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I. GIrRiS ve AMAG

Nonenzimatik glikozillenme reaksiyonlari ile pro-
teinlerin yapi ve fonksiyonlarinda degisim olduBunu bildiren
¢ok sayida arastirma vardar (7,13,16,19,24,25,34,37). Pro-
teinlerden ayra olérak nukleik asidlerin de, nonenzimatik
glikozillenme reaksiyonlari ile modifikasyona ugradiklara
bildirilmistir (21).

Nonenzimatik glikozillenme reaksiyonlarainin kata-
rakt, noéropoti, nefropati, retinopati mikro ve makroaﬁgio—
patilerin etiyolojilerinde 6nemli‘ olabilecekleri birgok
aragtirici tarafindan ©ne siiriilmektedir (7,9,19,33,34).
Bilindigi gibi -bu komplikasyonlar diabetiklerde ve yasli-
'laraa siklikla goriilen komplikasyonlardair (21). Nondiabe-
tiklerde genellikle ileri yaslarda goriilen bu komplikasyon-
lar, diabetiklerde 6zellikle kan glukoz diizeyi yiiksek sey-
redenlerde daha erken yaslarda goriilebilmektedir. Bu yakla-
simla, fizyolojik bir oiay olan yaslanmayi diabetin hizlan-
dirdigi kabul edilmektedir (21).

Kontrolsuz olarak gerceklestigi bilinen nonenzimatik
glikozillenme reaksiyonlari ile olusan erken ve ileri gli-
kozillenme iiriinlerinin birikim miktarini belirleyici etken-
ler glisemi yiiksekligi ve birikim siiresidir. Uzun oOmiirli
proteinler iizerindeki nonenzimatik glikozillenme iiriin biri-
kiminin, nondiabétiklerde, yaslanmaya bagli olarak artmasi
fizyolojik bir olaydir. Diabetiklerde ise hiperglisemi ne-
deni ile rsﬁzkonusu birikim fizyolojik diizeylerin ‘izerine
¢ikar. Diger bir deyigle nondiabetiklerde: ileri  yaslarda
ulasilan birikim diizeyine diabetiklerde daha erken yaslarda
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Nondiabetiklerde ileri yaslarda, diabetiklerde ise
daha erken yaslarda goriilebilen katarakt, noéropati, nefro-
pati, retinopati mikro ve makroangiopatilere yol ag¢ma ola-~
s1ligi farkli arastaricilar tarafindan One siiriilen nonenzi-
matik glikozillenme iiriin birikiminin, diisiik diizeyde tutul-
masinin ¢ok biiylik Oonem tasidifi ortaya c¢ikmaktadir. Diabe-
tiklerde birikimin, metabolik kontrolun 'saglanmasi ile
ancak ayni yaslardaki nondiabetiklerdeki diizeye kadarazal-'
tilabilecegi teorik olarak diisiiniilebilir . Ancak bu biriki-
min tamamen engellenme olasiligi var midir? Bu olasilaiga
diisiinen arastiricilar tarafindan aminoguanidin (6,8,21),
asetil salisilik asid (3,49), D-lizim (51), 1l-benzil-3-
imidazol oksi asetik asid'in sodyum tuzu (10) ve ddketoal-
dehit dehidrogen821ﬁ (42) albumin, kollajen, hemoglobin,
fibrinojen gibi proteinlerin ve glomerul bazal membranin
nonenzimatik glikozillenmeleri iizerine inhibitér etki gés-

terip gostermedikleri arastirilmistar.

Literatiir arastirmasi, bu konuda sanirli sayida,

¢alisma yapilmis bulundufunu géstermistir.

Yaslilarda ve diabetiklerde siklikla goriilen kompli-
kasyonlarin o6nlenmesi amacina y&dnelik bu arastairmalaran
onemi biiyliktiir. Bu diigiince ile programlanan bu tez ¢alisma-
sinda globuler yapida ¢6ziinen bir protein olan hemoglobin
ile bir skleroprotein olan elastinin in vitro nonenzimatik
glikozillenmeleri i{izerine aminoguanidinin etkileri ince-

lenmistir.



II. GENEL BILGILER
1. GLIKOZILLENME REAKSIYONLARI

Karbohidrat molekiilleri protein molekiillerine enzi-
matik ve nonenzimatik .reaksiyonlarla baglanarak, proteinleri

posttranslasyonel degisime uBratairlar.
1.1. ENZIMATiX GLiKOZILLENME REAKSIYONLARI °

Glikozil transferazlarin etkinliginde proteinlerin
serin, treonin, hidroksilizin aminoasidlerine O-glikozid baga
ile, asparagine ise N-glikozid bagi ile galaktoz, mannoz,
fukoz ve N-asetilglukozamin, N-asetilmannozamin ve sialik
asidlerin baglanmasi sonucunda glikoproteinler olusurlar
(7,19,34). '

Golgi aygitinda glikozil transferazlarin etkinligin-
de Mn™* iyonlari varliginda ve dolikol fosfatin kofaktor
olarak kullanildig:r biosentezlerde, N-Glikozid bagi; fosfo-
riilenmig karbohidrat molekiillerinin kullanildagi biosen-

tezlerde ise, 0-Glikozid bagi olusmaktadair (2,34,53).

Biosentezleri kontrol altinda gergceklesen glikopro-
teinler yapisal, tasiyici, hormonal, enzimatik, reseptdr
fonksiyonlu olduklari gibi, hiicre ve dokulara &zgiin anti-
jenik karakter kazandirma, kayganlastirici ve koruyucu mii-
koz salgilarin temel lﬁlééaﬂgrimi olusturma gibi 6zellikle-

re de sahiptirler (16,36).



1.2. NONENZIMATiK GLiKOZiLLENME REAKSIYONLARI . =«

Proteinlerin N terminal amino gruplarina ve 1lizin
amino asidlerine ait £amino gruplarina glukoz, galaktoz,
mannoz, fukoz, fruktoz, riboz, sialik asidler ve bazi hek-
sozlarin fosforillenmis sekilleri serbest karbonil gruplari
ile baglanirlar. Baglanma glikoprotein olusumundan farkla
* olarak glikozid baglari araciligi ile olmaz. Amino grubu-
nun, karbonil grubu iizerine nukleofilik bir atak yapmasi

ile olusan ilk kovalan iiriin aldimin yapili "Schiff baz"dair.

Labil olan "Schiff baz" birinci reaksiyona gore daha
yavas ve daha az tersinir olan ve "Amadori cevrilmesi"” ola-
rak adlandirilan bir reaksiyonla ketoamin yapili Amodori

iirliniine: doniisiir (6,7,/9).
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H—i—OH K | Xy
N ﬂnﬁtﬁin :;::::=z|£r9£einj _— Efgﬁ;ﬁ}ﬂ
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Glukoz H-&-OH Hé-OH
éHon éHon
"Schiff Baz" Amadori Uriinii

Hemoglobinin B N terminal poiisyonlarda glukoz ile
olusan ve bir Amadori iiriinii olan HbAlc'nin diger ketoamin
bagla glukoz bilesikleri gibi biiyiik oranda halkasal konfor-
masyonda bulundugu bildirilmistir (2,16).



Protein iErpLein‘
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Genel olarak nonenzimatik glikozillenme, glukozun
baglanmasi halinde ise nonenzimatik ghlkozillenme‘ olarak
adlandirilan bu reaksiyonlar jp vivo ve in vitro kosullarda
gerceklesir (7,14,34).

Biolojik ©Omrii kisa olan proteinlerden bu reaksiyon-
lar ile ketoamin yapilar olusur (7). Bunlar erken gliko-
zillsnme iirinleridir. Uzun oOmiirli proteinlerin ketoamin
tiirevleri ise bir seri reaksiyonla kahverenkli ve fluore-
sans ozellik gésteren ve "ileri glikozillenme iiriinleri”

olarak adlandirilan maddelere doniisiirler (6,7,19,21).

Bunlarain olusumu tersinir olmadigindan proteinlerin

omiirleri siiresince birikime ugrarlar.

Amadori iiriini —> > > > Ileri glikozillenme
iriinleri

ileri glikozillenme iiriinlerinin bir b&liimi diger
proteinlerin amino gruplarina kovalan olarak baglanarak
protein molekiilleri arasinda ¢apraz bag olusumuna neden

olurlar.



Capraz baglanmanin, iki adet glukoz molekiili ile
iki adet lizinin £amino grubu arasindaki heterosiklik kon-
dansasyon ile oldugu in vivo ve im vitro gésterilmigtir
(2). Bu sekilde olusmus bir capraz bag hﬂﬁ@ﬁﬁﬂin (2-Furoyl)
—4(5)-(2—furaﬁ&i)—l H-lmidazole (FFI) oldugu saptanmistir.
(6,8,21).

|l’r.0.t.ein|

N

lPropein‘
Glukoz tiirevi capraz bag
(2-Furoyl) 4.(5) - (2-furanyl)-1 H Imidazole (FFI).

Protein ve kerbohidrat molekiilleri arasinda nonenzi-
matik olarak gerceklesen ve renkli fluoresans o0zellikli
maddelerin olusumu ile sonug¢lanan glikozillenme reaksiyon-
lar1 "Maillard reaksiyonlari" olarak da bilinir. Maillard
bilesiklerinin maddélerin dejenerasyon ve denatiirasyonuna"
neden oldugu ve yaslanma ile iliskileri bildirilmistir (40,
41).

Nonenzimatik glikozillenme olayinin aydinlatilmasi
amaciyla hemoglobinin ¢esitli monosakkaridler ile im vitro

sistemde glikozillenmesi gergeklestirilmistir (7,13).



1.2.1. Nonenzimatik Glikozillenme Reaksiyon Hizimi

Etkileyen Parametreler

fn vitro kosullarda, nonenzimatik glikozillenme hi-
zin1 etkileyen ©parametrelerin, monosakkarid ve protein
konsantrasyonlari ile ortamin 1si ve pH'i oldugu belirlen-
mistir. Reaktan konsantrasyonlarl.veJﬁlnularttlrilma31 ile
reaksiyonlasmanin arttigl saptanmistir. Hemoglobinin pH
7'nin altinda 6nemli oranda glikozillenmedigi, pH'ain 7'den
9'a kadar yiikseltilmesi ile glikozillenmenin arttifi gdste-

rilmistir (19).

In - vivo kosullarda ise, proteinlerin ne Olgiide
nenenzimatik glikozillenecefini belirleyen iki etken, orta-
min glukoz konsantrasyonu ve proteinin omriidiir., Glukoz
konsantrasyonunun yiikselmesi ile ve yari Omriin uzamasi ile
nonenzimatik glikozillenmenin arttifi bilinmektedir (8).

N Proteinler ile, aldozlarin, ketozlardan daha hizli
reaksiyonlastiklari gbsterilmistir (7,13,34) .Arastiricilar,
aldoz ve ketozlar arasindaki reaktivite farkini karbonil
grubunun aldehid yapisi di¢inde daha elektrofilik olmasz

ile agiklamislardir (13).

Ancak Oimomi, M, ve ark. tarafindan yapilan bir

"in vitro deneysel ¢alismanin sonucu olarak, albumin'in

fruktoz ile, glukoz ile oldugundan daha fazla glikozillen-
digi a¢iklanmistar (43).

Monosakkaridler ile proteinler arasindaki nonenzima-
tik glikozillenme hizinin, monosakkaridin a¢ik zincir yapi-

da bulunma olasilaiginin artmasi ile yiikseldigi saptanmis-

"tar (13). Bilindigi gibi glukoz organizma sivilarinda hal-

kasal konformasyonda bulunur. Bu konformasyon: dig¢inde



hidroksil gruplarinain ekvatoryal olarak yerlesmis olmasa
glukozun halkasal konformasyonunu stabillestirir, reaktivi-
tesini azaltir. Organizma saivilarinda yiiksek konsantrasyon-
da bulunan glukozun belirtilen nedenle, proteinleri nonen-

zimatik glikozillenme etkinligi azdir (13).

1.2.2. Nonenzimatik Glikozillendigi Saptanan

Proteinler

Diabetik olgularda, ekstraselliiler proteinlerin,
plazma membran proteinlerinin ve glukoz gi;i§inin insuline
bagimli olmadiga dokularda hiicre i¢i proteinlerinin nondia- -
betik olgularda oldugundan daha yiiksek oranda glikozillen-
digi g6sterilmistir (7,34).

- Hemoglobin, eritrosit membran proteinleri, fibrino-
jen, albumin, diisiik dansiteli lipoprotein, kollajen (bazal
membran, deri, aorta, tendon), periferik sinir proteini,
myefin proteinleri, tubulin, lens kristallinleri, lens kap-
siili proteinleri, kemik proteinleri ve insiilinin in_vivo;
antitrombin III, fibrin, endotelyal hiicre membrani, yiksek
dansiteli 1lipoprotein, katepsin B, PB-N-asetil D glukoz
aminidaz, pankreatik riboniikleaz A ve ferritinin imn vitro

glikozillendikleri saptanmistair (7,19,34).

Omiirleri kisa olan proteinler (albumin, hemoglobin)
izerinde ketoamin yapili "erken glikozillenme iiriinleri"
(Amadori iirtiinleri), ©Omiirleri .daha uzun olan proteinler
(kollajen, lens proteinleri) iizerinde ise "ileri glikozil-

lenme iiriinleri"nin olustuu goésterilmigtir (6,7,8,21,34).



1.2.3. Proteinlerin Nonenzimatik Glikozillenme

Sonucu Degigime Ugrayan Ozellikleri

Proteinler iizerinde olusan erken ve ileri glikozil~-
lenme iiriinlerinin proteinlerin Yapllarlnl degisime ugrat-
tiklari ve fonksiyonlarini olumsuz olarak etkiledikleri

saptanmistir (7,21,34).

Proteinlerin ¢apraz bag olusturma ve agregasyon,
molekiiler biiyiikliik, sekil, yiik, ¢Oziiniirlik, 1si1 ve enzim-
lere karsi dayaniklilak gibi yapisal oOzelliklerinde ve
biolojik Omiir enzimatik aktivite, hormonal aktivite, yapi-
sal biitiinligiin korunmasi, diizenleyici molekiillere baglanma,
antijenik ©6zellik kazanma ve antikor olusumuna yol ag¢ma,
reseptdér tarafindan taninma ve endositoz gibi. biolojik
6zelliklerinde nonenzimatik glikozillenme sonucunda degisim
oldugu saptanmistir (7,19,34).

:i
\\

2. HEMOGLOBiN ve OZELLIKLERI

Hemoglobin, hem ve globinden olusmus, tetramerik
yapilz bilesik bir proteindir. Hemoglobin molekiilinde 4 hem
halkasi ve 2 adete , 2 adet P olmak iizere 4 polipeptid zin-
ciri bulunur. o ‘polipeptid zincirleri 141, B polipeptid
zincirleri ise 146 amino asid igcerir. 68.000 molekiil agir-

1i1kly, globiiler bir proteindir.

Prostetik kisim hem, protoporfin IX'dur. Fe atomu
protoporfirin IX halkasinin N atomlarina 4. koordinasyon
bagi ile baglanair, 5. koofdinasyon bagi ile Lzincirlerinde
58 No'lu, B zincirlerinde 63 No'lu pozisyonlarda bulunan

histidinlere baglanir (Proksimaikhistidin).



o zinc1r1 tetrahedral b1r ~diizen_ olugturmustur., Hemqglob;qiy
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Fe atomunun 6. koordinasyon bagina hemoglobin mole-
kiiliinde H20, oksihemoglobin molekiiliinde ise 02 reversibl
olarak baglanir. Fe atomunun 6. koordinasyon pozisyonuna
yakin pozisyonda=—¢ zincirlerinde 87 ﬁoﬁu, P zincirlerinde

92 No'lu— histidin amino asidi (Histal histidin) bulunur.

Hemoglobin molekiiliinde 02'i baglayan bilesen hem'in
2 degerlikli Fe atomu; bu baglanmanin reversibl olmasina
sagléyaﬁ ve oksijenasyon sirasinda Fe2+ atomunun oksidasyo-
na ugramadan 02 ile dayanikla b1r kompleks olusgturmasini

saglayan, globlndlr. - -

HemoglObinin' globﬁler. yab1s1 191nde 4 pollpeptld

molekulunun dis yuzeylndekl am1n0a31d1er polar,:i§ klgzm&aﬁ

‘bulunanlarl 1se‘apolard1r.,Bu yap131 ile hemoglobln suda

-~ ¢bziinen fakat suya kargl gecirgen olmayan ' bir protelndlr.W '

Her b;r:monomer,apolar karakter11 mmnowias1d1er tdrafindan-
‘gevrelenen bir "cep" igih&e; hem halkasini tasir. Tetrahed-

ral diizen ig¢inde hemiér,'aralarlnda herhangl b'”

mak81z1n b1rb1r1er1nden uzakta bulunurlarﬁ

Hemoglobin molekiiliinde qi, 0&, Bl ve 32 zincirleri
arasinda tuz koépriileri vardir. Bu koépriiler hemoglobinin

4, yapisini stabilize eder (36,53).

Hemoglobin molekiiliiniin merkezinde P zincirlerine
ait amino asidler tarafaindan oiusturulmug 6 (+) yikli bir
bosluk bulunur. Fizyolojik pH'da 4 (-) yiik tasiyan 2,3 di-
foéfogliserat (2,3 DP3) bu bosluga yerlesir ve B zincirle-
rini ¢apraz baglayarak hemoglobinin oksijene olan ilgisini

azaltar.
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Hemoglobin akcigerlerden dokulara Oz'nin}dokulardan
akcigerlere COz'nin tasinmasinda ve dokulardaki metabolik
aktiviteye bapgli olarak eritrositlerde karbonik anhidraz
aktivitesi ile olusan Ht'larin “tampone edilmesinde gbdrev
yapar. Tetramerik yapida allostérik bir protein olan he-
moglobinin belirtilen fonksiyonlarini kan pH'a, kanin pCOz,

eritrosit (2,3 DPG), plazma trigliseridleri etkilemektedir.

Yapisi ve Ozellikleri ozetlenen hemoglobin eriskin
insan eritrositinin major hemoglobini olan ve total he-

moglobinin yaklasik %Z 90'ini olusturan Hemoglobiﬁ A'dar.

Erigkiﬂ»eritrositlerinde HbA'dan ayri olarak mindr
hemoglobin komponentleri de bulunur. Bu‘”kompqnentlerden'j*
'HBAZ(K2 §&) % 2,5 oraninda HbLF (Xéaa) ese;wdﬁzeyde;’baéllcé
glikozillenmig hemoglobin (HbAl) kqmponenti olan'HbAlcise
yaklasik %Z 5 oraninda bulunur (53){

\ 2.1. GLIKOZILLENMIS HEMOGLOBIN

2.1.1. Glikozillenmis Hemoglobinin Yapisal ve

Fonksiyonel Ozellikleri

In vitro ve in vivo kosullarda nonenzimatik gliko- -
zillenmeye ugradigini gosterilen ilk protein hemoglobindir
(24,25,26,56).

EFriskin insan eritrositinin ba@llca hemoglobini olan
HbA'nan glikozillenmis komponentleri ilk defa Allen ve ark.
tarafindan 1958 yilinda iyon degistirici kolon kromatogra-
fisi ile izole edilmis ve sirasiyla HbAla’ HbA1b ve HbA1c

olarak isimlendirilmistir (1).
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HbA1a 1978 yilinda Mc Donald ve ark. tarafindan

ve HbA
1 - la,

HbA1a olmak iizere 2 alt fonksiyona ayrailmistar

(37).
Hemoglobinin BN ve (N terminal pozisyonlarda ve bazi
lizin aminoasidlerinin & amino gruplaranda nonenzimatik

glikozillendigi bilinmektedir (52).

Glikozillenmenin «, P dimerinde bulunan 25 lizin
kalintisi arasindan sadece B 66,4 61, B 17,« 40, P 8 pozis-

yonlarindaki lizinlerde oldugu saptanmistair (16).

Glikozillenmenin "B N terminal" ve "non P N termi-
nal" pozisyonlarda birbirine esit oranda oldufu Fluckiger
ve ark. tarafindan hem normoglisemik ve hem de hiperglise—

mik kisilerde gosterilmistir (25).

) HbA'nin B N terminal pozisyonlarda glikozillenmesi
ile\blusan ve en yiiksek oranda bulunan Hbﬁl komponenti olan
HbAlCYnin in vitro kosullarda sentezi 1976 yilinda Fluc-
kiger ve ark. tarafindan ilk olarak gergeklestirilmigtir
(14,19,24).

in vitro sentezlenen HbA,  ile im vivo olusgan HbAlC'
nin yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerinin ayni oldugu sap-

"tanmistair (24).

In vivo kosullarda Bunn ve ark. tarafindan yapllmi$
bulunan biosentetik ¢alismalarda HbAlC'nin ve diger HbA1
komponentlérihin yavas ve devamli olarak eritrositin yasama

siiresince olustugu gdsterilmistir (15).

Hemogiobinin 02'e olan ilgisini belirleyici etkenler
arasinda bulunan 2,3-DPG, molekiiliin, B N terminal NH, grup-

larini da ig¢ine alan (+) yik yogunluklu 6zel boélgesine
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baglanir. In_ vitro yapilan deneyler B N terminal glikozil-
lenmenin bu bdlgenin 2,3~ DPG'i baglama yetenegini azaltti-
gin1 gostermistir (38). Ancak im vivo kosullarda hemoglobin
glikozillenmesinin, molekiiliin 02 tagima yeteneginde etki
yapip yapmadifi konusu heniiz kesinlige kavusmamistir (33).

Bu konuda arastirmalar siirdiirilmektedir (12,18,44).

Bazi arastiricilar diabetiklerde lemoglobinin 02'e
olan ilgisinde glikozillenmeye bagla bir artis oldugunu
ve bu nedenle diabetiklerde doku oksijenasyonunun bozulabi-
lecegini ve doku hipoksisinin olusabilecegini bildirmekte-
dirler. Bilindigi gibi uzun siire hipoksik kosullarda kalan

dokularda harabiyet gézlenebilir (11).

Doku hipoksisinin de diabetes mellitusun kronik
komplikasyonlarinin gelisiminde roli oldugu® bildirilmisg-
tir (14,44,56).

\\ 2.1.2. Glikozillenmis Hemoglobinin Klinik Onemi

HbA1c
kan glukoz diizeyinin bir gostergesi oldugu bilinmektedir.

diizeyinin kanin alinmasindan  dnceki d&énemin

Ancak arastiricilar kanin alinmasindan dnceki hangi donemin
kan glukoz diizeyini yansattigi hususunda farkli gériisler

bildirmektedirler.

Bu dénemin, Bunn ve ark. 2-3 ay (14,15,16,29),
Kennedy ve ark. birka¢ hafta (31), Goldstéin ve ark. 3-4 ay
(27), Yue ve ark. 2-3 ay (34), Parker ve ark. 2-4 ay (46),
Koening ve ark. 4-6 hafta (35), -Dunn ve ark. 4-5 hafta (23)
Ditzel ve ark. 3,5-11 hafta (22) oldugunu bildirmislerdir.

'HbAl komponentlerinin hizla olustuklari fakat daha
yavas yikilima ugadiklari bilindiginden (31) Koening R.J.

ve ark., glikozillenmis hemoglobin degerinin belirtilen
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siireler ig¢indeki kan glukozunun ortalama diizeyinden ziyade
yiiksek diizeylerini yansittigi bildirilmektedir (35).

HbAlc konsantrasyonunun diabetiklerin eritrositle-
rinde nondiabetiklere gére daha yiiksek oldugu farkli aras-

tiricilar tarafindan saptanmistar (14,15,31,48).

Koening, Cerami ve ark. diabette kan glukoz degerle-
ri ile glikozillenmis hemoglobin degerleri ile glikozillen-
mis hemoglobin degerleri arasinda anlamla iligki‘ bulundugu-
nu gerek insanlarda ve gerekse de farelerde godstermigsler-
dir (35). '

. Glikozillenmis hemoglobin parametresinin diabgtin
tanisinda, diabetiklerin kontroliinde ve diabet komplikas-
yonlarinin taninmasinda bir gdsterge olaré&.degerinin be-
lirlenmesi amaci ile ¢ok sayida arastirma yapilmistair (7,
14,27,30,33,56). Bu arastairmalarain bulgulara, kanin gliko-
"zillenmis hemoglobin degerinin Saptanmas1 ile diabet tani-
sinin konulamayacaglni, fakat diabetiklerin metabolik du-
rumlarinin saglikla olarak kontrol edilebilecefini goster-

mektedir (30).

Diabetik hastalarda normal ya da diigiik HbAlc deger-
lerinin saptanmi$ olmasinin hipoglisemi riskinin isareti

oldugu bildirilmektedir (26,27).

Glikozillenmis hemoglobin paraﬁetresinig degerinde
azalma olabilmesi igin ge¢mesi gereken minimal siirenin
3,5-4 hafta oldugu bilindiginden (22,23) 'diabetiklerin
insulin ile kontrol altina alinmalari sirasinda kan glukoz
diizeyindeki degisimlerin izlenmesi amaci ile glikozillenmis
hemoglobin 6lgiimiiniin uygun olmadigi aciklanmaistir. Belirti-

len amagla yara omrii hemoglobininkinden daha kisa olan ve
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bu nedenle kan glukozunun daha kisa siire ile (1-2 hafta)
i¢indeki ortalama deferini yansaitan glikozillenmis albumin

parametresinin 6l¢iimiiniin uygun oldufu bildirilmistir (19).

Hemolitik anemi ve hemoglobinopatisi olan ya da ya-
kin gegmiste kan transfiizyonu uygulanms olan kisilerde sap-
tanan glikozillenmis hémoglobin degerlerininyaniltici olabi-

lecegi ag¢iklanmastair (56).

2.1.3. Glikozillenmis Hemoglobin Parametresinin

Olciimii

Glikozillenmis hemoglobin parametresinin dl¢iimiinde
kromatografik (iyon degistirici kolon kromatografisi, yiik-
sek basing¢li 1likid kromatografisi, affinite kromatografisi )’
(16,45), elektroforetik, izoelektrik odaklama (16), im-
munolojik (16) kimyasal (fluorometrik, kolorimetrik) (16,
26,46) yontemler uygulanmaktadir. .

\\ | |

Bu yﬁhtemlerden iyonik yiik esasina gdre ayiraim sag-
layan iyon degistirici kromatografi, yiiksek basingla 1ikid
kromatografi (HPLC), agar jel elektroforezi, izoelektrik
odaklama ile hemoglobinin sadece B-N terminal pozisyonlar-
daki glikozillenme ile olusan HbAlc komponentinin % oran:i
saptanabilmektedir. Oysa hemoglobinin B N terminal pozis--
yonlari disinda da glikozillendigi bilindiginden pgjekiiliin
tiim glikozillenmesinin O6lgiilmesi gerekir. Bu ama¢la affini-
te kromatografisi, kolorimetrik yodntemler ya da immunolojik
yontemlerin kullanilmasi uygundur. Genellikle Bio-rex 70
katyon degistirici reg¢ine kullanilarak uygulanan iyon de-
gistirici kromatografi yOntemleri HbAlc ile birlikte "haizla
hemoglobinler" adi verilen HbA1a , HbA1

: e
1 a2’ HbAlb ve preAlc i
de birlikte &dlgcer (16).
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Iyon degistirici kolonda HbF, HbBS ve HbBC, HbBD ve
HbG gibi diger hemoglobin varyantlari da HbAlc'nlnkine ben-
zer iyonik davranisi gosterirler (16). Iyon degistirici
kromatografik yo6ntemlerde hemolizatlarain uzun siire bekle-
tilmeleri halinde (+) hatalil sonug¢lar alinabildigi ve hata
oraninin ortam 1sisina bagli olarak degistifi ag¢iklanmig-
tir (26).

Lipemik kan Ornefinin hizla ¢alisan bir kromatografi
yontemi ile analizinin de (+) hatali sonug¢ verebilecegi
bildirilmistir (16).

Uremililerde, kursun ile zehirlenmis olanlarda ve
muhtemelen alkoliklerde HbA1 i¢in yiiksek degerler saptan-
digi bildirilmistir (16).

Poliakrilamid jel ilizerinde yapilan izoelektrik odak-

lama ise HbA1 'i,'HbAo'dan belirgin olarak ayirdigi halde,

c
\

bu teknigin yiiksek hiiner ve kantitatif deferlendirme ic¢in

yiiksek kaliteli dansitometre gerektirmesi, kullanilimini

sinarlar (16).

pH'y 6,5 olan agar jel lizerindeki elektroforez daha
iyi bir ayirim sagladigindan ve kantitatif degerlendiril-
mesi daha kolay oldugundan bazi arastiricilar tarafindan
HbAlc'nin rutin Ol¢iimlerinde kolon kromatografisine alter-

natif bir teknik olarak onerilmistir (15).

Immunolojik yoéntemlerin gilivenilirligi anti HbA1C
antikorlarainin HbA ile capraz reaksiyon vermesi nedeni ile,
az oldugundan HbDA
(16).

1c analizinde kullanilimlari sinarladar

Bu tez ¢alismasinda uygulanan ydntem tiyobarbitiirik
asidli (TBA) kolorimetrik yontemdir (46). '
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Standardize edilmis TBA yontemi ile gilivenilir kesin

ve dogru sonuglar elde edilebildigi ac¢aklanmistar (15,16).

Hemolizatlardaki hemoglobin ‘konsantrasyonu, otokla-
vin basing ve temperatiirii, numunelerin otoklavda tutulma
sliresi yontemin stardardizasyonunda go6zdniinde bulundurula-

cak onemli hususlardar.

Oda 1sisinda olmamak kosuluyla 4°C, -20°C ve -80°C'
" de saklanan kan 6rneklerinde en stabil sonu¢larain TBA yén-
temi ile elde edildigi bildirilmistir (47).
1

TBA'lr kolorimetrik yéntemde Glgﬁmﬁn‘ketoamin bagla
glukoza 06zgii olmasi HbF, hemoglobin varyantlari ya da he-
moglobinin diger pbsttranslasybnel modifikasyonlarlnln}(16)
sonucu etkileme olasiligini ortadan kaldirir. Bu 0Ozelligi
ile kolorimetrik yontem diyon degigtiricili kolon kroma-
tog{jfisi ve elektroforetik yéntemlerden'daha avantajlidar,.

Yontem, basit bir kolorimetre ve olduk¢a ucuz reak-
tifler kullanilarak uygulanabilmektedir. Kullanilan reak-
tiflerin wuzun siire dayanikli kalabilmeleri de y&ntemin

avantajlari arasindadar.

Ayrica TBA yontemi hemoglobin disinda diger protein-
lerin de glikozillenmesini §Jlg¢ebildiginden kullanimi iyon
degitiricili kromatografi ve elektroforetik yoOntemlerden

daha yaygindar.

Fenil boronik asid reg¢ineli kolonlarda kolay bir
teknikle uygulanan affinite kromatografisi ile de kolori-
metrik yodntemlerde oldugu gibi hemogiobin molekiiliiniin tiim
glikozillenmesi tlciilebilmekte, diger glikozillenmis pro-

teinlerin de kantitatif analizi yapilabilmektedir.



- 18 -

3. ELASTIN ve OZELLIKLERI

Elastin, organizmada ligaman, arter cidarlara, akci-
ger plevrasi ve parankimi ve diger esnek bag dokularinda
elastik 1liflerin yapisini olusturan mezankimal kaynakla
soluk sari renkli ultraviole isikta mavimsi fluoresans gos-
teren bir skleroproteindir. Sari bag dokusunda beyaz bag

dokusuna gore daha yiiksek oranda bulunur (53).

Tripsin ve kimotripsin gibi proteazlara, asid ve
alkalilere karsai diren¢li olan; pH 2'de pepsin ile.yavag
hidrolize ugrayan ve bir pankreas enzimi olan elastaz ile
sindirilen proteindir (4). Bilesiminde Z 70'den daha yiiksek
oranda hidrofébik aminoasidler, % 27 oranainda glisin,

% 8-9 oraninda ise hidrofilik amino asidler bulunur.

Elastinin hidroliz iriinleri arasinda bulunan desmo-
zin, izodesmozin, merodesmozin ve lizinilnorlosin, molekiil-
dekf\gapraz baglarain olq$umunda gorevli olan amino asidler-
dir (28).

3.1. GLIKOZILLENMIS ELASTIN

Yapilan literatiir arastirmasi elastinin nonenzimatik
glikozillenﬁesi konusunda sadece iki ¢aligsma yapilmis bu-
lundugunu géstermektedir (17,20). Ayni arastairici grubu
tarafindan yapilmis bulunan bu deneysel galigsmalarin sonug-
lari1 elastinin in vitro glikozillenebildigini (17) ve
elastinin nonenzimatik glikozillenmesi iizerine ZnClz'ﬁn

etkisi olmadigini (20) gostermektedir.

Elastine benzer bir protein olan kollajenin nonenzi-
matik glikozillenmesi ile ilgili daha ¢ok sayida c¢alisma

yapilmistar. .
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Yapilan arastirmalar ileri glikozillenme iiriin biri-
kimine bagli olarak kollajen molekiilleri arasinda g¢apraz
bag olugtugunu gostermektedir (8,21,33,34,50). Arastirici-~
lar glikozillenmis kollajen molekiilleri arasindaki ¢apraz
baglanmalar sonucunda proteinin éﬁzﬁnﬁrlﬁgﬁnde, elastikiye-~
tinde, proteazlara karsi duyarliliginda azalma ve 1siya

karsi duyarlaliginda artma oldugu bildirilmektedir (34).

Cerami ve ark. diabetiklerde ve yaslilarda glikozil-
lenmis kollajenin, diger kollajen molekiilleri gibi albumin,
immunoglobilin ve diigsiik dansiteli lipoproteinleri de gapraz

bagliyabildigini ag¢iklamiglardair (21).

Aré$t1r1c11ar bir ekstraselluler matriks proteini
olan kollajenin belirtilen bu proteinleri g¢apraz baglamasi
sonucunda ekstraselliiler matrikste degisme, bazal membranda
kalinlasma, bag dokusunda sertlesme olabilecegini acikla-
miglardair (33). ‘

\\n

Aragtir1c1lar yaslilar ve diabetikler arasinda sik-

likla goriilen aterosklerozun patojenezinde bu mekanizmanin

da rolii olabilecegini one siirmektedirler (21).

Insuline bapgimli diabetiklerde eklemlerin hareket-
liliginde gbriilen azalmaya, kollajen glikozillenmesinin

neden olabilecegi bildirilmektedir (32).

Dermal kollajenin insuline bagimla diabetiklérde,
ayni yastaki nondiabetiklere gbre daha kahverengi ve daha

fluoresansla oldugu.saptanmlgtlr (39).

Diabetik kollajenin absorbans ve fluoresans spek-
trumlarinin nondiabetik kollajeninkinden farkli oldugu ve
proteinler ile glukoz arasinda im_vitro kosullarda kahve-
rengilesme (Maillard) reaksiyonlara ile olﬁgan melanoidin-

lerinkine garpici bir sekilde benzedii saptanmistair (33).
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4. NONENZIMATIK GLiKOZILLENME REAKSIYONLARININ
iNHiBiSYONU

Nonenzimatik glikozillenme reaksiyonlarinin diabe-
tiklerde ve yaslilarda siklikla goriilen komplikasyonlaran
nedenleri arasinda yer alabilecegi bazi arastairicilar tara-
findan d6ne siiriilmektedir (6,8,21,51). Bu komplikasyonlarin
gelisiminin 6nienmesi ya da geciktirilmesi amacina yonelik
olarak bazi arastairacilar nonenzimatik glikozillenme reak-
siyonlaranin inhibisyonu konusunda deneysel g¢aligmalar yap-
mislardir (3,6,8,10,21,42,49,51).

" Brownlee ve ark. nukleofilik bir hidrazin tiirevi
olan aminoguanidinin ketoamin yapili Amadori iiriiniiniin karbo-
nil gruplaraina baglanarak ileri glikozillenme {iriin olusumu-

nu inhibe ettigini bildirmislerdir (6,21).

N Brownlee ve ark. vyaptiklari: in vitro deneylerde;
\\
aminoguanidinli ortamda albuminin nonenzimatik glikozillen-

digini (21), protein {izerinde Amadori {iriiniiniin olustugunu
ancak ileri glikozillenme iiriin olusumunda % 90 oraninda

inhibisyon oldufunu gdzlemlemislerdir (8).

Arastiracilar kollajenin glukoz ile inkiibasyonunda
kollajen molekiilleri arasinda olusan asira gapraz baglanma-
nin, ortama aminoguanidin katilmasi ile oOnlendigini ag¢ik-

lamislardir (21).

Ayni arastiraci grubu glikozillenmis kolla jen mole-
kiilleri arasaindaki asiri ¢apraz baglanmanin polianyonik
proteoglikanlarlﬁ kollajen fibronektin ve bazal mebrana
baglanmalarini bozdugunu ve aminoguanidinin bu durumu diizelt-

tigini bildirmislerdir (6).
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Cerami, ‘A. Qe ark., aminoguanidinin, im vivo kosullar-
da da, nonenzimatik glikozillenme reaksiyonlarai tiizerine
inhibisyon yaptigini diabetik siganlarda godstermiglerdir.
Arastiricilar, aminoguanidin uygulanan diabetik siganlarda
aminoguanidin uygulanmayanlara gére aortada daha az ileri
glikozillenme iiriin birikimi, daha az ¢apraz baglanma oldu-
gunu, arter c¢eperine baglanan lipoprotein, bobrek kapiller
bazal membranina baglanan immunglobiilin miktarlarinda azal-
ma oldugunu saptamislardir (21).

Brownlee ve ark. tarafindan aminoguanidin letal do-
zunun hayvanlarda 2-3 g/Kg oldugunu ve bir yil siire ile
slirekli olarak kullaniminain toksik etki yapmadaiga bildiril-

mistir (6).

Brownlee 66 *insana 2 hafta siirekli olarak uyguladiga

aminoguanidinin toksik etki yapmadifini agiklamistar (6).

N\ Nonenzimatik glikozillenme reaksiyonlarinda inhibis-
yonun saglanmasi amaci ile Sensi ve ark. tarafindan ise
D-lizin kullanilmaistair. D-lizin insanda bulunmayan bakteri
hiicre duvarinda, spor duvarinda ve bakteriyel {liriinler olan
antibiyotiklerde bulunan bir amino asiddir. Arastiracilar
in vitro kosullarda D-lizinin albumin, IgG, kollajen ve
glomerular bazal membranin glikozillenmelerini inhibisyona
ugrattifini ve inhibisyonun ortamdaki D-1lizin konsantrasyo-
nu ile dogru orantili olarak arttigini agiklamislardar
(51).

Arastairacilar, im vivo, D-lizinin serbest amino
gruplara: araciligi ile glukozun karbonil grubuna baglanarak
glikozillenme reaksiyonlarini inhibe edebilecef§ini One siir-
miisler, D-lizinin belirtilen etkisinin normal ve diabetik

deney hayvanlarinda incelenmesinin gerekli olduBunu ve



fizyolojik, farmakolojik kimyasal ve fiziksel ©6zellikleri
belirlendikten sonra insanlarda da denenebilecegini bildir-

mislerdir (51).
Aminoguanidin ve D-1lizin gibi aspirinin de nonenzi-
matik glikozillenme reaksiyonlari iizerine inhibitér etki

yapip yapmadigi arastirilmistair.

Aspirinin in vitro ve im vivo albumin ve hemoglobi-

nin nonenzimatik glikozillenmelerini inhibe ettigi Rendell

ve ark. tarafindan ag¢iklanmistair (49).

Arastiricilar aspirinin asetil gruplarinin protein-
lerin yapilarinda bulunan lizinlere ait¢ —NH2 gruplarini
asetilasyon ile bloke ederek belirtilen inhibisyona neden

oldugunu agaklamislardar~(51,57).

Rendell ve ark. diabetik 31§anlara oral olarak ver-
dikleri 100 ng/Kg dozda aspirinin insanlarda 7 g/giin doza
esdeger oidugunu ve bu dozun da oldukgca yiksek bir doz ol-

dugunu bildirmislerdir.

Yiiksek dozda aspirin alan kisilerde albumin, he-
moglobin ve trombosit proteinlerinin asetilasyonla modifi-
vye olduklari (49) ve uzun siireli aspirin kullaniminin mide

mukozasini tahris ettigi ac¢aklanmistair (51).

X Keto aldehid dehidrogenazin (tavsan karacigerinden
izole edilmig) glikozillenmis si1gir serum albumini iizerinde
ileri glikozillenme iiriin birikimini engelledigi in vitro
olarak M. Oimomi ve ark. tarafindan gosterilmistir. Arasti-
ricilar deneysel bulgularina dayanarak organizmada Maillard
reaksiyonlarinin benzer bazi mekanizmalarla kontrol altinda
tutulabilme olasiliklarinin bulundufunu One siirmiislerdir
(42).
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Salisilat, benzoat ve formatin, sigir serum albumi-
ninin nonenzimatik glikozillenmesi iizerine etkili olup ol-
madiklari Azevedo ve ark. tarafindan arastirilmis, benzoa-
tin etkisiz oldugu, salisilatin Z 20, formatin Z 40 oranin-

da inhibisyon yaptigi bulunmustur (3).

1-benzil-3 indazol oksiosetik asid sodyum tuzunun
(Bendazac) insan serum albumini, fibrinojen ve izole
glomerular bazal membranﬁ;glikozillenmelerini in vitro ko-
sullarda engelledigi Bruno ve ark. tarafindan bildiril-

mistir (10).



IITI. GEREC ve YONTEMLER

5. GERECLER

Calkalanma aygiti "Tabor"
Desikatér
Etiiv "Heraeus"

Et kiyma makinesi

Otoklav ‘ "Veb"

pH metre "PYE mode 78"

Santrifiij "Chriss 11 KS"

Subanyosu "Elektromag"
Spektrofotometre "Bausch Lomb" Spectronic 70

. 6. KIMYASAL MADDELER

Etil alkol* (99.90), aminoguanidin hidrojen karbo-
nat**, aseton, disodyum hidrojen fosfat, dietil eter, fruk-
toz, glukoz, heparin, kalsiyum klorir, magnezyum kloriir,
oksalik asid, potasyum dihidrojen fosfat, potasyum kloriir,
sodyum azid, sodyum bikarbonat, sodyum dihidrojen fosfat,
sodyum hidroksid, sodyum kloriir, 2-tiobarbitiirik asid*%* ,

triklorasetik asid.

* Madde Tekel
*% Madde Jennsen

¥*%* Madde Sigma ve digerleri Merck iiriiniidiir.:
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7. GOZELTILER

7.1. DULBECCO COZELTIiSi

NaCl : 8.00 g
KC1 : 0.20 g
Na,HPO,.12H,0 : 2.89 g
KH,PO, : 0.20 g

Maddeler destile suda ¢6ziildi ve ¢6zelti hacmi des-

tile su ile 1000 ml'ye tamamlandz.
7.2. EARLE GOZELTisi

60 ml Earle A c¢bzeltisine 0.2 ml Earle B ¢ézeltisi

katildi ve ¢ozelti hacmi destile su ile 100 ml've tamamlandz.

7.2.1. Earle A CQozeltisi

NaCl : 6.80 g
KC1 ' : 0.40 g
\\ MgC1,6H,0 : 0.17 ¢
NaH,PO, .H,0 : 0.14 g
NaHCO, :2.20 g

Maddeler destile suda ¢oziildi ve ¢6zelti hacmi des-

tile su ile 600 ml'ye tamamlandi.
7.2.2. Earle B Cézeltisi

10 g CaCl2 destile suda ¢ozildli ve ¢dzelti hacmi

destile su ile 100 ml'yve tamamlandi.
7.3. 0.15 M SODYUM KLORUR GOZELTISI

9 g NaCl destile suda ¢oziildii ve ¢o6zelti hacmi des—.

tile su ile 1000 ml'ye tamamlandi.

.
*
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7.4. 0.5 M OKSALIK Asip GOZELTISI .. .-

6.3 g (COOH)2.2H20 destile suda ¢o6ziildi ve c¢ozelti

hacmi destile su ile 100 mlY%e tamamlandi.
7.5. Z 40 TRIKLORASETIK ASiD COZELTISI

%Z 100 Triklorasetik asid ¢6zeltisinden 40 ml destile
su ile 100 ml'Ye seyreltildi.

7.6. 0.05 M TiOBARBITURIX ASID COZELTisI

0.721 g 2-tiobarbitiirik asid destile suda ¢oziildi
ve ¢bzelti hacmi destile su ile pH'al 6'ya ayarlandiktan son-

ra 100 ml'ye tamamlanda.

7.7. 0.1 N SODYUM HiDROKSiD COZELTIiSI

N

4 gr NaQOH destile suda ¢6ziildii ve ¢Ozelti hacmi des-

tile su ile 1000 ml'ye tamamlanda.
7.8. STANDART FRUKTOZ COZELTiSi
7.8.1. Stok Standart Gozelti (1 mM)

180 mg fruktoz 0.15 M NaCl ig¢inde ¢oOziildi ve ¢dzelti
hacmi 0.15 M NaCl ile 1000 ml'ye tamamlanda.

7.8.2. Caligma Standart Cézeltileri
40 nmol/ml ve 60 nmol/ml konsantrasyonlaraindaki c¢a-

lisma standart ¢ozeltileri 2:50 ve 3:50 oranlarinda sey-

reltme yapilarak hazirlandi.
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7.9. HEMOGLOBIN ANALiZi ICiN KULLANILAN HEMOGLOBIN
KITINDE (Boehringer Mannheim Gmbh kat No:124729)
BULUNAN COZELTILER

Potasyum ferrisiyaniir / Potasyum siyahﬁr ¢Ozeltisi

(Hemoglobin ayiraci)

Potasyum ferri‘siyanﬁr : 0.015 mMol/L
Potasyum fosfat tamponu pH 7,2 : 0.075 mMol/L
Potasyum siyaniir : 0.018 mMol/L
Deterjan : 0.0025 g/L-

7.10 HEMOGLOBIN ANALIZININ STANDARDIZASYONUNDA KUL-
LANILAN SIYANMETHEMOGLOBIN STANDART SETINDE
(Boehringer Mannheim Gmbh kat No: 125482) BULU-
NAN COZELTILER

% 19.9 mg Siyanmethemoglobin 2 % 5 g Hb

% 39.8 mg Siyanmethemoglobin 4 7 10 g Hb
% 59.7 mg Siyanmethemoglobin & % 15 g Hb
%Z 79.6 mg Siyanmethemoglobin 4 2 20 g Hb



IV. MATERYEL

Hemoglobinin nonenzimatik glikozillendirildigi de-
neyler, nondiabetik kisilerden 12 saatlik ag¢laik sonunda
heparinize enjektdrle alinan kan Orneklerinden ayrilan
eritrositler; elastinin nonenzimatik glikozillendirildigi
deneyler ise sigir torasik -aorta dokusundan izole edilen

elastin 6rnekleri kullanilarak yapildi.



V. YONTEMLER
8. INKUBASYON DENEYLERI

8.1. HEMOGLOBININ NONENZIMATiX GLiKOZILLENMESI
UZERINE AMINOGUANIDIN ETKISININ INCELENMESI

‘ -~ Nondiabetik kisilerden alinan 25 ml heparinize
kan buz ic¢ine konuldu ve 20 dak. igcinde 2000 devir/dak.'da

10 dak. siire ile santrifiij edildi.

-

- Eritrositler, soguk (4—10°C) Dulbecco ¢ozeltisi
ile 5 kez yikandax. '

- Kontrol inkiibasyon deneyleri

1l ml hacmindaki eritrositlere 2,8 mM konsantrasyonda
sodyum asid iceren, pH'a 7.6 olan 9 ml Earle ¢bzeltisi ve
1 ml plazma katildi. 37°C'da 90 saat siire ile inkiibe
edildi.

— GluKkozlu inkiibasyon deneyleri

1 ml hacmindaki eritrositlere 41.6 mM konsantrasyon-
da glukoz ve 2,8 mM konsantrasyonda sodyum asid igeren,
pH'1 7.6 olan 9 ml Earle ¢6zeltisi ve 1 ml plazma katilda.

379C'da 90 saat siire ile inkiibe edildi.

~ Glukoz ve aminoguanidinli inkiibasyon deneyleri :

1 ml hacmindaki eritrositlere 41.6 mM konsantrasyon-

da glukoz, 22,7 mM konsantrasyonda aminoguanidin ve 2.8 mM
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konsantrasyonda sodyum asid igeren, pH'a 7.6 olan 9 ml
Earle ¢ézeltisi ve 1 ml plazma da katildi. 37°C'da 90 saat

siire ile inkiibe edildi.

- Inkiibasyon siiresi sonunda 3 kez 0.15 M NaCl ile
yikanan eritrositler, esit hacimda destile su ile lize
edildi. Hemolizatin minimal hemoglobin konsantrasyonu

15 mg/ml olacak sekilde hazirlandi.

- Hemolizatlarda hemoglobin konsantrasyonu siyan-
Methemoglobin y6ntemi (54), hemoglobinin glikozillenme de-

geri Parker (46) yontemi ile saptanda.

8.2. ELASTININ NONENZIMATIK GLiXOZILLENMESI {ZERINE
AMINOGUANIDIN ETKiSiNIN INCELENMESI .

-

- Elastinin elde edilmesi

Balo ve Banga ydntemi (5) uygulanarak sigir aorta-

sindan elastin elde edildi.

- 10 adet torasik aorta kesiminden sonra 15 dak.

icinde kandan temizlenerek serum fizyolojik ig¢ine kondu.

— Aortalar makroskobik olarak temizlendikten sonra

ince dogranarak Kiyma makinesinden 3-4 kez gegirildi.

- Ince kiyilmis aortalar 2 L siseye 2 defada konulup

izerine yaklasik 800 mL aseton katilda.
- Calkalama aygitinda 2 saat ¢alkaland1i ve siiziildii.

- Siizge¢ kapidi ilizerinde kalan kisimlar siseye tek-
rar alainarak yaklasik 800 mL asetonla 20 dak. c¢alkalandi,
tekrar siiziildii. Bu 'islem yaklasik 400 mL asetonla tekrar-

landa.
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~ Cokelti, hacminin 5-6 kati yaklasik 800 ml eterle
30 dak c¢alkalanda ve 500 ml eterle bu islem 2 kez tekrar-

landa.

~ Yagsizlastirilmis ve aseton ile suyu ¢ekilmis
aorta parcaciklara, siizge¢ kagidi tabakalari arasinda hava

alacak sekilde 3-4 giin oda i1sisinda birakilda.

- CaClz'lﬁ desikatorde 15 giin siire ile tutulan aorta
6rnekleri kahve degirmeninden ¢ekilerek yagsiz aorta tozu

elde edildi.

~ Yagsiz aorta tozundan 25 g. alainarak 700 ml 0.1 N
NaOH ilave edildi ve 98°C'da 60 dak. 1sitilda.

~ 2000 devir/dak. da santrifiij edildikten sonra ¢&-
kelti nugeye alindi, destile su ile, yikama suyu turnusol

kagidi ile alkali reaksiyon vermeyinceye kadar yikandi.

~ Nuge muhteviati % 96 alkol ile bir kez daha ylkan—
diktan sonra siizge¢ kagirdi tabakalari arasinda hava alacak

sekilde 1 giin oda 1sisinda bekletildi.

- CaClz'lﬁ desikatdrde 4-5 giin tutulduktan sonra

kahve degirmeninden gegirilerek elastin elde edildi.

- Kontrol inkiibasyon deneyleri

30 mg elastin iizerine 2.8 mM konsantrasyonda sodyum
asid igeren, pH'i 8,3 olan 20 ml Earle ¢bzeltisi konuldu.

37°C'da 20 giin siire ile inkiibe edildi.

- Glukozlu inkiibasyon deneyleri

30 mg elastin ilizerine 50 mM konsantrasyonda glukoz

ve 2.8 mM konsantrasyonda sodyum asid igereﬁ, pH'a 8.3 olan
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20 ml Earle c&zeltisi konuldu. 37°C'da 20 giin siire ile

inkiibe edildi. /

- Glukoz ve aminoguanidinli dinkiibasyon deneyleri:

30 mg elastin iizerine 50 mM konsantrasyonda glukoz,
27.24 mM konsantrasyonda aminoguanidin ve 2.8 mM sodyum
asid igceren, pH'l 8,3 olan 20 ml Earle ¢&zeltisi konuldu.
37°C'da 20 giin siire ile inkiibe edildi.

- Inkiibasyon siiresi sonunda 6 kez 0.15 M NaCl ile

yikandi ve CaClz'lﬁ desikatérde kurutuldu.

— Elastinin glikozillenme degeri Parker y6ntemi (46)

ile saptandz.

9. HEMOLIZATLARDA HEMOGLOBIN KONSANTRASYONUNUN
SAPTANMASI

Hemolizatlarain hemoglobin konsantrasyonlari Van
Kampen ve ark. tarafindan (54) 6nerilen siyanmethemoglobin

yontemi uygulanarak saptanda.

Yontem, hemoglobinin potasyum ferrisiyaniir ve potas-
yum siyaniir ile reaksiyonlastirilmasi sonucunda olusan
siyanmethemoglobinin kolorimetrik olarak analizlenmesi

esasina dayanair,

Analiz, "Test-Combination hemoglobin" Boehringer

Mannheim Gmbh Kat No: 124729 kiti kullanilarak yapildi :

2.5 ml hemoglobinfwirmﬂna 0.01 ml hemolizat katal-
di. 5 dak. icinde destile suya karsi 546 nm'de optik dansi-
te 6lgiimii yapildi. Olgiilen optik dansite degerlerine teka-
biil eden hemoglobin konsantrasyoniarl (% gf‘kit'de bulunan
ve dogrulugu siyanmetheémoglobin’  standart seti kullanilarak

kontrol edilen tablodan bulundu.
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10. HEMOGLOBININ GLIKOZIiLLENME DEGERININ SAPTANMASI

Hgmoglobin ve elastinin glikozillenme degerleri
Fluckiger ve ark. tarafindan o6nerilen, Parker ve ark. tara-
findan modifiye edilen TBA'li kolorimetrik yéntem (46) uy-

gulanarak saptandz.

Yontem, protein bagli karbohidrat kalantisinin 100°¢C
da ve oksalik asid varliginda dehidratasyona ugrayarak
5—hidroks}metil furfural olusturmasi ve olusan 5-hidroksi-
metil furfuralin de tiobarbitiirik asid ile renk reaksiyonu

vermesi esasina dayanar (16,19).

-~ 13x100 mm boyutlu cam kapakli tiiplerde g¢alisilda.

Numune olarak isaretlenmis 2 tiilbe minimal 15 mg/ml
konsantrasyonda hemoglobin igeren hemolizattan 1l'er ml ko-

nuldu.

Standart olarak isaretlenmis olan 2 tiibe jge calisma

standart ¢tzeltisinden l'er ml konuldu.

- 0.5 M oksalik asidden numune ve standart tiiplerine
l'er ml kataldi, karastirildi. Kapaklari sikica kapatila-
rak otoklavda 1 Atmosfer basing altinda 124 F 1°C'da 60 dak.

siire ile tutuldu.

- Oda 1sisina getirilen tiiplere % 40 triklorasetik
asidden (TCA)}numune ve standart tiiplerine 1'er ml katildai,
karistirilda. 15 dakikalik bekleme siiresinden sonra siizme

islemi yapilda.

-~ Numune olarak igsaretlenmis 3 tiipiin herbirine numu- .

ne siiziintiisiinden 1,5 ml; standart olarak isaretlenmis 3 tii-

pin herbirine ise standart siiziintiisiinden 1,3 ml konuldu.
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Numune korii ve standart kori olarak isaretlenmis
tiplere 0.5 ml destile su, digerlerine 0.5 ml 0.05 M tio-
barbitiiriik asid (TBA) katildi, karaistirildi. 30 dak. 40°¢;
15 dak. oda 1sisinda tutulan tiiplerin optik dansite deger-

leri sufa karsi 443 nm dalga boyunda 6l¢iildi.

- Hemoglobinin glokozilenme deferi :

nmol Fruktoz _ (OD)y - (OD)ygssr . C 100
mg Hemoglobin OD)g, 4 - (OD)Stdkbr std Cpep 1000

formiilii ile saptandx.

(0D),, ve (0D) : Numune ve standart i¢in o6l¢iimlenen
AR .

optik dansite degerleri

(OD)NKar ve (OD)std kbr: Numune ve standart korleri icin
0lgiimlenen optik dansite degerleri

Cstd Calisma standart ¢6zeltisinin
fruktoz konsantrasyonu (nmol/ml).
Chem : Hemolizatin hemoglobin konsantrasyo-

nu (g/100 ml).

11. ELASTINIiN GLiXOZILLENME DEGERININ SAPTANMASI

- 13x100 ml boyutlu cam kapakli tiplerde ¢alisilda.
Numune olarak isaretlenmis tibe 25-30 mg elastin ve 2 ml
0.15 M NaCl konuldu, karaistirildi. Standart olarak isaret-
lenmis olan 2 tiibe ise calisma standart ¢dzeltisinden 1l'er
ml konuldu.

- 0.5 M oksalik asidden numune tiipiine 2 ml standart
tiiplerine 1l'er ml katildi, karaistairalda. Kapaklara sikica
kapatilarak otoklavda 1 Atmosfer basing altinda 124+°C'da
60 dak. siire ile tutuldu.



- Oda 1saisina getirilen tiiplere Z 40 triklorasetik
asidden pumune tiipiine 2 ml, standart tiiplerine 1'er ml ka-
ti1ldi, karaistirildi. 15 dakikalik bekleme siifesinden sonra

siizme iglemi yapilda.

- Numune olarak isaretlenmis 3 tiipiin herbirine numu-
ne siiziintiisiinden 1,5 ml; standart olarak isaretlenmig 3 tii-

piin herbirine ise standart siiziintiistinden 1,5 ml konuldu.

Numune kori ve standart kori olarak isaretlenmis
tiiplere 0.5 ml destile su, digerlerine 0.5 ml 0.05 M tio-
barbitiirik asid katildi, karistiralda. 30 dak. 40°C'da;
15 dak. oda 21sisinda tu;ulan tiiplerin optik dansite defer-

leri suya karsi 443 nm dalga boyuda olgiildii.

- Elastinin glikozillenme degeri

(OD)y — (OD)ygyr

nmol Fruktoz 2 g 3
: - = - C ~=— formiili ile saptandi.
mg Elastin, (OD)stJ'(OD)stdkbr'séé m

(OD)N ve (OD)Std : Numune ve standart icin Olgiimlenen

optik dansite degerleri

(OD)NKbrve (OD)stdkar : Numune ve standart korleri igin

6lgiimlenen optik dansite degerleri

Calisma standart ¢bzeltisinin

fruktoz konsantrasycnu (nmol/ml)

m= : Tartilan elastin miktari (mg).
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12. BULGULARIN ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRILMESI

Hemoglobin ve elastine ait glikozillenme bulgulara
kiigiik eslendirilmis serilerde "t" testi uygulanarak deger-
lendirildi (55).

T2
T2 - =4
g2 - n ' (m - O)
= t =
n - 1 s n

: Farklar dizisindeki birim sayisa
: Farklar dizisinin ortalamasi
Farklar dizisinin standart sapmasi

Farklarain toplama

= 3 »nn 8 9
N =

Farklarain karelerinin toplama



VI. BULGULAR

13. HEMOGLOBININ IN viTRO NONENZIMATIX GLIXKOZIiLLENME
BULGULARI '

Eritrosit membraninin kisisel farkliliklar géstere-
bilecegi gbzoniine alinarak 10 diabetik kisiden saglanan

farkli eritrosit ornekleri ile ¢alisilda.

Bir kisiden saglanan eritrosit Ornekleri jle kdntrol,
glukozlu ve glukoz (+) aminoguanidinli inkiibasyon deneyleri

hemzaman olarak yapildax.

\ Herbir eritrosit Ornegi dile c¢alisilan, belirtilen
inkﬁbasyon deneylerine ait glikozillenmis hemoglobin deger-

leri tablo 1, tablo 2 ve tablo 3'de sunulmustur.
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Tablo 1, tablo 2 ve tablo 3'de sunulan bulgularain

sentezi tablo 4'de gdriilmektedir.

Tablo 4 : Kontrol, Glukozlu (41.60 mM) ve Glukoz
(41.60 mM) + Aminoguanidinle (22.70 mM)
Inkiibasyon Deneylerine Ait Glikozillen-

mis Hemoglobin

Glikozillenmis Hemoglobin (nmol Fruktoz/mg Hb)

Eritrosit

ornekleri  Kontrol Glukozlu Glukoz+Aminoguanidinli

n = 10 Inkiibasyon Inkiibasyon Inkiibasyon
A.C 4.77 6.88 5.91
0.Y 2.94 5.39 4,36
N.S 4,60 5.87 4,52
F.X 2.87 4,92 4,00
1.x 3.83 5.79 4,08
S$.C 3.20 6.49 5.00
V.A 3.35 5.58 4,34
Y.S 3.23 6.17 3.93
B.A 2.81 4.19 3.29
K.A 3.79 4.84 4,24

m 3.53 - 5.61 4,37

SD 0.69 0.81 0.70

Tablo 4'deki degerlere gore sekil 1 gizilmistir.
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[___:] Kontrol ink.
Glukozlu ink.
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Aminoguanidinli
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Sekil 1 : Hemoglobin im vitro nonenzimatik glikozillenme

bulgulara.

* Istatistiksel anlamliligi ifade etmektedir (p < 0.001).
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Tablo 4'de goriildiigii gibi glukozsuz (kontrol) ve
glukozlu ortamlarda inkiibe edilmis olan eritrositlerdeki
hemoglobinin ortalama glikozillenme degeri (mnmol Fruktoz/mg Hb)

sirasi ile 3.53 t 0.69 ve 5.61 f 0.81'dir.

Kisisel farklalak g&sterebilen eritrosit membranin
gecirgenlik 6zelliginin, hemoglobinin in vitro glikozillen—
me bulgularini etkileyebilecedi gOzoniine alinarak bulgula-
rin istatistik deferlendirilmesinde kiigiik eslendirilmis

serilerde "t" testi uygulandi (55).

Glukozsuz ve glukozlu ortamlarda inkiibe edilmis
eritrositlerin glikozillenmis hemoglobin degerleri ara-

sinda ileri derecede anlamli farklilik saptandi (p<0.001).

Bu bulgu ¢alisilan jn vitro deney kosullarinda he-

moglobinin nonenzimatik glikozillendigini gdstermektedir.

Tablo 4'de goriildiigii gibi aminoguanidinsiz ve amino-
guanidinli ortamlarda glukoz ile inkiibe edilmis eritrosit-
lerdeki hemoglobin ortalama glikozillenme degeri (nmolFruk-

* 0.81 ve 4.37 ¥ 0.70'dir.

toz/mg Hb) sirasi ile 5.61

Bulgularin belirtilen yodntemle istatistiksel deger-
lendirilmesi; aminoguanidinsiz ve aminoguanidinli ortamlar-
da glukoz ile inkiibe edilmis eritrositlerin glikozillenmis
hemoglobin degerleri arasinda ileri derecede anlamli fark-

I1lak bulundugunu géstermigtir.

Bu bulgu calisilan in vitro deney kosullarinda ami-
noguanidinin hemoglobinin glikozillenmesi iizerine dinhibitér

etki yaptigini gostermektedir.

Aminoguanidinin - hemoglobinin nonenzimatik glikozillen-

mesini ortalama 7 22.20 oraninda inhibe ettigi saptanmigtir.
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14, ELASTININ IN VITRO NONENZIMATiK GLIiXKOZILLENME
BULGULARI

Elastin ile kontrol, glukozlu ve glukoz (+4) amino-
guanidinli inkiibasyon deneyleri hemzaman olarak yapildzx.
Belirtilen inkiibasyon deneylerine ait glikozillenmis elas-

tin degerleri tablo 5'de sunulmustur.

Tablo 5 : Kontrol, Glukozlu (50 mM), Glukoz (50 mM)+
Aminoguanidinli  (27.24 mM) Inkiibasyon
Deneylerine Ait Glikozillenmis Elastin

Degerleri

Glikozillenmis Elastin (nmolFruktoz/mg Elastin)

Glukoz+Aminoguanidinli

Deneyler  Kontrol _Glukozlu | J

n = 7 Inkiibasyon Inkiibasyon Inkiibasyon
1 . 0.59 1.57 1.29
2 0.72 | 1.84 1.20
3 0.66 1.60 0.68
4 0.76 1.68 0.86
5 0.65 1.66 1.04
6 0.87 1.74 1.05
7 0.87 1.42 0.94
m 0.73 1.64 1.01
SD 0.11 0.13 ‘ 0.21

Tablo 5'deki degerlere gdre sekil 2 c¢izilmistir.
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[ Kkontrol ink.
Glukozlu ink.
' Glukoz +

Aminoguanidinli
ink.

Elastin
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Glikozillenmis

n=7 n=7 ng?7

Sekil 2 : Elastinin in vitro nonenzimatik glikozillenme

bulgulara.

* {statistiksel anlamlilagi ifade etmektedif (p<0.001).

]
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Tablo 5'de goriildiigii gibi glukozsuz (kontrol) ve
glukozlu ortamlarda inkiibe edilmis olan elastinin ortalama
glikozillenme degeri (nmolFruktoz/mg Elastin) sirasi ile

0.73 ¥ 0.11 ve 1.64 * 0.13'diir.

Bulgulara kiigiik eslendirilmis serilerde "t" testi
uygulanarak yapilan istatistiksel degerlendirme glukozsuz
ve glukozlu ortamlarda inkibe edilmis elastinin glikozil-
lenme degerleri arasinda ileri derecede anlamla farklilak

bulundugunu gdstermistir (p<0.001).

Bu bulgu ¢alisilan in vitro deney kosullarinda elas-

tinin nonenzimatik glikozillendigini godstermektedir.

Tablo 5'de g&riildiigii gibi aminoguanidinsiz ve amino-
guanidinli ortamlarda glukoz ile inkiibe edilmis elastinin
ortalama glikozillenme degeri (nmolFruktoz/mg Elastin) si-
ras1 ile 1,64 ¥ 0.13 ve 1.01 ¥ 0.21'dir.

Bulgularain belirtilen yOntemle istatistiksel deger-
lendirilmesi aminoguanidinsiz ve aminoguanidinli ortamlarda
glukoz ile inkiibe edilmis elastinin glikozillenmis elas-
tin degerleri arasinda ileri derecede anlamlai farklalak

bulundugunu gdstermistir (p<0.001).

Bu bulgu ¢alisilan in vitro deney kosullarinda ami-
noguanidinin elastinin glikozillenmesi izerine dinhibitdr

etki yaptigini gdstermektedir.

Aminoguanidinin elastinin nonenzimatik glikozillen-
mesini ortalama % 38.66 oraninda inhibe ettigi saptanmig-

tir.
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Hemoglobinin ve elastinin nonenzimatik glikozillen-
mesi 1{lizerine aminoguanidinin inhibitér etkisine iligkin

sonug¢lar tablo 6'da goriilmektedir.

Tablo 6 : Hemoglobin ve Elastinin In Vitro Nonenzima-
tik Glikozillenmeleri Uzerine Aminoguani-

dinin Inhibitér Etkisi

.Glukozlu Gluko +Aminoguanidinli A
Inkiibasyon Inkiibasyon inhibisyon
Glikozillenmis
Hemoglobin 5.61%0.81 4.37%0.70 22.20
nmolFruktoz/mg Hb
Glikozillenmis
Elastin 1.64%0.13 1.01%0.21 38.66

nmolFruktoz/mg Elastin




VII. IRDELEME ve SONUG

Proteinler organizmada nonenzimatik glikozillenme
reaksiyonlari ile pasttranslasyonel degisime ugramakta-
dir (7,34).

fﬁ vitro olarak da gerceklesen bu reaksiyonlarla
proteinlerin yapilarinda ve bazi o6zelliklerinde degisim
oldugu farkli arastiricilar tarafindan saptanmistir (7,13,
16,19,24,25,34,37). y

Hipergliseminin, proteinlerin nonenzimatik glikozil-
lenmelerini arttirdiga ve birgok doku proteinin diabetik-
lerde, nondiabetiklere gore daha yiiksek oranda glikozillen-

mis olduklarai saptanmaistar (7, 34).

Irreversibl nonenzimatik glikozillenme reaksiyon
iirinlerinin uzun Omiirli proteinler {lizerinde birikime ugra-
digi ve bu birikimin hem diabetiklerde ve hem de yaslilarda

yiiksek oldupu bildirilmistir (21).

Genellikle diabetiklerde erken yaslarda goriilen
komplikasyonlarin nondiabetiklerde de ileri yaslarda gorii-
liyor olmasi bazi arastirmacilara bu komplikasyonlarin ge-
lisiminde nonenzimatik glikozillenme reaksiyonlarinin roli
olabilecegini diisiindirmiigtiir. Bu diisiince ile bazi arastiri-
cilar, diabet ve yaslilik komplikasyonlarinin geciktirilme
ya da 6nlenmelerinin nonenzimatk glikozillenme reaksiyonla-
rinin inhibisyonu ile miimkiin olabilecegini ©ne siirmektedir-

ler (6,8,21,51).



Aminoguanidin, D-Lizin, aspirin, salisilat, benzoat
format gibi kimyasal maddelerin veX keto aldehid dehidroge-
naz'in nonenzimatik glikozillenme reaksiyonu iizerine inhi-

bitor etki yapip yapmadiklari, in vitro ve in vivo deneysel

¢aligmalari ile arastairilmistar.

Bu tez ¢alismasinda da nonenzimatik glikozillenme
reaksiyonlarinin inhibisyonu amag¢lanmis, Brownlee ve ark.
tarafindan inhibitdér oldufu ©One siiriilen aminoguanidinin
etkinligi ¢oziniir bir protein olan hemoglobin ile, bir
skleroprotein olan elastin {izerinde imn vitro kosullarda

denenmistir.

Hemoglobinin oksijen tasima yeteneginde glikozillen-
me nedeni ile azalma oldugu bildirilmis (14,15), diabetik-
lerde artan hemoglobin glikozillenmesinin doku hipoksisine
yol agabilecegi ve mikroangiopatilerin yerlesmesine katkida

bulunabilecegi 6ne siiriilmistir (7,14,15,19).

Hemoglobin glikozillenmesinin diabetik mikroanjiopa-
tilerdeki etiyolojik Onemi halen incelenmektedir. Ligaman
ve biiyiik arterlerin ¢eperlerinde yiiksek oranda bulunan
elastinin glikozillenmesinin ise diabetikler ve yaslilar
arasinda yaygin goriilen ateroskleroz etiyolojisinde ©Onemli

olabilecegi diigsliniilebilir.

Hemoglobin glikozillenmesinin dinhibisyonu konusu
diabetik mikroangiopatilerin o©nlenmesi, elastin glikozil-
lenmesinin inhibisyonu konusu ise aterosklerozun o6nlenmesi
bakimindan ©onem tasiyan c¢alisma konullari oldugu halde 1i-
teratiir arastirmasi elastine iliskin bir ¢alisma olmadigai-
ni, hemoglobine iliskin dise yalniz bir c¢alisma yapilmis

oldugunu gdéstermistir (49),.
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Hemoglobin glikozillenmesinin ihnibisyonu konusunda
inhibitdér madde olarak aspirin kullanilmig, aspirin etkisi
in vitro ve im vivo kosullarda denenmis ve aspirinin inhi-

bitdr etki gosterdigi saptanmistar (49).

Arastiricilar, aspirinin protein yapasindaki lizinlere
ai’t;é..NH2 gruplarini asetilleyerek bloke ettigini ve bu me-
kanizma ile inhibisyon yaptigini agaiklamislardir. Arastiri-
cilar diabetik sig¢anlara oral olarak verdikleri 100 mg/Kg
dozun insanlarda 7 g/giin doza egdeger oldugunu ve bu dozun

da oldukga yiiksek bir doz oldugunu bildirmislerdir (49).

Bazi arastaracilar yiiksek doz aspirin kullaniminan
albumin, hemoglobin ve trombosit proteinlerinin asetillen-
melerine, mide mukozasinin tahris olmasina yol agtlglhl
bildirerek, Rendell ve ark.nin deneysel bulgularinin fizyo-

lojik Oneminin sinirli oldugunu ag¢iklamislardir (51).

Bu ¢alismada inm vitro, albumin ve kollajen; in vivo,
aorta, arter ¢eperi ve bobrek kapiller bazal membran gliko-
zillenmelerinde inhibisyon yaptlgl.bildirilen (6,8,21) wve
en onemlisi, insanlarda (66 olgu) 2 haftalik siire igiﬁde
toksik etkili olmadigar acaiklanan aminoguanidin dinhibitér

olarak kullanilmistar.

Aminoguanidinin in vitro deney kosullarinda he-
moglobin glikozillenmesini 7% 22.20, elastin glikozillenme-

sini ise 7 38.66 oraninda inhibe ettigi bulunmustur.

Brownlee ve ark. in vitro deney kosullarinda ami-
noguanidinin varliginda albuminden Amadori iiriin olusumunun
inhibisyona ugramadigini, ileri glikozillenme {iriin biriki-
minin % 90 oraninda inhibe oldufunu saptamislar ve ami-
noguanidinin Amadori iiriinlerine baglanarak etkisini gdster-

digini agiklamigslardir (21).



Bu galismada ise, hemoglobin i¢in 4 giin ve elastin
i¢in 20 giin olan inkiibasyon siireleri i¢inde proteinler
izerinde ileri glikozillenme {iriin birikimi sézkonusu olama-
yacagindan ve .proteinlerin glikozillenme degerlerinin sap-
tanmasinda kullanilan yodntem Amadori iiriinlerinin 6lciimiine
6zgii oldugundan; aminoguanidinin Amadori iiriin olusumunu

inhibisyona ugrattigi diisiiniilebilir.

Aminoguanidinin bu in vitro ¢aligmanin kosullarainda
hangi mekanizma 3ile Amadori {iriin olusumupu inhibe ettifi

konusunda su yorumlar yapilabilir.

Aminoguanidinin amino gruplari araciligi ile gluko-
zun karbonil gruplaraina baglanarak, elastinin glikozillen-

mesini inhibisyona ugrattiga diisliniilebilir,.
S\

Sensi ve ark. tarafindan, albumin, IgG ve kollajenin
in vitro nonenzimatik glikozillenmelerini D-lizinin bu me-

kanizma'ile inhibe ettigi bildirilmistir (51).

Aminoguanidinin hemoglobin glikozillenmesi {izerine
olan inhibisyon etki mekazinmasi yorumlanirken inkiibasyon
ortaminda glukoz molekiillerinin hemoglobin ile eritrosit
membraninin gegirgenligi &lgiisiinde temas halinde oldugu
gozoniine alinmalidir. Aminoguanidinin bu gegirgenligi de-
gistirmesi durumunda, -aminoguanidin varlifindan, hemoglobin
glikozillenmesinin dogal olarak etkilenecegi diisiiniilebilir.
Dolayisiyla aminoguanidinin hemoglobin glikozillenmesini
eritrosit membraninin glukoz gecirgenligini azaltarak ve/
veya elastin 6rneginde ag¢iklandigi gibi glukoza baglanarak

inkiibe ettigi 6ne siiriilebilir.

In vivo kosullarda da aminoguanidinin benzer meka-
nizma ile glikozillenme reaksiyonlarini inhibe edebilecegi

diisiiniilebilir.



Organizmanin glukozdan yararlanmasini sinarlayica
bu tiir bir inhibisyon mekanizmasinin fizyolojik ©onemi ise

tartismalidar.

Siirdiirtilecek im vitro c¢alismalarla aminoguanidinin
diger organizma proteinlerinin de nonenzimatik glikozillen-
meleri {izerine olan etkileri incelenmeli; aminoguanidinin
Brownlee ve ark. tarafindan ©nerildigi gibi ileri gliko-
zillenme {iriin birikimini mi yoksa bu galismada 6ne siiriildii-
gii gibi Amadori iriin olusumunu mu inhibe ettigi konularz

acikliga kavusturulmalidar.

Sonug olarak bu im_vitro calismada aminoguanidi-
nin hemoglobin ve elastinin nonenzimatik glikozillenmeleri-
ni inhibe (% 22.20 ve % 38.66 oranlarinda) ettigi saptan-
mistir. Aminoguanidinin glukozun karbonil gruplarina bagla-
narak ve/veya glukozun hiicrelere girisini azaltarak inhi-

bisyon yaptigi One siiriilmiistiir.



VIII. OZET

Bu tez galismasinda diabet ve yaslilik komplikasyon-
larinin etiyolojilerinde ©Onemli olabilecekleri bazi aras-
tiricilar tarafindan One siiriilen nonenzimatik glikozillenme
reaksiyonlarinin inhibisyonu amag¢landi ve inhibitdr oldugu
one siiriilen ve dinsanlarda da kullanildigis aciklanan amino-
guanidinin ¢Oziinlir bir protein olan hemoglobin ile bir
skleroprotein olan elastinin nonenzimatik glikozillenmeleri

iizerine etkileri im vitro kosullarda incelendi.

Aminoguanidinin c¢alisilan in vitro deney kosullarin-
da hemoglobinin glikozillenmesini 7% 22.20 elastinin gliko-

zillenmesini % 38.66 oraninda inhibe ettigi bulundu.

Aminoguanidinin elastinin glikozillenmesini amino
gruplari araciliga ile glukozun karbonil gruplarina bagla-
narak inhibe ettigi, hemoglobinin glikozillenmesini ise
ayni mekanizma ile ve/veya eritrosit membraninin glukoz

gegirgenligini azaltarak inhibe ettigi One siiriildi.

Organizmanin glukozdan yararlanmasini sinirlayic:
bu tiir bir inhibisyon mekanizmasinin fizyolojik Oneminin
tartismall olacagar belirtildi ve aminoguanidinin diger or-
ganizma proteinlerinin de nonenzimatik glikozillenmeleri
lizerine olan etkilerinin im vitro c¢aligsmalarla saptanmasa

gerektigi agiklanda.
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