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1. GIRIS VE AMAC

Diabetes Mellitus, kronik komplikasyonlar:i nedeniyle mortalite ve
morbiditesi viiksek olan kronik hiperglisemik bir grup metabolizma hastahfidir
Hipergliseminin mikrovaskiiler diabetik komplikasyonlarr baglatan veya tetigi
ceken bir etken oldugu disiiniilmektedir. Diabette hipergliseminin azaltilmas
icin, viicutta hiicresel diizeyde, birtakim patolojik metabolik yollar caligmaya
baslar. Bu yollardan birisi, dokularm non-enzimatik glikasyona (NEG)
ugramasidir. Diabette, hipergliseminin stiresine ve derecesine bagl olarak, NEG
gereeklesmektedir. Somrasinda ise ‘‘advanced glycation end products™: [ileri
glikasyon son firlinleri (AGE)] olusmaktadir (1,2). Olusan bu glike tiriinler, primer
Kollajen, bag dokulannin ¢ofunda bulunan ve oldukga 6nemli fonksiyonlara
sahip olan bir makromolekiildiir. Kollajendz proteinler, serbest amino grubu

iceren dibazik aminoasit kalintilart igerdiklerinden, NEG’a &zellikle hassastirlar

Glikasyon nedeniyle kollajenin termal stabilitesinde artma, elastisitesinde ve
coziinirliigiinde azalma gibi bazi sonuclar ortaya ¢ikar (4,5). Dokularda biriken
AGE’ler, proteinler arasinda ¢apraz bag olusumuna neden olmaktadr. Bu ¢apraz
baglanmalarin, yaslilik ve diabetik komplikasyonlarla iliskili cldugu g&sterilmistir
(6,7,8)

Aminoguanidin (AG), AGE olusumunu énlemek i¢in kullanilan prototip

bir tedavi edici ajandu. Ilerlemis Maillard reaksiyonu yoluyla olusan AGE-
modifiyeli protein olusumunu inhibe eder. Bu amagla hizlica o,p-dikarbonil
onciillerinden AGE olugumunu 6nler 11k defa Brownlee ve arkadaglan tarafindan,
in  vivo Maillard reaksivonunu inhibe etmek ve boylece diabetik
komplikasyonlarin baslamasim 6nlemek veya geciktirmek tizere, timit verici bir
farmakolojik ajan olarak tanitilmgtir (9). O zamandan bu yana, in vitro ve in vivo
AGE olusumunu &nlemede kullanitan AG, cesitli anormal fizyolojik durumlarmn

ve bir ¢ok hastalik siireglerinin, ilerlemis glikasyonla baglantill olduguna dair




ispat saglamstir. In vivo farmakolojik konsantrasyonlarda AG’in , aym zamanda
nitrik oksit sentetaz (NOS) ve amin oksidaz inhibisyonu gibi aktivitelere sahip
oldugu da gdsterilmistir (10,11). AG’in NOS aktivitesini inhibe etmesi nedeniyle
de, diabetin vaskiiler komplikasyonlarinin Onlenmesinde kullanilabilecedi
bildirilmistir (12) AG’in 6zellikle diabetin baslangicinda verildiginde, etkili
oldugu gosterilmistir (13,14,15)

Farklt dokulardaki kollajen tipleti arasindaki oramin degisiminin etkileri

gosterilmistir (16,17,18). Erektil disfonksiyonda da, korpus kavernozumdaki

kollajen tipleri arasindaki oramn degistigi bulunmustur (19). Yine, veno-okluziv
disfonksiyon ve Peyronie hastahg gibi farkli erektil disfonksiyon etyolojilerinde,
kollajen tipleri arasindaki oramin bozuldugu gozlenmistit (20). Ancak, ercktil
disfonksivonun etyolojilerinden biri olan diabetes mellitus’ta kollajen tipleri
arasindaki oran gosterilmemistir. Diabette, kollajen glikasyonu nedeniyle olusan

degisiklikler, erektil disfonksiyonun bir nedeni olabilir.

tipleriyle kargilagtirma yapilarak, bu hastalifin kesin olarak bilinmeyen

etyolojisindeki, diabetin rolli sorgulanabilir.

Caligmamizda, 8 haftalik diabetik ve AG uygulanan diabetik ratlarin, penis
korpus kavermozum dokulanndaki kollajen glikasyonunu, gesitli yontemlerle
inceledik. Bu amagla, kontrol grubu, diabetik ve AG uygulanan diabetik gruptaki
hayvanlar1 8 hafta boyunca izledik. 8 hafta sonunda, hayvanlarin serumunda,
glukoz, kan tire azotu (BUN), kreatinin, total kolesterol, trigliserit, sodyum,
potasyum, klor, osmolarite ve HbA ¢ gibi parametrelere bakarak, glikasyonun bu
parametreler iizerindeki etkisini inceledik. Yine, korpus kavernozumdaki 5-
Hidroksimetil furfural (5-HMF) diizeyini dlcerek, doku glikasyon diizeyini
saptamaya calistik Avyrica, sodyum dodesil siilfat poliakrilamit jel elektroforezi
(SDS-PAGE) yontemini kullanarak, korpus kavernozumdaki kollajen tipleri
arasindaki oranun degisip degismedigini bulmaya calistik.




2. GENEL BILGILER

2.1. Diabetes Mellitusun Tanimi

Diabetes Mellitus, insiilin sekresyonu ve / veya insiilinin etkili olmasindaki

bazi bozukluklar sonucu ortaya ¢ikan, karbonhidrat, protein ve lipit metabolizmasi

bozukluklarina vol acan, kronik hiperglisemik bir grup metabolizma hastaligidir

Yapilan epidemiyolojik ¢aligmalarda diabet prevalansi, toplumlar arasinda

oldukca farkli bulunmustur. Bazi toplumlarda hemen hi¢ gériilmezken, baz

toplumiarda %50° lere varan prevalanslar saptanmustu (22, 23). Ulkemizde

yapilan bir caligmada ise, diabet prevalans: %7,2 bulunmusgtur (24).

2.2. Diabetes Mellitusun Etyolojik Smiflamasi

2.2.1 Tip 1 Diabet

Instiline bagimli olan diabetes mellitus (IDDM) adiyla da bilinir.
Genellikle gen¢ ve sisman olmayan kigilerde goriilmekle birlikte, her yasta

goriilebilit Farkh etyolojik nedenleri arasinda en sik goriileni, pankieas beta

hilcrelerinin otoimmiin idyopatik yikimidu Bu ylizden tedavide instilin mutlak

gereklidir Disanidan insiilin verilmesiyle, gliseminin diizenlenmesi ve hastalarin

ketoasidoza girmesi engellenit. Belli HLA antijenlerine sahip kisilerde, tip 1

diabet olusma riskinin yiiksek oldugu gézlenmistir. Bu gruptaki hastalar, tiim

diabetik poptilasyonun %10-20 kadarim olugturur

2.2.2 Tip II Diabet
Insiiline bagimli olmayan diabetes mellitus (NIDDM) olarak da bilinir.

" Toplumda en sik goriilen diabet tipidit. Daha ¢ok, 40 vyas lzerindeki sisman

) kisilerde goriiliir. Bu gruptaki hastalar ketoasidoza direngli olup, * insiilin

:.. tedavisine gerek duymazlar. Obez ve obez olmayan NIDDM olarak iki gruba

- aynilabilir. Obezlerde insiilin direnci daha dnemliyken, obez olmayanlarda insiilin
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sekresyon bozuklugu 6n plandadn (23, 26). Aile dykiisti hemen biitiin hastalarda

olmasma karsilik, hastalik heniiz tek bir genetik zemine oturtulamamnstir.

2.2.3. Diger Spesifik Diabet Tipleri

a) Beta Hiicre Fonksiyonunda Genetik Bozuklukiar
-Kromozom 20, HNF-4o (MODY 1)

-Kromozom 7, glukokinaz (MODY 2)

-Kromozom 12, HNF-1o (MODY 3)

-Kromozom 13, IPF 1 (MODY 4)

-Mitokondrial DNA 3243 mutasyonu

-Digerleri

Maturity-onset diabetes of the young = Genglerde goriilen erigkin tipi
diabet (MODY) ve mitokondrial diabet bu gruptandir. MODY, otozomal

dominant {OD) gegisli olup, 25 yagindan 6nce baglar Farkli kromozomlardaki ti¢

genetik lokusta anomali saptanmigtir. NIDDM un bir alt tipi olarak tarif edilen

mitokondrial diabette, mitokondrial DNA nokta mutasyonlar1 gdsterilmistir

b) Insiilin Etkisinde Genetik Bozukluk

-Tip A instilin rezistans

-Leprechaunizm

-Rabson-Mendenhall sendromu

-Lipoatrofik diabet
-Digerleri

Insiilin reseptér mutasyonlariyla birlikte goriilen metabolik bozukluklar,

hafif hiperglisemiden agur diabete kadar farklilik gosterebilir

¢) Ekzokrin Pankreas Hastaliklar:
-Pankreatit
-~ Travma/Pankreatektomi




-Neoplazm
-Kistik fibroz
~-Hemakromatoz

-Fibrokalkiiloz pankieas

-Digerleri

Pankreasta yaygin hasar olusturan her tiirlii olay, diabete neden olabilir

d) Endokrinopati
-Akromegali
-Cushing sendromu
-Glukagonoma
-Feokromasitoma
-Hipertiroidizm
-Somatostatinoma
-Aldosteronoma

-Digerlert

insiilin etkisini antagonize eden biiylime hormonu, kortizol, glukagon,

epinefrin gibi hormonlarin asu salgilanmas: diabete neden olur.

e) [la¢ ya da Kimyasallara Bagh

-Pentamidin

-Nikotinik asit

-Vakor

-Glukokortikoidler

-Tiroid hormonu
-Diazoksit

-Beta adrenerjik agonistler
-Tiazidler

-Dilantin

-Alfa-interferon tedavisi




-Digerleri

Bu ilaglar, insiilin direnci olan kigilerde diabet olusumunu hizlandirir

Vakor ve intravendz pentamidin gibi toksik maddeler, beta hiicrelerinde kalici

hasara yol agarlar.

f) Enfeksiyonlar

-Konjenital rubella

-Sitomegaloviriis

-Digerlert

Konjenital rubelia hastalarinda olusan diabette, tip I diabetiekine benzer

Human Leucocyte Antigen (HLA) guplanna rastlanmisti.  Aynca

sitomegaloviriis, koksaki ve kabakulak viriisiiniin diabet olusumuna yol a¢tigs ileri

stiriilmiistiir (27, 28).

g) Immiin Diabetin Nadir Formlar:

-Anti-insiilin antikoru

-Stiff-man sendromu

-Digerlert

h) Diabetle Birlikte Goriilebilen Genetik Sendromlar

-Down sendromu

-Klinefelter sendromu

~-Turner sendromu

~-Wolfram sendromu
-Friedreich ataksisi

-Huntington koresi

-Laurence-Moon-Biedl sendromu

-Myotonik distrofi

-Porfiria

-Prader-Willi sendromu



-Digerlert

Down, Klinefelter ve Tumner sendromu gibi kromozom anomalilerinin
oldugu genetik sendromlar, artmus diabet sikhify ile birliktedir. Tip I ve Tip 1
diabet aym zamanda primer diabetes mellitus olarak da bilinir ve diabetik
hastahklarin bitytik kismmi olusturur Bunun diginda kalan diabet tipleri sekonder

diabetes mellitus baslig altinda incelenir.

2.3. Diabetes Mellitusun Patogenezi

2.3.1 Tip 1 Diabetin Patogenezi

a) Genetik Yatkwnbk ve Immiinogenetik Patogenez

Tip I diabet riskini artiran gegitli genler saptanmistir (29, 30, 31) Bu genler
icetisinde en onemlisi IDDM T genidir. Bu gen, 6 kromozomun kisa kolu
iizerinde HLA (Human Leucocyte Antigen) bélgesinde bulunan Class II
molekiilleriyle iliskilidir. MHC (Major Histocompatibility Complex) Class II

molekiilleri spesifik otoimmiiniteden sorumludur.

b) Cevresel Etkenler

Viriisler beta hiicresini infekte ederek va da yikima ugratarak tip I diabet
gelisiminde rol oynayabilitler. Rubella, Retroviriis, CMV (Cytomegalovirus),
kabakulak viriisti bunlara omektir (32). Inek siitiiniin fazla kullamldig: tlkelerde,
tip I diabet insidans: yiiksektir. Sigir serum albtiminine kars: geligsen bir antikorun,
otoimmiin reaksiyonu baslattigi gosterilmistir (33). Bu nedenle tip I diabetiklerin,
diabetik olmayan birinci derece akrabalarinda, anne siitiiniin uzun stireli verilmesi
onerilir. Bazi gida maddelerinde kullamlan nitrosamin tirevleri, tiitsiilenmis balik

gibi gidalarm da otoimmiin diabeti baslatabilecegi bildirilmigtir (34).
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¢) Insiilitis
Viriis ya da toksinlerle dogal yapist bozulan beta hiicreleri, salgiladif
interferon-o. (IFN o) gibi sitokinlerle ya da antijenik peptidlerle immin sisterni
uyartr. Sonugta adaciklar makrofajlar, CD8+ ve CD4+ T lenfositleri, NK ( Natural
Killer) hiicreleri ve B lenfositlerince infiltre edilerek yikima ugratilir (35, 36),

d) Beta hiicre otoantijen ve ofoantikorlan
T hiicreleriyle etkileserek immiin reaksiyonu baslatan bir ¢ok beta hiicre

otoantijeni saptanmistur (37, 38, 39).

2.3.2 Tip II Diabetin Patogenezi

a) Insiilin Salgilanmasmda Bozukluk

Genellikle beta hiicre lkatlesi %80 azaldlgmda diabet olustugu
bilinmektedit Tip II diabetlilerde ise beta hiicre kitlesinin %20-40 dolayinda
oldugu séylenmektedir Ayrica diigik dogum agulig: olanlarda, ileri yaslarda
NIDDM gelisebilecegi ileri siirlilmiigtiiz (40, 41). Yiiksek glukoza stirekli maruz
kalan beta hiictelerinde, insiilin sentez ve sekresyonunun azaldifi gézlenmistir
(glukoz toksisitesi). Tip II diabetiklerde, pankreasta amilin (adacik amiloid
polipeptid) birikiminin saptanmasi ve siganlarda, amilinin insiilin salgilanmasim

baskilamas: bu hormonun patogenezde rol oynayabilecegini gostermistir (42, 43).

b) Insiilin Direnci

Hiicresel olarak prereseptdr, reseptSt ve postreseptdr diizeyinde insiilin
direnci gériilebilir.
- Prereseptén diizeyinde insiilin direnci: Insiilin gen mutasyonlann nedeniyle
defektif insiilin salgilanmasi ve dolagimda insiilin antagonistlerinin varlif1 dirence
neden olabilir. Yine hedef dokulardaki yetersiz kan akimu sebeplerden biridir.
- Reseptér diizeyinde insiilin direnci: Reseptor sayisinda azalma ve reseptor

' mutasyonlan nedeniyle olugur, Tanimlanan mutasyonlarin ¢ogu, insiilin reseptor

fonksiyonlarndaki spesifik bir defektle iligkilidir Yine de reseptor sayisindaki

azalma tek basina insiilin direncini agiklayamamaktadir (40, 41, 42).

A el o g e




- Postreseptdr diizeyinde insiilin direnci: Insiilin direnci gelisiminin, en ¢ok bu
ditzeydeki patolojiler nedeniyle ortaya giktify ileri stirtilmektedir. Kas dokusunda
bozulmus glukoz metabolizmas), insiilin reseptdr tirozin kinaz aktivitesindeki

azalma ve sinyal iletim yollarindaki defektler bunlara drnektir (43-49).

2.4. Diabetes Mellitusun Komplikasyonlar1

2.4.1 Akut Komplikasyonlar

a) Diabetik Ketoasidoz

Mutlak va da goreceli insiilin yetersizligi sonucu gelisen; agir hipet slisemi,

hiperketonemi ve ketoasidoz gibi biyokimyasal bulgular1 olan, akut bix
komplikasyondur. Oncelikle tip I diabetiklerde goriilse de, baz1 durumlarda tip II
diabetiklerde de goriiliir. Tim diabetiklerde, bu komplikasyon nedeniyle ortaya
cikan mortalite %6-10 kadardir (50).

b) Hiperglisemik Hiperosmolar Nonketotik Koma

Genellikle 60 yas iizerindeki tip II diabetik hastalarda goriiltir. Ketoz
genellikle goriilmez Ileri derecede hiperglisemi (600-1200 mg/dl), plazma
hiperosmolaritesi, dehidratasyon ve mental degisikliklerle karakterize, mortalite

orani yiiksek bir komplikasyondur (51, 52).

¢} Hipoglisemi
Insiilin ya da stlfoniliire tedavisi sirasinda ilag dozu, gida alim ve enetji
tifketimindeki problemler nedeniyle ortaya ¢ikabilen hipoglisemi, sik rastlanan bit

akut komplikasyondur Uzams agir hipoglisemi, kalici nérolojik sekellere vol

agabilir (53)




d) Laktik asidoz

ve biguanid tedavisi sonrasi goriilen Jaktik asidozdur. Ozellikle vaskiiler
komplikasyonlan yerlesmis diabetiklerde, gelisen ani bir hastalik sonucu kolayca

doku hipoksisi geligebilmekte ve bu da laktik asidoza yol agabilmektedir.

2.4.2. Kronik Komplikasyonlar

a) Biiyiik Damar Hastahif: (Ateroskleroz)

Bozulmus glukoz toleransi, kardiyovaskiiler olaylarm gelisebileceginin
gostergesidir. Diabet, ateroskleroz ve koroner kalp hastalifi gelisimi agisindan bir
risk faktoriidiir. Yine, diabetik hastalarda en sik morbidite ve mortalite nedenleri
aterosklerotik komplikasyonlardir. Kan basinci, total kolesterol, trigliserit, diigiik
dansiteli lipoprotein (LDL), ¢ok diigiik dansiteli lipoprotein (VLDL) kolesterolil
ve fibrinojen gibi aterojenik risk faktérleri diabetiklerde, normal kigilere géie
- daha yiiksek bulunmustur. Bu da, aterosklerotik komplikasyonlarin, diabetiklerde
~ daha erken yasta ve daha sik gdriilmesine neden oluz (34).

~ b) Diabetik Nefropati

| Son ddnem bébrek yetmezliginin en sik nedeni diabettir. lip I diabet
. hastalarinm % 30-40, tip II diabetlilerin % 5-10 kadaninda diabetik nefropati
© gelisit. Diabette bobrekte goriilebilen patolojiler; nodiiler glomeriiloskleroz
(diabetik nefropati i¢in patognomonik), diffiiz glomeriiler lezyonlar, ckstdatif ve

arteryel lezyonlardir (55).

¢) Gz Komplikasyonlari
Diabetik retinopati: Nonproliferatif ve proliferatif olarak ikiye ayrlu

Nonproliferatif retinopati; retinal mikroanevrizmalar, eksiida, kanama ve vendz

_degisikliklerle birliktedir. Proliferatif retinopati ise vitreus igi hemorajiler, retina

fiekolmanl ve ileri ddnemde gorme kaybina neden olur

- Konjonktival degisiklikler




- Orbital infeksiyonlar
- Katarakt
- Iris dejenerasyonu (56, 57)

d) Diabetik Noropati

- Duyusal ve sensorimotor polindropati

- Simetrik alt ekstremite motor néropatisi
- Otonom noropati

- Kranial néropati
- ¢) Diabetik Ayak

' f) Diabetin Gastrointestinal Sistem Komplikasyonlar:

T Saores

2.5. Diyabet Komplikasyonlarinm Patogenezini Aciklayan Mekanizmalar

Hipergliseminin azaltilabilmesi i¢in, hipergliseminin tetikledigl, hiicresel

DTIRg

seviyelerdeki bir takim patolojik yolaklar ¢alismaya baglar. Bunlardan baghcalar:

sunlardr:

“2.5.1 Sorbitol Yolu

Sorbitol, insan organizmasinda bulunan 6 karbonlu bir polyoldiir. ** Polyol
"_"_Yolu” olarak da bilinen metabolik olayda, glukozdan sorbitol ve sorbitolden
ﬁuhoz olusur. Tek vonlii gerceklesen bu reaksiyonlann ilki aldoz rediiktaz (AR)

iie, ikincisi sorbito] dehidrojenaz (SDI) ile katalizlenir Lens, beyin, etitrosit,
bobrek ve karacigerde sorbitol yolu etkindir. Ayrica bu dokularm ortak &zelligi,
ﬁcrelere insiilinden bagimsiz glukoz gitebilmesidir. Hiperglisemide, AR
aktivitesi artarken, SDH aktivitesi azalmaktadit Bu nedenle, dokularda sorbitol
b.'i%ikir. Biriken sorbitoliin su ¢ekme ozellii nedeniyle, hiicrede 6dem, hidropik

. ejenerasyon ile hasarlanma ortaya ¢ikar.




Myoinozitol hiicre i¢inde ekstraselliiler ortama gore daha fazla bulunan bir
siklik hekzahidroksi-hekzanoldilr. Besinlerle alinabilecegi gibi, glukoz ve glukoz-
- g-fosfattan da sentezlenebilir Myoinozitol yapisal olarak glukoza benzerdir. Bu
sebeple, hiperglisemi durumunda glukoz, myoinozitol tasiyicilariyla yansarak,
hiicreye myoinozitol girigini engeller Bdylece hiperglisemiye paralel olarak,
: hiicre i¢i myoinozitol seviyeleri diiser. Hiicre iginde myoinozitol azalmasi,
fosfatidil inozitol-4-fosfat (PIP) ve  fosfatidil inozitol-4,5-bifosfat (PIP2)

diizeylerini azaltmaktadir.

Fosfoinozitid metabolizmasinmin bozulmas: dolayli olarak, protein kinaz C
ve Na'/K™ ATPaz aktivitesinde azalmaya yol acar. Zaten azalmis olan hiicre ici
" myoinozitol miktari, Na'/K* ATPaz aktivitesindeki azalma nedeniyle (Na_+
bagimlt myoinozitol transportu) daha da diiser Na'/K* ATPaz sinir hﬁczelerindé
_: enerji saglamada kullanilan bir enzimdir Azalan enzim aktivitesi nedeniyle sinir
. hiicrelerinde sodyum birikimi gergeklesit Bu birikim nedeniyle sinir iletim

© hizinda yavaglama goriilmitstiir.

Sorbitol yolunun etkinlik kazanmas: nedemyle farkli dokularda da sorbitol

* birikimi ve hiicre i¢ci myoinozitol miktarinda azalma bildirilmistir (58).

2.5.2. Proteinlerin Enzimatik Olmayan Glikasyonu

Nonenzimatik glikasyon, indirgeyici sekerlerin protein ve niikleik asitlerin
- bazik amino gruplamyla oldugu kadar, aminlerle de reaksiyona girmesiyle
: gergeklesir Boylece geker-protein kompleksi bir N-glikozid bagiyla kovalan
: olarak birbirine baglanir.
_ Yaslanma siirecine bagh olarak, nonenzimatik glikasyona fizyolojik olarak
rastlanabilir Ancak, diabet gibi glukoz konsantrasyonunun arttigs durumlarda bu

+ durum daha hizli ve yogun bigimde goriiliir (1, 5)
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Sekil 2.1. Proteinlerin nonenzimatik glikasyonu

gruplan iceren proteinlerin, glukoz gibi seketlerin aldehit veya keton gruplanyla
reaksiyonu sonucu nonenzimatik glikasyon baglar. Once stabil olmayan Schiff

bazlari olusur. Bu bazlar, glikasyonun devam etmesiyle, haftalar icinde daha stabil

(www.faculty smu.edu/svik/5310/ projects2001/Image16 gi)

Fizyolojik pH’da lizin ve atjininin s-amino gruplan gibi serbest amino

bir bilesik olan ketoamin tiirevi Amadori firfiniine donistirler.

glikasyon firiinlerine geviilirler Ancak uzun dmiirlii yapisal proteinler ise, glukoz

konsantrasyonu viksek kaldig: siirece glikasyona ugrayarak, ileri glikasyon son

Kisa var Omiirlii proteinler, hiperglisemik ortamda, geri doniigtimlii

{irtinlerine (advanced glycation end products=AGEs) doniigtirler (2, 3).

DNA iplikciklerinde kopmalar, DNA tamir, replikasyon ve transkripsiyonunda

AGR’ler uzun dmiirlil olan niikieik asitlerde birikerek kromozom hatalar,

bozukluklar gibi sonuglar ortaya ¢ikmasina neden olabilirler (59).

fibroblastlar ve mezengial hiicrelerde bulunwlar (60). AGE’ler bu reseptorier
tarafindan tammr ve uzaklastiilir. Ancak AGE reseptérlerinin sadece yakalayici
reseptotler olarak gérev yapmayip, aym zamanda hiicresel fonksiyonda bazi
degisiklikleri indiikledikleri ve hiicre i¢i sinyalizasyona aracilik ettikleri
gbzlenmistir. AGE proteininin spesifik reseptoriine baglanmasi, makrofajlardan

tiimér nekrozis faktor-alfa (TNF-o), interldkin-I (IL-I) ve insiilin-benzeri biiylime

AGE reseptorleri, endotel hiicreler, monosit/makrofajlar, diiz kas hiicreler,




faktorii (IGF) salimmina neden olur. Bu sitokinler tip IV kollajen sentezinin
artisina ayrica endotel, mezengial ve diiz kas hiicre proliferasyonunun artmasina

katkida bulunurlar (1, 2).

2.5.3 Protein Kinaz C Aktivasyonu

Protein kinaz C (PKC), wvaskiiler dokunun permeabilite, kontraktilite,
_ koagiilasyon, bitylime faktoilerinden etkilenme gibi olaylarinda etkili olan bir
.enzimdir.‘ Hiperglisemi ve asidik ortamda enzim aktivitesi artar. Beraberinde
- diagil gliserol (DAG) seviyesi de yitkselir. Bu artiglar beyin, erifrosit ve bobrek
~cisindaki dokularda fonksiyon bozukluklarina yol agar. Dokularda kontraktilite
:_ bozuklugu, koagiilasyona egilim ve biiylime faktérlerine karsi duyarlihik gelisir
.::' Hiperglisemi ortadan kalktifinda, fonksiyonlar normallesir (61).

Forbol esterleri de PKC aktivitesini uyatabilirler Hayvan aort
" kiiltiirlerindeki endotel hiicrelerinde PKC’ nin kronik uyarilmasi, heparan siilfat
proteoglikan (HSPG) sentezinde artisa yol agmistir Kronik hiperglisemiye maruz
' Ealan biiyiik arterlerin endotel hiicrelerindeki HSPG azalmasinin, diabetteki in
“vivo sartlar i¢in de gegerli oldugu disiinilmekiedir. Ciinkii diabetik hastalardan

alinan aort intima tabakalarinda, heparan stilfat/dermatan siilfat oraninn oldukeca

 2.5.4 Diabetik Mikroanjiopatide Giriilen Damar Degisimleri

Diabette renal glomeruluslarda kan akimimmn artnus oldugu saptanmustir,
Renal kan akimunun ve filtrasyon lizimin artigina, atrial natritiretik peptid (ANP),
iiytime hormonu ve IGF gibi maddelerin neden olabilecegi bildirilmistir (63,64).

Diabetik damar hastah@inin diger 6nemli bir belirtisi, kapiller gecirgenlikteki

?ﬁlﬁm Bu, en belirgin olarak retina ve renal glomeruluslarda goriiliir. Artoms

damar gecirgenligi, makromolekiillerin ve proteinlerin damar digina ¢ikmasina




neden olur. Bu durum mezengial ve bazal membran hiicrelerinin artisina yol agar
Bu hipotez 6zellikle, bobrekierde goriilen diabetik degisiklikleri agiklamak igin

kultanilmigtir.

2.5.5. Otoimmiinite

Diabetik otonom ndropatisi olan hastalarin otonom ganglionlarinda,
inflamatuar infiltrasyonlarin bulunmasi nedeniyle immiinolojik bozukluklarn da
patogenezde rolii olabilecegi diistiniilmigttir. Yine yapilan calismalarda,
ndropatisi olan NIDDM? lilerde glutamik asit dekarboksilaz (GAD) otoantikorlar:
bulunmustur. Hastaligin baslangicinda yiiksek olan ve zamanla azalan GAD

otoantikorlar néropati gelisimivle tekrar artmaktadr (65,66).

2.6. Kollajen

Kollajen denilince, hem bag dokunun fibréz elementleri hem de, spesifik
fibrdz proteinleri kodlayan cesitli gen aileleri akla gelir. Insan viicudundaki
proteinierin %30 kadanni olustwan kollajen, en yaygm olan proteindir. Temel

fonksiyonu viicut organ ve dokularmt sekillendirmek ve yapisal glic saglamakitir,

2.6.1. Molekiiler Yapisi

Kollajen, o-zinciti denilen ve her biri yaklagik 95 kDa molekiil agitlifinda
olan {i¢ polipeptid zincirinden olusmustur. Bu zincirler birbiri igine gegerek, tcli
sarmal va da siiper sarmal denilen yapiy1 olusturur. Her bir o-zinciri yaklagik
1000 aminoasit icerebilir. Globiiler yapidaki proteinlerden farkli olarak, kollajenin
vapisinda yviiksek oranda (%33) glisin bulunur. Prolin %10, hidroksiprolin %10,
- hidroksilizin %1 gibi oranlardadir Polipeptid zincirin yapisinda, X ve Y herhangi
bir aminoasit olmak tizere, Gly-Pro-Y ve Gly-X-OHpro seklinde sikga tekrarlanan
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¢1ﬁ aminoasit dizilimlerine rastlanir Bu aminoasit dizilim tekrarlar neredeyse

.-p'.blipeptid zincirinin %60 kadarim olusturur

Polipeptid zincirinde, her ii¢ aminoasitten birinin glisin olmasi, siiper

é:mal yapinin olusumunda 6nemlidir. Sarmalin merkezinde bulunan glisin, sterik
-ehgel olusturmaz. Polipeptid zincirindeki prolin ve hidroksiprolin halkasal
._y.'apﬂanndan dolay1, zincirlerin rotasyonunu kisitlar ve zincir i¢i hidrojen bag

:(ﬂugumunu engeller. Bu 6zellikleriyle, siiper sarmal yapiya stabilite saglariar (67).




- Sekil 2.2. Kollajenin liglii sarmal yapist (www.tesb org/pdb/molecules/ collagen)

Kollajen molekiilleri, kovalent ¢apraz baglar ile bitbirine baghidir Prokollajen
molekiiliiniin lizil veya hidroksilizil kalintisinin aldehit grubu ile diger kollajenin &-
¥ amino grubu arasinda Schiff bazi seklinde kovalent baglar olusmaktadir Reaksiyon
.yaplsmda bakur iyonu bulunan lizil oksidaz tarafindan katalizlenit. Capraz bag ile
baglanan prokollajen molekiilleri, destek fonksiyonunu gergeklestirebilecek kuvveti

' kazanmaktadilar,

Yapilan  calismalarda, prokollajen  molekiillerini  birbirine  baglayan

_-‘_.polifonksiyonel bazi yeni bilesikler bulunmustur. Pentosidin, karboksi metillizin,

:_.':' metilglioksal ve 3-deoksiglukazon bunlara birer Sinektir (68-70).




ollajen yapisindaki capraz bag olusumu siireklilik géstermektedir. Yaslanmanin

.2 Kollajenin Siniflandirmasi

Farkli kollajen alt birimlerinin birikimiyle farkhi kollajen tipleri ortaya
lkm:aktadn . Yapilan ¢alismalarda, en az 30 degisik gen dizilimi ile kodlanan 25
aar degisik kollajen polipeptidinin bulundugu gosterilmigtit. ECM’de bu
de g.isik polipeptidler, 13 farkl kollajen tipi seklinde bulunmaktadit (71)

up Kollajenler (Tip I, IT, III, V, XI)
. Bag dokulanmin ¢ogunda bulunan fibriler kollajenlerdir. Rutin elektron
nikroskobunda  kolaylikla  goriilebilen,  ¢izgili kollajen  fibrillerinden

_I_u§.mu$1ardn Yaklagik 300 nm uzunlugunda kesintisiz bir sarmal bolge ile

arakterizedirler. [lk once prokollajen prekiisérleri olarak sentezlenitler. Tip I

ollajen, diger kollajen tipleri icin model olmakla birlikte, ayn ayn [oy(D)], ve

(D] zincirleri iceren heterojen bir molekiildiir. Kollajen tip II ve TIT ise ii¢c aym

‘polipeptid zincirine sahiptir ([o;(I1)]; ve [ (IID]).

Tip III kollajen; yaprsinda yitksek oranda hidroksiprolin bulunmasi, glisin

miktarinin fazla olmasi (kalintilarin %33 iinden fazlasy) ve tiglii sarmalin karboksi
_ug':.' bolgesine yakin iki sistein kahintisi igeren molekul i¢i disilfit baglarimn
bulunmas1 gibi &zelliklere sahiptir. Tip III kollajen, tip I kollajen igeren
dbkulardan elde edilebilir. Her ikisi birlikte, kangik fibriller olusturabilirler

Tip TH kollajenin fetal derideki r&latif orani, neonatal veva erigkin
derisindekinden oldukga yiiksektir. Bu yiizden, bu kollajene fetal veya embriyonik
kollajen de denilmistir. Genelde, tip III kollajenin tip I kollajene gore miktari,

- doku uzanabilirligi ile iligkilidir. Bu da, tip IIT kollajeni olusturan fibrillerin
: biyomekanik ozelliklerine baglanabilir. Ehlers-Danlos sendromu (EDS) tip IV'de,




tip I11 kollajen genleri mutasyona ugramistir. Buna bagh olarak, azalmis esneklik

ve deri, kan damarlarinda artrmus kirilganhik izlenir (72).

2. Grup Kollajenler (Tip IV ve VII)

Desement membrant ve bazal membranlar bunlara Grnektir. Biyiik
molekiil agitlikh (>160 kDa) ve uzamus tighi sarmal (>350 nm) yapiya sahipfirler
Fibriler kollajenlerden farkli olarak ii¢li sarmal yapida kesintileri vardir. Bu

kesintiler kollajenin dokuya spesifik $zellik kazanmasina neden olur (72).

3.Grup Kollajenler (Tip VI, VIII, IX, X, XII)

Molekiil agihkiarn 60-280 kDa arasinda degisen kisa zincirli, fibriler
olmayan kollajenlerdir. Tip IX ve XII kollajende kesintili sarmal bolgeler
bulunmalktadir Kesintili ficlii sarmallar olan fibrille iligkili kollajenler (FACIIs),

fibrilleri difer matriks elemanlarina baglarlar (71)




Molekiil

tendon gibi pek ¢ok bag
dokusu

Molekiiler Doku Fonksivonu | Agirh
Polimer Dagilim (kDa)
Gingiva, periodontal
[o(DT20a(D) ligament, kemik, Gerilme 285
[o (D] sementum, deri ve direnci saglar

[ou(ID)s

Kikirdak, vitréz humor

Gerilme

direnci saglat

285

[or(IHD)]3

Gingiva, periodontal
ligament, kemik,
sementum, dert, tendon,
fetal doku ve kan

damarlan

Gerilme

direnci saglar

285

[eu(V)]s
[1(V)Ta[ea(V)]
1 (V)ou(V)as(V)

Deri, kan damarlari,
iskelet kasi, diiz kas,
gingiva ve periodontal

ligament gibi

Interstisyel dokularda

Bazal
membran ve
stroma
arasinda

baglayici

300

1 (IX)op(IX)oa(IX)

Kikirdak, vertebralar

arasi disk

Tip I kollajen
proteoglikan
etkilesimlerini

diizenler

300

‘Tablo 2.1,

Fibriler kollajenler (www.uic.edu/classes/peri/peri 612/persybs)




Molekiiler polimer

Doku dagilim:

Fonksiyonu

Molekiil Agirlhig
(kDa)

o (IX)o(IX)aa(IX)

Vitréz humot,
kikirdakta
periselliiler

bélge

Tip H kollajene

baglamr ve diger

bag doku
elemanlannin
baglanmasina

aracilik eder

fo(XID) 3

Embriyonik
deri, tendon ve
periodontal

ligament

Tip I koilajene
baglanir ve diger
bag doku
elemantarinin
baglanmasina

aractlik eder

fou(XIV)]s

Gingiva,
periodontal
ligament,
kemik,
sementum, deri,
tendon, fetal
doku ve kan

damarlan

Bilinmiyor

.Ta_blo 2.2.  Kesintili ticlii sarmally fibrille iligkili kollajenler.

(www.uic.edu/classes/peri/peri 61 2/persyhs
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©2.6.3. Kollajenin Genetigi

Rekombinant DNA teknolojisi, kollajen gen ve proteinlerini anlamamizda
etkili olmustur. Boylece I, 11, IIl ve V kollajenin genleri saptanabilmistir Hiicre
hibridizasyonu yontemiyle 17. kromozomun tip I’ kollajen o; ve o zincirlerini
kodlayan bilgiyi icerdigi gosterilmistit (73). Pro-ai(l) icin (COL1AT) ve Pro-ox(I)
icin (COL1A2) genomik diizenlemeleri benzer fibriler kollajenlerin
diizenlemelerini de yansitir. Kollajen tip I in merkezi tglil sarmali 42 ekson
tarafindan, karboksi ve amino u¢ propeptidleri sirasiyla 4 ve 6 ekson tarafindan

| kodlanmsgtir.

Karboksi ug¢tan baslayip amino uca dogru iletleyen ticli sarmal modeli,
Gly-X-Y bloklarimin devamlilig: ile belirlenir Osteogenesis imperfekta (tip I
kollajen sarmali), bazi kondrodisplaziler (tip I kollajen sarmali) ve EDS (tip III
kollajen sarmal) hastaliklarinda oldugu gibi bozulmusg ticlii sarmalin yol actig

hastalik Ornekler: vardir.

Merkezi tiglti sarmaldan oldukca farkli olan amino ve karboksi ug
propeptidlerin, globiiler diizenleri vardir Siralamayi kodlayan Gly-X-Y bloklari
- art arda ekson siralart halinde organizedirler Eksonlar karboksi ucunu kodlayan
* swralan icerir Karboksi propeptidi olan prolin zincirin toplanmasinda bagslangic
noktast olarak gorev alir ve spontan olarak bir sonraki iiglii sarmala eslik eder.

 Kuitik aralarla cok 6nemli stabilize edici disiilfit baglar1 yerlestirilmistir (73)
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- Sekil  2.3.  Prokollajen  geninin  bir  bélimii  (www unc edu/. /2003ss1/biol/
- 050/001/collagen)

- 2.6.4. Kollajen Sentezi

Cekirdekte DNA  molekiilinden riboniikleik  asit (RNA) molekiiliiniin
olusturuldugu transkripsiyon ile ribozomiarda mRNA yapisinin tasidifr bilgive gore
protein zincirinin sentezlendigi translasyon asamalar1, kollajen sentezinin ilk iki
' basamagim olusturur. Karboksi propeptidi olan prolin zincirin toplanmasinda baslangic
- noktasi olarak gdrev alr ve daha sonra, kollajen yapisinda posttranslasyonel
! degisiklikler gerceklesir. Hiicre iginde gergeklesen bu olaylar sonrasinda tropokoliajen

adii  alan  molekiil, golgi cisimeifinin - salgi  vezikiilleri ile, hiicre disina

salgilanmaktadir. Hiicre disindaki baz biyokimyasal tepkimelerden sonra kollajen

fibrilleri ve lifleri olusmaktadir.

Prokollajenin piirtiikli endoplazmik retikuluma taginmasinda
preprokollajen  molekiilii  gorev  alir.  Bir sinyal aminoasit dizilimi iceren
preprokollajenin  yapisindan  sinyal peptidaz ile sinyal peptidi kopanlmakta ve

Prokollajen  serbestlesmektedir. Prokollajenin ~ karboksil ucunda, kollajende




lunmayan 200-300 aminoasit kalinisi bulunmaktadir. Her bir pro-o zincir,
'1léjenin o zincirinden %30-40 daha uzundur. Prokollajen vapisinda
tiranslasyonel degisiklikler olusmaktadir. Karboksil ucundaki sistein kalntilar
Cirler aras: disiilfit kopriilerini, amino ucundaki sistein kalintilan ise zineir igi
lﬁt koprulenm olusturmaktadn Bu disiilfit kopriileri, ticld sarmal yapinin

Diger bir modifikasyon, prolin ve lizin kalintilarinin hidroksillenmesidir.
OIIajene szel bir aminoasit olan hidroksiprolinin sentezinde prolil-4-hidroksilaz,
ve . hidroksilizin  sentezinde ise lizil hidroksilaz enzimleri kullanilr
Katahzledlklen tepkimede O, ve a-ketoglutarat kullanan bu enzimier icin Fe** ve

skorbik asit gerekmektedir.

Olugan {iigli sarmal, endoplazmik retikuiumdan golgi cisimcifine
translokalize olmakta ve daha sonra hiicre digina salgilanmaktadir. Hiicre disinda,
ilk olarak karboksipeptidaz enzimi karboksil, aminopeptidaz enzimi ise amino
undan propeptidleri ayimaktadi  Bu propeptidletin ayrnilmasindan sonra
ko_lléjen molekiilleri, kollajen liflerini olustururlar Kollajenin gli¢ kazanabilmesi
icin, lifler arasmda kovalent baglarn olugmas: gerekmektedir [k basamakta, lizil
ve ilidzoksilizﬂ kalintilarinin oksidatif deaminasyonu, lizil oksidaz enzimi ile
.'_=_"ge:r§:ekle§mektedi1 . Bu agamada lizin aminoasitindeki amino grubu ayrilmakta ve
kér_'bon, aldehite yiikseltgenmektedirt. Bdylece kollajenin yapisindaki normal

: gépraz bag olusumu gerceklesmektedir (74)

-3, Kollajenin Yikilimi

Canlilardaki kollajenin biiyiik kasrmimn belirli bir yenilenme siireci oldugu
ve en saglam liflerin bile zamanla veni sentezlenen liflerle degistirildigi
ilinmektedir Ister fibriler ister ¢dziilmiis durumda olsun, islem gérmemis dogal

_kollaj en, proteolitik enzimler tarafindan yikima kargt ¢ok dayamklidir
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Notral pH’da ticli sarmal yapiyi kirabilen enzimler ilk kez Clostridium
stolyticum bakterisinin kiiltiir filtrelerinde izlenmistir (75,76). Proteolitik
Jimler olan kollajenazlar, kollajen molekiilinin amino ucuna daha yakmn bir
eye baglanarak kollajen yikimim baglatirlar. Uglii sarmal yapidaki kollajen
'-oiekﬁlﬁne etkili olan enzim, kollajen molekiiliinden iki tane sarmal vapida
olekiil agiga ¢ikarr. Sarmal yapilan dayanikli olmayan bu kiigiik molekiillerin
VuCUt sicakh@inda bozulmas: ile elde edilen polipeptidler, spesifik peptidazlar
tai‘é,fmdan daha kiiciik peptidlere veya sertbest aminoasitlere yikilmaktadit
:K_.().Haj en yapisinda ¢apraz baglanmanin artmast, yikim hizini azaltmaktadir (74).

;Id}_'arda hidroksiprolin, n vivo kollajen yikilummn belitleyicisi  olarak

.:k;illamlmalctadlt".

;7; Diabetes Mellitus ve Erektil Fonksiyon Bozuklugu

TR T R T R T v it L T T

Penisin temelini, bir ¢ift korpus kavernozum ve bir korpus spongiozumn ads
ef en silindirik cisimler olusturur Kaverndz cisimler, tunika albuginea adh
kollajen liflerinden zengin, elastik liflerden yoksun, kalin bir fibréz kilifla (*
sanlidir  Cok sayida kollajen lifler dista longitudinal, icte ise vertikal olarak ;‘
sey_réder Tunika albugineada, elastik lifler az oldufu icin ereksiyon sirasmda E
pf;riis kollajen liflerin izin verdigi dlglide genisler Béylece rijidite saglanmus olur 1}}

Pe_nis erektil dokular1 olan korpus kavernozumlar, siingere benzeyen bir yapiya
Saliiptirlex. Bu yapmin temel tnitesi, tunika albugineadan kaynaklanan kollajen

stitunlaninin sekillendirdigi diskoid vapidaki bogluklardu

-1.1. Ereksiyon Fizyolojisi

Penil ereksiyon vaskiiler bir olaydir. Freksiyon da diger vaskiiler olaylar

- sanfral sinir sistemi, dilz kas ve endotel gibi faktorlerin birlikte rol

1adiklar hemodinamik bir olaydir.

Ereksiyon olabilmesi icin,




)-_Kaveméz arterfer ve trabekiiler diiz kaslann tam gevsemesiyle siniizoidal
osiuklara kan girisinin artmasi gerekir.
) Ayrica gevseyen ve dolan sintizoidal bosluklarin tunika albuginea altindaki

iilleri ve emisser venleri sikistirmas: gereklidir

Bu durumda kavernéz cisimlerin ig¢indeki basincin, diastolik basincin
{izerine c¢ikmasi, vyani rijit ereksivon olugmasi igin de vendz doniis
ngellenmelidir Vendz dontisiin engellenmesi igin baska tikayict mekanizmalar
da rol oynamakfadir. Aktif ventz kontraksiyon bunlardan biridir Bu olay
Perineal ¢izgi kaslaninin kontraksiyonu ve trombositlerin tika¢ olusturmalan da

yardime: mekanizmalardandir.
.7.2. Diabetle Ilgili Erektil Fonksiyon Bozuklugunun Patofizyolojisi

Erektil fonksiyon bozuklufuna neden olan hastaliklann basinda Diabetes
Mellitus gelir. Ancak bu bozukluk hormonal dedil kroniklesmis hasarlarin ortaya
-c,:zkardlgl bir komplikasyondur. Asil patoloji norojenik, vaskiilojentk ve
_ps;ikojeniktir. Norojenik olarak otonomik sinirlerin aracilik ettifi olavlarda
bozukluk vardu Vazo-vazorumlarda iletim bozuklugu ve endotel kaynakli
_g__évsetici faktor (EDRF)Yiin rol oynadif: diiz kas gevsemesinde bozukluklar da
damar kaynakli sorunlardir Korpus kavernozumdaki NO’nun kaynagi, ndronlar
(nNOS, tip I), endotel (eNOS, tip III) ve diiz kastir (INOS, tip II).

Diabetik erkeklerde erektil fonksivon bozuklufunun patogenezi heniiz tam
olarak belirlenememistir Ancak doku proteinlerinde biriken ileri derecede glike
dlmu$ son Uriinler, pek ¢ok diabetik komplikasyonda rol oynamakta olup, bunlarin
olasilikla penil NOS izoenzimlerini etkileyerek NO aktivitesini azalttifi ve

endotele bagimli gevsemeyi kisitladig gosteritmistir (77).




':ayi;ékll Erektil Fonksiyon Bozuklugu

{ik mikroanjiopati, lokal mikrovaskiiler kan akiminda degisikliklere
aktadi Diabetik mikroanjiopatide, endotelyal hiicre metabolizmasinda ve
'undé "bozukluk, damar duvarmun bazal membraninda kalinlagma,

taginmast Ve hemostaz mekanizmasinda degisiklikler olmaktadir.
srotik vaskiiler hastalikla erektil fonksiyon bozuklugu arasinda gliclii bir
ar r Arteriyoskleroz, erektil fonksiyon bozukluguna vol agan organik
arm en sik sebebidir Penisi besleyen ana arteryel destegin %50 sinden
'1ndé_'.'.:a'1’.cerosklerotik tikayict hastalik olustufu zaman, erektil fonksiyon
ukjugu ortaya gikmaktadir, Yine, diabetik hastalarin otopsilerinde; intimada
broz 'r.c.allliferasyon, mediyal fibrozis ve kalsifikasyon, limenin daralmasi ve

1'gibi penil arteryel damar anormalliklerine rastlanmustir.

3_'Da}nar kaynakl: erektil fonksiyon bozuklugunda, korpus kavernosumda bir
:_ap'lsal ve molekiiler degisiklikler olmaktadir. Histolojik calismalarda, penil
eriyei -.'yetmezlik, kollajen birikimi ve erektil fonksiyon bozuklugu arasinda iligki
;dUgﬁ'Bﬁlunmuﬁu.r. Bu calismalarda aynica, diiz kas hiicre hipoplazisi ve atrofisi

itlikte ECM’ de esas temel olarak kollajen fibrillerinin biriktigi gosterilmistir

. Halen damar kaynakli hastaliklarm, trabekiler diiz kas hiicrelerinin
kaybmn ve bag doku artigmin erektil disfonksiyondaki etkileri tartigmalidr

Si‘iqkinlerin ve biiyime faktotlerinin, bag doku proteinlerinin sentezinin

kontroliinde onemli rol oynayabilecegi diisiniilmektedit TGF-B;, korpus

Kavernozumda fibrotik cevab: artirmaktadur

Prostaglandinlerin  de kollajen sentezinde onemli rol oynadif
bilinmektedir. PGE, ve PGE,, trabekiiler diiz kas hiicreleri iizerinde sadece
gevseme etkili olmayip, aym zamanda kollajen sentezini de engellemektedir.

TGF-B,’in kollajen sentezini indiikleyici etkisi PGE, tarafindan baskilanmaktadir,

)
?
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'b) Nérojenik Erektil Fonksiyon Bozuklugu

Diabetik hastalardaki erektil fonksiyon bozukhugunda esas rol oynayan
“ patoloji, otonom ndropatidic. Erektil fonksiyon bozuklugu olan diabetik
‘hastalardaki periferik ve otonom néropati insidansi, diger diabetik hastalardan
..aha ytiksektir. Mesane ve penisin Innervasyonunun ayni kaynaktan olmasi

olayisiyla, mesanede olusabilecek bir fonksiyon bozuklugu, otonom kavernsz

:.:-5inir-lerde bir bozukluk olabilecegini gosterebilir Diabetik erektil fonksivon
-':!;ozuklugu olan kisilerin ¢ogunda bu mesane fonksiyon bozuklugu patolojisi
saptanmistir. Yine Melman (79) diabetik hastalarin sinitlerinde, norepinefrin
diizeyinin farkl: oldugunu saptamistir [Yenigiin ve Altuntas (78)]. Aynca, Lincoln

(80) diabetik hastalarn korpus kavernozumlarmdaki asetilkolin esteraz bulunan

fibrillerinde azalma oldugunu saptamigtir [Yenigiin ve Altuntag (78)].Bu bulgular

bize, diabetik hastalarin korpus kavernozumlaridaki kolinerjik sinirlerde bi

bozukluk olabilecegini diisiindirmektedis

Penil ereksiyonun en &nemli mediatsri nitrik oksit (NO) yapiminda
anahtar enzimler olan nNOS ve eNOS’un azalmasiyla birlikte ileri glikasyon
II_.iiIﬁnlerinin tiretilen NO ile etkilesimi (NO siiperoksit ile birleserek peroksinitrit
._'lolusturur ve proteindeki tirozin rezidiilerini nitroziller) periferik ndropati
“olusumuna zemin hazirlamaktadir (81).

¢) Hormonal Kaynakli Erektil Fonksiyon Bozuklugu

Erektil fonksiyon bozuklugunda hipotalamik-hipofizer-testikiiler eksenin
etyolojik énemi tam olarak actk degildir. Diabetik hastalarda erekii] fonksiyon
bozuklugu; tiroid  hastaliklar, hipofizer bozuktuklar, adrenal hastaliklar,
hiperprolaktinemi ya da hipogonadizm ile iliskili olabilir.

Delcour (82) baz diabetik hastalarm prolaktin dizeylerini vyiiksek

* bulmugtur [Yenigiin ve Altuntas (78)] Hiperprolaktinemili hastalarda libidoda

. azalma ve erektil fonksiyon bozuklugu gelisir Bu durum ayni zamanda diigiik

- Serum. testesteron diizeyleri ile de iliskilidit. Ciinkit prolaktin, gonadotropin

- salgilatier hormonun pulsatil salgifanmasin: engellemektedir
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 minoguanidin

:' Kollajen ¢ok yavas bir seyirle yikilan uzun 6miirlii bir bag doku
roteinidir Uzun dmiirlii proteinler de glikasyonda dncelikli hedeftir. AGE’lerin
zellikle hasar verici etkileri damar kollajeni iizerinedir Bu da, ateroskleroz ve
.ro' & hastalik, bobrek hasari, retinal patolojilet, zayif periferik dolasim ve diger

plar artirir. Lens kristalleri de wzam omiilii bir hedeftir ve sonugta katarakt

Normal kollajen fibrilleti olusumunda, c-amino gruplarimi  aldehite
pewﬁnek iizere bazi kollajen lizin ve hidroksilizin kalintilan lizil oksidaz
':tarafiﬁdan oksitlenir. Bu aldehitler sonra, fibrillerdeki komsu kollajen

-mplekﬁllerinin lizin veya hidroksilizin kahntlan ile ¢apraz bag olusumuna

1__i"r1ar.‘ Kollajen molekiili ile yakimndan gapraz bagli olan lizinlerin sterik olarak

isilmez durumda olmalarindan dolayl, bu siirec devam edemez ve sonlam

icak  kiigiik molekiiller tarafindan olusturulan AGE capraz baglan olgun

kollajen molekiiliinde bile bu siirecin devam etmesine neden olhutlar. Kan ve doku

glukozundaki yiikselmeler proteinlerdeki lizin rezidiileri arasidaki ctkilesimlerle

Schiff bazi olusumuna yol agar. Daha sonra kimyasal bir yeniden diizenlenme ile

__a,hél stabil olan Amadori ftiriinii olusur. Amadori trinii de tekrar yiiksek

?;ktiifiteye sahip Urlinlere doniigin. Bu tirinlerle, diger serbest amino gruplari,

_"ﬁ_i;kh ara wriin ve ileri glikasyon firtinleri tekrar reaksiyona girer AGE aracili

-"G_ap_raz bajlar elastikiyet kaybina ve kirnlganhikta artiga neden olurlar.

Proteinlerdeki AGE kaynakli capraz bag olusumu, onlanin ii¢ boyutlu
yapilanini ve fonksiyonlarim etkileyebilir. AGE’nin neden oldugu biyokimyasal

__ééisimler, damar duvarlaninda, damar tontisinde patolojik degisikliklere yol

_Qfellr.‘ Arter elastikiyeti ve damar gegirgenliginde degisiklife neden olabilir (83)

Diabetteki sekonder komplikasyonlarm geligimi (6zellikle makrovaskiiler),

‘hastalardaki mortalite oranins artimaktadir  Yaglanma, ateroskleroz ve diabetteki




* damar kaynaklt komplikasyonlarin patogenezinde, non proteinlerin enzimatik

. glikasyonunun rol oynayabilecegi diistiniilmektedir,

AGE olusumuna karst kullanilan maddeler iki ana mekanizmayla etkili

* olurlar. Birincisi AGE olusumunun AG gibi karbonili engelleyici ajanlar
- tarafindan inhibisyonu; ikincisi ise, daha yeni bir yaklagun olmak tzere, 4,5-
" dimetil-3-fenagiltiazolium klorit (DPIC) gibi, olusmus olan AGE protein-protein

capraz baglannim dikarbonil kirici bilesiklet tarafindan kirilmasidir.

: Amadori tirimiindeki 1-amino 1-deoksi fruktoz kalintisinin keton grubunun
- takibindeki AGE olusturucu reaksiyonlarda anahtar role sahip oldugu ve bu keton
grubunun  kimyasal olarak aktivitesinin onlenmesiyle AGE olusumunun
snlenebilecepi diistiniildii. Béylece keton gruplanyla hizlica reaksiyona giren,
onlari kimyasal olarak eylemsiz duruma getiren, ayni zamanda toksik olmayacak E
bir madde aayisina girildi. AG, diisiik molekiil afulikh, agir niikleofilik bir 3
bilesik olarak aldehit ve ketonlarla ¢ok ¢abuk reaksiyona girer (9). Bugin, ﬁ
baslangigtaki Amadori Uriiniiniin degil de, bir a~dikarbonil ara Griininin AGE 3

inhibisyonunun hedefi oldugu diistiniiimektedir
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+ aminoguanidin

H, N HH —C K,
2
HBZ

CAPRAZ BAG”
-M—Tﬂw Depolanma

:

jdrarla atiim

Sekil 2.4. Capraz bag olusumunun aminoguanidin yoluyla nlenmesi (84)

Aminoguanidin(AG), AGE olusumunu 6nlemek icin kullanilan prototipik
bir tedavi edici ajandir AGE olusumunun AG tarafindan onlenmesiyle ilgili ik
bilgi, diabetin neden oldufu arter duvarmdaki protein ¢apraz baglarinin
6nlenmesiyle ilgilivdi (9). O zamandan bu yana , in vitro ve in vivo AGE
" olusumunu Snlemede kullanilan AG, anormal fizyolojik durumlarda ve bir ¢ok

hastalikta ilerlemis glikasyonun &nlenmesiyle baglantili olduguna dair ispat

- saglamstir.

AG, AGE olusumunu engelleyen bir bilesiktir. Erken glikasyon (Amadori)
. {rtinleri, bitisik proteinlerdeki lizin gruplan yerine AG ile baglanmay1 tercih eder.
Boylece, Omegin kollajendeki ¢apraz baglanmada oldugu gibi, in vivo

proteinlerde AGE olusumu engellenit. Kronik AG tedavisi, diabetik hayvanlarda,
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‘ diabetle 1ligkili olugan retinal degisiklikler (mikroanevrizmalar), bébrek hasan
(glomeriiler matriks artigi, artms glomeriiler gegirgenlik, mikroalbiimintiri),
- 'yapisal ve fonksiyonel sinir anormallikleri (iskemi ve azalmis iletim hizi) ve kan

damarn hasarlar: (artmug damar albiimin gegirgenlig ve azalmus arter elastikiyeti)

< gibi cesitli anormallikleri engellemistir (12-14,85).

. L 4
Substrat ve glike edici ajan R NHZ + Glukoz H"gﬂo
H
H Glioksal
B B
Schiff Bazt R-N={ ¢=0
H—é-—-OH &ED
HOCHa -0 HO—CoH oy u,
HO a—
HE:"A..NH-—PNM:: H——OH H——OH
OH Hmron H——OH
CH,0H CH-OR
3-Deokiglukozon
“Klasik” Amadori
Yeniden Diizenlenmesi CH; 0
Fruktozamin !
R-NH R-NH _H H
CH; c Metiiglicksal
OH iémo &—-OH
-(:j\,NHR = HO-(—H H{)—ll.‘—-ﬁ
é};‘ oH H—+—0H H——0H
O H——OR H-—-0H
CH:OH CH0H

Sekil 2.5. Amadori tiriinii sonrasi a-oksoaldehitlerin olusumu

{www biochemj org/bj/344/ 0109/bj3440109a05 gif-)

AG, yapisinda niikleofilik bir hidrazin grubu -NHNH, ve dikarbonil iceren
yapilarla birlesebilen guanidine grubu ~NH-C(=NH) bulundurur (86). Birbirine
baghh olan bu iki grup o,B-dikarbonil glikasyon ajanfannin  Szellikle de
metilglioksal, glioksal ve 3-deoksiglukozon gibi o-oksoaldehitlerin, reaktif bit
temizleyicisini olusturur. Eger bu olmasaydi, o-oksoaldehitler arjinin ve lizin

rezidiileri ile reaksiyona girip AGE olusturutlards.
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a-oksoaldehitlerin farmakolojik temizlenmest veya a-oksoaldehit
detoksifikasyonunu stimiile etmek , diabet komplikasyonlan ve AGE ile iligkili
diger hastaliklan onlemede degerli bir tedavi edici metottur a-oksoaldehitlerin
temizlenmesiyle, AGE olusumu ve dolay:siyla proteinlerdeki capraz bag olusumu
engellenmis olur. in vitro olarak rat kuyruk tendon kollajeninde, glikasyon nedenli

capraz baglanmamn AG tarafindan engellendigi gosterilmistir (87).

AG ile ilgili sorunlardan birisi, oldukea reaktif bir bilesik olmas: nedeniyle
diger karbonil grubu igeren bilesikletle reksiyona girebilmesidir. Pridoksal fosfat,
glukoz, malondialdehit gibi bir gok biyolojik molekiille reaksiyona girer. Bu etk
in vitro vyiksek dozda AG kullanildigmda ortaya cikar  Yiiksek
konsantrasyonlarda kullamlan AG, hidrojen peroksiti yavasea parcalayarak pro-
oksidan etki gosterir. Ancak bu parcalanma, in vivo farmakolojik

konsantrasyonlarda oksidatif stresin kaynag olacak kadar 8nemli degildir.

AG in vivo kullarulan farmakolojik konsantrasyonlarda, NOS ve
semikarbazid duyarli amin oksidaz (SDAO) inhibisyonu gibi farmakolojik
- aktivitelere sahiptir. AG, geri donliglimsiiz olarak SDAQ’1 inhibe eder. Bu enzim
metilaminin formaldehite ve aminasetonun metilglioksala dénistimiini katalizler
" Bovylelikle AG, amin substratlarindan karbonil bilesiklerinin  olugumunu

engelleyerek, glikasyon reaksiyonlarina katiimalarim 6nlemis olur (88).
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3. MATERYAL ve METODLAR

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Bivokimya, Fizyoloji Anabilim Dallar,
:_;Merkezi Aragtirma laboratuvarlan ve Deney Hayvanlann  Unitesinde
‘gerceklestirilen bu galismada, agirliklan 220-330 gr arasinda degisen 50 tane
:ﬁ"saghkh, erkek, 8 haftalik Wistar albino sican kullamlmugtir. Sicanlarm 9 tanesi
.:.kontrol grubu olarak ayriuken, kalan 41 tanesine diabet olusturmak iizere
streptozotosin uygulanmistiz. Hayvanlar her kafeste 5 sigan olacak sekilde caligma
siresince ayrilmislardir. Bu stire boyunca hayvanlar ticari rat yemi ve musluk
':suyuyla beslenmislerdir. 8 haftalik calisma stiresi sonunda olugturulan 3 gruptaki
- hayvan sayilar goyledir:

1. Kontrol grubu, 9 sican

2. Diabetik grup, 10 sican,

3. Aminoguanidin verilen diabetik grup, 12 si¢an

3.1. Diabetin Olusturulmasi

Etik kurul onay1 alindiktan sonra, diabet olusturulacak 40 adet sigana bir
ginliikk achf1 takiben, anestezi altinda 0,1 M sitrat tamponu (pH=4,5) iginde
- ¢oziilen streptozotosin 60 mg/kg olacak sekilde (89), intraperitoneal olarak tek
- doz enjeksiyon seklinde uygulandi Enjeksivondan 1 saat sonra, hayvanlarin
 kafeslerindeki sularma %10’ Iuk siikroz ¢ozeltist konularak bir giin bovunca

© igmeleri sagland,

Hk grup 9 sigandan olugan kontrol grubuydu. Enjeksiyon sonrasi, ikinei
grup olan diabetik grubu olugturacak sicanlarin 20 tanesi, ¢alisma siiresi olan 8
hafta boyunca standart laboratuvar diyetini ve musluk suyunu almaya devam
ettiler Uglincti grubu olusturacak olan diger 20 sicanin icme sularma ise
enjeksiyondan bir giin sonra 1 gr/L olacak sekilde (90) aminoguanidin verilmeye

basland:. Bu gruptaki siganlar 8 hafta boyunca bu suyu kullandilar
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Streptozotosin enjeksiyonundan 2 giin sonra siganlarin yine bir giinliik

clif1 takiben, kuyruk venlerinden kanlari alinarak Accutrent-GC kan glukozu-

jlgiim cibazi ile achik glukozlart belirlendi. Kan glukoz degeri 250 mg/dl altinda

: 6lan hayvanlar ¢aligmaya alinmadi

8 hafia boyunca tim gruplardaki hayvanlarin giinlik yem, su tiikketimleri
- haftalik agiliklan takip edildi 8 hafta sonunda elimizde 9 kontrol, 10 diabetik
-{ze 12 aminoguanidin verilen diabetik gruptan sican kald:. 8 haftamn sonunda yine
bir giinlikk agh@ takiben, tim gruplardaki hayvanlann, liretan anestezisi altinda
_biyokimyasal parametreler igin kan Grnekleri ve glikasyonun arastirilmasi igin
peni] doku drnekleri alinds Biyokimyasal parametreler aym giin Roche Modiiler

otoanalizotiinde calisildi. Doku 6mekleri kullamlincaya kadar -80°C*de saklandi.

3.2. Gruplarm Calisitan Serum Parametreleri

Kontrol, diabetik ve aminoguanidin uygulanan diabetik gruplardaki
- hayvanlann biyokimyasal parametreleri Roche Modiiler otoanalizériinde ¢alisild
HbAlc haricindeki parametrelerin Slglimil serumda galisildi HbAj¢ 6lglimti, tam
“kanda yapildi Glukoz, BUN, kreatinin, total kolesterol, trigliserit mg/dl olarak,
"HbA;c % olarak, sodyum, potasyum ve klor gibi elektrolitler mEq/L olarak,

_' osmolarite mosm/L olarak &l¢iildil

3.2.1. Glukoz Ol¢iimii

Glukoz, glukoz oksidaz ile oksijen varhginda glukonolaktona okside olur.
: Aciga ¢ikan hidrojen peroksit 4-aminofenazon ve fenolle reaksiyona girerek renkli
“bir bilesik olusturur. Olusan renk yogunlugu, glukoz konsantrasyonu ile
orantilidir. Renkli bilesigin absorbans: 505 nm’ de 6lgiilda
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glukoz oksidaz

Glukoz + Oy + HO » glukonolakton + Hy0Os

peroksidaz

H,0, + 4-aminofenazon + fenol ——» renkli bilesik

Olusan renkli bilesigin absorbanst 505 nm’de 6l¢iiliir

3.2.2. BUN Ol¢iimii

Ure, liteaz enzimiyle karbondioksit ve amonyaga doniislir. Amonyak o-

ketoglutarat ile NADH vatliginda glutamat dehidrojenaz enzimi yardimiyla E
plutamat ve NAD" vi olugturur Cg
e

(<

{ireaz "

1t

Ure + HyO > 2NH,” + CO, -
glutamat dehidrojenaz g

a-ketoglutarat + NH,” + NADH > T

L -glutamat + NAD™ + H,O

Reaksiyonda koenzim olarak NADH kullamlir. NADH miktaninda

meydana gelen azalma 340 nm’de kinetik olarak okunur.

3.2.3. Kreatinin Olciimii

Alkali soliisyonda kreatinin pikrik asitle san- turuncu renkli bir kompleks
olusturur. Olugan renk voguniugu kreatinin konsantrasyonu ile oranfihdir. Bu renk

yogunlugu fotometrik olarak 505 nm’de 8lgiiliir:
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alkah soliisyon

| + pikrik asit » kreatinin-pikrik asit kompleksi

kolesterol esteraz

sterol esteri + HO » kolesterol + serbest yag asidi

kolesterol oksidaz

esterol + O > kolest-4-en-3-one + HO,

peroksidaz

20y + 4-aminofenazon + fenol >

guinoneimine boyast + 2 H:0O
Uciincii reaksiyon ile olusan quinoneimine bovasimin absorbansit 500
’de &lgiilin

5. Trigliserit Olciimii

Irigliserit diizeyi asagidaki reaksiyonlatmn gerceklestigi kit kullamlarak
letlmiistiin,
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lipaz

rigliserit + 3 HO —rr gliserol + 3 serbest yag asidi

gliserol kinaz

"Gliserol + ATP s> gliserol-3-fosfat + ADP

gliserol fosfat kinaz

Jiserol-3-fosfat + O3 s

DHAF (dihidroksi aseton fosfat) + H20»

peroksidaz

1,0, + 4-klorofenol + 4-aminofenazon > renkli Tirtin

Olusan kirmuzi renkli tirintin absorbanst 510 nm’de olgiiliir

3.2.6. HbA ¢ Ol¢iimii

Hemolize tam kanda, tirbidimetrik inhibisyon immiinoassay yGntemi
kullamimistir. Orneklerdeki glikehemoglobin  (HbAjc), HbA,c antikoru ile
._3 "re.aksiyona girer. Boylece eriyebilen antijen-antikor kompleksleri olusturur.
: HbA;c tizerinde sadece bir spesifik HbA ¢ antikor alani oldugundan kompleks bir
blusum meydana gelmez Polihaptenler, fazla HbA,c antikorlan ile reaksiyona
'gir'erler ve erimeyen antikor-polihapten kompleksleri olustururlar. Olusan bu

- kompleksler tiirbidimetrik olarak 340 nm’de belirlenebilir

_ Ikinci bir kanalla hemoglobin konsantrasyonu belirlenir. Hemolize
- Omeklerden salinan hemoglobin, karakteristik absorbsiyon spektrumuna sahip
" derivatifine dontistiiriiliz ve 546 nm’de Slglim yapilir. Boylece tiitbidimetrik
g .inhibisyon immiinoassay ydntemiyle Olgiilen glike hemoglobin miktarinin
:'-;"Spektrofotometrik yolla dlciilen total hemoglobin miktarina oranlanmasiyla %

.-.HbA;c diizeyi saptanimis oldu
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3.2.7. Osmolarite Ol¢iimii (91)

(Sodyum X 2) + (Glukoz / 18) + (BUN / 2,8) = Osmolarite (mosm / L)

3.2.8. Elektrolit Olciimii

Direkt iyon selektif elektrot (ISE) metoduyla &l¢iilmiistiz. Bu yontemde,
6mek dilie edilmeden olgiilir Ozel bir iyon icin Slctim sistemi, bir referans
elektrodu ve elektronik devreleri igerir. Elektronik devreler, test jyon
konsantrasyonunu vermek i¢in, elektriksel potansiyeli dlger. Kullanilan sodyum

ve potasyum clektrotlar: nétral tagiyicr temelli, klor elektrotlan iyon degisim

temellidir

3.3. Doku Orneklerinin Glikasyon Diizeyinin Belirlenmesi

| 3.3.1 Yontemin Prensibi

Glukoz proteinlerin amino gruplanyla, ¢ogunlukla da lizine bagh epsilon
~ amino gruplarntyla non enzimatik bir reaksivona girerek bir ketoamin bagi
| olugturur. Protein glikasyonunun derecesi, proteinlere ketoamin bag: ile bagh
heksozlara &zgii olan kolorimetrik bir yéntemle olgiilebilir. Bu yontemde,
karbonhidiatlar asit ortamda isitildig) zaman aciga c¢ikan S-Hidroksimetil 2-
furaldehit (5-HMF), ortama 2-Tiyobarbitiirik asit (2-TBA) eklendikten sonra
spektrofotometrik olarak 61(;ﬁ1ébili1: Bu calismada glikasyon 6l¢limii icin Kasai
yontemi modifiye edilerek kullamlmstir (92).

3.3.2. Kullanilan Cézeltiler

a) 0.33 M oksalik asit
b) % 40 ik triklorasetik asit
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¢) 0.05 M tiyobarbitiirik asit

3.3.3. Standart Soliisyonlan

_ Proteinlerle birlesen glukoz 1sitma sonucu 5-hidroksimetil 2-furaldehite (5-
HMF) doniisitr Dokulardaki glikasyon diizeyini hesaplayabilmek i¢in 6nce 25.2
mg 5-HMF bir litre 0.33 M oksalik asitte ¢éziillerek 200 nmol/ml’lik 5-HMFE
so tisyonu hazuitlandi Daha sonra konsantrasyonlan 5, 20, 30, 60, 80, 100, 125,
-1"5:0 ve 200 nmol/ml arasmnda degisen 9 farkh 5-HMF soliisyonu, diliisyonlarla
elde edildi

3.3.4. Standart Grafigi

Standartlarin  absorbans: 400-480 nm arasinda tarandi ve en viksek
absorbans 443 nm de saptandi. Tiim standartlann absorbansi 443 nm de &lgildii

lineer bir standart grafigi elde edildi (Sekil 3.1).

5-HMF standart grafigi
0,1

_ y =0,0004x - 0,0003 %

e 0,08 - 2

I~ R®=0,988
B 0,06 - .

S .
.. § 0,04 -

: 0,02 - .

0 { 1 T T i
0 50 100 150 200 250
Konsantrasyon {(nmol/mL)
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- 3.3.5. Olgiim Yontemi

Glikasyon diizeyi TBA Olgtim yéntemi ile belirlendi (93) 10 mg
kurutulmus ve dondurulmus penil doku almarak 5 ml 0.33 M oksalik asit i¢inde 5
saat boyunca 100 °C’lik su banyosunda kaynatilarak hidrolize edildi 5 saat
. sonunda bagli glukoz hidrolize olarak 5-HMF ye déntigir. Hidrolizat buz iizerinde
- sogutuldu ve 3 ml sofuk, %40 Itk TCA eklenerek, proteinlerin presipite olmas: ve
1500 g’de 10 dakika santriftj yapilarak ¢dkelegin tamamen dipte toplanmasi
saglandi. Ustteki stvimin bir kismi (2 mi) almarak tizerine 0.5 ml 0.05 M TBA
: eklendi ve 30 dakika 37 °C’lik su banyosunda inkiibe edildi. Doku 6rneklerinin

443 nm’deki absorbansi Sl¢iilerek salinan 5-HMF konsantrasyonu hesapland:. K&1

" olarak distile su kullamid:.

Dokularin  kollajen igerigi hidroksiprolin  (OHpro} diizeylerinden
yararlanilarak hesaplandi. OHpro kollajene &ézgili oldufu i¢in, cesitli dokularda

LN RY =

" kollajen miktarinin belirlenmesi igin siklikla bu amino asitin  Slglimii

-

PETANYILIO T Ty o
ST ILE -

- yapimaktach

Sy

Bu c¢alismada OHpro miktar1 Tougaard yontemi modifiye edilerek

7o T pmeh

kolorimetrik olarak belirlenmigtir (94) 4-hidroksi L-prolin él¢timiinde kullanilan
yontemin temeli OHpro’in pirole okside olmasina dayanir Pirol, p-dimetil
- aminobenzaldehit ile reaksiyona girerek spektrofotometrik olarak belirlenebilen

renkli bir bilesik olusturur. Bu yontem, OHpro’in (suda ¢6ziiniir) kimyasal olarak

| pirole (toluende ¢oziiniir) déniistimini i¢erdigi icin, ¢ok miktarda kontaminan
madde igeren orneklerdeki kiigiik miktarda OHpro’in dahi &lgiilebilmesine olanak

- salar.

3.3.6. Cahsma Soliisyonlan

- a) Sitrat tamponu (pH=6.0)
- 852 mg trisodyum sitrat (2 H0) ile 575 mg sitrik asit (IH,0) suda eritilerek distile
- suyla 25 ml’ve tamamlandi Hazirlanan bu stok tampon 4°C de saklandi.
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b) Sitrat calisma soliisyonu
Bir hacim sitrat tamponu bes hacim 2-propanol ile karstirilarak taze olarak

“hazirlandi,

¢) Asetat/Sitrat tamponu (pH = 6 0)
2.844 g sodyum asetat (susuz), 2.21 g trisodyum sitrat (2 H,0), 284.3 mg sitrik
asit (H20) 191 ml distile suda ¢6ziildli ve 30.9 ml 2-propanol ile kanstirilarak
hazirland1. Bu stok tampon oda 1s1sinda renkli sisede saklands
d) Kloramin T ¢alisma ¢6zeltisi
_ " Bu oksitleyici reaktif, 175 mg Klotamin I°yi 2.5 ml distile suda ¢cozdiikten sonra
10 ml asetat/sitrat tamponu ile karistirarak her ¢aligma sirasinda taze olarak

hazirland:

e) Ehtlich reaktifi
16 g 4-aminobenzaldehit, 10 ml derigik HCI icinde bir manyetik kanstina ile
| kanstinlarak ¢éziildii. Cozelti 4°C de renkli sisede saklandi (Sam renkli bu
kangmmn yesilimsi renge dénmesi ve iginde ¢okelekler olugmas: reaktifin

. bozuldugunu gosterir)

f) Ehrlich ¢alisma ¢ozeltisi
. Ehtlich reaktifi ile 2-propanol 1’e 8 oranmda karistirilarak taze olarak hazirlandi.

3.3.7. Standart Soliisyonlari

OHpro standart soliisyonu hazirlamak igin 26.5 mg OHpro 200 ml distile suda

- goziilerek 1 mmol/L’ lik bir soliisyon elde edildi. Daha sonta bu soliisyondan

: diliisyonlarla konsantrasyonlart 0.1, 0.2, 0.4, 0.6 ve 0 8 mmol / L arasinda degisen
Standart soliisyonlar hazulandi Hazulanan standart soliisyonlart 560 nm dalga

_boyunda Olgiilerek lineer bir standart grafigi elde edildi (sekil 3.2).
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T OH Prolin standart grafigi ]
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ekil 3.2. OHpro standart grafigi

3.3.8. Olgiim Yéntemi

Oncelikle 8lciim yapacagimiz Srneklerdeki peptid bagiyla bagl olan OH
prolinin, 6mneklerin hidrolizi yoluyla salinmasy saflanmalidir. Bu amagla cevre
jzag dokusundan temizlenmis ve suyu alinmmy doku drnekleri 6 N HCI iginde 12

saat boyunca, 100°C’ lik su banyosunda hidrolize edildiler. Her sican i¢in, 10 mg

“penil doku 6 ml 6 N HCI iginde kapakh cam tiiplere konarak su banyosuna
yerlestirildi,

Doku 6rnekleri, hidroliz sirasinda i¢lerinde olugan agir pigmentleri ortadan

: kaldnabﬂmek amaciyla 5000 rpm’de santrifiij edildiler. Hidrolize siipernatan

oliisyonunun ortalama olarak 1-10 ug OHpro igeren kasmi (0.05 ml) ayn bir tiibe

Yerlestirildi ve kaynar su banyosunda ugurularak kurutuldu. Béylece HCI ortadan
kaldirilmis oldu.

Buharlagtirilmis 6rneklerin tizerine 1 ml sitrat calisma soliisyonu eklendi

ve 10 saniye vorteks ile kangtimldilar. Iiiplere 0.25 ml Kloramin T reaktifi




eklendi ve tekrar vortekslendi. Ttim tiipler oda 1sismda 15 dakika bekletildiler,
boylece OH pro’in oksitlenerek pirole doniismesi saglanmis oldu 15 dakika

sonunda ornekler buz banyosuna konarak reaksiyon sonlandiriidy

Tiiplere 2°ser ml Ehrlich reaktifi eklendi ve iyice kangtiildr. Bdylece ara
bilesik olan pirolin Ehrlich reaktifi ile birleserek pembe bir renk olusturmasi
saglandi Orekler Ehulich reaktifi ile iyice kangtiktan sonra, renk gelismesini
saplamak amaciyla oda isisinda ve karanlikta iki saat boyunca inkitbasyona
birakildilar. Bu siite sonunda bir santimetre 15tk yollu kiivetlere konularak 560
nm’ de absorbanslar: okundu. Kiivetlerin kuru olmasina dikkat edilmelidir ¢tinkd
cok kiiglik miktarlarda su bile Ehrlich reaktifinin ¢8kmesine yol agabilir. Olusan
renkli bilesik oldukca dayamiklidi. Ehrlich reaktifinin eklenmesmden sonra,

birkag saate kadar absorbansta diisme goriilmez

Doku hidrolizatlanmn yerine 6 N HCl kor olarak kullanildi. OHpro
leiimit icin kullamlan bu yontemin 300 pg OH pro i¢in hassas oldugu

belirtilmistit Bu hassasiyet sinir1 bizim Slgtimlerimiz igin yeterlidiz.

3.3.9 Kollajen Miktarmim Hesaplanmasi

Bir doku &meginin kollajen vyiizdesi, Neuman ve Logan’in 7.46 faktori

kullanilarak hesaplanabilir Bu sekilde, bulunan OHpro miktar1 7.46 ile arprlarak

ug OHpro / ml
% Kollajen = - e e x 746 x 100

pg doku / ml
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brotein Miktar Tayini

Prensip

‘Bradford protein dlglim yOntemine gore Slglilmiistir. Bu yOntem,
oméssie Brillant mavisi G-250 boyasmun farkli konsantrasyonlardaki
t-'mlere baglanarak, degisik renk siddetinde mavi renkli g¢bzeltiler ortaya
J ;smdan yararlanilarak gelistirilmistir (96). Duyarhilik sinir1 20-200 pg olan
31 y('jﬁtemde asidik bova proteinlere baglanir ve 495-595 nm arasinda maksimum
sorbsiyon degerleti elde edilir

: Gerekli Reaktifler
rotein standartlar:

Jovine serum albumin (BSA)ymm 005, 0.1, 02, 03 ve 04 mg/ml
__nsétntt'asyonlax'l hazirlanarak standart grafifi ¢izildi (Sekil 3.3)

BSA standart grafigi

y=1,2919x-0,0016
0.4 - R” = 0,9958

0,1 1
O T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

“Absorbans

Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 3.3. BSA standart grafigi
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b) Deney soliisyonu

Boya stok soliisyonu (Bio-Rad protein ¢l¢iim soliisyonu-500-0006) kullanilacag:
mm 5 kat dilite edildi Bu amacla 1 voliim boya stoguna 4 volim distile su
eklendi Soliisyon kahverengi goriiniimiinde ve pH’s1 1.0 civarinda olmahdir.

. Renkli sisede 4 °C’de 2 hafta stabildir.
4.3. Olciim Yontemi

: Fkstraksiyon sonunda elde edilen siipernatandan 20 pul almarak
gergeklestirilen Slgiimle bulunan protein miktarn, BSA standart grafifinde kargilik
geien absorbans degetinden hesaplanmuistir.

. 20 pl ckstraksiyon tamponu igindeki doku Omegi, 980 pl Bradford deney
soliisyonu ile kargtinlip vortekslendi.

2.5 dakjkalik inkiibasyondan sonra drneklerin absorbansi kore karst 595 nm’de
okundu (Kor olarak distile su kullanildr).

3._5. Doku Orneklerinden Kollajen Ekstraksiyonu (97)
5.1. Pepsinde Coziinen Kollajenin Hazirlanmasi

..1 . Doku dineklert (vas agirliklan yaklagik 20 mg) bistiiri ile pargalanarak, gece
boyunca 0.5 M 3 ml asetik asitte bekletildi.

2 Sonra homojenizatdrle her bir dimek 5 dakika kadar homojenize edildi.

:"3'3._ Homojenize edilen doku &rekleri, 30 dakika siireyle 29.000 rpm’de santrifiij
gdiidikten sonra elde edilen stipernatan atildi.

4 Elde edilen pellet 2 mg/ml pepsin ile 4°C’de 24 saat boyunca yeniden ¢ozillerek
1k1nc1 kez 30 dakika siireyle 29.000 rpm’de santriftyj edildi. Elde edilen
stipernatan saklandr.

Yine pellet bu defa 1 mg/ml pepsin ile 4°C’de 24 saat boyunca ¢oziildii Tekrar
30 dakika siireyle 29.000 rpm’de santrifiij edildikten sonra elde edilen siipernatan

ilk stipernatan ile kanstirildi,

46




Siipernatan karigimlari, gece boyunca 002 M NayHPO,’e kars: dializ edildiler
(Dializ icin por buyiikltigi 12 000 Dalton olan dializ membrani kullanilmustir).

. Membran igindeki siipernatan karigimlan énce 0.5 M, daha sonta 0.1 M asetik
asite karst 8 saat sireyle dializ edildiler

_ En son distile suya kars: dializ yapildi.

Stipernatanlardan elde edilen dializ soliisyonlarindan sodyum dodesil silfat
_.boiiakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ¢ncesinde protein miktar tayini
;y'apﬂa.ta.k ornekler elektroforez jeline yiklemeye hazir hale getirildiler.

3.6, Protein Elektroforezi

Laemmli’nin SDS-PAGE metodu, Skyes ve arkadaslarmin da tammladig
sekliyle uygulanmstir (98) Piiifikasyon islemlerinden gegen doku &ineklerinin, £
; =

nasiyla % 3 ve % 6°lik ylikleme ve aynigma jellerinden gegmeleri saglanmistir.

3.6.1.Gerekli Soliisyonlar

:a) Monomer (akrilamid/bis) soliisyonu

-29 g Akrilamid

-1 g Bisakrilamid  distile su ile 100 ml’ye tamamlanir. i
Karanlikta 4 °C’de saklanir

. b) 4X Yiikleme jeli tamponu (Stacking buffer)

. Tris-HCI (0.5 M pH=6.8)

-3 g Tris, 5 N HCl ile pH 6 8’¢ ayarlann. Distile su ile 50 mI’ye tamamlanir.
Buzdolabinda 4 °C’ de saklanu

¢) 4X Ayirma jeli tamponu (Resolving buffer)
- Ttis-HCI (1 5 M pH=8.8)
-18.5 g Tris, 3 N HCl ile pH=8.8’¢ ayarlamr. Distile su ile 100 ml’ye
tamamlamr. Buzdolabinda 4 °C” de saklanr.
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-d) %10’luk SDS Soliisyonu
- .10 g SDS distile su ile 100 mI’ye tamamlanir. Oda sicakliginda saklanu.

-: é) APS (Amonyum persiilfat)
-10 mg APS distile su ile 1 ml’de ¢6zdiiriiltir. APS polimerizasyonu baslatic
‘olarak kullanilir.

f) Ayuma jeli yiizey tamponu (0.375 M Ttis, %0.1 SDS, pH=8.8)
-25 ml Iris (4X Ayirma jeli tamponu) , I ml %10 SDS alinip distile su ile
100 ml’ye tamamlanir. Oda sicakhgmda saklanmir Ayirma ve yiikleme

jelleri ayni giin i¢inde dokiilirse bu tampon kullanilmayabilir.

'g) 5X Elektroforez tamponu

 _15g Tris

-94 g Glisin

-50 ml %10 SDS distile su ile 1L ye tamamlaniz. Buzdolabinda
4°C’de saklanir. Kullanilacag zaman oda sicakhigina getirilerek 5 kez

dilue edilir.

- h) 2X Ormek uygulama tamponu (0.125 M Tiis, %4 SDS, %20 gliserol, %10 2-
| merkaptoetanol, pH=6.8)

2.5 ml Tris (4X yitkleme jeli tamponu)

-4 ml %4°lik SDS

-2 ml %20°1ik gliserol

; -1 ml %10°luk 2-merkaptoetanol

0,01 g bromfenol mavisi distile suyla 10 ml’ye tamamlanir.

- 250 pl’lik hacimlere bslinerek -20°C” de saklamr.

1) TEMED
'. Sigma firmasindan hazir olarak alindi (T 9281),
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i) Kollajen Standartlan
Sigma firmasindan alinan kollajenin tip 1, 3 ve 4 standartlan kullamld: (C 8897,

C 4407 ve C 7521).

:3.6.2. Elektroforez Jelinin Hazirlanmasi

Jeli hazirlamadan once, jelin dokiilecegi camlar, ayirici cubuklar (spacer)

ve tarak distile suyla iyice yikanip kurutuldu.

1. Camlar hazirlandiktan sonra &n ve arka camin arasina iki yana ayiric1 gubuklar
yetlestirildi ve kenarlarindan sikigtinildr,

9 Telin akmasiru engellemek i¢in camlarmn alt kismu bantla yapistinlarak kapatildt.
'3 Alt jelin (aynsma jeli) tamponu tablo 3.1%e gore % 6 Lik olarak haznland: ve
‘APS ve TEMED cklenmeden &nce soliisyon ivice kanstirildi En son TEMED
_'eklendikten sonra jel kansimi tekrar karsgtirildi ve elektroforez camlarinin arasina
" dokiildii. Bu arada tist kistmda hava kabarciklarnm kalmamasina dikkat edildi

4 TJelin tizerine 1-2 ml % 0.1°lik SDS pipetlenerek havayla temas kesildi
"Havayla temas1 kesmenin amaci jelin daha diizgiin donmasim saglamaktir.

5. Alt jel donduktan sonra, tizerindeki SDS ters cevrilerck dokiildl. Ayrnigma jeli
:"distile suyla birkag kez yikandiktan sonra iist jel (yiikleme jeli) tablo 3.2°ye gore
- hazuland:.

- 6. Tarak verlestirildi Ust jelin tamponu hazirland: ve en son TEMED ekiendikten
‘sonra, Gst jel Iml’lik bir pipetle taragin kenarindan pipetlendi. Jelin dokiimii
" snasinda hava kabarcig kalmamasimna dikkat edildi

7. Ust jel donunca tarak dikkatlice ¢ekildi. Kalan jel artiklan temizlendikten ve
 bantlar gikarildiktan sonra, camlar elektroforez tanki icine yerlestirildi.

'8 Daha sonra tank, On camin Ust kismina kadar tank tamponu ile dolduruldu
Taraklarin olugturdugu kuyucuklar, tank tamponu ve bir enjektdr yardimiyla iyice
~ yikanarak jel artiklanmin uzaklastinlmas: saglandi.

9 Daha o6nceden protein konsantrasyonlar hesaplanmis omekler ve kollajen
standartlars alimp 2X yikleme tamponu ile esit hacimde bir eppendorf iginde
8 karigtirildr
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10. Clostridium histolyticum’dan 1zole edilmis tip F kollajenaz (Sigma C 7926)
“her tic gruba ait Smneklerle kanstinlds Kuyucuklara pipetienmeye hazu hale
“getirildi. Béylece kollajen piirifikasyonu sonrast ortaya ¢ikan bantlarin kollajenaz
muamelesiyle kaybolup kaybolmadiklarmin izlenmesi amacglandi. Hazirlanan
: kansimlar, eppendotf tiiplerinde 90 saniye stireyle kaynar suda brrakildi Daha

soma buradan alimp buz icersine konularak jele viklenmeye hazir hale

" pipetlendi

. 12 Omeller yitkleme tamponundayken akim 80 volt kadar ve amper 45 mA
- civarinda tutuldu Ornekler yiikleme jelinden cikip aynisma jeline gectikten sonra
" akim 100-110 volta ayarland: ve amper 55 mA civaunda tutuldu.

13, Yaklagik 3-4 saat sonra, protein Omneklerinin hareketini izlemeyi saglayan
bromfenol mavisinden kaynaklanan mavi renkli bant, alt jelden c¢ikinca g
elektroforez sona erdirildi .
14. Daha soma elektroforez tamponu dokiildii, jelin bulundugu cam plaka
¢ikarildi. Yanlardaki ayirici ¢ubuklar gikarilarak iist cam jele zarar vermeden
alindi.

15 Kuyucuklanin simasim belitlemek igin, alt jelin yilkleme jeline ait olan

tarafindaki kenarlardan biri kesilip atild:
16. fel deiyonize suya konuldu.

Tablo 3.1. 20 ml ayngma jeli icin gerekli ¢6zelti miktarlar (biitiin miktarlar ml

olarak belirtilmigtir)

Jel %’si 7 % 10 % 12 % 15 %

H,O 10 7.7 7 4.7

Aynigsma Tamponu 5 5 5 5

Bis-Akrilamid 4.7 7 8 10

10 % SDS 0.2 0.2 0.2 0.2

10 % APS 0.2 0.2 0.2 0.2

TEMED 0.02 0.02 0.02 0.02
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blo 3.2. %571k yiikleme jeli igin gerekli ¢cOzelti

' arak belirtilmistir).

miktarlan (biitiin miktarlar m]

10 ml i¢in

H>O

6

2.5

‘Bis-Akrilamid

1.25

10 % SDS

0.1

10 % APS

0.1

TEMED . ' 0.01

. Jelin Coomassie Mavisi ile Boyanmasi (97)

““Coomassie brillant mavisi’® proteinlere rastgele baglanan bir boyadir.
Aktlf maddesi —SOsH’tr Asidik ortamda proteinlerin serbest amino gruplarina
agl.anlr.‘ Boyamn siilfonik asit grubuyla aminoasitin -+ yiklit amino grubu
aglamr. Saptama siirlar protein band bagina 0 3-1 pg’dir. Bu yontemde jeldeki
roteinler alkol (metanol veya izopropanol)/asetik asit iceren karisim ile
oktiiriiliit. Jel tizerinde proteinlerin ¢oktligii bolgeler boya ile maviye boyanir.

emindeki fazla boya, baglanmamis boyayi uzaklagtirma (destaining) ¢ozeltisi ile
‘denlu

o
¥
;
i
|

—A.Afg._‘: s

TR

371 Gerekli Soliisyonlar

a'). Boya soliisyonu
%50 Metanol
7010 Asetik asit
%0.25 Comassie mavisi distile suda cozilerek 100 ml’ ye distile su ile
amamlammstn
_)_"Boya ¢tkarier soliisyon
lasial asetik asit (%10)  10m)
25 ml
65 ml




Boyanma Oncesinde bir kap icinde, deiyonize suda bekleyen jelin suyu
bosaltildi. Boyanmaya hazir hale gelen jel, iginde boya soliisyonu olan bir kaba
ahndi Oda 1sisinda, calkalamali su banyosunda, 1 saat ¢alkalandi Boyama
isleminden sonra kap bitka¢ kez distile suyla yikandi Bova cikarici soliisyona
alman jeldeki protein bantlan ortaya ¢ikincaya kadar, ¢alkalanmaya devam edildi
Bu arada bova cikarici soliisyonun rengi degistikee, yeni sollisyonla degistirildi.

- Bantlar goriiniip jel seffaflaginca calkalama islemine son verildi.

Daha sonra kurutulan jel fotograflandi. Image master VDS-CL ve Storm

2.8. Kullanilan Laboratuvar Malzemeleri
3.8.1. Gerecler

1. Kan glukozu dl¢iim cihazi: Accutrend GC, Almanya
. PH mette: Schott CG 840, Almanya
3. Manvyetik kanigtinict; Corning PC 420, ABD

2
3
4. Calkalamali su banyosu: Memmert marka, Almanya
5. Hassas terazi: Sartorius 2472, Almanya
6 Otoanalizor: Roche Modiiler, Almanya
7. Derin dondurucu:

a) -30 °C Ugur marka, Itirkiye

b) -80 °C Sanyo marka, Japonya
8. Spektrofotometre: Shimadzu u v 1601, Japonya
9. Cam el homojenizatorii: Thomas marka, ABD
10. Santrifiy

a) Hettich Rotina 35, Almanya

b) Heraeus Sepatech Biofuge 15R, Almanya

¢) Ultrasantrifiij: Beckmann Optima I'L, Almanya
11 Dializ tipii: Sigma D 9777, ABD
12. Elektroforez seti: Biorad Mini-Protean 3, ABD
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13. Gii¢ kaynag: Biorad Power Pac 300, ABD |
i

14. Biorad mode] 583 jel kurutucu, ABD

15, Dansitometre ve kantitatif blgtim:

a) Image master VDS-CL, ABD i
b) Storm 840-imageQuant IL, ABD

3.8.2. Kimyasal Maddeler

Tim kimyasal maddeler Sigmg, Merck,

Amresco ve Serva
saZland:.

firmalarindan

3.9, Istatistikse] Analiz

kullanild;




4. BULGULAR

4.1. Kan Ghukoz ve HbA ¢ Diizeyleri

Sicanlara STZ enjeksiyonundan 8 hafta somra caligma sonlandirilarak,
hayvanlarin kami alindi ve biyokimyasal parametrelerine bakildi Kontrol (K)
- grubunda kan glukoz diizeyi 98.56 + 1227 mg/dl olarak bulundu STZ
~uygulanmasiyla Diabetik (D) gruptaki glukoz diizeyi 48310 + 84.67 mg/dl ye
- yitkseldi. D grubundaki glukoz diizeyi yiiksekligi, K grubuna g6re anlamh
~ bulundu. (p<0,05). Aminoguanidin verilen diabetik (D+Ag) grupta glukoz diizeyi
_. 381.83 £ 62.17 mg/dl olarak bulundu ve bu deger K grubuna gdre anlamli
yiiksekti (p<0,05). Yine siganlara aminoguanidin uygulanmasimn D grubuna gbre
kan glukoz diizeyini anlamh olarak diisiirdiigti saptand1 (p<0,05) (Tablo 4.1 ve
- Sekil 4 1),

Tablo 4.1. Kan glukoz ve HbA ¢ diizeyleri (ortalama * standart sapma) a; kontrol
ile diabetik grubun karsilagtirilmasi b; kontro]l ile diabetik+Ag grubunun

karsilagtinilmasi ¢; diabetik grubun diabetik+Ag grubu ile karsilastrilmasi.

Kontrol (K) Diabetik (D) Diabetik+Aminog
uanidin
(D+Ag)
I 9 10 12
Glukoz 98.56 +12.27 483 10 1 84.67 381.83 £ 6217
(mg/dl)
p % p<0,05 € p<0,05 ®: p<0,05
HbAic 43+032 7251048 663 +£0.51
(%)
P % p<0,05 € p<0,05 ®: p<0,05
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800 -

500 -

400 +

300 -

Glukoz (mg/dl)

200 -

100 ~

Kontrol Diabetik Diabetik+AG

Sekil 4.1. Kan glukoz diizeyleri

Benzer sekilde, HbA;c diizeyleri K gubunda %43 = 0.32 olarak
bulunurken, D grubunda %7 25 + 0.48 diizeyine yitkseldi D grubundaki bu
yitkseklik K grubuna gére anlamli bulundu (p<0,05). Aminoguanidin verilen
D+Ag grubunda HbA,c diizeyi %6.63 £ (.51 bulundu Bu deger K grubuyla
karsilastimldiginda anlamh olarak viiksek bulunurken (p<0,05), D grubuyla
karsilastimidifinda aminoguanidinin HbA,¢ diizeyini anlamli olarak diistirdugt

saptand1 (p<0,05) (Tablo 4.1 ve Sekil 4.2).
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HbA1C (%)
o =2 N W i w (@) BN | oo W

Kontrol Diabetik Diabetik+AG

Sekil 4.2. HbA ¢ diizeyleri

4.2. Bobrek Fonksiyonlar1 (BUN ve Kreatinin Diizeyleri}

K grubunda BUN diizey1 17.67 +2.35 mg/dl olarak bulundu. D grubundaki
BUN diizeyi ise 395 £ 12,12 mg/dl ye yiikseldi. D grubundaki BUN diizeyi L
yiiksekligi, K grubuna goére anlamli bulundu (p<0,05). Aminoguanidin uygulanan

RO

Flssse—
hbshme

D+Ag grubunda BUN diizeyt 27.67 + 5.50 mg/d]l olarak bulundu K grubuyla
karsilagtinldiginda bu defer anlamhi olarak viiksek bulunurken (p<0,05), D
grubuyla kargilagtinldifinda aminoguanidin  uygulanmasiiin - BUN  diizeyini

anlamli olarak diigtirdtigii saptandi (p<0,05) (Tablo 4.2 ve Sekil 4.3).
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Tabloe 4.2. BUN ve kreatinin diizeyleri (Ortalama + standart sapma). a; kontrol ile

diabetik grubun kargilagtiilmasi. b; kontrol ile diabetik-tAg grubunun

karsilastinilmasi c; diabetik grubun diabetik+Ag grubu ile karsilagtinlmast.

K D Diabetik+AG
n 9 10 12
BUN 17.67 £2.35 395+1212 27.67 +5.50
(mg/di)
p 2 p<0,05 £ p<0,05 " p<0,05
Kreatinin 0.20 £0 03 0.29 +0.08 0.29 £ 0.05
(mg/dl)
P 2 p<0,05 °: p>0,05 b: p<0,05

K grubunda kreatinin diizeyi 0.20 + 0.03 mg/dl olarak bulundu. D

grubundaki kreatinin diizeyinin 0.29 = 0.08 mg/d]l ye yiikseldigi saptand: D
grubundaki kreatinin diizeyi yiksekligi, K grubuna gére anlamli bulundu
(p<0,05). D+Ag grubunda kreatinin diizeyi 0.29 £ 0 05 mg/d] olarak saptanda.

B0 -

BUN (mg/d)

Kontrol Diabetik Diabetik+AG

Sekil 4.3, BUN diizeyleri
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D grubu ile D+Ag grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamazken (p>0,05), K grubuna gére aminoguanidin uygulanan D+Ag

grubundaki kreatinin diizeyi ytiksekligi anlamli bulundu (p<0,05). (Tablo 4.2 ve
Sekil 4.4),

Kreatinin (mg/dl)

Kontrol Diabetik Diabetik+AG

Sekil 4.4. Kreatinin diizeyleri it
4.3. Total Kolesterol ve Trigliserit Diizeyleri

Total kolesterol diizeyleri K grubunda 5067 = 808 mg/dl olarak
bulunurken, D grubunda 7360 + 1399 mg/dl ye vyikseldi. K grubuyla
karsilagtinldiginda, D grubundaki bu deger anlamli olarak viiksek bulundu
(p<0,05). D+Ag grubunda total kolesterol dizeyi 7525 + 11.09 mg/dl olarak
saptandr. Bu deger K grubuna gére anlamli yiiksek bulunurken (p<0,05), sicanlara

aminoguanidin uygulanmasiun total kolesterol diizeyleri agisindan diabetik

grupta anlamli bir fark olusturmadiga bulundu (p>0,05) (Tablo 4.3 ve Sekil 4.5).
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Tablo 4.3. Total kolesterol ve trigliserit diizeyleri (Ortalama + standart sapma). a;

kontrol ile diabetik grubun karsitagtiriimast. b; kontrol ile diabetik+Ag grubunun

karsilastirilmast ¢; diabetik grubun diabetik+Ag grubu ile karsilastutlmas.

K D D+Ag
N 9 10 12
Total kolesterol 50.67 + 8 08 73.60 +13.99 7525+ 11.09
(mg/dl)
P % p<0,05 ® p>0,05 ®: p<0,05
Trigliserit 93.00 + 35.46 10570 £67.20 | 71.75+£3892
(mg/dl)
P % p>0,05 © p>0,05 ®: p>0,05

K grubunda trigliserit diizeyi 93.00 + 35.46 mg/dl olarak bulundu. D
grubunda trigliserit diizeyi 105.70 + 67.20 mg/dl ve yiikseldi. D grubundaki bu

yiikselme K grubuna gére anlamli bulunmadi (p>0,05). D+Ag grubunda trigliserit

diizeyi 71 75 + 38 92 mg/d! olarak bulundu. Bu deger K grubuna gére diisiiktiir

ancak aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05).

100
80 -
60
40 4

20

Total Kolesterol {(mg/d!)

Kontrol

Diabetik

E—

Diabetik+AG

Sekil 4.5. Total kolesterol diizevleri
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Yine aminoguanidin uygulanmasiyla trigliserit diizeyleri diabetik gruba g@re
dustit ancak bu 1statistiksel olarak anlamh bulunmad: (p>0,05) (Tablo 4.3 ve Sekil
4.6).

Trigliserit (mg/dl)

Kontrol Diabetik Diabetik+AG

Sekil 4.6, Irigliserit diizeyleri
4.4. Elektrolitler (Sodyum, Potasyum, Klor) ve Osmolarite Diizeyleri
Sodyum diizeyleti K grubunda 134.56 + 3 91 mEq/L olarak bulunurken, D

giubunda 134 = 408 mEg/L olarak bulundu K grubuyla D grubu

kargilagtinnldiginda sodyum dtizeyleri agisindan anlamli bir fark bulunamadi

(p>0,05). D+Ag grubunda sodyum diizeyi 134 83 + 4.47 mEq/L olarak saptand:.
Aminoguanidin verilen grubun sodyum diizeyleri agisindan hem D hem K grubu

ile arasinda anlamli bir fark bulunamadi (p>0,05) (Tablo 4.4 ve Sekil 4. 7).
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Tablo 4.4. Sodyum, potasyum, klor ve osmolarite diizeyleri (Ortalama * standart

sapma). a; kontrol ile diabetik grubun karsilagtiriimas:. b; kontrol ile diabetik+Ag

grubunun  kargilagtilmast. ¢

karsilastirilmasi

diabetik grubun diabetik+Ag grubu ile

D

D+Ag

n

10

12

Sodyum
(mEq/L)

13456 £3.91

134 +4.08

134 83 £4.47

P

% p>0,05

“ p>0,05

®: p>0,05

Potasyum
(mEq/L)

4531033

4,721 0.29

4.65+024

P

% p>0,05

“ p>0,05

®: p>0,05

Klor
(mEg/L)

101.44 +543

991673

100.33 £ 6.57

P

% p>0,05

% p>0,05

b, 5>0,05

Osmolarite

(mosm/L)

303.89 +4.59

309£7.12

306 £611

P

% p>0,05

¢ p>0,05

®. p>0,05

142 -
140
138
136
134
132
130
128
126
124

Sodyum (mEqg/L)

Kontrol

Diabetik

Diabetik+AG

Sekil 4.7. Sodyum dizeyler
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K grubunda potasyum diizeyi 4.53 + 0.33 mEq/L olarak bulundu, D
_grubunda potasyum diizeyi 472 = 0.29 mEg/L ye yikkseldi D grubundaki bu
yiikselme K grubuna gore istatistiksel olarak anlaml bulunamad: (p>0,05).

520 -
5,00
4,80
4,60 -
4,40
4,20
4,00
3,80
3,60

Potasyum (mEqg/L)

Konirol Diabetik Diabetik+AG

L
Sekil 4.8. Potasyum diizeyleri

Potasyum diizeyi D+Ag grubunda 4.65 + 0 24 mkEg/L olarak bulundu. D grubuna
gore bu defer daha diisiiktiir ancak iki grup arasinda anlamli bir fark bulunamad;
Yine K grubu ile D+Ag grubu potasyum diizeyleri agisindan karsilastirildiginda
aralarinda anlamli bir fark bulunamad: (p>0,05) (Tablo 4.4 ve Sekil 4.8).
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. )
110
105
- 1001
k=2
£ 95
S
o 90
85 -
80

Kontrol Diabefik Diabetik+AG

Sekil 4.9, Klor diizeyleri

Klor diizeyi K grubunda 101 44 + 5. 43 mEq/L olarak bulundu. D grubunda
klor diizeyi 99 + 6.73 mEq/L vye diistii D grubundaki bu diigme K grubuna gore
“anlamh bulunmadi (p>0,05) D+Ag grubunda klor diizeyi 100.33 + 6.57 mEg/L
.olarak bulunda D+Ag grubu ile D grubu arasmda klor diizeyleri acisindan

anlamh bir fark bulunamadi (p>0,05), ayrica K ile D+Ag gruplan arasinda da
‘anlamli bir fark bulunamads (p>0,05) (Tablo 4 4 ve Sekil 4. %)

.

320
315
310
305
300
295
290

Osmolarite (mosm/L)

Kontrol Diabstik Diabetik+AG

Sekil 4.19, Osmolarite diizeyleri
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K grubunda osmolarite ditzeyi 303 89 + 4 59 mosm/L. olarak bulundu. D
grubunda osmolarite diizeyi 309 + 7.12 mosm/L ye yiikselmistir Fakat D
grubundaki bu ytikselme K grubuna gore istatistiksel olarak anlaml bulunmad;
(p>0,05). Osmolarite diizeyi D+Ag grubunda 306 + 6.11 mosm/L olarak bulundu,
Bu deger D grubuna gére biraz diisiiktiir, ancak her iki grup arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir fark bulunamadi (p>0,05) D+Ag grubuyla K grubu osmolarite
degeri agisindan kargilastinidifinda da aralaninda anlamls bir fark bulunamadi
(p>0,05). (Tablo 4.4 ve Sekil 4.10)

4.5. Penis Korpus Kavernozum Dokusunda Olgiilen 5-HMF Diizeyleri

K grubunda 5-HMF diizeyi 542 + 1.56 nmol 5-HMF/mg kollajen olarak
bulundu. D grubunda 5-HMF diizeyi 14 28 + 4.64 nmol 5-HMEF/mg kollajene
yikseldi. D grubundaki bu yitkselme K grubuyla karsilastirldifinda fark anlaml
bulundu (p<0,05). D+Ag grubunda 5-HMF diizeyi 5.19 * 1.53 nmol 5-HMF/mg
kollajen olarak bulundu. Diabetik gruba gore aminoguanidin uygulanan gruptaki
bu azalma istatistiksel olarak antamli bulundu (p<0,05). Yine aminoguanidin
uygulanmasiyla 5-HMF diizeylerinin diistiigii ve K grubuyla azasinda anlamli bir
fark olmadigi bulundu (p>0,05) (Tablo 4.5 ve Sekil 4.1 1)

Tablo 4.5. 5-HMF diizeyleri (Ortalama + standart sapma). a; kontrol ile diabetik
grubun karsilastirlmasi. b; kontrol ile diabetik+Ag grubunun karsilastiilmasi. ¢

diabetik grubun diabetik-+Ag grubu ile karsilagtiiimast

K D D+Ag
N 9 10 11
5-HMF
(nmol 5-HMF/mg 5424156 14.28 + 4.64 519+153
kollajen)
P “ p<0,05 °: p<0,05 % 10,05
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5-HMF nmol/img Koellajen

Konirot Diabetik Diabet+AG

Sekil 4.11. 5-IIMF diizeyleri

_4'.6. SDS-PAGE ile Korpus Kavernozum Dokusunda Kollajen Diizeylerinin

Belirlenmesi

Doku orneklerinden kollajen piirifikasyon isleminden sonra, SDS-PAGE
jeline uygulanmasiyla sekil 412°de goriildiga gibi a, b, ¢ ve d olarak
'édlandudlglmlz bantlar ortaya ¢ikt.

Total kollajen miktar1 dansitometrik olarak olgiiliitken a, b, ¢ ve d

bantlarnin toplam degeri alindi. Kontrol, diabetik ve aminoguanidin uygulanan

‘olabilecegi griilmektedir Dolayisiyla b ya da d bantlarnnin dansitometrik olarak

ol¢tilmesiyle doku omeklerindeki tip I kollajen miktar: saptanabilin Bu amagla
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her lic gruba ait tim doku oineklerinde b bandinin dansitometrik olarak

: slciilmesiyle tip I kollajen diizeylerini saptadik

Sekil 4.12.  Tunika albugineadan kollajen piirifikasyonu  sonrast srneklerin SDS-

PAGE ile gosterimi (%6’lik aynsma jeli) 1-Tip I kollajen standardi, 2-Tip III kollajen

standardi, 3-Tip IV kollajen standardi, 4,7-Kontrol grubu, 5.8-Diabetik grup, 6,9-
Aminoguanidin uygulanan diabetik grup

Doku &rneklerindeki a ve ¢ bantlaninda tip I ve tip I kollajenin birlikte

bulunmasi dolayisiyla, tip HI kollajen miktar1 ancak bu bantlardaki tip I kollajen

miktarinin, dansitometrik olarak  belirlenen  total kollajen  miktarindan

cikariimasiyla bulunabilir. Bu amacla biz, tip I kollajen standardindaki a ve b

bantlarinin  dansitometrik  degerlerinin  her U¢ gruba ait a ve b bantlarnin

dansitometrik degerlerine oranlanmastyla, a bandindaki tip I kollajen miktarimi

bulduk. Bu degerin a bandinin toplam dansitometrik degerinden ¢cikarilmastyla

doku drneklerine ait tip IT1 kollajen miktarini hesapladik




Sekil 4.13.  Ug gruba ait 6rneklerin kollajenaz uygulanmas: sonrast SDS-PAGE ile
gosterimi (%6°lik ayrisma jeli). 1-Tip I kollajen standardi, 2-Tip IIT kollajen standardi,
3-Tip IV kollajen standardi, 4-Kollajenaz uygulanmayan kontrol grubu, 5-Kollajenaz
uygulanan kontrol grubu 6-Kollajenaz uygulanmayan diabetik grup, 7-Kollajenaz
uygulanan diabetik grup, 8- Kollajenaz uygulanmayan aminoguanidin verilen diabetik

grup, 9-Kollajenaz uygulanan aminoguanidin verilen diabetik grup

Sekil 4.13’de goriildiigit gibi Clostridium histolyticum’dan izole edilmis
tip F kollajenaz (Sigma C 7926) her ii¢ gruba ait &rneklerle kanstinlarak, SDS-
PAGE jeline vyiklendi (5, 7 ve 9 numarali kuyucuklar) Boylece kollajen
purifikasyonu sonrasi ortaya ¢ikan bantlarin kollajenaz muamelesiyle kaybolup
kaybolmadiklarinin  izlenmesi amaglandi. Gergekten de Orneklerin  kollajenazla
birlikte uygulandigi kuyucuklarda piirifikasyon sonrasi goriilen bantlar kayboldu,
bunlarin yerine daha diisiik molekiil agulikli ¢ok sayida bant ortaya cikti Bu
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sekilde biz, uyguladigimz kollajenaz ile kollajen piirifikasyonu sonras: ortaya
¢ikan bantlarin daha kiigiik alt birimlere parcalandigim g@stermis olduk. Yine
kollajenaz uygulanmasi sonucu pargalanan bu bantlarn piirifive edilen kollajene

ait oldugu da dogrulanmis oldu.

Tablo 4.6. SDS-PAGE sonrast dansitometrik olarak dlgiilen total kollajen, tip I ve
tip 1l kollajen diizeyleri (Ortalama + standart sapma). a; kontrol ile diabetik
grubun karsilastinlmasi b; kontrol ile diabetik+Ag grubunun karsilagtirimasi. c;

diabetik grubun diabetik+Ag grubu ile karsilastirimas:,

K D D+Ag
N 8 9 10
Total kollajen
miktar1 246.63 £46.95 146.77£26976 | 223.08+34 07
(Dansitometrik
birim)
P * p<0,05 ‘ p<0,05 ®: p>0,05
Tip I kollajen
miktar 61.50 1723 3545£15.02 52.78 £ 14 84
(Dansitometrik
birim)
P % p<0,05 “ p<0,05 b p>0,05
N 6 7 9
Tip III kollajen
miktar 13.86 +4.88 6.30+ 1 47 9.80£335
(Dansitometrik
birim)
P % p>0,05 “ p>0,05 b p>0,05
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K grubunda dansitometrik olarak $lgillen total kollajen diizeyi 246.63 +
46.95 dansitometrik birim olarak bulundu D grubunda total kollajen diizeyi
146.77 = 69 76 dansitometrik birime diistii D grubundaki bu diisme K grubuyla
karsilagtirildifinda istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). Aminoguanidin
uygulanmasiyla total kollajen diizeyi 223 08 + 34.07 dansitometrik birime cikarak
K grubuna yakin bir diizeye ulastt Bu deger D grup degeriyle karsilastinildiginda
fark 1statistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05) Yine K grubu ile D+Ag grup
degerleri kargilastirildiginda aralaninda anlamli bir fark bulunamadi (p>0,05)
(Iablo 4.6 ve Sekil 4.14)

350 -

300 -

Total kollajen (dansitometrik birim)

L Kontrol Diabetik Diabetik+AG

Sekil 4.14. Total kollajen diizeyleri

Tip [ kollajen diizeyi K grubunda 61.50 + 17 23 dansitometrik birim olarak
bulundu. D grubunda bu deger 35.45 + 15.02 dansitometrik bitime ditgmiistiir. D
grubundaki bu diisme K grubuyla karsilastmidigimda istatistiksel olarak anlamhi
bulundu (p<0,05). Total kollajen Slglimlerinde gériilene benzer sekilde, diabetik
grupta tip 1 kollajen diizeyinde azalma oldugu gériilityor. D+Ag grubunda tip I
kollajen diizeyi 52.78 + 14 84 dansitometrik birim olarak bulundu D+Ag ve D
grubu degerleri karsilastinldiginda aralarmda anlaml fark bulundu (p<0,05). K
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grubu ile D+Ag grup degerleri karsilagtirildiginda aratarinda anlamli bir fark
bulunamadi (p>0,05) (Tablo 4 6 ve Sekil 4.15).

- 90,0 - T

Tlp I kollaien (dansitometrik birim)

Kontrol Diabetik Dizbetik+AG

Sekil 4.15, Tip I kollajen diizeyleri

Lip III kollajen diizeyi K grubunda 13.86 + 4 88 dansitometrik birim olarak
bulundu D grubunda Tip III kollajen diizeyi 6.30+ 1.47 dansitomettik birime
diismiistii. Ancak iki grup arasinda anlaml bir fark bulunamadi (p>0,05). D+Ag
grubunda tip 11T kollajen diizeyi 9 80 + 3.35 dansitometrik birim olarak bulundu
Bu deger diabetik gruba gore vyiiksektir ama iki grup arasinda anlamli fark
bulunamad1 (p>0,05). K grubu ile D+Ag grubu arasinda da anlamli fark
bulunamad: (p>0,05) (Tablo 4 6 ve Sekil 4 16).
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Diabeti Diabetik+AG

Kontrol

Sekif 4.16. Tip I kollajen diizeyleri
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5. TARTISMA

Diabetes Mellitus insithn hormon salmmmmimn vefveva insiilin etkisinin
mutlak ya da goreceli azlifn sonucu karbonhidrat, protein ve yag
- metabolizmasinda bozukluklara yol agan kronik hiperglisemiyle seyreden bir
hastaliktir. Toplumlar arasinda oldukca farkli prevalanslar gbsteren diabetes

mellitus, akut ve kronik komplikasyonlariyla insan hayatim tehdit eder (22,23)

Hiperglisemi durumlarinda, genetik uygunluk da varsa sorbitol yolu,
protein kinaz C-diagil gliserol yolu ve dokular arasi redoks potansiyelinde
degisiklikler gibi normal olmayan metabolik yolaklar calismaya baglar Bunlardan

biri de non enzimatik glikasyon (NEG) yoludur (58,59.61)

Enzimatik glikasyon, proteinlerin translasyon sonrasi gecirdikleri normal
fizyolojik bir siire¢ olmasina ragmen, NEG vyaslanma siirecinde gérillse de esas
olarak diabet gibi glukoz konsantrasyonunun kalict olarak yiikseldigi
patofizyolojik durumlarda siklikla goriiltir (1,5)

Kisa vyar1 Omiirlii proteinler (giin veya haftalar gibi). yikksek glukoz
konsantrasyonunda, kimyasal olarak geri déntigtimlié glikasyon {iiriinlerine
cevrilirler. Bu olay, fizyolojik pH’da lizin ve arjininin e-amino gruplar gibi,
serbest amino gruplan igeren proteinlerin, glukoz gibi geker, aldehit veya keton
gruplan ile non enzimatik reaksiyona girmesiyle baslar ve izl gergeklegsen bu
reaksiyonun sonunda, stabil olmayan Schiff bazlart olusur. Bu bazlar haftalar
igerisinde yavag olarak stabil bi.r bilesik olan, Amadori (ketoamin tiirevi) firiintine
déner. Bu reaksiyonlar, kan glukozu yiiksek oldugu siitece devam eder ve kan

glukozunun normale dénmesiyle bu tirlinlerde azalma goriiliir (99,100)

Uzun dmiirlii protetnler glikasyonda oncelikli hedeftir Kollajen gibi uzun

Omiirlii vapisal proteinler daha vyavas olarak, Amadori sonrasi giikasyona

serbest amino grubu igeren dibazik aminoasit kalintilar: igerdiklerinden, NEG’a
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szellikle hassastirlar. Diigiik yikilim hizlanndan dolayr da, yiiksek dizeyde
é}ukoza maruz kalirlar. AGE’ler hiperglisemi siiresince artarak, damar endoteli,
.ékstraselliiler matriks, glomeruler bazal membran gibi ¢esitli yerlerde birikerek

atolojik stiregleri baslatirlar. Kollajenin yapisinda olugan non enzimatik

3

élikasyon kollajen metabolizmasinin degismesine yol agar. Kollajen
édzﬁnﬁrlﬁgﬁnde, clastisitesinde ve proteazlara duyarlilginda azalma non
enzimatik glikasyonun bir sonucudur. Boylece kollajen fonksiyonlarindaki

bozukluk bulundugu dokuya gére farkh klinik tablolarnin ortaya ¢ikmasina neden
olur (6,7,8).

Aminoguanidin (AG), non enzimauk glikasyon trlinlerimin karbonil
gruplaninin bag olusumunu o6nleyen bir guanidino hidrazin bilesigidir. Erken
';glikasyon (Amadori) iiriinleri, bitisik proteinlerdeki lizin gruplan yerine AG ile
Baglanmayl tercih eder. Bdylece kollajendeki ¢apraz bag olusumu, dolayisiyla

‘AGE olusumu &nlenmis olur (12,13).

Dokulardaki kollajen tipleri arasindaki oramin degisimi, fonksiyon
'_bozukluklanna yol agabilir Veno-okluziv disfonksiyon ve Peyronie hastalifi gibi
'farkll erektil disfonksiyon etyolojilerinde, korpus kavernozum dokusunda kollajen
tipleri arasindaki oramn bozuldugu gozlenmistir (20) Diabetes mellitus da bir
‘erektil disfonksivon sebebidir. Ancak diabette korpus kavernozum dokusunda
_ -_kollajen tiplerivle ilgili bir calisma yapilmarmistir

Bu amagcla yaptifimiz bu c¢alismada, ST7 ile diabet olusturdugumuz 8
haftahk su;aniar‘da, cahgma stitest olan 8 hafta boyunca AG kullaniminin
hayvanlarin serum glukoz, HbA;c, bobrek fonksiyonlari (BUN ve kreatinin),
elektrolit ve osmolariteleri tizerindeki etkilerini inceledik. Avyrica siganlarin penis
korpus kavernozumlarnndaki 5-HMF diizeyi, kollajen miktan ve kollajen tiplerini
saptayarak  bunun erektil  disfonksivonla iligskisini bulmaya c¢ahistik.
Aminoguanidin uyguladigimiz grupta (D+Ag) bulduumuz sonuglan yas ve
cinsiyet uyumlu kontrot (K) ve diabet gruplarmm (D) sonuglariyla karsilastirdik.
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STZ enjeksiyonundan iki giin sonra glukometreyle &lgiilen kan glukoz
diizeylerinde 250 mg/dl iizerinde glukoz diizeyine sahip siganlar ¢alismaya almdu
Caligma stiresi olan 8 haftanin sonunda kan glukoz diizeyl D grubunda 483 10 +
84 67 mg/d] ve D+Ag grubunda 381.83 £ 62.17 mg/dl bulundu (tablo 4.1). Crijns
ve ark., 6 haftalik calisma siiresince D grubunda glukoz diizeyini 432 mg/dl
bulurken D+Ag grubunda 414 mg/dl bulmuslardir. Bu bulgular glukoz diizeyleri
acisindan bizim bulgularimiza benzerdir ancak farkli olarak AG uygulanmasiyla
glukoz diizeyinin degismedigini saptamiglar (101). Yapilan bir bagka ¢alismada
ise, AG kullantmumin diabetik siganlarda bizim bulgularmmiza benzer sekilde
glukoz diizeyini diislirdtgt gosterilmistir (102)

Diabetik sican grubunda 8 haftalik ¢aligma stiresi sonunda HbAc
diizeylerini glisemi diizeylerine paralel sekilde %7 25 + 0 48, D+Ag grubunda ise
%6.63 + 0.51 olarak bulduk. AG kullammiyla HbA,¢ diizeyindeki diisme anlaml:
bulundu (p<0,05) (tablo 4.2) Forbes ve ark., 12 haftalik diabetik sicanlarda
HbA ¢ diizeyini %10 6 olarak bulurken, AG uygulanmasiyla bu degerin %9.7 ye
diistiigtnit saptadilar (103) Ancak Degenhardt ve ark., bizim bulgulanimizdan
farkli olatak AG kullammmyvla HbA;c dﬁzeyinde bir diisme olmadigim
saptarmslardir (104) Bagka bit ¢aligmada ise, diabetik hastalarda bir aylik AG
tedavisi sonrast Hb-AGE diizeyinin %30 azaldig: saptanitken HbA, ¢ diizeylerinin
degismedigi bulunmustur (105).

Calismamizda, diabetin neden oldugu kan glukozu ve HbA,¢ diizeyl
yiiksekliginin AG uygulanmastyla diistigii gosterilmis oldu Eritrositlere glukoz
gitigi instilinden bagimsiz olarak gergeklesmektedir (106). Hiicre ici glukoz
konsantrasyonu dogrudan dogruya kan glukoz konsantrasyonuna baglt olarak
degismektedir. HbA,¢ glukozun hemoglobin B zincirindeki N-terminal valine non
enzimatik olarak baglanmasiyla olugur Uzun bir stiregteki ortalama kan glukoz
diizeyini gosterir. Dolayisiyla HbAjc non enzimatik glikasyonda olusan bir
glukozu kontroliinde HbA ¢ &l¢limii tercih edilir. Hb-AGE, HbA¢ olusumundan

sonra hipergliseminin devam etmesiyle ortaya ¢ikan ileri glikasyon son tirtintidiir.
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pulgulara gore AG uygulanmasimn ileri glikasyon firfinleti olusumunu daha

ﬁk olarak engelledigi soylenebilir.

Qal1§marnlzda bibrek fonksiyonlarim degerlendirmek i¢in dlelilen BUN
K grubuna gore D grubunda daha yiiksek bulunmustur (39.5 £ 12.12

') AG uygulanmastyla bu diizey 2767 + 550 mg/dl ye diigmiistin. Yine

at in duzey1 K grubuna gore D grubunda daha yliksek bulunmus (0.29 *

g)z' AG uygulanmastyla bu diizey degismemistir (tablo 4. 2). Rumble ve ark,,

gularimizdan farkl1 olarak AG kullanimmin D grubuna gore BUN ve kreatinin
'ylerini degistirmedigini saptamislardir (107)

Sicanlarda  diabet gelisiminden somra birkag hafta i¢inde AGE
onsantrasyon}annm bobreklerde artmaya basladig cesitli  caligmalarda
tanrgtir. Bir caligmada diabetik grupta bobrek AGE diizeyi 5 haftalik siiregte
trol grubuna gore 16 kat vitksek bulunmustur (108). Dolaystyla bizim
lusturdugumuz 8 haftalik diabetik siirecte D grubundaki BUN ve kreatinin
. yiikselmeler  AGE birikiminin  bobrek  fonksiyonlarini

cu olabilit. Ayrica STZ’nin bobrekler fizerindeki toksik

tizeylerindeki

tkilemesinin bir sonu
_tk151 de bu yiikselmelerde etkili olabilir. AG kullaramu 8 haftalik stirecte AGE

slusumunu  engellemede sl yarar saglayabilit. Bu konuda vapilan bazi

| Qahsmalar 40 haftalik diabetik sicanlarda ortaya ¢ikan mezengial proliferasyon ve

‘bazal membran kalinlasmas: gibi bobrek patolojilerinin ancak uzun stireli AG

-"}iygulanmamyla snlenebildigini gostermistir (109).

Total kolesterol diizeyleri D grubunda K grubuna gote yitkselmis (73.60 *

13.99 mg/dl), AG kullamm total kolesterol diizeyini degistirmemistit (7525 %

11.09 mg/dl). D grubunda K grubuna gore yitksek (105.70 £ 67 20 mg/dl) bulunan

trigliserit diizeyi AG kullanimiyla 71.75 + 38.92 mg/dl ye diigmigtir (tablo 4.3)

Liptakova ve ark, 8 hafta boyunca izledikleri diabetik ratlarda bizim

bulgularimiza benzer sonuglar elde etmislerdir (110).

75




Calismamizda diabetik ratlarda kontrol grubuna géie total kolesterol ve
trigliserit diizeyini yitkselmis bulduk Lipoproteinlerin in vivo ve in vitro olarak
glikasyona ugradiklan bilinmektedir. LDL nin apoproptein B kismimin non
enzimatik glikasyona ugramast, arter duvarinda LDL reseptorii bulunan hiicrelerce
iceri almmasim engelleyerek, makrofajlar tarafindan daha kolay alinabilecek
duruma gelmesini saglar. Bylece LDL yikim yavaglayarak plazma LDL diizeyi
yitkselir. HDL nin yapisindaki apoprotein Al in glikasyonu ise HDIL yikimins
yavaglatir, Non enzimatik olarak glikozillenen HDL; iin karaciger dig1 dokulardan
kolesterolii uzaklastirma yeteneginin azaldify bildirilmigtir. Ayrica glike-VLDL
nin trigliseritlerin yikimin dnledigi saptanmustir (111,112)

Lipitlerin dolagimdan temizlenmesinden sorumlu olan makrofajlar, AGE
etkilesimiyle fonksiyon kaybina ugrayabilirler. Diabette yiikselmis serum total
kolesterol ve trigliserit diizeyleri bozulmug olan bu makrofaj fonksiyonlarimn bir
gostergesi olabilit. AGE etkilegiminin bu olumsuz etkisinin AG ile dnlenmesi,

trigliserit diizeylerindeki ditsmenin nedeni olabilir.

Sodyum, potasyum, klor elektrolitler] ve osmolarite diizeyleri arasinda ig
grup arasinda anlamii bir fark bulamadik (tablo 4.4). Cartledge ve ark., 8 haftalik
diabet sirecinde AG kullammimn diabette olusan hiponatremiye etkisi
olmadifim, potasyum diizeyinde diabetik gruba gore diigme oldugunu
saptamuslardir (113)

Siganlarm penis korpus kavernozum dokulanndaki 5-HME diizeyi D
grubunda K grubuna gore yiksek bulundu (1428 = 4.64 nmol 5-HMF/mg
kollajen). AG uygulanmast ile 5-HMF diizeyi K grubundaki dtizeylere diigtii (5.42
+ 156) (tablo 45) Diabetik sicanlarda 5-HMF diizeyiyle ilgili yapilan
calismalarda, kontrol gruplarindan daha yiiksek deferler elde edilmistir
(114,115,116)

D+Ag grubunda D grubuna gore 5-HMF diizeyindeki diisme HbA,c de

oldugu gibi hiperglisemiyle orantih degildir. D+Ag grubunda vitksek glukoz ve
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HbA ¢ diizeyine karsilik, 5-HME diizeyi K grubundaki sicanlara benzer sekilde
bulunmustur. HbA)c ve 5-HMF ketoamin yapisinda Amadon liriinleridir
Eritrositiere glukoz girisinin insiilinden bagimsiz olarak gerceklesmesi ve kan
glukoz diizeyinin hiicre icine dogrudan yansimast HbAjc diizeyinin AG
kullamimiyla 3-HMF’de goriildiigi gibi diigmemesinin bir nedeni olabilir Korpus
kavernozum dokusunda AG kullammiyla daha disiik 5-HMF diizeylerinin elde
edilmesi AG’ in doku diizeyinde daha etkin olarak protein glikasyonunu

engelledigini gosterebilir

Kontrol sican grubunda 246.63 =+ 46.95 dansitometrik birim bulunan total
kollajen miktan diabetik grupta 146.77 £ 69 76 dansitometrik birime ditsmiigtiir.
AG uygulanmasiyla total kollajen miktar1 223 08 + 34.07 birime ¢iknustut

Ereksiyon sirasinda kavernoz arterler ve trabekiiler diiz kaslann tam
gevsemesiyle siniizoidal bogluklara kan girisi artmaktadu. NOS aracihiyla L-
arjininden sentezlenen NO, sinir uclar1 ve endotelden salgilanarak kavernoz diiz
kaslarin gevsemesinde rol oynar. Diabetik hastalarda ¢esitli nedenlere bagh olarak

NO salgilanmasinda ya da NO’nun fonksiyon gérmesinde sorun vardir (77,81).

Diabette serbest oksijen radikallerinin diizeyinde artig goriliir. Bu
radikalier glukozun oksidasyonu, AGE olusumu ya da polyol yolunun aktive
olmas! nedeniyle ortaya ¢ikabilirler Siiperoksit anyonu bir ¢ok reakfif oksijen
olusturur. Peroksinitrit normal kogullar altinda glutatyon ile inhibe edilir. Ancak
hiperglisemide glutatyon fonksiyonu bozuldugu i¢in, peroksinitritin DNA ve
proteinleri okside edici etkileri ortaya ¢ikar (97).

Diabette L-arjinin miktarinin azalmasi ya da transportunun bozulmasi
endotel fonksiyon bozuklugunun nedeni olabilir. Serbest oksijen 1adikallerinin
inhibe ettifi endotel kaynakli gevsetici faktdr, endotel gevseme siiresinin

kisalmasina neden olmaktadir (12)
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Hiperglisemik ortamda aktivite kazanan metabolik yollardan biri olan
sorbitol yolunda AR enzim aktivitesinde artig goriiliir. Bu reksiyonda NADPH
kullapildigindan ortamda bulunan NADPH miktan ditsecektit NOS, NADPH"1
kofaktor olarak kullandigindan NADPH eksikliginde NO sentazinde azalma
gozlenit (99).

Korpus kavernozumdaki NO’nun kaynag ndronlar (nN OS tip I), endotel
(eNOS tip III), ve diiz kastir (iNOS tip II) Diabetin vaskiiler diiz kas gevsemesi
iizerindeki olumsuz etkilteti AG kullanimuyla snlenebilir AG, korpus kavernosum
dokusunun asetilkolin kaynakl gevgemesi lizerine zit etki yapar Ancak yapilan
bir caligmada, diabetik sicanlarda nNOS inhibe olurken eNOS inhibe olmamgtit
(109) AGE’ler vaskiler diiz kas gevsemesini damar gerilimini azaltarak ve
NO'nun endotelden dilz kas hiicrelerine girisini onleyerek bozarlar. AG ileri
glikasyon son trtinlerinin  olusumunu Onlerken, NOS inhibisyonu yapmasi
nedeniyle ereksiyonun gerceklesmesi igin gereken NO sentezini de engelliyor
gpzitkmekiedir. Ancak AG’in eNOS iizerindeki etkisinin diger izoformlarina gore
daha az olmasi, diabette olusan AGE’lerin zararli etkilerinden korunmak igin
tercih edilmesini gerektirebilir. Benzer caligmalarda AG kullanimmin  iNOS
diizeyini artirarak erektil disfonksiyon iizerindeki olumlu etkileri gdsterilmistir

(117,118),

Diabetik sigan dokularindaki kollajen miktarmn kontrol grubuna gore
azalmasmin nedeni yeni sentezlenen anormal prokollajen molekiillerinin hizla

yikimy olabilir (8).

Kontrol sican grubunda 61.50 17.23 dansitometrik bitim bulunan tip I
kollajen miktar diabetik grupta 3545 + 1502 dansitometrik birime diismiigtiir,
AG uygulanmasyla 52.78 * 14.84 dansitometrik birime gikmistir (tablo 4.6). Tip
1 kollajen glukoz kaypaklh ¢apraz baglanmaya tip 111 e gore daba duyarlidir.
Calismamizda diabetik sicanlarda tip I kollajen miktarim kontrol grubuna gore

anlamh distik bulduk
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Tip I kollajen glukoz aracili capraz baglanmaya tip Il kollajenden daha
yatkindir. Bu farkliligin kamiti, kollajenin primer yapisinda bulunabilir Kollajen
centezi hiicre i¢i ve hiicre diginda olmak tizere iki agamada gergeklesir. Hiicre igi
asamada olusan prokollajen, hiicre digina salgilanarak kollajene doniigtir
Salgilanan bu yapilar kollajen fibrillerine déniisitr Tip I, II, ve III kollajenin pro-
o, zincirleri neredeyse aymi olmasina ragmen , pro-au(IIl) iin pro-oy(I) ve pro-a
(I) zincirlerine benzerligi azdir Tip III kollajenin ¢apraz baglanmada tip I ve tip I1

kollajenden farkli olmasinin nedeni buna baglanmaktadi

Diger farkliliklar molekiller organizasyon ve vyapida bulunabilir,
Fkstraselliiler bir islem olan propeptidin karboksi ve amino ug¢larinm kollajen
yapisindan ayrilmasinda, pro-oy(I) ve pro-ap (I) onciilikk eder. Pro-ou(IIl) ise
propeptidin amino ucunda saflam bir yapi olusumunu saglar. Bu mekanizma
ekstraselliiler pargalarin bir araya gelmesinde énemtli ro] oynayabilir. Propeptidin
amino ucundaki tip III kollajen molekiillerinin sterik mentese gérevi yapmastyla
ekstraselliiler parcalarm birlesmesi saglarur (119). Tip I kollajen bu sterik
mentese Ozelligi nedeniyle glukozla tip I kollajene gore daha az birlesme

egilimindedir.

Tip I kollajen doku ve organlarda farkli gerilim giiglerine cevap
verebilecek vapisal bir iskelet olusturur. Fonksiyon gérebilmeleri i¢in esnekligin
gerektigi kan damarlan gibi yapilar i¢in bu gereken bir 6zelliktir. Geg embrivonal
ve erken postnatal donemde deride bol miktarda bulunan tip III kollajen,
vetiskinlerde ancak granillomatdz dokularda bol miktarda goriiliit. Yine vara
ivilesmesi ve kinklarmn iyilesme stirecinde tip I kollajen diizeylerinde artis
goriiliir. Yara iyilesmesinin erken déneminde, belizgin olarak artan tip III kollajen
ekspresyonu, ge¢ donemde yerini tip I kollajen fibrilletine birakn (120). Yasla
birlikte kollajende capraz baglanma artisi olugu bilinmektedir. Bu ¢apraz baglar
glukozun tip I kollajene olan ilgisi ve dokulardaki tip I kollajen oranimn cok daha

fazla olmas nedenivle daha ¢ok tip I kollajende goriiliir.
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Doku 6rneklerinin  kollajenazla birlikte uygulanmasiyla piirifikasyon
sonras: orneklerde ortaya cikan a, b, ¢ ve d bantlarnn sekil 4 13°de kaybolmas:
bu bantlarin korpus kavernozum dokusundan elde edilen kollajenler oldugunu

gﬁstermektedir.

Kontrol sican grubunda 13.86 * 4.88 dansitometrik birim bulunan tip Il
kollajen miktar1 diabetik grupta 630+ 1.47 dansitometrik birime dismiistiz. AG
uygulanmasiyla 9 80 & 3.35 dansitometrik birime ¢ikmigtir. Ancak D grubundaki
azalma K gruna gore anlamh bulunmamgtir. Tip III kollajen, tip I kollajen igeren
dokulardan elde edilebilir. Her ikisi birlikte karigik fibriller olusturabilirler (72).
Calismamizda piirifikasyon sonrasi SDS-PAGE ile elde ettigimiz jel dmeklerinde

tip I ve tip 111 kollajenin a bandinda birlikte bulundugunu gordiik

Tip I kollajenin fetal derideki goreceli orani, neonatal veya erigkin
derisindekinden oldukca yiiksektir Bu yiizden bu kollajen fetal ya da embriyonik
kollajen adini alir. Genelde tip III kollajenin tip I kollajene gbre orami doku
uzanabilirligi ile iliskilidir. Yani bag dokusunun hassas kismmi olugturur. Bu tip
III kollajeni olusturan fibrillerin biyomekanik &zelligine baglanabilir. ip III
kollajen yapisinda yiiksek oranda hidroksiprolin bulunmasi, glisin miktarinin fazla
olmas1 (kalintilarin %33 iinden fazlast) ve ti¢lti sarmalm karboksi ug bdlgesine
yakin iki sistein kalintisi igeren molekiil i¢i disiilfit baglarimin bulunmast gibi
ozelliklere sahiptir. Ehlers-Danlos sendromu tip IV’de, tip III kollajen genleri
mutasyona ugramistiz. Bunun sonucunda kollajen esnekliginde azalma, deri ve

kan damarlarimn kinlganhginda artis gézlenir (72).

D grubunda tip I kollajen diizeyindeki diisiikliik anlamli bulunurken, tip 11T
kollajendeki diisiikliigii anlamli bulmadik Buradan diabette tip III kollajenin tip I

e gore daha az azaldif1 sonucunu gikarabiliriz Korpus kavernozum dokusundaki

patogenezinde rol oynayabilir.
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Bu bulgular bize diabette kollajen diizeyinin normal sicanlara gore
diistiigiinii gosteriyor, Bu gorils, ¢esitli calismalarda da desteklenmistir (3,8,14).
Diabette %28 gibi (121) oldukga sik gorillen bir komplikasyon olan erektil
fonksiyon bozuklugunun patogenezinde korpus kavernozumdaki kollajen
tiplerivle ilgili bir ¢aligma yapiimamustir. Bu konuya acikhk getirmek amaciyla
yaptigimiz bu ¢ahgma, kollajen tipleri arasmdaki dengenin bozuldugunu
gosteriyor. Bu dengenin bozulmas: buyik dleiide glikasyonla ilgilidir. Bu agidan
erektil fonksiyon bozuklugunun tedavisi i¢in, AGE olusumunu Onleyen AG
benzeri ilaclarm kullammumn yararh olacafimi dislintiyoruz AG’in erektil
fonksiyon bozuklugunu dnlemesinin NOS inhibisyonundan ¢ok AGE olusumunu
onlemesiyle ilgili oldugunu sbyleyebiliniz  Yine de erektil fonksiyon
bozuklugunun kollajen tipleriyle iligkisinin aydmlatitabilmesi i¢in bu konuda daha

ileri calismalarin yapilmast yararli olacaktir.
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OZET

Bu c¢alismada STZ ile diabet olusturdugumuz 8 haftalik siganlarda, galisma siiresi
olan 8 hafta boyunca AG kullanummn hayvanlarin setum glukoz, HbA ¢ bobrek
fonksiyonlari (BUN ve kreatinin), total kolesterol ve trigliserit elekirolit ve osmolariteleri
tizerindeki etkilerini inceledik Yine si¢anlarin penis tunika albuginea dokularmdaki S-
HMF diizeyi, kollajen diizeyleri ve tiplerini saptayarak, bunun erektil fonksiyon
bozukluguyla iliskisini bulmaya ¢aligtik.

Cahsma gruplarimizi 9 K, 10 D ve 12 D+Ag grubundan olugan Wistar tipi erkek
sicanlardan olusturduk. 8 haftalik diabet stiresince D+Ag grubuna i¢me sularma 1gi/L
olacak sekilde AG verildi.

8 haftanin sonunda gruplardaki biitiin siganlar ldiiriilerek serumlarinda otoanalizér
yardimiyla biyokimyasal parametreler dl¢iildii. Penis korpus kavernozum dokusunda 5-
HMF diizeyi spektrofotometrik olarak, kollajen diizeyleri ve tipleri SDS-PAGE yéntemi
kullanilarak belirlendi.

Diabetik grupta serum glukoz ve HbA ¢ diizeyleri K grubuna gére anlamh yiiksekti
(p<0.05). AG uygulanmasiyla her iki parametrede anlamli ditgme goézlendi (p<0.03).
Bobrek fonksiyonlamn (BUN ve kreatinin) anlamli olarak yikselmisti (p<0.03)AG
etkisiyvle BUN diizeyi diiserken (p<0.05), kreatinin diizeylerinde anlamh degisiklik
goriilmedi. D grubunda fotal kolesterol ve trigliserit diizeyleri anlamli ytiksek bulunurken
(p<0 05), AG sadece trigliserit diizeylerinde diisme sagladi (p<0.05). Elektrolitler
(sodyum, potasyum, klor) ve osmolarite diizeyleri agisindan gruplar arasinda anlamh fark
bulunamad: (p>0 05). Penis tunika albuginea dokusunda 5-HMF diizeyi diabetiklerde
kontrol grubuna gére anlamli olarak yitksekken (p<0 05), AG uygulanmasiyla DD grubuna
gore anlaml diistis saptandi. Yine diabetiklerde total ve tip I kollajen K grubuna gére
anlamli diistik bulunurken (p<005), AG uygulanmasiyla D grubuna gére anlamh
yitkselme saglandi. Tip Il kollajen diizeylerinde gruplar arasinda anlamli bir fark
bulunamadi (p>0.05)

Diabetik siganlarda AGE olusumunun penil ereksiyon igin gerekli olan NO
{izerindeki olumsuz etkilerinin AG kullanimiyla 6nlenebilecegi gosterildi. Tunika albugine
dokusundaki tip I ve tip 111 kollajen arasindaki oramn bozulmasimn erektil disfonksiyonun

bir nedeni olabilecegi diistintildii.
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