilmekte; bunlarin biiyiik bir kismi, MDA’ nin tiyobarbitiirik asit
(TBA) ile pembe renkli kompleks olusturmasi esasina dayanmaktadir (71-73).
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2.3. NiTRIK OKSIT

1980 yilinda Furchgott ve Zawadzki, tavsan aortasinda vazodilatasyonla iliskili olarak
yaptiklar1 c¢alismalarda, damarlarda asetilkolin tarafindan indiiklenen vaskiiler
relaksasyonun endotel varhigina gereksinim gosterdigini bildirmislerdir (74). Bu
calisma, endotel kaynakli bir faktoriin damarin gevsemesinde rolii olabilecegini
diistindiirmiistiir. Sonradan damar diiz kaslarinda gevsemeye neden olan bu faktor izole
edilmis ve endotel derived relaxing factor (EDRF) adi verilmistir (75). 1987 yilinda
Ignarro ve arkadaslar1 (76) ile Palmer ve arkadaslar1 (77), ayr1 ayri yaptiklari
caligmalarda, EDRF’yi damar endotelinde izole etmisler ve bu yapinin dominant
kismmin nitrik  oksit (NO) oldugunu tespit etmislerdir. Yapilan c¢alismalar
yogunlastik¢a, nitrik oksitin yalnizca damar sistemlerinde degil viicutta daha bir¢ok

sistem ve mekanizmada etkili oldugu ortaya ¢cikmustir.

Nitrik Oksit, bir atom nitrojen ve oksijenden olusmus, ciftlesmemis elektronu bulunan
kiigiik, yiiksiiz bir molekiildiir. Bilindigi gibi, dis orbitallerinde bir ya da daha fazla
eslesmemis elektron iceren atom ya da molekiillere 'radikal' denir. Renksiz ve son
derece toksik bir gaz olan NO serbest radikal yapisinda olmasindan dolay1 yar1 omrii
cok kisadir. NO lipofilik 6zellikte olup, oksijensiz ortamda oldukc¢a stabildir ve suda
erir. Diisiik konsantrasyonlarda iken, ortamda oksijen varliginda dahi stabilitesini
koruyabilen bilinen en diisiik molekiil agirlikh, reaktif (biyoaktif) memeli hiicresi
sekresyon iiriiniidiir. Diisiik konsantrasyonlarda iken NO toksik degildir ve cok 6nemli
fizyolojik islevlerin gerceklesmesinde rol alir (78, 79). Bu karakteristikleri, onu
fizyolojik ve patofizyolojik olaylar1 diizenleyen ideal bir molekiil haline getirir. Bu
sayede NO, oksijen, siiperoksit radikaller ve geciz metalleriyle (demir, bakir, kobalt,
manganez gibi) reaksiyona girer. NO, membranlardan serbestcge difiize olabilir. Yiiksek
derecede reaktif olan NO, renksiz bir molekiil olup oksijen yoklugunda oldukca
stabildir. Dokuda 10-60 saniyelik kisa bir yar1 dmrii vardir; daha sonra nitrite parcalanir

(80).

NO, endotel kaynakli vazodilatasyon, makrofaj kaynakli sitotoksisite, platelet
adhezyonu ve agregasyonunun inhibisyonu, bazal kan akiminin diizenlenmesi,
glomeriiler ve medullar mikrosirkiilasyon gibi bir¢ok fizyolojik olayda rol almasinin

yanisira norotransmitter gibi de etki gdstermektedir (78-80).
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2.3.1 Nitrik Oksit Sentezi

Endotelyum, serebellum, nonadrenerjik, nonkolinerjik sinir hiicreleri, makrofajlar,
notrofiller, bobrek, pulmoner epitel hiicreler, gastrik mukoza ve miyokard gibi bir¢cok
dokuda NO aktivitesi oldugu bildirilmistir. NO, nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi
aracilifiyla L-arjinin’den sentezlenmektedir. NO sentezlenirken NOS disinda molekiiler
oksijen ve dort tane kofaktore ihtiya¢ duyar ve bunlar Hem, FAD (flavin adenin
dinukleotid), FMN (flavin mono niikleotid) ile BH4 (tetrahidrobiyopterin)'dir (80,81).

NOS

L-Arjinin + O, + NADPH , sitrullin + NO + NADP"

NOS’un 3 ayr1 genle iliskili olarak 3 izoformu belirlenmistir; uyarilabilir (inducible)
nitrik oksit sentaz (i-NOS ) ve yapisal (constituve) nitrik oksit sentaz (c-NOS) ’un 2
izoformu. Bu izoformlari hepsi de homologdur (80,81).

1) Yapisal NOS - ¢NOS : Bu izoformun ayiric1 6zelligi aktivitesinin ikinci haberci

**'a bagimli olmasidir. Ozellikle damar endotel hiicreleri, tirogenital sistem

olan Ca
dokulari, santral ve periferik sinir sistemi noronlari, adrenal korteks ve medulla
hiicreleri, trombositler, uterus ve barsak interstiyumunda bulunmaktadir. Hiicre igi
iyonize kalsiyumu artiran her tiirlii etkilesimde, kalsiyumun kalmoduline baglanmasiyla
olusan Ca-Kalmodulin kompleksi ¢cNOS'un aktiflesmesini saglar ve NO sentezlenir.
Ancak kalsiyumu arttiran uyari kesilince, hiicre ici Ca®* da azalmaya baslar ve enzim
aktivitesi ortadan kalkarak NO sentezi durur. Bu yiizden bu izoform, normal biyolojik
sistemlerde diisik miktardaki NO sentezinden sorumludur. NO’yu pikomolar
miktarlarda iiretir. Sonu¢ olarak ¢cNOS ilgili hiicrelerde daima mevcuttur fakat Ca**
diizeyi yiikselinceye kadar inaktif durumdadir. Bu kiiciik miktarlarda ve aralikli olan

NO sentezi, sinyal taginmasindan ve endotel bagimli vazodilatasyondan sorumludur

(80,81).

Yapisal NOS'un nNOS ve eNOS olarak adlandirilan iki izoformu mevcuttur. Sigan ve
domuz serebellumundan saflastirilan nNOS’un dimerik yapida, molekiil agirhigs;
150000-160000 dalton arasinda agirligma sahip ve sitozolik bir protein oldugu, sigir
endotelinden saflastirilan eNOS'un ise membrana bagli, 130000 dalton agirhginda ve
yine dimerik yapida oldugu rapor edilmistir. Ancak eNOS'un aminoterminalinde

nNOS'tan farkli olarak 'myristic asit' bulunur.
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c¢NOS izoenzimlerinin baglica bulunduklari yerler ve etkileri farklidir (80, 81).

I. nNOS kaynakh NO: Esas olarak sinir sisteminde bulunmakla beraber baska
dokularda da tespit edilmistir. Santral sinir sisteminde ndromodiilator olarak gorev
yapar. Bilinen en diisik molekiil agirhkli organik norotransmitterdir. Sinapslarin
sekillenmesine yardimci olur Koku alma, gbrme, agriy: algilama ve hafiza olusmast gibi
islevlerde rol oynar. Periferik sinir sisteminde ise nonadrenerjik nonkolinerjik sistemde
norotransmitter olarak rol oynar. Solunum fonksiyonlarinda, penil ereksiyonda, GiS
(gastrointestinal sistem) motilitesinde, mesane sfinkter islevinde ve tiim dokularin kan

basinglarinin ve akis hizinin diizenlenmesinde rol alir (80-82).

IT) eNOS Kaynakh NO : Diiz kaslarin gevsemesini saglayarak kan basincini, kan akis
hizin1 ve dolayisiyla kalp kasilmasini regiile eder. Trombositlerin, adezyon ve
agregasyonlarin1 inhibe eder Endotel hiicresi ve wvaskiiler diiz kas hiicrelerinde

antiproliferatif etkiye sahiptir (80-82).

2) Uyanlabilir NOS - iNOS: ilk olarak endotoksin ve sitokinler tarafindan uyarilan
makrofaj ve karaciger hiicrelerinde tanimlanmistir. Miirin makrofajlarina ve sican
notrofillerine, gama interferon ve lipopolisakkarit uygulanarak yapilan caligmalarda,
iNOS'un da cNOS gibi dimerik yapida ve sitozolik bir protein oldugu, molekiil
agirhiginin ise 130000 dalton civarinda oldugu bildirilmistir. Bu izoform aktivite icin
Ca*™'a bagimli degildir. iNOS basta makrofajlar (monosit, histiyosit, kupfer hiicreleri
vs.) olmak tizere PMNL (polimorfoniikleer 16kosit)'ler, hepatositler, damar diiz kaslari,
damar endoteli, astrosit ve kondrositler tarafindan iiretilebilir. Enzim indiiklendigi
zaman NO iretimi, yapisal formdaki gibi kisa siirmez, saatlerce hatta giinlerce
nanomolar diizeylerde devam edebilir. Ozellikle non spesifik immiinitede 6nemli rol
oynar. Bakteri, mantar, virlis ve tiimor hiicreleri ile protozoonlara sitotoksik veya
sitostatik etki olusturur. Inflamatuvar ve otoimmiin hastaliklar(transplantin reddsi,
artritis, multipl sklerozis, astim vb.) da rol oynadigi bildirilmistir. iNOS hiicrenin genel
yapisinda mevcut degildir. Ancak hiicrenin bakteriyel iirlinler ve sitokinler ile temasini
takiben, bir¢ok hiicre tipinde tiretimi uyarilir. Bu uyarilma transkripsiyonel indiiksiyon

(enzimi sentezleten mRNA'nin artig1) yoluyla olmaktadir (80-83).
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NOS’un Uyarilmasi : Bu enzim iki sekilde uyarilmaktadir:

1. Yapasal tipe 6zgii olarak: Asetilkolin gibi bir haberci, endotel hiicresi lizerindeki
reseptoriine yapisir ve bu impulsla Ca®* iyon kanallari acilarak, hiicre ici

2+

Ca™ diizeyi yiikselir. Ardindan Ca®* 'un kalmoduline baglanmasiyla olusan
kompleks, yapisal bir enzim olan eNOS 'u uyarir ve L- arginin'den NO ile sitriillin
olusur. Olusan NO, endotelden ¢ikarak komsu diiz kas hiicrelerine girer. Diiz kas
hiicrelerinin sitozolindeki guanilat siklaz hem gurubundaki demire baglanir, onu
aktiflestirir ve GTP'den cGMP olusumunun artmasina neden olur. Artan cGMP ise
diiz kaslarin gevsemesine ve damarlarda vazodilatasyona neden olur Ayrica
c-NOS’un diger bir izoformu olan nNOS da ayni mekanizma ile uyarilmaktadir

(82- 84).

2. Uyanlabilir tipe 0zgii olarak : Burada lipopolisakkaritler ve sitokinler gibi
ajanlarin Ca®* a baglh olmadan NOS’u indiiklemeleri sz konusudur. ilgili hiicrede
onceden NOS yoktur ya da cok azdir. Uyaricilar tarafindan transkripsiyonel olarak
(mRNA) artisiyla enzim indiiklenir ve sonug¢ta NO, amacina uygun islevini
gerceklestirir. Bu sistem 6zellikle makrofajlarda goriilir ve bu tip enzim i-NOS

olarak adlandirilir (82-84).
2.3.2 Nitrik Oksit’in Etki Mekanizmasi

Hiicreleraras1 iletimi saglayan molekiiller (hormonlar, norotransmitterler, biiyiime
faktorleri vb) bu etkilerini daha ¢ok plazma membranindaki spesifik proteinlere
baglanip, hiicre ici cAMP miktarini artirarak gerceklestirirler. Buna karsin NO iiretildigi
hiicreden disar1 ¢ikarak direkt hedef hiicresine yonlenir. Sonucta hedef molekiiliine
baglanarak direkt olarak veya enzim aktivitesini degistirerek amaclanan etkiyi olusturur.
Buna eNOS'un vazodilatasyon, nNOS'un sinaptik transmisyon ve makrofaj iNOS'unun
savunmayla ilgili etkileri ornek olarak verilebilir. NO'in karakterize edilmis en onemli
hedef molekiilleri; demir, kiikiirt ve oksijen tiirevi yapilardir. Makrofajlardaki NO,
timOr hiicresi ve mikroorganizmalardaki Fe-S tasiyan enzimleri nitrolayarak
antimikrobiyal ve antitiimoral sitotoksik etki gosterir. Ayni mekanizmayla MET
(mitokondriyal elektron transport sistemi) zinciri enzimlerinin aktivitesini de azaltir.
Ayrica NO, tiimor hiicresindeki riboniikleotid rediiktazi inhibe ederek DNA sentezini
engeller. NO ferritinle reaksiyona girerek serbest demir salmimina yol acgabilir ve bu

serbest demir ise lipid peroksidasyonunu baslatabilir. NO'nun bir diger hedefi siilfhidril
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(-S-H) grubudur. S-H ile reaksiyona girerek S- nitrozilasyon yapabilir ve plazminojen
aktivatorii gibi baz1 fonksiyonlarini artirabilir. NO'in 6nemli bir hedefi de bir oksijen
radikali olan siiperoksit (02") molekiiliidiir. Bu ikisinin (NO ve O2") tepkimesiyle
olupan peroksinitrit (ONOQ")' den, nitrojen dioksit (NO,) ile hidroksil (OH") radikali
olupabilir. Yine NO'in lipidler iizerine olan etkisiyle lipid peroksidasyonu baplatilir ve

cesitli peroksitler iiretilebilir (83, 84).

En iyi karakterize edilen NO reseptorii, hem grubu olarak ya da demir-siilfiir kompleksi
olarak bazi proteinlerin yapisinda da yer alan demirdir. NO, kimi etkilerini demir iceren
enzimlere baglanarak gosterir. NO, guanilat siklazin hem grubu icindeki demire
baglaninca guanilat siklaz aktive olur ve siklik guanozin monofostaf (cGMP) meydana

gelir. cGMP’deki artis, diger hiicresel siirecleri aktive eder (81).

Fizyoloji degisimde iiretilen NO, esas olarak oksihemoglobin tarafindan nitrata (NO3")
oksitlenerek aktivitesi sonlandirilir. Oksijen radikallerindeki durumun aksine, nitrik
oksiti ortamdan temizleyen herhangi bir 6zel enzim yoktur. Aerobik ortamda NO stabil

degildir (81).
2.3.3. NOS inhibitorleri

NO sentezini katalizleyen enzim olan NOS tamimlanip L-argininden NO sentez yolu
aydinlatilmaya calisilirken L-arjinin analoglarinin bu yolu inhibe ettigi goriilmiistiir.
NOS inhibitorii olarak etkileri ilk gbzlenen L-arjinin analogu, Nmonometil- L-arjinindir
(L-NMMA). L-arjinin amino asidin yapisina ¢esitli gruplar dahil edilerek degisik L-
arjinin anologlar1 olusturulmustur . L-NMMA disinda, N-nitro- L-arjinin (L-NA), N-
amino-L-arjinin (L-NNA), N-nitro-L-arjinin-metil ester (L-NAME) ve N-iminoetil-L-
ornitin (L-NIO) diger L-arjinin analoglarindan bazilaridir . NO sentezini inhibe eden L-
arjinin anologlarindan L-NIO sadece konstitiitif izoformlara etki ederken, L-NNA, L-
NA, L-NMMA ve L-NAME hem yapisal hem de indiiklenebilen NOS izoformlarmi
inhibe eder. L-NIO’nun inhibisyon etkisi en giicliidiir ve bunu geri doniisiimsiiz olarak
yapar. L-NMMA’nm etkisi geri doniisiimliidiir ve etki giicii agisindan L-NIO’dan zayif,
L-NAME ve L-NA’dan giicliidiir. Ilging olarak NOS’un bir inhibitorii olan asimetrik
dimetil-L-arjinin (L-ADMA) ve L-NMMA insan plazmasi ve idrarinda bulunmaktadir.
Plazmada bu bilesiklerin artmasi, bazi hastaliklarin patofizyolojisine katkida bulunabilir

(81, 85).



22

2.3.4 Nitrik Oksit ve Diyabet

Diyabet'in  kronik komplikasyonlarindan olan vaskiiler lezyonlarin (mikro ve
makroanjiopati) gelismesinden, en azindan kismen de olsa NO yetersizliginin sorumlu
oldugu soylenebilir. Mikroanjiyopatide azalmis NO konsantrasyonlarma bagl olarak
arter genislemesinin azaldig1 bircok arastirmayla gosterilmistir. Onceleri fonksiyonu
bozulan endotelin, tek basina azalan NO'dan sorumlu oldugu diisiiniilmekteydi. Son
arastirmalarda azalan NO'e ilave olarak, diyabetik hastalarda artan siiperoksit
radikallerinin, NO'nun biiyilk kismini bloke ettigi (NO-'yu ONOO-'e doniistiirerek)
tespit edilmistir. Bazi arastiricilar Tip 1 diyabetin etyolojisinde NO’nun yer
alabilecegine dair bir mekanizma ileri siirmiislerdir. Buna gore otoimmiin bir nedenle
aktive olmus makrofajlar, biiylik miktarlarda NO salgilatarak pankreasin adacik
hiicrelerini hasara ugratmaktadirlar. Yiiksek konsantrasyonlardaki NO sitotoksik etkiye
sahiptir. Bu 6zelligi hayvanlardaki deneysel diyabet modelleri {izerinde incelenmis ve
NOS inhibitorleri uygulanarak pankreastaki hasarlanmanin azaltildig1 rapor edilmistir

(52, 86-88)

Diyabette NO seviyesinin azalmasiin nedenlerinden biri NOS substrati olan plazma
arjinin konstanrasyonunun azalmasi sonucu NOS’un inhibisyonu ve NOS aktivitesinin
azalmasi ve bu nedenle de NO sentezinin azalmasi olabilir. NO’nun hiicre i¢i mediatorii
olan cGMP’deki azalma da plazma NO konsantrasyonunun azalmasindan sorumlu

tutulmaktadir (89)

Bitar ve ark (90), yaptiklar1 bir ¢alismada diyabetli sicanlarda eNOS iiretiminin artmis
oldugunu fakat NO biyorarliliginin azaldigin1 bulmuslardir. Burada, NO yikimindaki
artigin, artmus O, miktarindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. (90). Bu durumda,
eNOS enzim sisteminin diyabetik damarlarda oksidatif stres tarafindan olusturulan
endotel fonksiyon bozuklugunda denge olusturmak amaciyla arttigi, NO iiretiminde
meydana gelen artisin da asir1 O, tarafindan NO biyoyararliliginin azaltilmasiyla bloke

edildigi sonucu ortaya ¢ikmaktadir (91).
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2.4 KARNOZIN (B-alanil-L-histidin)

Ik kez Gulewitsch ve Amiradzibi isimli Rus bilimadamlari tarafindan, 1900 yilinda et
ekstraktlarindan izole edilen karnozin, viicutta endojen olarak sentezlenen histidin
tiirevi, multifonksiyonel bir dipeptiddir. Ozellikle beyin, iskelet, kalp kasi gibi
uyarilabilen dokularda yiiksek konsantrasyonlarda bulunmakla birlikte (92), lens, mide
ve bobrekte de yaygin olarak bulunmaktadir. Karnozinle ilgili pek ¢ok calisma ve teori
olmasina ragmen, karnozinin biyolojik etkileri hala gizemini korumaktadir. Simdiye dek
yapilan c¢aligsmalarda viicutta, antioksidan, tampon, immiin sistem gii¢lendirici ve

norotransmitter olarak etki ettigi gosterilmistir (93).
2.4.1. Kimyasal Yapisi

Karnozin, B-alanil-L-histidinden olusan basit bir dipeptiddir. B-alanilin karboksil grubu
histidinin amino grubu ile amid bagi ile baglanir. Karnozin, suda ¢oziinebilen bir
fizyolojik dipeptiddir ve homokarnozin (y-amino-biitiril-histidin, GABA-histidin),
anserin (B-alanil-L-metilhistidin) gibi aminoagcil histidin dipeptidlerin en basit iiyesidir

(94).
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Sekill 2.1. Karnozin ve diger aminoagil histidin dipeptidlerinin yapisi

Karnozin, iskelet kas1 ve beyin gibi uyarilabilir, boliinmeyen ve uzun 6miirlii dokularda

20 mM gibi yiiksek konsantrasyonlarda bulunur (94).
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2.4.2 Sentez ve Yikimi

Karnozin, karnozin sentetaz (EC 6.3.2.11) enzimi tarafindan B-alanin ve L-histidin
amino asitlerinden sentezlenir. Karnozin sentetaz enzimi %98 sitozolik aktiviteye
sahiptir. Protein yapisina girmeyen [-alanin, urasilin karacigerde yikimi ile olusur.
Karnozini, sadece [B-alanini hiicre icine tasiyan transport sistemine sahip hiicreler
sentezleyebilir. Genis bir substrat Ozgiilligiine sahip karnozin sentetazin sitozolde
bulundugu ve farkli dokularda tiim aminoacil histidin dipeptidlerini sentezleyebildigi

bilinmektedir (94).

karmozin sen(te)taz
beta-alanin + L-histidin + ATP » [ karnozin [+ AMP + PP,

ITRANERAN

masil

Sekil 2.2. Karnozinin sentez ve yikimi

Doku karnozin diizeyleri, asetilasyon, metilasyon ve hidroliz reaksiyonlar1 ile kontrol
edilmektedir. Karnozinin asetilasyonu veya metilasyonuyla, sirasiyla, N-asetil karnozin
veya anserin olusmaktadir. o—peptidleri hidroliz eden peptidazlara karsi direngli olan
karnozinin yikimi “karnozinaz” enziminin 2 izoformu tarafindan saglanmaktadir. Bu
izoformlar doku karnozinaz (aminoagil-histidin dipeptidaz EC 3.4.13.3) veya serum
karnozinaz (fB-ala-his dipeptidaz EC 3.4.13.20)’dwr. Farkli gen iiriinleri olan bu
enzimlerin sadece dagilimi degil aktiviteleri de farklilik gosterir. Uygun sartlarda bu iki
izoform da karnozini hidroliz ederken; homokarnozine karsi sadece serum karnozinazi
hidrolitik aktivite gosterir. Karnozinaz, alt iiniteleri birbirine bir veya daha fazla disiilfid
bagiyla baglanmig bir dimerdir. Fizyolojik sartlarda, karnozinazin beyinde
homokarnozinin, dolagimda da karnozin ve anserinin yikilmasindan sorumlu oldugu 6ne

stiriilmiistiir (95, 96).

Sitozolik bir enzim olan doku karnozinaz, B-alanil-histidin dipeptidaz, x-his dipeptidaz
ve xaa-his dipeptidaz olarak da adlandirilir. Enzim, 1949 yilinda Hanson ve Smith
tarafindan kesfedilmistir. Insanlarda karaciger, bobrek ve dalakta bulunmaktadir.
Karnozinaz aktivitesinin yagsla birlikte yiikseldigi; 10 aydan kii¢iik cocuklarda ¢ok az ya

da tespit edilemeyen diizeylerde oldugu; 15 yasma kadar aktivitenin giderek arttigi ve
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yetiskin diizeyine ulastig1 belirtilmistir. Yapilan ¢caligmalarda, parkinson, multipl skleroz
ve serebrovaskiiler hastaliklarda serum karnozinaz konsantrasyonlarinmn azaldigi

bildirilmistir (95, 96).

Karnozinin hidroliziyle histidin ve B-alanin olusur. B-alanin koenzim A (CoA)’nin
vazgecilmez bir parcasi olup pirimidin yikiminin sonucunda olusur. B-alaninin kollajen

sentezini artirici bir role sahip oldugu diisiiniilmektedir (96).

Doku karnozin diizeylerinin diyetten etkilendigi, histidinden fakir diyetle beslenen
ratlarda doku karnozin seviyelerinin diistiigii, diyete histidin eklenmesiyle de diisen
karnozin seviyelerinin arttig1r bildirilmistir (97). Birlikte karnozin ve E vitamini
kullanimi, tek basina verilen E vitaminine gore, karaciger ve kalpte E vitamini ve
karacigerde karnozin seviyelerinin yiikselmesine yol agmaktadir. Kas dokusu karnozin

seviyeleri; aclik, enfeksiyon, travma ve soktan sonra diismektedir.
2.4.3 Karnozinin Biyolojik Etkileri

Son yillarda karnozinle ilgili yapilan arastirmalar, karnozinin, hiicreleri oksidatif stres
hasarma kars1 koruyucu etkisinden baska, kiiltiire edilmis hiicrelerin yasam siiresini
uzattii, yash hiicreleri genglestirdigi, hiicreleri hipoklorit, MDA ve amiloid peptidin
toksik etkilerine kars1 korudugu, proteinlerin ve DNA’nin glikasyonunu inhibe ettigi ve
hiicresel homeostazisinin korunmasina yardimci oldugunu gostermistir

Karnozinin biyolojik fonksiyonlar1 kisaca asagida yazildigi sekilde 6zetlenebilir:

v' Kas aktivitesinde artan laktik asiti notralize ederek, hiicre i¢i pH nin diismesini
Onleyen tampon etKkisi,

v’ Pluripotent antioksidan aktivitesi (ROS’lar1 inaktive etme, HO", Oy, 102 ve HOCI

gibi SOR tiirevlerini yakalama),

Proteinlerin ¢apraz baglanma reaksiyonlarini, glikasyonu ve karbonilasyonu 6nleme,

norotransmitter olarak etki etme,

metal salatorlerine karsi koruma,

Proinflamatuar ve karsinojenik sitokinleri baskilama,

Hiicre ici iyonize Ca®* diizeylerini artirarak, kalp kasi kontraktilitesini artirma,

Insan nétrofillerinin interlokin-1p iiretimini artirma ve apopitozu dnleme,

AN N NN Y N N

Transforme hiicreleri 6ldiirerek antikanserojen etki gosterme (98-105).
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2.4.4 Antioksidan Olarak Karnozin

Karnozinin, hidroksil, siiperoksit radikal ve singlet molekiiler oksijeni temzleyici
ozelligi vardir (95, 106-108). Suda ¢oziinme Ozelliginden dolayr karnozin, gecis
metalleri ve oksijen radikalleri gibi suda ¢oziinen oksidasyon molekiillerinin yiiksek
konsantrasyonda bulundugu sitozolik cevrede antioksidan 6zelligini gostermektedir.
Bircok ¢alismada karnozinin hem doku hem de organel diizeyinde hiicre membranlarini
peroksidasyona karsi korudugu gosterilmistir. Bu da karnozinin, oksidatif hasara karsi
hiicrenin korumasinda a-tokoferol gibi lipidde ¢oziinen antioksidanlara karsilik olarak

suda ¢oziinen antioksidan savunma sistemini temsil ettigi sonucunu dogurmaktadir (94).

Membran koruyucu o6zelligi : Karnozin hiicre membrani1 koruyucu ve stabilize edici
bir antioksidandir. Suda ¢oOziinebilen serbest radikalleri temizlerken hiicre
membranlarim1  da lipid peroksidasyonuna karst korur. Sarkoplazmik retikulum
mebmran fragmentleriyle yapilan c¢alismalarda lipid peroksidasyonu sonucu Ca-
ATPaz’in inhibisyonunun karnozin tarafindan inhibe edildigi ya da azaltildig1 sonucu
ortaya c¢ikmistir. Gene karnozin ilave edilen reaksiyon karigimlarinda karnozinin

malondialdehit konsantrasyonunu azalttig1 bulunmustur (93).

Beyinde de oksidatif hasarin en 6nemli kaynagi beyin hiicrelerinin membranlarinda
bulunan doymamis yag asitlerinin oksidasyonudur. Bu reaksiyon zincir seklinde
yayilarak oksidatif hasarin yayilmasina ve yiiksek Ol¢iide norotoksik yan iiriinlerin
olusumuna neden olur. Yapilan c¢alismalarda, karnozinin beyin hiicrelerini lipid
peroksidasyonuna karsi korudugu gosterilmistir (105). Bu calismada karnozin
uygulanan farenin beyin ve kan lipid peroksidasyonu iiriinleri, karnozin uygulanmamis
fareden % 85 daha az bulunmustur. Ayn1 zamanda beyin SOD (siiperoksit dismutaz )
aktiviteleri 6 kat daha fazla bulunmustur. Beyinde yiiksek seviyelerde bulunan karnozin,
eksitotoksisiteye, bakir ve cinko toksisitesine, protein ¢apraz baglanmasina ve protein
glikasyonuna ve oOzellikle de hiicre membranlarinin oksidasyonuna karsi dogal bir

koruma olusturmaktadir.

Bircok antioksidan (Vitamin E ve C gibi) serbest radikallerin viicuda girmesinin
engellenmesinde etkilidir fakat bu agsamadan sonra etkisizdir. Karnozin sadece serbest
radikallerin doku ve hiicrelere girmesinin engellenmesinde degil ayn1 zamanda serbest
radikallerin reaksiyonlariyla olusan tehlikeli bilesiklere karsi da etkilidir. Boylelikle

dokular: ikinci bir tehlikeden korumaktadir. Ornegin yiiksek derecede bir reaktif olan
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lipid peroksidasyonu son iiriinii MDA karnozin tarafindan bloke edilmektedir. MDA
kontrolsiiz birakildiginda lipidlere, enzimlere ve DNA’ya hasar verir ve aterosklerozis
ve katarakt olusumunda, inflamasyonda ve yaslanmada rol oynar. Karnozin, MDA ile
etkilesime girerek MDA’y1 inaktiflestirir ve boylece proteinlerdeki amino asitleri korur.
Karnozinin antioksidan 6zelligi de TBARS (thiobarbituric acid reactive substances)

konsantrasyonunu azaltmaktir (105, 106).

Karnozin, kiiltiire edilmis sican beyin endotel hiicrelerini MDA toksisitesine, insan
lenfositlerini ve fibroblastlarini asetaldehit ve formaldehite karsi, kiiltiire edilmis insan
fibroblastlarin1 ise olusan AGE’lere karsi korumaktadir. Karnozin, aym1 zamanda
kiiltiire edilmis insan fibroblastlarinin maksimum hiicre boliinme kapasitesini artirarak

olgun hiicreleri geng hiicrelere doniistiiren birkac ajandan biridir (98, 99).
2.4.5 Karnozinin Glikasyon Onleyici Ozelligi

Her saniye, glikasyon adi verilen yikici siire¢ viicudun heryerinde olusmaktadir.
Glikasyon, protein molekiiliiniin glukoz molekiiliine baglanarak hasarli, fonksiyon
gormeyen yapilar olusturmasidir. Glikasyon, protein yapisimi degistirir ve biyolojik
aktivitesini azaltir. Katarakt, norolojik bozukluklar, ateroskleroz gibi yasla ilgili bircok

hastalikta glikasyonun rolii vardir.

Glikoz, glikasyon i¢in yakit gorevi yapar; protein/glikoz kombinasyonu AGE ’lerin
olusumuna yol acar. AGE’ler bir kez olustuktan sonra komsu proteinlerle etkilesime
girerek proteinler arasinda capraz baglantilar olusumuna yol agar. Hicbir molekiiliin
proteinler iizerinde AGE’ler kadar toksik etkisi olmadigi sonucuna varilmistir. AGE’ler
hiicrelerdeki RAGE isimli reseptorlerine baglanarak intraseliiler oksidatif stresi
indiiklerler. AGE’lerin yarattigi sonuclardan biri de viicut serbest radikal iiretiminin
yaklasik 50 misli kadar artmasidir. AGE’ler proteinlerin, DNA ve lipidlerin yapilarini
bozmakta, kimyasal 6zelliklerini degistirmektedirler (103, 104).

AGE’ler yaglanma siirecini hizlandirir ve dejeneratif hastaliklarin olusum siirecini
tetikler. AGE’ler olustuktan sonra dokular esnekliklerini kaybederler ve organ
sistemleri dejenere olur. Aterosklerozis, katarakt, Alzheimer ve deri elastikiyetinin

kayboldugu durumlarda AGE’lerin olustugu gozlenmektedir (59,109).

Yapilan caligmalarda karnozinin etkili ve giivenli dogal anti-glikasyon ajani oldugu,

protein glikasyonunu ve AGE olusumunu 6nledigi sonucuna ulasilmistir. Karnozin



28

sadece AGE olusumun Onlemekle kalmaz, proteinleri de hali hazirda olugsmus olan
AGE’lerin toksik etkisinden korur. Karnozinin, protein hasarini diger saglikl
proteinlere ulasmadan durdurabildigi gosterilmistir. Glikasyona ugramis proteinlerden

karbonil gruplarini uzaklastirabildigi gosterilmistir (104).

Diyabet gibi viicutta AGE iiretiminin yiiksek oldugu kosullarda arterler, lens, retina,
periferik sinir hiicreleri ve bobrekler tehlike altindadir. AGE’lerin, diyabette yaygin
olarak goriilen kataraktin olusumunda da glikasyonda ©nemli rolii oldugu
diistiniilmektedir. Karnozin, anti-glikasyon etkisinden dolay1 katarakt, noropati,
aterosklerozis ve bobrek yetmezligi gibi diyabetin komplikasyonlarina karsi koruyucu

ya da tedavi amach kullanilabilir (109).
2.4.6. Karnozinin Karbonilasyonu Onleyici Ozelligi

Viicudumuz biiyiilk oranda proteinlerden olusmustur. Viicut antioksidan sistemimiz
proteinleri tamamen korumakta yetersizdir; yaslanmayla birlikte proteinler de
oksidasyon, glikasyon ve karbonilasyon gibi yikici siireclerden gecerler. Karbo
gruplarmin  proteinlere  eklenerek  proteinlerin  parcalanmasma  (proteolizis)
karbonilasyon adi verilmektedir. Karnozin karbonil grubuyla reaksiyona girmekte ve
protein-karbonil-karnozin bilesimi olusmakta ve bu da proteinleri denaturasyondan

korumaktadir (104, 105, 109).
2.4.7. Karnozinin Anti-aging EtKkisi

Karnozinin yasl hiicreleri iyilestirme genclestirme (yash hiicreleri saglikli hiicrelere
doniistiirme)  yetenegi  vardir. Karnozin ¢alisilana kadar yashh  hiicrelerin
genglestirilemeyecegi diisiiniiliiyordu. Karnozin, kiiltiire edilmis insan fibroblast
hiicrelerinin yasam siiresini uzatir, transforme olan hiicreleri oldiiriir ve aldehitlere,
protein glikasyonuna ve DNA/protein ¢apraz baglanmasina kars1 koruma saglar. Deri,
viicudun en genis orgamidir ve yaslanmanin viicutta en belirgin oldugu yerdir.
Karnozinin, deri hiicrelerinde (fibroblastlar) meydana gelen yaslanma belirtilerini geri
doniistiiriicii ve bu hiicrelerin yasam siiresini uzatici etkisi vardir. Karnozin bu etkiyi
telomeraz kisalma siirecini kisaltarak ve DNA hasarin1 inhibe ederek yapmaktadir.
Hayflick limitine ulasmis fibroblastlarin karnozin iceren medyuma kondugunda bu
hiicrelerin yeniden bdoliinme kapasitesi kazandiklar1 goriilmiistiir. Karnozin ayni

zamanda medyumdaki hiicrelerin yasam siiresini de uzatmaktadir (94-96).
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2.4.8. Sporda Karnozinin Rolii

Rus bilimadami E.S Severin 1953’te karnozinin iskelet kaslarmin, egzersizde olusan
yiiksek oranda laktik asit birikimine karg: etkili bir tamponlayici olarak gorev yaptigimi
bulmustur. Kaslarda laktik asit birikimi oldugu zaman pH diiser ve kaslarimiz yorulur.
Karnozin uygulandiginda ise kas tamamen diizelir sanki hi¢ laktik asit birikkmemiscesine

kasilir. Bu etkiye “Severin Fenomeni” adi1 verilmektedir.

Kas karnozin konsantrasyonu yasla birlikte azalir. Ayn1 zamanda kas dayaniklilig1 ve
kas giicii de yasla birlikte azalir. 10 yasindan 70 yasma gelene kadar kastaki karnozin
seviyesi %63 oraninda geriler ki bu kaslarda yasa bagiml kiitle ve fonksiyon kaybindan
sorumlu tutulmaktadir (111). Karnozin uygulamasi kas karnozin konsantrasyonunu
yenilemekte, kas dayanikliligini ve giiclinii artirmaktadir. Karnozin, kaslarda
sarkoplazmik retikulumdaki kalsiyim pompasmin fonksiyonuna da yardimci olarak
kalsiyum kanallarmi acik tutar. Karnozin eksikliginde pompa aktivitesi azalir ve
kanallar kapanir. Asiditenin etkisiyle lipid perksidasyonu ve MDA birikimi gerceklesir.
Karnozin biitiin bu zararh reaksiyonlarla savasmada yardimci olur, asidik kosullarda kas
hiicre membranlarin1 oksidasyondan korur ve sporda ideal bir fizyolojik takviye gibi
gozilkkmektedir. Sporda ve viicut gelistirmede karnozin, fiziksel egzersiz esnasinda
olusan lipid peroksidasyonu sonucu meydana gelen reaktiflerin detoksifikasyonunda rol
oynamaktadir. Karnozin, kalp kasinin da daha efektif ¢calismasinda onemlidir. Karnozin,
kas dayanmikliligini ve giiclinii artirarak ve egzersizden sonra iyilesme siirecini

hizlandirarak iskelet kaslarini incinmeye karsi korumaktadir (111).
2.4.9. Karnozinin Kas Hastaliklarindaki Onemi

Kisi 20 yasindan 70 yasina gelinceye kadar kas kiitlesi %20 oraninda azalir ve ayni
zamanda kas giicii ve dayaniklilig1 da azalir. Yas arttik¢a karnozin konsantrasyonu ve
antioksidan etkisi de azalir. Karnozindeki bu belirgin azalmanin nedeni kas kiitlesi,

yapis1 ve dayanikliligindaki yasa bagimli azalma olabilir.

Aktif, giiclii ve hizli kas lifleri fazla miktarda karnozin igerirken, zayif, atrofiye olmus
lifler az karnozin igerir. Yapilan arastirmada karnozin uygulamasmin yorgun kaslarin
giiciinii ve dayanikliligimi artirdigir gosterilmistir. Karnozin ayni1 zamanda cesitli

noromiiskiiler hastaliklarin tedavisinde de kullanilmaktadir. Her ne kadar karnozin
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uygulamast bu hastaliklar1 iyilestirmese de, oksidatif stresi durdurmakta, kas

kontraktilitesini artirmakta ve kasa giic ve dayaniklilik saglamaktadir (94,101).
2.4.10. Kardiyovaskiiler Hastaliklarda Karnozinin EtKisi

Saglikl kalp kas: (miyokardiyum) dogal olarak karnozin icerir. Karnozin takviyesi de
kalp kasi giiclini ve dayamkliligini %30 oraninda artirir. Miyokar hiicrelerinin
kontraktilitesindeki bozulma iskemik kalp hastaliklarindaki en sik rastlanan oliim
nedenlerinden biridir. Yapilan farmakolojik bir c¢alismaya gore, karnozin, hipoksi
esnasinda miyokard kontraktilitesini onemli Olciide artirmaktadir. Karnozinin kalp ve

kan damarlari iizerinde ¢ok sayida faydal etkileri vardir:

e Kas kontraksiyon giiciinii artirir

* Artmis kan basincini diistiriir

e Hipoksi ya da iskemide goriilen oksijen yetmezligine kars1 korur

e LDL kolesterol oksidasyonundan ve aterosklerozis olusumundan korur.

e Miyokard hiicrelerinin intraseliiler pH’1n1 diizenler (94,95,101).
2.4.11. Kronik Beyin Hastaliklarinda Karnozin’in Iyilestirici Etkisi

Alzheimer, parkinson, epilepsi, depresyon ve sizofren gibi kronik beyin hastaliklarinda
artmis olan oksidatif stres fosfolipaz A2 (PLA2) enziminin aktivitesini ve boylece
membranlardaki yag asiti yikimini artirir. Karnozin, biitiin bu zararh reaksiyonlara karsi
koruyucu rol iistlenir. Norotransmitter, antikonviilzan ve salator olarak etki eder (112).
Ayn1 zamanda bu hastaliklarda beyinde karbonilasyondan dolay1 hasar da olmaktadir.
Karnozin bu reaksiyonlara karsi etkili bir savunma olusturur (113). Ayn1 zamanda
Alzheimer hastalarinin beyninde asir1 miktarda bakir ve ¢inko gibi metal iyonu birikimi
olmkatadir. Karnozinin bakir, ¢inko ve diger metal iyonlar1 selate ederek viicuttan

uzaklastirici etkisi vardir (109).

Alzheimer ve Parkinson hastalifinda glokom olusumu olabilir. Bu olusum, viicutta
armis olan oksidatif stres, glikasyon, AGE olusumu ve karbonilasyon sonucu olabilir.
Karnozin, biitiin bu siiregleri inhibe ettigi i¢in bu hastaliklar i¢cin kullanilabilecek iyi bir
takviye edici olabilir. Dolayisiyla norolojik ve psikiyatrik hastaliklara karsi ¢ok yonlii
bir néroprotektan olarak etki etmektedir (109).
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2.4.12. Felcte Karnozinin Tyilestirici Etkisi

Yapilan hayvan ¢alismalari, karnozinin beyin hiicrelerini fel¢ esnasinda olusan iskemiye
kars1 korudugunu gostermistir. Calismada, iskemik hasar olusan hayvanlarda %67
oraninda 6liim goziiktiigl, karnozin uygulanmis olan hayvanlarda ise 6liim oranmin %
30’a indigi gozlenmistir (104). Gene benzer baska bir calismada iskemik atak
sonrasinda olusan Olim oranmn %55°ten %17’ye indigi gozlenmistir (114,115).
Aragstiricilar, karnozinin felce karst 6nemli koruyucu rolleri oldugunu ileri stirmiislerdir

(116).
2.4.13. Diyabet ve Komplikasyonlarinda Karnozinin Tedavideki Rolii

Diyabetli bir hasta idrariyla birlikte fazla miktarda seker, protein (arjinin ve taurin gibi
amino aistler) ve magnezyum atar. Diyabette glikasyon arttig1 icin diyabetli hastalarin
arterleri sertlesmeye baslar. Bu nedenledir ki diyabetli hastalarda aterosklerozis,
miyokardial enfarktiis ve sok sik goriiliir. Karnozin, diyabette sik olarak goriilen
kataraktin en 6nemli sebeplerinden biri olan AGE’lerin olusumunu da inhibe etmekle
kalmaz, ayn1 zamanda normal proteinleri de hali hazirda olusmus olan AGE’lerin toksik
etkilerine kars1 korur. Karnozinin, otonom sinir sisteminde H3 reseptorleri yoluyla kan
glukoz seviyesini diizenledigi bilinmektedir. Yapilan hayvan deneylerinde, viicutlarinda
az miktarda karnozin bulunan hamile sicanlarin diyabetik yavru meydana getirme
riskleri yliksek bulunmustur. Bu veri de karnozinin fotal glukoz toleransini artirdigini
seklinde aciklanmistir. Boylelikle karnozin diyabetik anneler i¢in iyi bir besin takviyesi
olabilir. Karnozin, kalp hastaliklari, fel¢, periferde arter sertlesmesi, bobrek ve goz
problemleri gibi birtakim komplikasyonlarin riskini azalttig1 icin diyabetli hastalar i¢in

Onerilen bir diyet takviyesidir (104, 105, 117).
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2.4.14. Karnozinin Diger Ozellikleri

Aclik, enjeksiyon, travma ve soktan sonra kas dokusunda karnozin seviyelerinin
diistiigii gozlenmistir. Karnozin uygulamasi kardiyak kontraktiliteyi artirir, miyosit
serbest intraseliiler kalsiyum seviyelerini artirir, sarkoplazmik retikulumdan kalsiyum
salmimini artirir ve kontraktil proteinlerin kalsiyuma hassasiyetlerini artirir (101). Bu
durum, karnozinin intraseliiler kalsiyum seviyesi ve kontraktiliteyi diizenleyici etkileri

oldugunu diisiindiirmektedir.

Karnozinin insan notrofil fonksiyonlar1 iizerindeki rolii, interlokin-1p iiretimi ve
apoptozis ile ilgili caligmalarla test edilmistir. Karnozinin, interlokin-1 iiretimini
artirdig1 ve apoptizisi inhibe ettigi gosterilmistir ki bu da karnozinin notrofillerde

immiin cevabi diizenleyici bir rolii olabilecegini gostermistir (102).

Normal diploid insan hiicrelerinin yiiksek konsantrasyonda karnozin bulunan ortamda
biiyliyebildikleri, bunun da o6tesinde karnozin uygulamasinin bu hiicrelerde yasam
siresini uzattig1 ve yaghilik belirtilerinin ortaya c¢ikmasmi geciktirdigi gozlenmistir

(118).
2.5. KANIN REOLOJIK OZELLIKLERIi

Deformabiliteyi ve kan akimini etkileyen tiim ozellikler, reolojik ©Ozellikler olarak
adlandirilir. Hangi kuvvetlerin uygulanmasi durumunda, deformabilite ve kan akiminin
nasil degisecegi ile ilgilenen bilime de reoloji adi verilir. Ismi Yunanca “akim”
anlamina gelen “rheo”‘dan gelir. Prensip olarak reoloji, akim davraniglariyl ilgili olan
herseyi icerir. Kanin reolojik 6zellikleri, kanin kompozisyonuna ve akim kosullarina
baghdir. Kanin kompozisyonu, hematokrit degeri, plazma viskozitesi, eritrositlerin

agregasyon ve deformabilite 6zellikleriyle yakin iliskilidir (119).

Hemoreoloji terimi ilk defa 1952°de A.L. Copley tarafindan bilim diinyasina
tanitilmistir  (119). Hemoreoloji, makroskobik, mikroskobik ve submikroskobik
acilardan kandaki hiicresel komponentlerin deformabilite ve akim ozellikleriyle ve de
kanla direkt olarak temas halinde bulunan damar yapismin reolojik oOzellikleriyle
ilgilidir. 1966’da bu tanim A.L. Copley ve G.Seaman tarafindan genisletilmis ve

hemoreoloji; kan ve kan damarlarmin, canli organizmalarn bir pargasi olarak nasil
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fonksiyon gordiiklerini ve nasil bir etkilesim icinde olduklarmi arastiran bir bilim dali

olarak tanimlanmustir (120, 121).

Basta eritrositler olmak iizere, hiicrelerin plazma icindeki varligi kan viskozitesini
artirir. Hiicreler icinde oransal olarak en biiyiik degeri, eritrositler alir. Dolasimdaki her
1000 eritrosite (5mi1yon/mm3) karsilik, yalnizca 1 Ilokosit (5000-8000/mm’) ve
yaklasik 60 trombosit (250.000—300.000/mm3) vardir. Bu nedenle, kanin reolojik
davraniglarin1 6zellikle eritrositlerin belirledigi kabul edilebilir. Agregasyon ve
deformabilite, eritrositlerin kan akim karakterini etkileyen iki 6zelligidir. Diisiik akim
hizlarinda meydana gelen agregasyon, kan viskozitesini artirir. Yiiksek akim hizlarinda

ise, eritrositlerin deformabilite yetenegi sayesinde kan viskozitesi azalir (122, 123).
2.5.1. Eritrositlerin Deformabilite Ozelligi

Olgun eritrositler, oksijen tasimak iizere ileri derecede Ozellesmis hiicrelerdir. Adeta,
0zel yapida bir hiicre zarmnin ig¢inde yogunlastirilmis hemoglobinden olusan bu
hiicreler, herhangi bir organel icermediklerinden dis kuvvetlerin etkisi altinda
kolaylikla sekil degistirebilirler. Bu 6zel yap1 nedeniyle sekil degistirmelerine karsi
koyan tek unsur hiicre zaridir. Hiicre zar1, sozkonusu kuvvetleri yogun bir hemoglobin
cozeltisi Ozelligindeki amorf sitoplazmaya iletir ve sitoplazmanin adeta akima bizzat
katilmasin1 saglar. Hiicre zari, ayni zamanda eritrositlerin elastik yapisindan da
sorumludur. Gerek kitle halinde akim kosullarinda, gerekse kapiller dolasimda
eritrositlerin ileri derecede sekil degistirmesine neden olan kuvvetlerin ortadan
kalkmasiyla birlikte hiicre orijinal bikonkav disk sekline geri doner. Eritrosit

deformabilitesi terimi, geri doniisiimlii bir sekil degisimini ifade eder (124, 125).

Deformabilite, eritrositlerin dinamik bir 6zelligidir. Normal hiicre fonksiyonu ig¢in
gerekli ve dolagimin siirekliligi icin Onemlidir. Deforme olabilen eritrositlerin kan
akimina katilmalar1 daha kolay olur. Eritrositlerin reolojik ©6zellikleri, hem biiyiik
damarlardaki hizli akim kosullarinda, hem de kapiller dolasimda 6nem kazanir.
Eritrositlerin kendi caplarindan (8m) ¢ok daha kiigiik ¢apa sahip (31n) damarlardan
gecebilmesi igin lstiin bir deformabilite yetenegine sahip olmalar1 gerekir. Genis
anlamda eritrosit deformabilitesi, eritrositlerin mikrodamarlardan ge¢me yetenegini
diizenleyen hiicresel 6zelliklerin bilesimidir. Hiicre deformabilitesinin azalmasi,

eritrositlerin yasam siirelerini de kisaltmaktadir (121,125).
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2.5.2. Eritrositlerin Deformabilite Ozelliklerine Etki Eden Faktorler

Deformabilite terimi, elastik yapiya sahip eritrosit membranmin kuvvet etkisinde
eritrositlere sekil degistirme ve kuvvet ortadan kalktiginda yeniden bikonkav diskoid

seklini kazanabilme yetenegi olarak ifade edilmektedir (126).

Eritrositlerin deformabilite 0zellikleri ile yapisal o©zellikleri, birbirine uygunluk
gostermektedir. Niikleuslarinin olmamasi, diisiik sitoplazmik viskozite, membranin
viskoelastisitesi, yiizey-hacim oraninin yiiksek olmasi, eritrosite % 40 daha fazla bir
alan saglar. Bu nedenle, dolasimdaki kuvvetlere cevap olarak olusan deformabilite,
hiicrenin sekli, hiicre membraninin hacim-ylizey orami gibi hiicre geometrisiyle ilgili
olan ekstrinsik faktorlere ve de hiicre membranimnin visko-elastik Ozellikleri gibi

intrinsik faktorlere baghdir (126, 127).

Eritrositlerin bikonkav diskoid sekilleri deformabilite yetenegi acisindan biiyiik bir
onem tasimaktadir. Bu yapmin sagladigi 6zel yiizey alani-hacim iliskisi sayesinde
eritrositler yiizey alanlarin1 genisletmeksizin sekil degistirebilirler. Oysa kiiresel bir
cismin ayni sekil degisikligini gerceklestirebilmesi ancak cok daha biiyiik enerji

harcanmasina ihtiya¢ gosteren yiizey alani1 genislemesiyle miimkiin olur (127, 128).

Eritrosit membran1 belirli biiyiikliikteki bir kuvvetin etkisinde ne olciide sekil
degisikligi olacagini belirleyen en Onemli unsurdur. Hiicreye disaridan etki eden
kuvvetlere kars1 bir diren¢ olusturur. Bu nedenle eritrosit membraninin davranigimni
“viskoelastik” olarak tammmlamak uygundur. Eritrosit ~—membraninm lipid
komponentlerinin bu davranisa katkis1 oldukca azdir. Ozellikle sekil degisikliginin geri
doniisiimlii olmasini saglayan elastik davranig, esas olarak lipid membraninin hemen
altinda bulunan ve esasen bir protein ag1 olan membran iskeletiyle iliskilidir. Hemen
biiylik Okaryotik hiicrelerde, hiicrenin seklinden, hareketinden ve hiicre iginde
organellerin yerlesiminden sorumlu bir hiicre iskeleti vardir. Membran iskeleti,
eritrositlere bikonkav disk yapisini verir. Ayni1 zamanda, eritrositlerin birinci gorevi
olan O, tasima isini siirdiirebilmeleri icin kapillerlerden sekil degistirerek gecmelerine
katkida bulunur. Eritrositlerin daha sonra eski sekillerine donebilmelerini
(stabilitelerini) saglar. Stabilitesi azalmig bir hiicre normal dolasim stresine dayanamaz
ve parcalanir. Daha kolay sekil degistirebilen bir eritrositin kapillerlerden gecebilmesi
icin daha az, deformabilitesi azalmis bir eritrosit icin ise daha ¢ok kuvvet gerekir

(128- 130).
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Hiicre zarmin normal visko-elastik 0zelliklerini koruyabilmesi, hiicre i¢i homeostazisi
ile yakin iligkilidir. Hiicre i¢i serbest kalsiyum konsantrasyonunun artigi, membranin
viskoz Ozelliklerini artirir, eritrosit deformabilitesini azaltir. Eritrosit membran lipidleri
ve iskelet proteinleri oksidatif hasara karsi duyarhdir. Oksidan hasar sonucu ortaya
c¢ikan proteinler arasi ¢apraz baglantilar eritrosit mekanik 6zelliklerini olumsuz yonde

etkiler (128, 129).

Hiicre metabolizmasindaki ve yakin c¢evre kosullarindaki degisiklikler, eritrosit
deformabilitesinde degisiklik olusturur. Bu degisiklikler, eritrosit membraninin
viskoelastik 6zelliklerindeki bozulmalardan kaynaklanabilir. Ote yandan hiicrenin
bikonkav disk seklinin, dolayisiyla sekil degistirmede Onemli avantaj saglayan yiizey
alani-hacim 1iligkisinin bozulmasi ve hemoglobin konsantrasyonu, dolayisiyla
sitoplazmik akigkanligin degismesi de eritrosit deformabilitesini etkileyebilir.
Eritrositlerin normal glikolitik siireclerini siirdiirmeleri, mekanik 6zelliklerin korunmasi
icin gereklidir. Bu siireg, bir taraftan hiicrenin normal su ve iyon kapsamini korumaya
yonelik katyon pompalar1 (sodyum-potasyum ATPaz, kalsiyum ATPaz) icin gerekli
ATP havuzunu saglarken, diger taraftan oksidan hasara kars1 koyan Onemli

mekanizmalarla ilgili ko-faktorleri iiretir (128-130).
2.5.3. Eritrosit Membraninda Lipid Peroksidasyonu

Eritrositlerin dolasimdaki yasam kapasiteleri, onemli 6l¢iide eritrositlerin deformabilite
ozellikleri tarafindan etkilenir. Deformabiliteye etki eden faktorlerden birisi de
membranin mekanik davraniglaridir. Membranin mekanik davraniglarimi etkileyen
biyolojik siirecler arasinda, endojen membran fosfolipidlerinin peroksidasyonu da yer
alir. In vitroda eritrositlerin malondialdehitle muamele edilmesi, deformabilite ve yasam
siiresinde azalmaya yol acar. Bu da in vivoda eritrositlerde meydana gelen lipid
peroksidasyonu sonucu olugsan malondialdehit birikiminin eritrosit yaslanmasini
etkiledigini diisiindiirmektedir. In vivoda yaslanmis eritrositlerde goriilen lipid
peroksidasyonu hasari, yaslanmayla birlikte glukoz-6-fosfat dehidrogenaz ve glutatyon
peroksidaz gibi enzimlerin aktivitelerinde maydana gelen azalmayla iligkili gibi

gorilebilir (131-134).
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2.5.4. Nitrik Oksit’in Eritrositler Uzerindeki Etkisi

Gaz halindeki NO saglikli kisilerde inhalasyon ile verildiginde kanda olciilen nitrat ve
methemoglobin seviyesinde artis olmaktadir. NO eritrositlerde methemoglobin
olusumuna neden olur. Vendz kanda ise NO ve nitrat, HbNO (nitrosil hemoglobin)’e
doniisebilmektedir. Eritrositlerde NO’yu inaktive edebilen 6zel yapilar bulunmaktadir.
Endotel hiicrelerinden salgilanan NO, endotel limenine gecerek oksijen satiirasyonunun
yiiksek oldugu kana difiize olur. Eritrosit hiicrelerine gecen NO, HbO, (oksiheboglobin)
ile reaksiyona girerek metHb ve NO; (methemoglobin ve nitrat)’a veya HbNO’e
cevrilir. HbO, nin oksijen donorii olarak NO’ya oksijen verip, nitrat olusumu sirasinda
elekron aktarimi da oldugu icin NOs3™ iyonu meydana gelir. Hemoglobindeki demir

atomu ferréz (Fe**) formundan ferrik (Fe’*) formuna cevrilir (135,136).

Nitrik oksitin bir kismu eritrositler igerisine girmeden ©Once NO, (nitrit)’e
doniistiiriilebilmektedir. NO,, daha sonra eritrositler igerisine alinarak sirasiyla nitrosil
hemoglobin, nitrat ve methemoglobine doniisiir. Nitrat plazmaya gecer ve kandan
bobrekler yolu ile uzaklastirilir. NO; yaklasik 20ml/dk’lik klerens ile bobreklerden
atilabilmektedir (136,137).

Nitrik oksitin NOs ve HbNO’e doniisiimii sonucunda HbO,/Hb orani1 degisir. Bu oran
nitrik oksitin inaktivasyon derecesini gosterir. Nitrik oksitin son iiriinii olan NO;
bobreklerden uzaklastirilirken, methemoglobin ise methemoglobin rediiktaz enzimi ile
hemoglobine cevrilir. Methemoglobin; ferro hemoglobinin (Fe*"), ferrik hemoglobin
(Fe3+) sekline doniismiis halidir. Ferrik hemoglobin (methemoglobin) oksijenle
birlesemez ve bu nedenle de oksijen tasinmasi gerceklesemez. NADH,, NADPH, ve
glutatyon peroksidaz vasitasiyla hemoglobinin methemoglobin haline doniisiimiine
engel olunur. Normal methemoglobin konsantrasyonu, total hemoglobinin %1,5’inden
azdir. Bazi1 patolojik durumlarda methemoglobin seviyelerinde artis olmaktadir.

Methemoglobin konsantrasyonu %60’a yiikseldiginde 6liimle sonuglanir (136,138).



3. GEREC VE YONTEM

Calismamizda Erciyes Universitesi Hakan Cetinsaya Deneysel Klinik Arastirma
Merkezi’'nde yetistirilen 5 aylik 410136 gram agirligindaki erkek Wistar albino sicanlar
kullanildi. Calismada 56 adet sican kullanilmug, 8°erli sicandan 7 farkli deney grubu

olusturulmustur.

Calisma boyunca siganlara uygulanan enjeksiyonlar intraperitonal (ip) olarak
yapilmistir. Karnozin uygulamasi 7 giin, L-NAME uygulamasi ise 10 giin boyunca

devam etmistir.
3.1 DENEY GRUPLARI

1. (K) Kontrol Grubu : 7 giin siireyle hergiin seum fizyolojik (%0,9 NaCl) (1ml/kg)

uygulanmis olan grup,

2. (Ka) Karnozin Grubu : 7 giin siire ile karnozin (50mg/kg/giin) uygulanmis olan

grup (139),

3. (LN) L-NAME Grubu: 10 giin siire ile L-NAME (10mg/kg/giin) uygulanmis olan
grup (140),
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4. (D) Streptozotosinle (STZ) diyabet olusturulan grup: Tek doz STZ (50mg/kg)
uygulanarak diyabet olusturulmus olan grup (141),

S. (DKa) STZ + Karnozin Grubu: STZ ile diyabet olusturulduktan sonra 7 giin siire
ile karnozin (50mg/kg/giin) uygulanmis olan grup,

6. (LND) STZ + L-NAME Grubu : STZ ile diabet olusturulduktan sonra 10 giin siire
ile L-NAME (10mg/kg/giin) uygulanmais olan grup,

7. (LNDKa) STZ + Karnozin + L-NAME Grubu : STZ ile diabet olusturulduktan
sonra es zamanli olarak 7 giin siire ile karnozin (50mg/kg/giin) ve 10 giin siire ile L-

NAME (10mg/kg/giin) uygulanmis olan grup.
3.2. KAN ALMA VE ENJEKSIYON ISLEMLERIi

Biitiin enjeksiyonlar, her giin aym saatte yapilmistir (14:00). Calismada kullanilan
karnozin (L-Carnosine, Fluka) , L-NAME (Sigma) ve STZ (Sigma), serum fizyolojik
icerisinde coOziindiiriilerek hazirlanmistir. Diyabet olusturulmus olan gruplarda STZ
enjeksiyonundan 3 giin sonra sicanlarin kan glukoz diizeyleri glukometre (mg/dl) ile
Olciilerek diyabet olup olmadiklar1 kontrol edilmistir (142). Calisma 75 adet sicanla
baslatilmis, diyabet sonucu olen sicanlarin olmasi sebebiyle, 56 adet sicanla
tamamlanmistir. Diyabet olmamis olan sicanlara ilave doz verilerek aym islem
uygulanmis, diyabet olustuktan sonra 6len sicanlarin yerine ise yenileri ¢alismaya dahil
edilmistir.

Uygulama i¢in Kullanilacak Soliisyonlarin Hazairlanmasi

Enjeksiyonda kullanilacak 200 mg STZ, 200 mg karnozin ve 10 mg L-NAME ‘in
herbiri 4 ml serum fizyolojik igerisinde c¢oOziindiiriilerek hazirlandi.  Uygulama
yapilirken bu ana stoktan herbir sigana kg basina 1 ml soliisyon ip olarak verildi.

Sicanlar, enjeksiyonlarin baslamasindan 3 hafta sonra anestezi altinda uyutularak herbir
sicanin abdominal aortasindan 7-8 cc kan heparinize enjektorlere alinmistir. Ayni anda

eritrosit deformabilitesi 6l¢climii i¢in kuyruk veninden de 30 nl kan alinmastir.

Heparinli enjektore alinan kan, 3000g’de 5 dk santrifiij edilerek plazmalar1 ayrilmis;
geriye kalan eritrosit siispansiyonu fosfat tamponuyla 3 kez yikanarak eritrosit paketi
hazirlanmistir. (Fosfat tamponu (100 ml icin) : 0,7 g NaCl, 0,9 g NaH,PO4, 0,064 g
KH,POy4, 0,1 g Glukoz) (143). Elde edilen plazma 6rnegi ve eritrosit paketleri, NO,
MDA ve Insiilin 6l¢iimii i¢in -20°C’de saklanmustir.
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Kan alma islemlerinden sonra anestezi altindaki hayvanlar kalplerine potasyum kloriir

(KCI) enjekte edilerek oldiiriilmiislerdir (144).

Deney gruplariin hepsinde enjeksiyonlara baslamadan 6nce, ayrica; STZ uygulanmasi
ile diyabet olusturulan gruplarinda 20. giinde, diger deney gruplarda ise enjeksiyonlarin
bitimini takiben tekrar agirhklar 6lciilmiistiir. Olciimler, Erciyes Universitesi Deneysel
ve Klinik Arastirma Merkezi’nde bulunan Precisa 3100C marka elektronik tarti aletiyle

yapilmistir.
3.3. KAN GLUKOZ OLCUMU

Kan glukoz diizeylerinin olctimii icin Gluko Dr marka dijital glukometre cihazi
kullanilmistir. Calismaya baglamadan once cihaz kalibre edilmistir. Sigcanin kuyruk
veninden alman kan glukometre kartlarina (strip) damlatilip glukometre cihazina
yerlestirilerek kan glukoz degerleri okunmustur. Kan glukoz diizeyleri 6l¢iimleri,
diyabet olusturulan gruplarda STZ uygulamasindan once, STZ uygulanmasindan 3 giin
sonra ve deney siiresince her hafta; kontrol grubu ve diger gruplarda ise enjeksiyona
baslamadan 6nce ve deney siiresince her hafta tekrarlanmistir. Kan glukoz diizeyleri

250 mg/dl ‘nin iizerinde olan hayvanlar diyabetli olarak kabul edilmislerdir (145).
3.4. PLAZMA INSULIN SEVIYELERININ OLCULMESI

Deneyde kullanilan hayvanlarin plazma insiilin diizeyleri, kantitatif olarak Rat Insiilin

Radioimmunoassay (RIA) kiti aracihigi ile belirlenmistir (146). Insiilin diizeyinin

tayininde asagidaki basamaklar takip edilmistir:

1) 200 n ¢oziimleme tamponu tiiplere aktarildiktan sonra iizerlerine 100 n standart ve
kalite kontrol soliisyonlar1 ilave edildi.

2) Aynitiipe 100 nl plazma 6rnegi pipetlenerek 100 1l 'L insiilin ilave edildi.

3) 100 ml sican insiilin antibody biitiin tiiplere ilave edildi.

4) Bu karisim vorteksle karistirildi, tizeri kapatildi ve 1 gece boyunca (20-24) saat
4°C‘de bekletildi.

5) Bekledikten sonra biitiin tiiplere 1.0 ml soguk (4°C) ¢oktiirme soliisyonu eklendi.

6) Tiipler vorteksle karistirildi ve 4°C’de 20 dakika inkiibe edildikten sonra 4°C’de 20
dakika 2000-3000 xg’de santrifiij edildi.

7) Siipernatanlar atildi ve biitiin tiipler gamma counter’da 1 dakika boyunca sayildi. rat

insiilin diizeyleri otomatik olarak ng/ml cinsinden okundu.
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3.5. ERITROSIT DEFORMABILITESi OLCUMU

Eritrosit deformabiliteleri, kuyruk veninden aliman 30 ml total kandan, lazer
difraktometre yontemiyle Ol¢iilmiistiir (147). Aliman 30 ml kan 2 cc dekstran igeren
ntiiplere aktarilmig ve alt-iist edilerek kanin dekstran i¢inde homojen bir goriintii
olusana dek karismasi saglanmistir. Bu karisim 2 cc’lik enjektorlere aktarilmustir.
Myrenne Rheodyne SSD programi calistirlmis ve enjektorde bulunan dextran-kan
karisim1 rheometrenin, farkli donme hizlar1 uygulayarak shear stresi taklit edecek olan
haznesine yavagga ve arasinda hava kabarcig1 kalmayacak sekilde enjekte edilmistir.
Alet, uyguladig: farkl shear streslere (0,3Pa, 0,6Pa, 1,2Pa, 3Pa, 6Pa, 12Pa, 30Pa, 60Pa)
karsilik gelen eritrositlerin uzama indekslerini (Elongation Index, EI) otomatik olarak
Olcmiistiir. EI, cihaz tarafindan otomatik olarak EI = (L-W) / (L+W) seklinde

hesaplanmustir. L (length) ve W (width) eritrositin uzunlugunu ve genisligini ifade eder.

Bu olcim 2 kez yapilmis ve sonuclar, bu iki Olclimiin ortalamasi alinarak
hesaplanmistir. Olciim yapildiktan sonra haznedeki kan bosaltilmis ve hazne diger
Olctimler icin distile su ile 3 kez yikanarak temizlenmis ve kurutulmustur. Kuyruk
veninden kan alindiktan sonra en gec 2 saat i¢inde eritrosit deformabilitesi 6l¢iim islemi

gerceklestirilmistir.
3.6. PLAZMA NiTRIK OKSIT TAYINi

Plazma NO aktivitesi tayini, Arto ve ark. tarafindan modifiye edilen Griess metodu ile,
nitrat rediiktaz enzimi varliginda olusan total nitrit ve nitrat miktar1 iizerinden, indirekt

spektrofotometrik yontem ile gerceklestirilmistir (148).

Yontem, nitrat rediiktaz (Sigma) (5mU), B-NADPH (beta nikotinamid adenin
diniikleotid fosfat) (Sigma) (200 mmol/L) ve FAD (flavin adenin diniikleotid) (Sigma)
(10 mmol/L) varliginda nitratin nitrite doniistiiriilmesi sonucu olusan total nitrit

miktarinin spektrofotometrik olarak ol¢iilmesi esasina dayanmaktadir.

Dondurulmus plazma 6rnekleri oda 1sisinda ¢ozdiiriiliip 0.5N NaOH (sodyum hidroksit)
(Sigma) ve %10 ZnSOy (¢inko siilfat) (Sigma) ile muamele edildikten sonra 25 000 g’de
4°C’de 5 dk santrifiij edilmek suretiyle deproteinize edildi. Deney ortaminda 0.05 U/ml
nitrat rediiktaz, 200 wmol/l rediikte B-NADPH ve 10 pmol/l FAD olacak sekilde
hazirlandiktan sonra, deney karigimi 37°C’de 15 dk inkiibe edildi.
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Kullanmadan 6nce esit hacimde %2 p-aminobenzen sulfonamid (Sigma) ve %0.2 N-1-
(naftil) etilen diamin dihidroklorid (Sigma)’in karistirilmas: suretiyle hazirlanan Griess
reaktifi, deney karisimu iizerine eklendi ve 15 dk sonra distile su koriine kars1 Helios 3

marka spektrofotometrede 540nm dalga boyunda optik dansite okundu.
Nitrit Standart Soliisyon Serisinin Hazirlanmasi

Standart egri ¢izimi icin kullanilacak seri nitrit soliisyonlart 3.12 : 6.25 : 12.5: 25 : 50 :
100 wmol/l konsantrasyonlarinda hazirlandi. Soliisyonlar hazirlanirken anastok olarak
4000mmol/L’lik NO; ¢ozeltisi hazirlanmis, daha sonra bu c¢ozeltiden 1000mmol/L’lik
NO, c¢ozeltisi arastok olarak hazirlanmig, akabinde de standart NO, c¢ozeltileri
hazirlanarak numune gibi ¢alisilmistir.  Nitrit standartlar1 ile ¢izilen standart egri

izerinden hesaplanan total nitrit ve nitrat diizeyleri umol/l cinsinden verildi.

Ob 17 y = 0,0072x + 0,0832
R’ = 0,9997
0,8
0,6 -

0,4

0,2

0 20 40 60 80 100 120
mikromol/L

Sekil 3.1. Nitrit standart egrisi

3.7. PLAZMA MALONDIALDEHIT (MDA) TAYINIi

Lipid peroksidasyonu, lipid peroksidayonunun plazmadaki son yikim iiriinii olan
malondialdehit (MDA) miktarlar: tespit edilerek Ol¢iilmiistir. MDA diizeyleri, HPLC
(High Pressure Lipid Chromotography) cihazinda (Agilent 1100) Chromosystem Kkitleri
aracilifiyla tayin edilmistir (149). Plazma MDA 06lciim yonteminde asagidaki
basamaklar takip edilmistir.
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1) 100 Ml plazma ©6rnegi 500 nl ¢okeltme soliisyonu icine ilave edilerek 10 saniye
boyunca vortekste karistirildiktan sonra 5 dakika boyunca 13000 rpm de santrifiij
edildi.

2) 500 nl siipernatan alinarak 100 ml derivasitation reaktifi ile karistirild.

3) 95 °C ‘de 60 dakika inkiibe edildikten sonra birdenbire sogutuldu ve iizerine 500 nl
Notralizasyon tamponu ilave edildi.

4) Bu karisimdan 20 ml HPLC cihazinin kolonlarina enjekte edilmis ve 5 dakika
stireyle ornekler okunmustur.

5) Sonuglar nmol/1 cinsinden ifade edilmistir.

Kalibrasyon i¢in, 100 nl Plazma Kalibrasyon Standarti, 500 nl ¢okeltme soliisyonu ile
vorteksle karigtirildi. Bu karisimdan 100 ml alinip ve geriye kalan kistm numune gibi

calisildi.
3.8. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Calisma gruplarindan elde edilen 6rneklerde olgiilen parametreler, SPSS for Windows
13.0 paket bilgisayar programu kullanilarak degerlendirildi. Ortalamalar arasi
istatistiksel karsilastirmalar One Way Anova testi yardimiyla yapildi. Post Hoc test
olarak ise Scheffe ve Tukey testleri kullanildi. Anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul
edildi.



4. BULGULAR

4.1. SICANLARIN VUCUT AGIRLIKLARI DEGiSiMi

Diyabet olusturulmus siganlarin agirliklarinda, diyabet oncesine gore anlamli bir azalma
oldugu tespit edildi. Diger gruplarda enjeksiyonlarin bitimini takiben Olgiilen sican

agirliklarinda, enjeksiyon oncesine gore anlamli bir fark bulunmadi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Siganlarin enjeksiyon oncesi ve sonrast viicut agirliklar

Enjeksiyondan once Enjeksiyondan 20 giin sonra
(® (2
K (n=8) 420£12 426116
Ka (n=8) 418+15 42119
LN (n=8) 423121 424117
D (n=8) 417422 338+17"
DKa (n=8) 409£12 341+19°
LND (n=8) 422421 352+12°
LNDKa (n=8) 412414 363£13"

* Diyabet oncesine gore anlamli olarak azalmis (p<0,05)
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4.2. KAN GLUKOZ VE PLAZMA iNSULIN DUZEYLERI

Diyabet olusturulan sicanlarda kan glukoz diizeyleri kontrol grubun sicanlara gore

anlamli olarak artmis bulundu (p<0,05) (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Gruplarin kan glukoz diizeyleri ortalama degerleri

* Kontrol grubuna gore (p<0.05)

Karnozin verilen grup ile kontrol grubu arasinda insiilin seviyeleri agisindan anlamli bir
fark olmadig1 goriilmiistiir (p>0,05). Diyabet olusturulmus siganlar1 insiilin seviyeleri,
kontrol grubu insiilin seviyelerine gore anlamli olarak azalmis bulunmustur (p<0,001).
Diyabet yapildiktan sonra karnozin verilen grubun insiilin seviyeleri de yine kontrol
grubuna gore anlamli olarak azalmis (p<0,001), ancak diyabetli grupla kiyaslandiginda

aralarinda anlamli bir fark bulunamamastir.

L-NAME uygulanan grubun insiilin diizeyleri de, kontrol grubu insiilin diizeylerine
gore anlaml olarak azalmig bulunmustur (p<0,05). Diyabet olusturulduktan sonra hem

karnozin hem de L-NAME verilen grubun insiilin diizeyleriyle, diyabet olusturulduktan
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sonra sadece L-NAME verilen grubun insiilin diizeyleri arasinda anlamli bir fark

bulunmamaistir (p<0,05) (Sekil 4.2).

2,5

1,5 1

insiilin Diizeyleri (ng/ml)

0,5
*
*

. e m b

K Ka D DKa LN LND LNDKa

Sekil 4.2. Gruplarin plazma insiilin diizeyleri

* Kontrol grubuna gore anlamli (p<0,05).

4.3. LiPID PEROKSIDASYONUNUN OLCUSU OLARAK PLAZMA MDA
DEGERLERI

Karnozin uygulanan grubun plazma MDA diizeylerinde kontrol grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05) (Sekil 4.3). Diyabetli grubun
plazma MDA diizeylerinde ise kontrol grubuna gore anlamli bir artis oldugu
gozlenmistir (p<0,05). Diyabet yapilip karnozin uygulanan grubun plazma MDA
diizeylerinde ise diyabetli gruba goére anlamli bir diisiis gozlenmistir (p<0,001).
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L-NAME uygulanan grubun plazma MDA diizeylerinde kontrol grubuna gore bir
azalma goriilmiis ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur (p>0,05).
Bununla birlikte, L-NAME uygulanan diyabetli grubun plazma MDA diizeylerinde hem
kontrol grubuna gore, hem de suf L-NAME uygulanan gruba gore anlamli bir artis
goriilmiistiir (p<0,05). Karnozin ve L-NAME uygulanan diyabetli grubun plazma MDA
diizeylerinde ise L-NAME uygulanan diyabetli grubun plazma MDA diizeylerine gore
anlamli bir azalma goriilmiistiir. (p<0,001) (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Gruplarin plazma MDA diizeyleri
*  Kontrol grubuna gore (p<0,05) **  Diyabetli gruba gore (p<0,001)
*** -NAME uygulanan diyabetli gruba gore (p<0,05)
£ L-NAME uygulanan gruba gore (p<0,001) # Karnozin uygulanan gruba gore (p<0,05)

4.4. PLAZMA NITRIK OKSIT’IN GOSTERGESi OLARAK TOTAL NiTRIiT
DUZEYLERI

Karnozin uygulanan grubun plazma NO diizeyleri de kontrol grubuna gore yiikselmis
olsa da bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). Diyabet
olusturulmus grubun plazma NO diizeyleri kontrol grubuna goére anlamli bir diisiis
gostermistir (p<0,05). Diyabetten sonra karnozin enjekte edilen grubun plazma NO

diizeyleriyle diyabetli grubun plazma NO diizeyleri arasinda istatistiksel agidan anlaml
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bir fark bulunamamistir (p>0,05). L-NAME bir NO inhibitorii oldugu i¢in L-NAME
uygulanmis grup ile diyabet olusturulduktan sonra L-NAME uygulan grubun NO
degerleri de kontrol grubuna gore anlamli derecede azalmistir (p<0,05) (Sekil 4,4).

Diyabet uygulandiktan sonra karnozin ve L-NAME verilmis grubun plazma NO
degerleri, diyabet olusturulduktan sonra sadece L-NAME verilmis grubun degerlerine

gore artmis olsa da bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p<0,05) (Sekil

4.4).
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Sekil 4.4. Gruplarin total nitrit seviyeleri
* Kontrol grubuna gore (p<0,05) # DKa grubuna gore (p<0,05)

£ Karnozin uygulanan gruba gore (p<0,05)

4.5.GRUPLARIN ERITROSIT DEFORMABILITE INDEKSLERININ
DEGERLENDIRILMESI

Karnozin (50mg/kg) enjekte edilen gruba ait eritrositleri deformabilite indeksleri,
kontrol grubunun eritrosit deformabilite indeksi degerleriyle karsilastirildiginda,

karnozin uygulanan grubun EI degerlerinde kontrol grubuna gore istatistiksel bir artig
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oldugu sonucuna ulagilmistir (p<0,05). Diyabet olusturulmus gruptaki si¢anlarin EI
degerleri, kontrol grubu kanlarinda  Olciilen  deformabilite  indeksleriyle
karsilastirildiginda, diyabetli grubun EI degerlerinde anlamli bir azalma oldugu
goriilmiistiir (p<0,05). Diyabet olusturulduktan sonra 10 giin siireyle Karnozin
(50mg/kg) enjekte edilen grubun EI degerli diyabetli grubun deformabilite indeksleriyle
kiyaslandignda, diyabet olusumundan sonra karnozin uygulanan grubun eritrosit
deformabilitelerinde, diyabetli grubun eritrosit deformabilitelerine kiyasla anlamli bir
artis (p<0,05) bulunmustur. Diyabet olustuktan sonra karnozin enjekte edilen grubun
deformabilite sonuglarinin, kontrol grubu eritrosit deformabilite indeksi degerlerine
yakin ciktigi, hatta kontrol grubuyla aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmadig1 goriilmiistiir (p>0,05) Karnozinin bu etkiyi hem diisiik (0,6 Pa) hem de
yiiksek (30 Pa) shear stres degerlerinde gosterdigi, yiiksek shear stresteki etkisinin daha
onemli oldugu sonucuna varilmistir (Tablo 4.2, Sekil 4.5, 4.6, 4.7).
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0,3 0,6 1,2 3 6 12 30 60
Shear Stres (Pa)

Sekil 4.5. Farkl shear streslerde gruplarin ortalama eritrosit uzama indekslerindeki degisim



Tablo 4.2. Farkli shear streslerde eritrosit uzama indeksleri (EI)
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0,3 Pa 0,6 Pa 1,2 Pa 3Pa 6 Pa 12 Pa 30 Pa 60 Pa
K 2,610,75 6,510,71 12,5£0,92 18,9£0,64 25,940,81 27,620,91 29,9%1,28 32,1£1,43
Ka 2,911,22 7,8+0,73 14,7£1,06 21,7£0,99 27,8%1,11 31,9£1,47 35,710,71 37,0£0,56
D 2,410,93 5,120,78 9,0£0,81 15,0£0,97 21,3%£1,37 24,110,92 26,1£1,19 29,040,95
DKa 2,510,60 5,3%£1,22 11,5£1,26 16,0£0,55 23,9%1,60 26,9+1,41 28,9%1,71 32,0£1,42
LN 2,410,50 5,0+0,78 10,4£0,74 16,2£1,32 23,310,77 25,8%1,00 26,9£1,07 29,8%1,32
LND 2,2+0,65 4,710,38 8,511,070 14,1£0,99 19,020,98 21,9%1,62 24,0%1,40 27,230,89
LNDKa 2,3+1,08 4,912,20 9,912,70 17,1£2,04 22,943,26 25,14£3,55 28,043,80 30,0£3,57
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Sekil 4.6. Kontrol ve diyabet gruplarinin diisiik shear streste (0,6 Pa) eritrosit uzama
indeksleri (EI)

Eritrosit Uzama indeksi (EI)
o

* Kontrol grubuna gére (p<0,05) “ Diyabetli gruba gére (p<0,05)
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Sekil 4.7. Kontrol ve diyabet gruplarinin yiiksek shear streste (30 Pa) eritrosit uzama indeksleri (EI)
Kontrol grubuna gére (p<0,05) ™ Diyabetli gruba gére (p<0,05)
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L-NAME uygulanan gruplarin deformabilite sonuglarmi degerlendirdigimizde ise,
L-NAME bir NOS inhibitorii oldugu ve NOS inhibitorlerinin de eritrosit
deformabilitesinde bozulma meydana getirmesinden dolay1r 10 giin siireyle L-NAME
(10mg/kg) uygulanan grubun eritrosit deformabilite degerlerinin, kontrol grubu
degerlerine gore anlamli olarak azaldigi goriilmiistiir (p<0,05) (Tablo 4,3, Sekil 4.8,
4.9).

Diyabet olusumu da tek basina eritrosit deformabilitesini olumsuz yonde etkileyen bir
faktor oldugundan, hem diyabet olusturulup hem de 10 giin siireyle L-NAME
uygulanan grubun deformabilite indeksi degerleri, hem kontrol grubunun degerlerine
gore hem de sirf L-NAME uygulanan grubun deformabilite degerlerine gére anlamli bir
azalma gostermistir (p<0,05). Diyabet olusturulup hem L-NAME (10mg/kg) hem de
Karnozin (50mg/kg) uygulanan grubun deformabilite degerlerinin ise, diyabet
olusturulup L-NAME uygulanan grubun indeks degerlerine gore anlamli olarak artmis
oldugu sonucuna ulasilmistir (p<0,05) (Tablo 4.3, Sekil 4.8, 4.9).

Eritrosit deformabilite indekslerindeki bu degisikliklerin diisiik shear streslerde bile
anlamli oldugu ve shear stres kuvvetleri arttikca deformabilitedeki degisikliklerin daha

belirgin oldugu gozlenmistir (Tablo 4.3, Sekil 4.6,4.7,4.8,4.9).
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5. TARTISMA VE SONUC

Calismamizda STZ verdigimiz hayvanlarda diyabet olusup olugsmadigini anlamak icin,
STZ uygulamasindan 3 giin sonra kan glukoz diizeyleri glukometre yardimiyla
Olciilmiis ve glukoz diizeyleri 250mg/dl ‘nin {izerinde olanlar diyabetli olarak kabul
edilmislerdir. Diyabet olusturulan siganlarin plazma insiilin diizeyleri kontrol grubu ve
diyabet olusturulmayan gruplarin plazma insiilin diizeyleri ile kiyaslandiginda anlamli
bir azalma gostermis, ayrica diyabetli sicanlarda zamanla anlamli bir kilo kaybi
gozlenmistir. Bu bulgular, literatiirdeki diyabetle ilgili yapilmis diger caligmalarla
paralellik gostermektedir (7, 31-33, 150). Diyabette insiilin rezistansinin olusmasi ve
glukoz toleransinin bozulmasiyla ilgili bir¢ok hipotez vardir. Diyabetin olusumunda 6ne
siiriilen mekanizmalardan biri de viicutta oksidatif stresin artmasidir (151). Oksidatif
stres SOR ve savunma sistemi arasindaki dengenin bouzulmasi sonucu ortaya ¢ikar
(152). Artmus olan siiperoksit radikallerinin diyabette, glikozun oto-oksidasyonu (153)
ve non-enzimatik protein glikasyonu (154, 155) yoluyla iiretildigi ve glukoz toleransinin
bozulmasina katkida bulundugu bilinmektedir (40). Oksidatif stres, insiilin rezistansinin
olusmasinda da etkilidir (46). Diyabette, pankreasin insiilin salgilayan [ hiicrelerinin
haraplanmasi sonucu insiilin diizeylerinin azaldig1 bilinmektedir. Glikasyon

reaksiyonlarmin diyabette en fazla noral hiicrelerde, lens kristalinde ve pankreatik [3
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hiicrelerinde gerceklestigi bulunmustur (155). Antioksidan enzim aktivitesi pankreasta
diger dokularda oldugundan azdir. Bu da pankreas1 serbest oksijen radikal hasarina daha
acik hale getirmektedir (156). Baz1 calismalarda, diyabette artan oksidatif stresin glukoz
seviyesinin artmasit ve antioksidan enzimlerin aktivitelerinin azalmast sonucu
olabilecegi one siiriilmiistiir (154, 157). Boylece antioksidanlarin uygulanmasi diyabetli
hastalarda oksidatif stresin gelismesine karst koruma amagh kullanilabilir.
Calismamizda, diyabet olusturulan gruplarda plazma insiilin diizeylerinin kontrol ve
karnozin uygulanan gruplara gore anlamli olarak azaldigi bulunmustur (p<0,001).
Karnozin, diyabet olusturulan hayvanlarda kan glukoz diizeylerini azaltsa da bu
diizelme anlamli bulunmamistir. Plazma insiilin diizeylerini ise diyabetli gruplara gore

artirmis ancak bu artig anlamli bulunmamistir (p>0,05).

Insiilinin kendisi bir endotelyum bagimli vazodilatordiir. Iskelet kasinda insiilin
tarafindan indiiklenen NO kaynakli vazodilatasyonun bozulmasi, tip I diyabette insiilin
direnci olusumunun patogenezisinde énemli bir rol oynamaktadir. Insiilin hassasiyeti
viicuttaki redox dengesindeki degisikliklere duyarli oldugu i¢in, oksidatif stres, insiilin
rezistansmin olusmasinda etkili olabilir (157). Insiilinin vazodilatasyon etkisi insiilin
rezistansi olan durumlarda azalir. Insiilin bagiml endotel kaynakli hasara bagiml olarak
kan akimi regiilasyonunun bozulmasi da diyabetli hastalarda 6nemli bir kardiyovaskiiler
risk faktorii olusturmaktadir (159). Hem IL-6 hem de TNF-alfa diyabette artmis oldugu
rapor edilen proinflamatuar sitokinlerdir Bu sitokinlerin asir1 iiretiminin diyabette
insiilin hassasiyetini bozacagi ve trombin aktivasyonuna karsi platelet hassasiyetini
artiracagi, bunun da koagiilasyona neden olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (160, 161). Lee ve
ark lar1 (162) da yaptiklar1 ¢calismada bu sonuclara benzer bulgular elde etmis, buna
ilaveten histidin ve karnozin uygulamasmin bu sitokinlerin iiretimini azalttigin1 ve
bunun da inflamatuar kokenli endotel fonksiyon bozuklugunu onleyerek koagiilasyon
riskini azalttigmi ileri stirmiiglerdir. Diyabette zayif glisemik kontroliin LDL
oksidasyonuna ve glikasyonuna yol actig1 da bilinmektedir (163.) Lee ve ark (162) nin
yaptiklari ¢caligsmada histidin ve karnozinin LDL’yi glukozla indiiklenen oksidasyona ve

glikasyona kars1 korudugu gosterilmistir .

Diyabette artan oksidatif stresin arkasinda yatan nedenler tam olarak anlagilamamaistir.
Siiperksit serbest radikallerin artmasi (154, 164) ve antioksidan savunma sistemi

enzimlerinin azalmasiyla ilgili pek¢ok mekanizma ileri siiriilmiistiir (41, 164). Bu
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mekanizmalar glikozilasyon (154) ve AGE olusumunu (165), poliyol yolunun
aktivasyonunu (166,167), antioksidan enzim aktivitelerinde meydana gelen
degisiklikleri (168) ve nitrik oksit ve prostaglaindin metabolizmasindaki bozukluklar1
kapsar (169, 170). Proteinler, oksidatif hasarin en 6nemli hedeflerinden biridir. ROS’lar,
protein karbonilleri olusturmak {izere proteinlerin arjinin, lizin, threonin ve prolin gibi
amino asit zincirlerinde degisiklik yaparlar. Protein karbonil igerigi, hem oksidatif
protein modifikasyonu, hem de oksidatif stres i¢in giivenilir bir belirtectir (171). Hem
tip 1 hem de tip 2 diyabette armis protein karbonil seviyeleri tespit edilmistir ( 172-
174). Aymi zamanda protein karbonil icerigi diyabet komplikasyonlariyla iligkili
bulunmustur (175). Hiperglisemi, ROS iiretimini glukozun ve glikasyona ugramis
proteinlerin oto-oksidasyonuyla, glukoz metabolizmasi yoluyla ya da indirekt olarak
AGE (Advanced glycation end products) ‘lerin iiretimi yoluyla indiikleyebilir. DM’de
AGE olusumu ve bunlarin endotelde bulunan spesifik reseptorlerle (RAGE) etkilesimi,
serbest radikallerin potansiyel bir kaynagim olusturur (40,176). AGE’ler, yasla birlikte
ve diyabette hizla artan glikasyon ve oksidasyon (glikooksidasyon) reaksiyonlarinin bir
tiriiniidiirler (177). Buna ilaveten, hiperglisemi endotel siklooksijenaz aktivitesini
stimiile ederek siiperoksit anyon olusumunu hizlandirmaktadir (169). ROS’un diger
potansiyel endotel kaynagi da NADPH oksidaz aktivitesinin artmasidir. In vitro
caligmalarda glikasyonun kendisinin de superoksit olusumuna neden olabilecegi
gosterilmistir (178). Oksidasyonunun da superoksit, H,O, ve hidroksil radikal iiretimine

neden olabilecegi rapor edilmistir (154).

Viicutta oksidatif stresin sonug¢larindan biri de lipid peroksidasyonudur. Bazi
arastirmacilar DM ‘de MDA ve lipid peroksitlerinin seviyesini dlcerek oksidatif hasarin
arttig1 ve antioksidan savunmanin azladigini rapor etmislerdir. (179,180-187). Lipid
peroksidasyonu ve protein oksidasyonu ile dl¢iilen oksidatif stresteki artisin hem insiilin
bagimli (IDDM) hem de insiilin bagimli olmayan diyabette (NIDDM) arttig1
gozlenmistir (173,181,188). Caligmamizda, diyabetli sicanlarin MDA diizeylerinde
kontrol grubuna ve karnozin uygulanmis gruba gore anlamli bir artis oldugu
gozlenmistir (p<0,05). Diyabette MDA diizeylerinde meydana gelen artis daha once
yapilan c¢alismalarda da gosterilmistir (179,182,187,188,189,190,191). Karnozin
uygulanmis olan grubun MDA diizeyleri, kontrol grubu MDA diizeylerine gore
azalmigsa da bu azalma anlamli bulunmamustir (p>0,05). Diyabet olusturulduktan sonra

karnozin uygulanan grubun MDA diizeylerinde ise diyabetli grubun MDA diizeylerine
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gore anlamli bir azalma bulunmustur (p<0,05). Sun ve ark da tip 1 ve tip 2 diyabetli
hastalarda yaptiklar1 caligmalarda, bu hastalarda MDA diizeylerinin arttiin1 ve NO
seviyelerinin azaldigini tespit etmislerdir (192). Jain ve ark.nin (193). STZ vererek
deneysel diyabet olusturduklari ratlar tizerinde yaptiklar1 ¢calismada, lipid peroksidasyon
tirtinleri aragtirilmig ve diyabetik ratlarin eritrositlerinde, kontrole gore lipid
peroksidasyon iriinlerinde anlamli bir artis bulunmustur. Diger taraftan nitrik oksit
sentaz inhibitorii L-NAME uygulanan grupla kontrol grubu MDA diizeyleri arasinda
anlamli bir fark bulunmamigtir. Diyabet olusturulduktan sonra L-NAME ve karnozin
uygulanan grubun MDA diizeyleri hem diyabetli gruba gore hem de L-NAME
uygulanan diyabetli gruba gore azalmis bulunmustur. Bu sonuglardan, karnozinin
diyabette lipid peroksidasyonunu azaltici bir molekiil olarak gorev yapabilecegi
olgusuna varilmaktadir. Literatiirde, karnozinin diyabet {izerindeki olumlu etkilerinden
bahseden ¢aligsmalar vardir. Diyabetik sicanlarda karnozinin katalaz aktivitesini anlaml
olarak artirdigi ve MDA seviyelerini de diisiirdiigii gozlenmistir (162). Karnozin ve
histidin diisiik konsantrasyonlardayken glisemik kontroliin diizelmesi, trigliserid ve
proinflamatuar sitokin diizeylerinin diisiiriilmesi gibi etkiler gostererek diyabetik
komplikasyonlarin diizelmesini saglasa da sadece yiiksek konsantrasyondayken insiilin
sekresyonunda azalmaya ve kolesterol birikiminde azalmaya ve glutatyon peroksidaz
aktivitesinin artmasina neden olmaktadir. Bu bulgulardan yola c¢ikarak karnozinin,
diyabette kotiilesme halini hem antioksidan aktivitesi hem de insiilin salinimini artirici
etkisiyle diizelttigi diisiiniilmektedir. Histidin uygulamasinin organlarda karnozin
icerigini giiglendirdigi goriilmiis (194). Ayn1 zamanda karnozin uygulmasi da histidin

diizeylerinde artisa neden olmaktadir.

Antioksidan savunma sisteminin diyabette yetersiz kaldigina dair literatiirde bir¢ok veri
vardir. Plazma ve serumda total antioksidan aktivitenin ya da serbest radikal yakalama
aktivitesinin distiigii bilinmektedir. Katalaz, siiperoksit dismutaz ve glutatyon
peroksidaz enzimlerinin  aktivitelerinin de diyabette azaldig1 gosterilmistir.
Antidiyabetik ajanlar tedavi sonucunda, antioksidan seviyelerinde diizelme gozlendigi
bildirilmistir (197-203). Katalaz ve diger antioksidanlar, ¢apraz baglanmay1 ve AGE
olusumunu da inhibe etmektedirler (165). AGE inhibitorlerinin de endotel fonksiyon
bozuklugunu diizelttigi gosterilmistir (204). AGE inhibitorleri, serbest radikal iireten
enzimlerin aktivitesi lizerinde inhibitor etki yarattig1 i¢in oksidatif strese karsi etkili

ilaclar olarak sayilmaktadirlar (205). Buna ilaveten AGE inhibitorleri bradikinin
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yikimint 6nler, NO iiretimini stimiile eder. Diyabetli hastalarda yapilan ¢aliymalarda
diyabetin komplikasyonlarimin, AGE inhibitorleriyle tedavi sonucu anlamli olarak
azaldig1 gozlenmistir (206). Antioksidanlar da AGE molekiillerinin olusumunu inhibe

etmektedir (207).

Diyabette goriilen vaskiiler bozukluklarm, NO iiretiminde ve metabolizmasinda
meydana gelen degisikliklerden kaynaklandigi diistiniilmektedir (182). NO’nun damar
duvarinda siiperoksit anyonunu yakalamak ve lipid peroksidasyonunu baskilamak gibi
onemli antioksidan gorevleri vardir (208,209). NO, vazodilatasyona sebep olur, platelet
agregasyonunu ve diiz kaslarda hiicre proliferasyonunu inhibe eder (15, 16). Nitrik oksit
seviyesinin de DM’de arttigin1 (210-212) ya da azaldigin1 ( 213-216) ya da
degismedigini (217, 218) belirten celiskili raporlar vardir. Bizim ¢alismamizda, NO
diizeylerinin bir gostergesi olan total nitrit diizeylerinin diyabetli sicanlarda anlaml
olarak azaldig1r goriilmiistiir (p<0,05). NO’nun inhibitérii olan L-NAME uygulanan
grupta gene kontrol grubu NO seviyelerine gore anlamli bir azalma gozlenirken
(p<0,05), hem diyabet olusturulup hem de L-NAME uygulanan grupta bu azalmanin
daha da belirgin oldugu gozlenmistir. Calismamizin sonuglari, literatiirde diyabette NO
diizeylerinin azaldigii gosteren diger ¢alismalarla paralellik gostermektedir (211, 213,
214, 217). Dam ve ark nmin (219) yaptiklar1 calismada da STZ ile indiiklenen diyabetili
sicanlarda mikrosirkiilasyonda NO aktivitesi ve hassasiyetinde azalma tespit edilmistir.
Baska bir calismada diyabetli cocuklarda NO diizeylerinin azaldigin1 gostermislerdir
(220). Kuboki ve ark (221), diyabetli hastalarda, insiilinin NO sentezi iizerindeki etkisi
ortadan kalktig1 icin, dolasimdaki NO diizeylerinin azaldigini rapor etmislerdir . Bizim
caligmamizda diyabet olusturulduktan sonra karnozin uygulanan grupta, NO
diizeylerinde diyabetli grubun NO diizeylerine gore bir artis gozlenmis fakat anlamlh
bulunmamustir. Gene diyabet olusturulduktan sonra L-NAME ve karnozin uygulanan
grubun NO diizeyleri, diyabet olusturulduktan sonra L-NAME uygulanan grubun NO
diizeylerine gore artmig bulunmus, fakat bu artis da anlamhi bulunmamistir.
Sonuglardan, karnozin uygulanan gruplarda NO seviyelerinin yiikseldigi goriilmektedir.
Literatiirde, karnozinin NO salinimin indiikledigi yoniinde bazi caligmalar mevcuttur.
Tomonaga ve ark (222), civcivlerde karnozinle indiiklenen hiperaktiviteyle ilgili
caligma yapmis ve hiperaktivitenin karnozinin noron-glia etkilesimindeki rolii sonucu
olabilecegini gostermistir. Alaghband ve ark (223) ise karnozinin karacigerde in vitro

ortamda NOS araciligiyla NO fiiretici bir etkisi oldugunu gostermislerdir. Boylece,
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karnozinle indiiklenen hiperaktivitenin beyinde NOS araciligiyla NO sentezi iizerinden

oldugu diisiiniilmektedir.

Diyabette de siiperoksit radikallerinin arttig1 bilinmektedir. Siiperoksitle olusan radikal-
radikal etkilesiminden sonra NO, baska bir potent oksidan olan perksinitrit anyonunu
olusturur. Peroksinitritin kendisi potent bir oksidandir (224, 225). Oksidatif stres ve
siiperoksit anyon iretimindeki artisin DM’nin patofizyolojisinde rolii oldugu
belirtilmistir (169,226). Superoksit dismutaz aktivitesinin azalmasmin da NO’nun
azalmasina katkis1 olabilecegi diisiiniilmektedir (227). Glukozla indiiklenen endotel
fonksiyon bozuklugunda NOS aktivitesindeki ve/veya ekspresyonundaki degisiklikleri
incelemek icin Cosentino ve ark (228) kiiltiire edilmis endotel hiicrelerini yiiksek
konsantrasyonda glukozla inkiibe etmislerdir. Bu calisma sonunda, NOS
ekspresyonunun RNA ve protein diizeyinde anlamli diizeyle arttigi fakat NOS
ekspresyonundaki bu artigin tersine, NOS tarafindan indiiklenen NO {iiretiminde sadece
9% 30-40 oraninda bir artis oldugu, ayn1 zamanda siiperoksit iiretiminde de yaklasik %
300 oraninda bir artis gozlendigi goriilmiistiir. (228). Son zamanlarda diyabetik
hayvanlarin damarlarinda yapilan (hem tip 1 hem tip 2) in vivo ¢alismalarda da benzer
sonuclar elde edilmistir. Hem RNA hem de protein diizeyinde NOS enzim aktivitesinde
3 kattan fazla bir artig oldugu, buna zit olarak ise bu hayvanlarin damarlarinda endotel
fonksiyon bozuklugu goriildiigii ve vaskiiler NO biyoyararliniminda anlamli bir azalma
oldugu tespit edilmistir. Bu c¢alismada, artan siiperoksit radikallerinin NO’nun
biyoyararlinimini azalttigi one siiriilmiistiir (229). NO biyoaktivitesi, AGE’lerde
meydana gelen artisla da azalabilir. Diyabette hiperglisemi, Na/K ATPaz aktivitesini
azaltarak NO iiretiminde azalmaya neden olabilir (230). Hiperglisemi ayni zamanda
direkt olarak guanil siklaz aktivitesini de inhibe ederek NO iiretimini azaltiyor olabilir
(231). Homosistein seviyesinin arttigini1 gosteren bir ¢calismada, NO diizeyinin azaldigi
gosterilmistir (232). Homosistein, NO {iretimini L-arjinin transportunu inhibe ederek
azaltiyor olabilir (233). Insiilin, iskelet kaslarinda NO bagimli vazodilatasyondan
sorumludur. Bu vazodilatasyon fonksiyonunun obezite, hipertansiyon ve tip II diyabet
gibi insiilin rezistanst olan durumlarda azaldigir goriiliir. (234). Gene endotel NO
sentezinde azalma tip 2 diyabette de gosterilmistir (235). L-NAME, secici olmayan
NOS inhibitoriidiir ve ¢ctNOS’u iNOS’tan daha fazla inhibe etme 6zelligi vardir (159).
NO’nun, IDDM’de pankreatik B hiicrelerinin harabiyetinde yer aldigi gosterilmistir
(236,237).
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NO’nun biyoyararliniminda meydana gelen azalma, aterosklerotik vaskiiler
komplikasyonlarin olusumuna da zemin hazirlamaktadir (238). NO’nun sentezi
ADMA(Asimetrik dimetilarjinin) tarafindan da inhibe edilmektedir (239). Yapilan
hayvan caligmalarinda diyabette ve glukoz toleransinin bozuldugu durumlarda ADMA
diizeylerinde artis oldugu gosterilmistir (240). Baska bir calismada ise gene ADMA’nin
diyabette miyokardial infarktiis riskinin artmasiyla iliskili oldugu rapor edilmistir (241).
Diyabette endotelyal ADMA diizeylerinin NO {iretimini azalttig1 diisiiniilmektedir
(242).

DM’nin, PKC aktivasyonuyla iliskisi de iyi bir sekilde tanimlanmistir. Endotel
hiicrelerin ve diiz kas hiicrelerinin yiiksek konsantrasyonda glukozla inkiibasyonu
intraseliiler DAG seviyelerini artirarak PKC ‘nin aktivasyonuna neden olur. Bu
durumun aym zamanda STZ ile indiiklenen diyabetli sicanlarin damarlarinda da
olustugu gozlenmistir (243). Ayn1 zamanda Tesfamariam ve ark (169) tarafindan
PKC’nin endotel fonksiyon bozuklugunda rolii oldugu ileri siiriilmiistiir. Aortik
halkalarin yiiksek dozda glukozla inkiibasyonunun endotel fonksiyon bozukluguna yol
actigim1 gostermislerdir. PKC inhibisyonunun NOS aktivitesi i¢in yararlh oldugu,
nitekim vaskiiler siiperoksit iiretimi {izerinde inhibitér etkisinden dolay1r NO
biyoyararhniminda 6nemli bir artisa neden oldugu kaydedilmistir. in vivo olarak PKC
‘nin inhibisyonunun endotel fonskiyon bozuklugunu iyilestirdigi, vaskiiler siiperoksit
diizeylerini normale c¢evirdigi, NO biyoyararlinimini artirdignt sGC ‘nin down-
regiilasyonunu inhibe ettigi ve Cu/Zn SOD ‘un up regiilasyonunu artirdigi gosterilmistir

(229).

PKC, transkripsiyonel diizeyde NOS ekspresyonu i¢in giiclii bir stimulus olusturur. Son
zamanlarda yapilan bir ¢alismada, hidrojen peroksitin de NOS ekspresyonunu stimiile
ettigi gozlenmistir (244). Bu mekanizmanin diyabette NOS aktivasyonunu artirici bir
etkisi oldugu diisiiniilmekte (siiperoksit radikaller ve hidrojen peroksit arttig1 i¢cin). Gene
baska bir calismada siiperoksitin ¢cGC aktivitesini inhibe edebilecegi gosterilmistir
(245). Diyabetik ratlarda in vivo PKC inhibisyonu diis kas siiperoksit iiretimini

azaltmakta ve sGC ekspresyonunu normalize etmektedir (246).

Diyabette yiiksek glukoz, MDA diizeylerinin artirmakta, hipoglisemik tedavi lipid
peroksidasyonunu azaltmaktadir. Hiperglisemi, hidroksil radikallerini artirmaktadir.

Otooksidasyon sonucu lipid perksidasyon iriinlerinin ve Ozellikle hidroksil
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radikallerinin olusumu hizlanmaktadir. Diger taraftan enzimatik, nonenzimatik
antioksidan savunma sistemi zayiflamakta, vitamin C ve E diizeyleri azalmakta ve
patolojik hiicre degisiklikleri olabilmektedir. Bu degisiklik Na*/K*-ATPaz aktivitesini
diisirmekte ve hiicresel yaslanma hizlanmaktadir. Eritrosit membran fosfolipid
iceriginin azalmasi sonucu eritrosit membran akiskanligi azalmakta, deformabilite

ozelligi bozulabilmektedir.

Diyabette eritrosit membraninda bazi degisiklikler meydana gelmektedir. Bunlar,
membran lipidlerinin peroksidatif hasara ugramasi, insiilin reseptor sayisinin azalmasi,
glikolitik enzim aktivitesinin azalmasi, intraseliiler K" miktarmm azalmasi gibi
degisikliklerdir (247). Diyabette lipid perksidasyonunun artmasiyla enzim aktivitesinde
degisikliklerin meydana geldigi ileri siiriilmektedir. Rabini ve ark (248) yaptiklar1
cahigsmada, diyabetli vakalarda Na'/K'-ATPaz enzimininin eritrosit membraninda
yarismasiz inhibisyona ugradigini ve membran lipid iceriginin degismesinin enzim
aktivitesini etkiledigini ileri siirmiislerdir. Vague ve ark (249) tarafindan yapilan
calismada ise diyabetli grubun kontrol grubuna gére eritrosit Na'/K™-ATPaz aktivitesi
daha diisik bulunmus ve noropatisi olan hastalarda olmayanlara gore enzim
aktivitesinin yine daha diisiik oldugu gosterilmistir. Giirbilek ve ark. nin yaptiklari
cahismada ise Na'/K"™-ATPaz enzim aktivitesi, diyabet siiresi uzadik¢a azalmakta ve
insiilin tedavisine gecilince yeniden aktivite artis1 gozlenmektedir. Diyabet siiresinin
uzamasi ve iyi regiile edilememesi eritrosit zart Na'/K"-ATPaz aktivitesinin azalmasina
neden olabilir. Na'/K™-ATPaz aktivite kaybi, hiicre i¢i iyonik dengenin bozulmasina
neden olmakta ve bu da hiicresel yaslanmay1 hizlandirmaktadir. Jennings ve ark (250),
tip 1 DM’li hastalarda eritrosit Cu,Zn/SOD aktivitesinde azalma oldugunu
kaydetmislerdir. Bagka bir ¢alismada gene diyabetli hastalarda eritrosit siiperoksit ve
katalaz aktivitelerinin azalmis oldugu gosterilmistir (184). Insanlarda ve ratlarda yapilan
caligmalarda, diyabetik eritrositlerinin lipid peroksidasyonuna ¢ok daha hassas oldugu
bildirilmistir (156, 251). Tip 1 ve tip 2 DM hastalarindan izole edilen LDL ve eritrosit
membranlarmin  normal kisilere gore oksidasyona cok daha acik olduklar:

kaydedilmistir (252).

Eritrositler 6-8 mikrometre capinda ve 2 mikrometre kalinligindadir. Eritrosit
deformabilitesindeki az bir azalma bile kan dolasgiminda ve mikrodamar diizeyinde

Onemli problemlere yol acabilmektedir (253). Calismalar, diyabette eritrosit
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deformabilitesinin azaldiginit rapor etmislerdir (254-256). Calismamizda, diyabetli
gruplarda eritosit deformabilitesinin bozuldugu, karnozinin ise diyabette bozulan
deformabiliteyi diizelttigi gozlenmistir. Bu diizelmenin shear stres arttikca daha belirgin
oldugu goriilmiistiir. Calismamizin  sonuglar1 literatiirdeki bulgularla paralellik
gostermektedir. Literatiirde diyabette eritrositler hakkinda bilgi veren pek az c¢alisma
vardir. Allen ve ark.lar1 (257) , diyabette eritrositlerin membran lipid yapisinin
bozuldugunu bildirmislerdir. Giugliano ve ark.nin (51) yaptiklar1 ¢calismada diyabetli
hastalarda eritrosit membranlarindan MDA saliminin arttig1 gosterilmistir. Yang ve ark
(258) lar1 ise diyabette eritrosit deformabilitesinin azaldigini rapor etmislerdir. Gene
baska bir caligmada, saglikli kisilerden alinan eritrositler farkli dozlarda glukozla inkiibe
edilmis,glukoz konsantrasyonu arttikca eritrositlerin deformabilite ve agregasyonlarinda
azalma meydana geldigi gozlenmistir (259).Karnozinin hiicre membranlar1 tizerindeki
koruyucu etkisiyle ilgili yapilmig bir ¢alismada, karnozinin kotii beslenme kosullarinda
beyin endotel hiicrelerinin morfolojilerini koruduklar1 (260) ve iskemiye maruz kalan
noronlarin elektriksel eksitabilitelerini kaybetmelerini geciktirdigi goriilmiistiir (93).
Alkolikler iizerine yapilan baska bir calismada ise Karnozinin alkoliklerde eritrosit
stabilitesini artirdigl, membran yapisini giiclendirdigi ve hemolize kars1 dayamklilik
sagladig bildirilmistir (261). Karnozinin bu etkiyi eritrosit membranina entegre olarak
yaptig1 diisiiniilmektedir (96). Aydogan ve ark. ‘nin karnozinin eritrositler iizerindeki
etkisiyle ilgili yaptig1 in-vitro caligmada, karnozinin H,O; ile olusturulan oksidatif
strese karsi eritrosit membranlarini korudugu ve eritrosit deformabilitesinde doza
bagimhi bir diizelme meydana getirdigini gostermislerdir (262). Gene diyabetli
sicanlarda yapilan bagka bir calismada ise, karnozinin diyabetli eritrositlerin hemolitik
stabilitesini artirdig1r gosterilmistir (258,263). Diisiik miktarda NO’nun eritrosit
deformabilitesini diizeltici etkisi oldugu bilinmektedir (264, 265). L-NAME uygulanan
gruplarda deformabilitenin anlamli olarak azaldigi goriilmiistiir. Karnozinin gene
diyabet olusturulmus ve L-NAME uygulanmis grupta eritrosit deformabilitesinin
lyilestirdigi,bu diizelmenin de anlamli oldugu goriilmiistiir (p<0,05). Karnozinin bu
etkisinin gene shear stres arttikca daha da belirgin oldugu gozlenmistir. Karnozinin bu
etkiyi NO salinimmi tetikleyerek yaptigimi diisiinmekteyiz. Nitekim gerek diyabet
olustuktan sonra, gerekse diyabet olusturup L-NAME verdikten sonra karnozin

uygulanan gruplarin total nitrit diizeylerinde artis oldugunu gérmekteyiz.
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ROS’un, DNA hasar1 olusturdugu, enzimleri inaktive ettigi hormonlar1 oksidize ettigi,
lipid peroksidasyonuna neden oldugu, membran biitiinliigiinii bozdugu ve hiicreleri
oldiirdiigii bilinmektedir (266). Insan eritrositlerinin yaslanmas1 da serbest radikal
bagiml oksidatif stresle iligkilidir. Her ne kadar deformabilitedeki anomaliler, membran
permeabilitesindeki degismeler ve yiizey antijenlerinde meydana gelen degisiklik
eritrosit yaslanmasina yol acan hiicresel ozelliklerdeki hasarlar olarak goziikse de bu
anormalilerin altinda yatan hiicresel anomalilerin mekanizmas1 tam olarak
aciklanamamustir (267). Muhtemel nedenlerden biri, oksidatif hasardir. Oksidatif
hasarm eritrositlerin bircok 6zelligini degistirdigi gozlenmistir. Artmis membran
rijiditesi ve azalan eritrosit deformabilitesi oksidatif stres tarafindan indiiklenmektedir.
Ayrica oksidatif stres membran permeabilitesini degistirir ve hemolize neden olur (268).
Aymi zamanda oksidatif hasar, eritrositlerin immiin sistem tarafindan taninmasina da
neden olur (269). Diyabette, eritrosit deformabilitesinin bozulmasini sebebinin,
diyabette artmis olan oksidatif hasar ve lipid peroksidasyonu olmasi muhtemeldir.
Nitekim, bir antioksidan olan karnozinin, diyabette bozulan eritrosit deformabilitesi

tizerinde goriilen iyilestirici etkisi de buna isaret etmektedir.

Calismamiz, literatiirde diyabette eritrosit deformabilitesi ve karnozinin deformabilite
tizerindeki iyilestirici etkisi iizerine 151k tutan ilk ¢alisma olma o6zelligi tagimaktadir.
Karnozinin deformabilite iizerinde, gerek diyabet olusturulan gerekse diyabet olustuktan
sonra L-NAME uygulanan sicanlarda shear streste meydana gelen artigla birlikte daha
da anlamli diizelmeler meydana getirdigi gozlenmistir. Bu bulgu, viicutta shear stresin
farkli oldugu dolasim bolgelerinde ve mikrosirkiilasyon diizeyindeki oksijenasyon
bozukluklarinin giderilmesinde Onem arzetmektedir. Sonuclar olarak karnozinin
diyabette bozulan eritrosit deformabilitesini iyilestirerek mikrovaskiiler dolasim
bozukluklarini ortadan kaldirabilecegini, azalan NO diizeylerini ¢ok az da olsa artirarak
diyabetli hastalarda aterosklerozis olusumunu ve kardiyovaskiiler hastaliklarin olusum
riskini azaltabilecegi ve lipid peroksidasyonunu azaltarak hiicre ve dokular1 lipid
peroksidasyonunun zararli etkilerine kars1 koruyabilecegini ve diyabette multi-
fonksiyonel bir antioksidan olarak diyabetik komplikasyonlarin Onlenmesinde ve

tedavisinde kullanilabilecegini gostermektedir.
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