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OZET

ILERI GLIKASYON SON URUNLERININ DNA VE PROTEINLERDE
MEYDANA GETIRDIGI OKSIDATIF HASARA KARSI DEVE DIKENI (Silybum
mariamum L.) TOHUMUNUN KORUYUCU ETKISININ ARASTIRILMASI

YUKSEK LISANS TEZI
Nesrin INCEOREN

DICLE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
KiMYA ANABILIM DALI

2018

Diabetes mellitus (DM), baslica hiperglisemi ile karakterize metabolik bir sendrom
olup, diyabetli hastalarin uzun doénem hiperglisemiye maruz kalmalar1 sonucu nefropati,
noropati, retinopati ve ateroskleroz gibi mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlarin
gelismesine neden olmaktadir. Kanda yiiksek seyreden seker diizeyleri sonucu olusan ileri
glikasyon son drlnlerinin (advanced glycation end-products, AGE) bu komplikasyonlarin
gelismesinde rol oynadigi diistintilmektedir.

Proteinlerin amino gruplariin glukoz ve diger indirgen sekerlerle enzimatik olmayan,
kendiliginden gerceklesen tepkimesi glikasyon olarak adlandirilir. Glikasyon, fizyolojik
sistemlerde kendiliginden meydana gelen hasarlarn en 6nemli nedenidir. Her ne kadar glukoz
viicut sivilarinda bulunan basglica indirgen seker ise de karbonhidrat metabolizmasinin fosforile
ara uriinleri ¢ok daha etkili glikasyon ajanlaridir. Gligll indirgen bir seker olan fruktoz,
glukozdan 7-9 kat daha etkili olarak protein glikasyonuna neden olur. Son yillarda yiiksek
fruktozlu misir surubu seklindeki fruktozlu yiyeceklerin ve iceceklerin kullanimi devamli olarak
artmigtir.  Fruktoz istah baskilanmasinda etkileri olan insiilin ve leptin salgilanmasini
etkilemediginden, asir1 fruktoz tiiketimi obezite, diyabet ve nonalkolik yagl karaciger hastalig
icin risk faktoridur.

Bu tez calismasinda Silybum marianum tohumunun etanol:su (1:1) ekstaktinin
Oncellikle diyabette belirgin bir sekilde artis gosteren serbest radikalleri séndirme etkisi
arastirildi. Bu amagla total fenolik ve flavonoid bilesen miktar tayini, indirgeme giicii ve ABTS
radikal katyonunu séndirme aktivetesi lzerine etkileri incelendi. Daha sonra S.marianum’un
Bovin serum albumin/Fruktoz sistemi ile modifiye edilen proteinler {izerine etkileri ve oksidatif
DNA hasarin1 6nlemede antiglikasyon etkileri arastirildi. Sonug olarak S. marianum’un gallik
asite esdeger toplam fenolik bilesen miktar1 262,70+13,84 ug GAE/mg ekstrakt, quercetine
esdeger toplam flavonoid esdegeri 10,50+1,01 pg QUE/mg ekstrakt, ABTS radikal katyonu
kullanilarak serbest radikal stiptirme etkisi % 70.4 ve Fe*3/Fe*?'ye indirgeme giicli oldugu tespit
edildi. Bulgularimiz, S. marianum’un fruktozamin, o-dikarbonil, protein karbonil miktar1 ve
oksidatif DNA hasarinin olusumunu 6nlemede belirgin bir inhibisyon etkisi ile antiglikasyon
ajani olma potansiyeline sahip oldugunu da gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: AGE, Diabetes Mellitus, Silybum marianum, Glikasyon, Antioksidant



ABSTRACT

PROTECTIVE EFFECT OF THE SEEDS OF SILYBUM MARIANUM AGAINST
ADVANCED GLYCATION END PRODUCTS INDUCED OXIDATIVE DNA AND
PROTEIN DAMAGE

MSc. THESIS

Nesrin INCEOREN

DEPARTMENT OF CHEMISTRY
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UNIVERSITY OF DICLE

2018

Diabetes mellitus (DM) is a metabolic syndrome characterized particularly by
hyperglycemia which causes diabetes patients to develop microvascular and macrovascular
complications such as nephropathy, neuropathy, retinopathy and atherosclerosis. It is stated that
the advanced glycation end products (AGE) arisen from high blood-glucose levels takes part in
the development of these complications.

The non-enzymatic spontaneous reaction of the amino- groups of the proteins with
glucose and other reductant sugar is called “glycation”. Glycation is the number one cause of
the spontaneously occurring damages in physiological systems. Even though glucose is the
primary reductant sugar found in body fluids, the phosphoryl byproducts of the carbohydrate
metabolism are far more potent glycation agents. Being a strong reductant sugar, fructose causes
protein to glycation with 7-9 times more potency compared to glucose. The use of fructose
added food and beverages (high fructose corn syrup) have continually been increased (pastry,
candies, soda etc.). Since fructose does not interfere with the secretion of insulin and leptin
which have effects over appetite suppression, fructose overconsumption is a risk factor for
obesity, diabetes and nonalcoholic liver disease.

In this thesis, the effect of the ethanol/water (1:1) extract of Silybum marianum seeds on
in vitro evolution of free radical scavenging activity was examined. It is known thata
significant increase in free-radical production is a result of diabetic complications. For this
purpose, total phenolic and flavonoid content, reducing power and ABTS radical cation
scavenging activities were investigated. Then, the effects of S. marianum on the proteins
modified by the BSA/Fructose system and the antiglycation effects in the prevention of
oxidative DNA damage were investigated. Consequently, the total amount of phenolic
component of S. marianum was found to be 262,70 + 13,84 pg gallic acid equivalent (GAE)/mg
extract, total flavonoid was found to be 10,50 + 1,01 pg quercetin equivalent (QUE)/mg extract,
ABTS radical cation scavenging activity was found to be % 70.4 and ferric ion reducing power
was found. The results suggest that the seeds extract of S. marianum has the potential to be used
as an anti-glycating agents with a significant inhibitory effect in preventing the formation of
fructosamine, a-dicarbonyl, protein carbonyl and oxidative DNA damage.

Keywords: AGE, Diabetes Mellitus, Silybum marianum, Glycation, Antioxidant
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Kiiresel Olgekte bir saglik sorunu haline gelen diyabet tiim diinyada goriilme
siklig1 hizla artmakta olan kronik bir metabolizma bozuklugudur. Diinyada ilk bes
siradaki 6liim nedenlerinin i¢inde kalp hastaliklar1 ve kanserden sonra en énemli 6lum
nedenidir (Elosta ve ark. 2012). Birlesmis Milletler kendi tarihinde ilk kez, bulasici
olmayan bir hastaliga kars1 diinyadaki tiim kuruluslarin bir ortak strateji olusturmasi
yonunde karar almistir. Ciinkii diyabet ortalama insan 6mriinii kisaltan, hizla ilerleyen,
biitiin organlarda bozukluk yapabilen, su anda ¢agimizin en 6nemli hastaliklarindan bir

tanesidir.

Uluslararasi1 Diyabet Federasyonu (International Diabetes Federation-1DD) 2015
diyabet atlas1 tahminlerine gore; 11 yetiskinden 1’1 diyabetli (415 milyon), 2 diyabetli
yetiskinden 1’ine (% 46,5) teshis konulmamis yani diyabetli oldugunu bilmiyor, kiresel
saglik harcamalarmin % 12°si, diyabete harcaniyor (673 milyar ABD Dolari) 7
dogumdan 1’1 gebelik diyabetinden etkileniyor, diyabet hastalarinin dortte tigti (% 75)
diisiik ve orta gelir diizeyindeki iilkelerde yasiyor, 542.000 ¢ocuk tip 1 diyabet hastasi,
her 6 saniyede 1 kisi diyabet hastaligindan hayatin1 kaybediyor.

Diyabet Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan siniflandirilmistir.
1. Tip I diyabet insiiline bagimli Diabetes mellitus (IDDM)

2. Tip II diyabet insiiline bagimli olmayan Diabetes mellitus (NIDDM)

1.1. Tip I Diyabet Insiiline Bagimh Diabetes Mellitus (IDDM)

Tip | Diabetes mellitus, kronik ve 6miir boyu siiren bir hastaliktir. Bu hastalikta
pankreasta yapilan insiilin adi verilen hormon, ¢ok az fiiretilebildigi veya hig
tiretilemedigi i¢in kandaki sekerin (glukozun) enerjiye doniismek iizere hiicre igine

girmesi mimkin olmamakta ve kanda glukoz seviyesi yukselmektedir.

Tip | diyabetin bilinen nedeni otoimmunitedir. Yani vicudu hastaliklara karsi
koruyan savunma sistemi cesitli nedenlerle vicudun normal hicrelerini tanimayip
saldirmakta ve tahrip etmektedir. Otoimmunite disinda genetik yatkinlik da Tip |
diyabette risk faktortdar. Tip | diyabet, bu hastaliga genetik yatkinlig: olan kisilerde
genellikle viral enfeksiyonlar, stres veya travma gibi bir olay sonrasinda

tetiklenmektedir.
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1.1.2. Tip II Diyabet Insilline Bagimh Olmayan Diabetes Mellitus
(NIDDM)

Tip 1l Diabetes Mellitus; hemen her zaman insulin direnci ile beraber olan
insiilin  sekresyonundaki defekt(ler)den kaynaklanan, diyabetin en sik goriilen
formudur. Sinsi ve ilerleyici bir hastalik olan Tip II diyabetin yayginlig: arttik¢a, diyabet
ve komplikasyonlarina bagli morbidite ve mortalitenin artmasi nedeniyle giiniimiiziin en

biiyiik saglik sorunlarindan biridir.

Diabetes mellitus’da gozlenen karbohidrat, yag ve protein metabolizmasindaki
anormalliklerin temelinde insiilinin hedef dokulardaki etkilerinin eksikligi vardir.
Diyabetin metabolik sorunlarinin yani sira, bu hastalarin uzun dénem hiperglisemiye
maruz kalmalar1 nefropati, retinopati Ve ateroskleroz gibi mikrovaskller ve
makrovaskiiler komplikasyonlarin gelismesine de neden olmaktadir. Komplikasyonlar
Ozellikle glukozun insiilinden bagimsiz olarak hiicre igine girdigi kalp, sinir sistemi,
kiiciik kan damarlar1 gibi dokularda daha sik goriilmektedir (Nessar, 2005). Kanda
yiiksek seyreden seker diizeyleri sonucu olusan ileri glikasyon son {iriinlerinin
(advanced glycation end-products, AGE) bu komplikasyonlarin gelisiminde rol

oynadigi diisliniilmektedir.

1.2. Glikozilasyon ve Protein Glikasyonu

Zar proteinler ile hiicre disi proteinlerinin bir kismi sentezlendikten sonra,
yapilarina degisik oligosakkarid tiniteleri takilir ve bu tiir modifikasyonlar s6z konusu
proteinlerin yapilar1 ve fonksiyonlar1 i¢in Onemlidir. Proteinlerin karbohidratlar ile
yapisal modifikasyonu hiicrenin endoplazmik retikulum ile golgi organellerinin
zarlarinda bulunan enzimler tarafindan katalizlenir ve karbonhidratlar proteinlerin
asparajin, serin veya treonin aminoasitlerinin yan zincirlerine glikozidik bag ile
baglanir. Proteinlerin karbonhidratlarla bu tir tepkimeleri son derece 06zguldir,
enzimatik olarak katalizlenir ve proteinlerin sentezinden sonraki bu tir modifikasyonu

protein glikozilasyonu olarak bilinir.

Indirgen sekerler ile sekerlerin metabolik tiirevleri, herhangi bir enzim
tarafindan katalizlenmeden de proteinler ile tepkimeye girebilirler. Tepkimenin hizi
ortamdaki indirgen seker ile serbest amino grubunun konsantrasyonu ve sicakliga

baglidir. Indirgen sekerlerin proteinlerle kendiliginden gerceklesen bu modifikasyonu
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protein glikasyonu olarak adlandirilir. Sadece proteinler degil; serbest amino asitler,
kicuk peptidler, serbest amino grubu igeren diger biyomolekiiller (6rn. nikleik asitler
ve fosfolipitler) de glikasyona ugrayabilir (Zhang, 2009). Glikasyon 1912 yilinda
Fransiz kimyaci Louis Maillard tarafindan arastirilip kesfedilmistir. Kahverengi
pigment ve melanoidin olusumunu glukoz-lizin ¢6zeltisinin 1sitilmas1 sonucunda
gozlemlemistir. Bu nedenle bu reaksiyon Maillard reaksiyonu olarak isimlendirilmistir.
Maillard reaksiyonu gidalarda bulunan amino gruplar ile karbonil gruplar arasindaki
tim reaksiyonlar1 kapsar. Bunlar arasinda aminler, amino asitler ve proteinlerin
sekerlerle, aldehitlerle, ketonlarla ve lipit oksidasyon iiriinleriyle reaksiyonlar

sayilabilir (Jing ve Kitts 2004).

Viicut sivilarinda en ¢ok bulunan karbonhidrat glukozdur ve bu nedenle
glikasyondan sorumlu baslica molekiil glukozdur (Gemayel ve ark. 2007). Fakat
fruktoz, glukozdan 7-9 kat daha etkili olarak protein glikasyonuna neden olur (Gaby
2005).

1.3. Fruktoz Absorpsiyonu, Metabolizmasi ve Metabolitleri

Stikroz gibi disakkaritler ince bagirsaga alimir ve orada hidrolazlar ile
katalizlenerek glukoz ve fruktoz monosakkaritlerine ayrilir. Bu iki monosakkaritin
absorpsiyonu birbirinden ayirict bir sekilde farklidir. Glukoz bagirsak epitel
hicrelerinin apikal membran iistiinde yerlesmis olan sodyum bagimli tasiyici glukoz
transporter 4 (GLUT4) tarafindan emilir. Glukozun aksine fruktoz ise oniki parmak
bagirsagi ve ince bagirsakta kolaylastirilmis difiizyon ile GLUTS tasima proteinleri ile
emilir (Bray ve ark. 2004). Bu yiizden bu son islem sodyuma bagh degildir ve enerji
gerektirmez (Havel 2005).

Glukoz ve fruktoz metabolizmasi da birbirinden farklidir. Glukoz metabolizmasi
fosfofruktokinaz ve insiilin tarafindan sikica diizenlenir. Glukoz pankreatik beta
hicrelerinde insiilin salinimini baslatir ve insiilin, insiilin duyarli dokularda glukoz alip
depolamak iizeri sinyal gonderir. Insiilin GLUT4 ekspresyonunu da diizenler (Czech
1995). Iintraselliiler olarak glukoz glukozkinaz tarafindan glukoz-6-fosfata fosforile
edilir ve daha sonra glikolizis yoluna girer (Sekil 1.1.). Glukoz metabolizmasi ve
glukolizis ATP ve sitrat tarafindan allosterik olarak inhibe edilen fosfofruktokinaza

baglidir (Havel 2005). Aksine fruktoz cogunlukla karacigerde metabolize edilir ve siire¢
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instline bagimli degildir. Fruktoz metabolizmasi fosfofruktokinaz atlar ve fruktoz ATP

ve fruktokinaz tarafindan fruktoz-1 fosfata fosforile edilir (Ouyang ve ark. 2008).

Fruktoz-1-fosfatin aldolaz ile kataliziyle glikolizis yolunda ara iiriinler olan
dihidroksiaseton fosfat ve gliseraldehite doniisiir (Sekil 1.1). Dihidroksiaseton fosfat
trigliserit sentezinin gliserol kismini bdylece saglayan gliserol-3-fosfata doniisebilir
(Havel 2005). Gliseraldehit-3-fosfat yag asitlerinin sentezi i¢in substrat saglayan piriivat
dehidrojenaz ile katalizlenen asetil-CoA’y1 olusturan piruvati iiretmek i¢in de devam
edebilir. Fruktoz hem gliserol-3-fosfat hem de yag asitleri sentezi igin substrat

saglayarak de nova trigliserid sentezini baslatir (Mayes 1993).

Fruktoz Glukoz
l Fruktokinaz Glukokinaz
Fruktoz-1-P Glykoz-6-P
/ \AdolazB ﬂ Izomeraz
Dihidroksiaseton-P ——— |iseraldehit Fruktoz-6-P
Fosfofruktokinaz
Gliserol-3-P
D-gIserat Fruktoz-1,6-Bis-P
Hidrlsipir[jvat / \
Gliseraldehit-3-P g~ Dihidroksiaseton-P
Gliseraldehit-3-P ROT
Glioksal <—2T— Glikblaldehit dehidrojenaz Metilglioksal
1,3-bis-P-gliserat
Glikolik asit l
Pirlivat
Glioksilik asit Asetil CoA
Glisin Okzalik asit

Sekil 1.1. Basitlestirilmis fruktozdan okzalat yolu ve glikolozis yolu

Fruktoz gliseraldehit ve dihidroksiaseton fosfat’a ayrilir bu triozlar oksalat
olusturan bir dizi reaksiyonlar gecirir. Bu yol gliserat, hidroksipiriivat, glikoaldehid,
glikol ve glioksilat ara iirlinlerini kapsar (Danpure ve Rumsby 2004). Ayrica reaktif
dikarboniller olan glioksal ve metilglioksali da olusturur. Glioksal glikoaldehidin

otooksidasyonundan olusurken, metilglioksal ise gliseraldehit-3 fosfat dehidrojenaz
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(GAPDH) aktivitesi hidrojen peroksidaz tarafindan inhibe edildiginde biriken
dihidroksiaseton fosfat ve gliseraldehit fosfat tarafindan olusturulur (Chatham ve ark.

1989, Abordo ve ark. 1999, Barngrover ve Dills Jr 1983).

1.4. Fruktoz ve Saghk Sorunlari

Fruktoz tliketimi bat1 diyetinde son yillarda 6nemli derecede artmaktadir. 1977
yilinda toplam fruktoz alimi tahmini olarak, toplam enerjinin %8,8’i iken bu oran
20001i yillarda % 11,5’ine yiikselmistir (Bray ve ark. 2004). Ugiincii Ulusal Saglik ve
Beslenme Arastirmasi Anketine gére Amerika fruktoz tlketimi 1977°de gunluk 37,0
gramdan 2008’de giinliik 54,7 grama ¢ikmistir (Vos ve ark. 2008). Ana artis kaynaginin
yuksek fruktozlu misir suruplarinca zengin olan mesrubatlar oldugu iddia edilmektedir
(Nielsen ve Popkin 2004).

Yiiksek fruktozlu misir suruplar1 1970°1i yillarda bulundu. Raf 6mri ve maliyet
acisindan avantajli oldugundan dolayr daha sonraki yillarda gittikce yayginlasarak
kullanild1 (Bray ve ark. 2004). Yiiksek fruktozlu misir suruplart misir nisastasindan

cesitli miktarlarda fruktoz, glukoz ve dekstrozun izomerizasyonuyla iiretilir.

Eskiden beri birgok arastirmact hem insan hem de hayvanlarda fruktoz
tiketiminin guvenirliligini aragtirmistir ve fruktoz tiiketiminin artmasinin birgok saglik
sorunuyla baglantili oldugu sonucuna varmistir. Fruktoz, birgok molekiiler sinyallesme
faktorlerinin - deregiilasyonunda metabolik sendromun da isin iginde oldugunu
gostermistir (Rutledge ve Adeli 2007). Metabolik sendrom obezite, instlin direnci,
dislipidemi ve hipertansiyon gibi patolojilerin bir toplamidir. Fruktoz metabolizmasi
hem ratlarda hem de insanlarda lipit metabolizmasmnin degistirilmesiyle yakindan
iligkilendirilir (Tappy ve ark. 2010). Fruktoz tiiketiminin artmasi ¢ok diisiik yogunluklu
lipoproteinlerin  (VLDL) triagilgliserol klirensini diisiirime ve hepatik de novo
lipogenesis uyarimiyla plazma trigliseridlerinde artisa sebep olabilir (Fach ve ark.
2005). Lipidlerdeki bu artig insanda hepatik insiilin duyarliliginda azalma ve viseral
yag, intrahepatik yagda artisa sebep olabilir (Tappy ve ark. 2010). Fruktoz metabolik
sendromlarin ilerlemesine sebep olan plazma iirik asit seviyesinde artisa sebep olabilir
(Miller ve Adeli 2008). Glukozun aksine fruktoz alimi pankreatik beta hiicrelerinde
glukoz tastyicr tipS (GLUTS)’in  ekspresyonunun eksikliginden dolayr leptin

sekresyonunu uyaramaz. Leptin tokluk hissini artirir ve leptin uyarimi eksikligi ile
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fruktozca zengin bir beslenme viicut yaginda artisa sebep olan aglik ve yeme istegini
uzatabilir (Saad ve ark. 1998, Bray ve ark. 2004). Leptin uyarilmasmin eksikligi ile
birlikte yag metabolizmasinda degisiklikler yapma yetenegine sahip olan fruktoz
obeziteyi artirir. Genel olarak fruktoz alimi ve 6zellikle yiiksek fruktozlu misir surubu
kullanim1 amerikadaki obezite prevalansi ile yakindan iliskilidir (Bray ve ark. 2004).
Fruktoz tiiketimi diyabet, karaciger yaglanmasi ve hipertansiyon gibi kronik hastaliklari
da kapsar. Ayrica temel vitamin eksikligi ve artmig yag tiiketimi gibi bat1 diyetindeki

diger bilesenler de bu kronik hastaliklarin olugsmasina katki saglayabilir.
1.5. Protein Glikasyonunun Kimyasi

1.5.1. Protein Glikasyonu: Erken Evre

Glikasyon tepkimesinin ilk basamagi, glukoz gibi indirgeyici bir sekerin
karbonil grubunun, tipik olarak proteinlerdeki lizin amino asidinin yan zinciri olan -
amino grubu ile kondensasyonudur. Tepkimede su ¢ikmasi ile 6nce ketimin yapidaki
“Shiff baz1” ara {irlinli olusur. Bu ara iirlin stabil degildir; ya su katilmasiyla tepkime
tersine doner ya da tersinmez olarak stabil bir Grin olan ketoamin formuna
kendiliginden cevrilir. Stabil ketoamin formunun olusumu ‘“Amadori diizenlenmesi”
olarak adlandirilir. Amadori {irliniiniin diiz ve halkasal formlar1 birbiriyle denge
halindedir (Nursten, 2005). Erken evrenin kinetigi, su aktivitesi, ortam sicakligi,
karbonil karbon elektrofilitesi ve kan iginde asiklik formda bulunan seker miktarina
baghdir (Yaylayan ve ark. 1994). Protein pKa’si, amino gruplar1 ve molekiil igindeki

konumlar1 protein glikasyonunun erken asamasini etkiler (Spiro 2002) (Sekil 1.2.).
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o _ [ Protein. "
HO CHO Protein\NH
HO OH Protein- ©
"OH I‘Drotein OH
OH NH, “'OH
J T S E— OH J
T OH
HO .OH - o] OH
0] Protei Enaminol ara {riin
HO ‘mwm HN OH
HO OH OH Ho OH NH ﬁmmﬁﬁ
D-Glukoz ~ Shiffban Amadori Urini

Sekil 1.2. Shiff bazi olusumu ve onu takiben Amadori diizenlenmesi

1.5.2. Protein Glikasyonu: Ara Evre

Protein glikasyonunun ara asamas1 Heyns ve Amadori iirlinlerinin dehidrasyonu

uzerinden deoksioson’a degredasyonu ile baslar.

ﬁ’rotein
HO N~y
0]
OH
OH OH

Amadori trinlerinin diizenlenmesi

H,C—NHR HC=0 CH,0H CHy
¢-o ¢=0 GO GO
c=0 CH, c=0 c=0
CH, CHOH CH, CH,
CHOH CHOH CHOH CHOH
CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH

Sekil 1.3. Amadori Uriininden elde edilen Deoksiosonlar

Deoksiosonlarin  olusumunun (Sekil 1.3.). asidik kosullar altinda seker
kalintisinin 2,3 veya 1,2 enolizasyonu yoluyla ilerledigi diisiiniilmektedir (Yaylayan
1994). Deoksiosonlarin kimyasi amino-karbonil grubu ile gerceklesen bir dizi olasi
doniisiimleri varsaymaktadir (Sekil 1.4.). Ik enolizasyon rediiktoz olusumuna yol acar,

Ki bu da aminoasetil furana uyan bir siklizasyon gecirir (Leonil ve ark. 1997).
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HZQ*NHR HZQ*NHR
?:O HQ*OH
(‘;:o (‘Z:O NHR
cH, o ()
(‘ZHOH C‘JH 0
CH,OH CH,OH

Sekil 1.4. Deoksiosondan 1-amino-1,4-dideoksioson olusumu

1.5.3. Protein Glikasyonu: ileri Evre

Protein glikasyonunun ara evresi sirasinda olugan protein glikasyon {iirlinlerinden
elde edilen heterojen bir organik molekiil grubunu sunar. Ornegin deoksiosonlar
molekiil i¢i doniisiimler ve molekiiller aras1 doniisiimlere ugrayarak, pirralin ve

pentosidin olusumuna yol agabilirler (Dills 1993).

AGE’ler floresan ve floresan olmayan ve capraz bagli veya capraz bagh

olmayanlar seklinde olabilirler.

OH N

H. N

HO N
OH (H2C)4 N™ °N
>~ H \

/ o\ Hooc  NHz  (H2C)4
CHO COOH
& NH,

Piralin Pentosidine

Sekil 1.5. Pirralin ve pentosidin

1.6. AGE Olusumunun Diger Yollar

1.6.1. Otooksidatif Glikasyon (Wolf patway)

Monosakkaritlerin otooksidasyonu sekerin a-hidroksikarbonil grubu ile oksijen
arasindaki enzimatik olmayan bir reaksiyondur. Prosesin baglica iiriinleri a-
oksoaldehit ve hidrojen peroksittir. Serbest radikallerin bu surecte 6nemli rol

oynadig1 ve reaksiyonun baslangic monosakkaritlerinin enolizasyonu ile baslatildig
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ileri stirilmistiir (Sekil 1.6.). Bu reaksiyon Wolf ve arkadaglari tarafindan 1984°te
kesfedildi (Wolff ve Dean 1987).

HOH,C
HO H
HO OH
Glikoz
(@) H H OH H (@)
H——OH o =)
HO——H HO——H *O2.  Ho——H
H——OH H——OH  -HyO, H——OH
H——OH H——OH H——OH
CH,0OH CH,OH CH,OH
Glikozon
-Eritroz
\ -Eritritol (@) H (@) H
H L - o) H
ol Tl —O  _Gliseraldehit N
7\ 7H —_— CHZ e C‘;:o
Cé:z y o H——OH H——OH CHa
+0p o oo Pl Metilglioksal
H,0, ™~ H CH,OH CH,0H
Glioksal 3-Deoksiglukazon

Sekil 1.6. Otooksidatif glikasyon (Wolf pathway)

Dikarbonil bilesikleri ile birlikte, glikozon ve bir dizi ilave AGE Urtnleri
olusturulur. Boylece glikoz molekili ya eritroz ya da eritritol kaybeder glioksal ve 3-

deoksiglukazon olusur (Monnier 2003).
1.6.2. Shiff Baz1 Fragmantasyonu (Namiki pathway)

Bazi durumlarda, shiff bazi amadori diizenlenmesine girmez ancak AGE’lerin
tiretimine yol agan bir dizi eliminasyon reaksiyonlar1 gecirir. Bu eliminasyon
reaksiyonlart metilglioksal, glioksal ve glikozon gibi kararsiz bir dizi dialdehit ve
primer amin’in salinmasina yol acar (Ferreira ve ark. 2003). Bu tiriinler ve karsilik gelen
reaksiyon yolu ilk olarak Namiki ve Hayashi (1983) tarafindan tanimlanmistir (Sekil
1.7.).
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H
R—N— Glukoz + R-NH2
HOM,C on o
° HO——H
HO Prote - eritrol/eritroz HJgj
HO OH H/ rotein  =———— y— 0oH ve F,0, > (0]
. H——OH - RNH H
Shiff baz1 CH,OH Glioksal
H

- H,0 o
- RNH; 5

0 CH;
HaC / H——OH
O “- Gliseraldehit H——OH

H -RNH, CH,0H

Metilglioksal 3-Deoksiglukazon

Sekil 1.7. Namiki yoluyla AGE olusumu

1.6.3. Glikooksidasyon Reaksiyonlari

“Glikooksidasyon fiirtinleri” terimi ilk olarak ardisik glikasyon reaksiyonlar
tarafindan olusturulan {iriinleri karakterize etmek i¢in kullanildi, bununla birlikte yaygin
olarak amadori {irlinlerinin otooksidasyonunu tanimlamak igin de kullanilir (Thorpe ve
Baynes 2003). Glikoz, a¢ik zincir formunda bulunan bir serbest karbonil grubu
vasitasiyla oksidasyon reaksiyonlarina katilabilir. Reaksiyon ortami oksijen igeriyorsa,
glikoz peroksi gibi radikalleri, aktif oksijen bilesikleri Uretme ve oto-oksidize etme
yetenegine sahiptir. Bu radikaller, proteinler arasinda kovalent kopriiler olusturarak
proteinlerin islevlerini degistirebilirler. Sonug¢ olarak glikasyondan tiiremis serbest
radikallerin, diyabetik komplikasyonlarin patogenezinde Onemli rol oynadigina
inanilmaktadir (Giacco ve Brownlee 2010).

Insan viicudunda, baglanmamis metal iyonlar1 glikooksidasyonu ve AGE
olusumunu kolaylastirir. Bu islem sirasinda, hidroksil radikalleri anahtar bir ara
urinddr. Bu tdr radikal, lipit peroksidasyonu ile meta ve orto-tirozin olusumuna katilir
(Sekil 1.8.). Bu her iki tirozin ara iriinii dogal olmayan ve sadece hidroksil radikali
varliginda olusur (Huggins ve ark.1993). Bu radikaller hidrojen peroksitten Cu* veya
Fe*? (M™), gibi aktif metal iyonlar1 varliginda iiretilir (Sekil 1.9.).
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OH
[j HO: [j [j
T e +
OH
R R R

Sekil 1.8. Hidroksil radikalinin glikooksidasyonu

Mn+ + H202 Mn+-1 + HO + Ho-

Sekil 1.9. Hidroksil radikali olusumu

1.7. Glikasyonu Etkileyen Faktérler

Protein glikasyonunun diyabetik komplikasyonlara ve yasa bagl cesitli
durumlara yol actig1 tespit edilmistir (Brownlee 2000). Bu nedenle, bu reaksiyonu
etkileyen faktorlere blylk bir dikkat gosterilmelidir. Proteinlerin amino gruplar ile
indirgeyici sekerlerin karbonil grubu arasindaki baslangictaki niikleofilik saldirinin
kinetigi sonucta pH, oksijen, metal iyonlarma ve sekerin karbonil karbonunun
elektrofilitesine baglidir (Bunn ve Higgins 1981). Lizin gruplarmin sadece kiiciik bir
yuzdesinin glikasyon reaksiyonlarina girdigi ileri siiriilmiistiir. Bu bolgedeki diisiik pKa,
bu proteinin baslangictaki glikasyonunu kolaylastirir (Lin ve ark.1998). Dahasi,
Amadori yeniden dizenlenmesi reaksiyon ortaminda mevcut olan fosfat gibi negatif
yuklii iyonlarin ve karboksilat gruplari, komsu histidin gruplan tarafindan etkilenir.
Biitiin bu faktorler, olusan Amadori {iriinlerinin kimyasal doniisiimlerini artirir
(Venkatraman ve ark. 2001).

In vivo glike proteinlerin olusumunun, spesifik amino gruplarinin dogal
tepkilerinin, protein yart émrii ve hipergliseminin derecesi ve siiresine bagli oldugu

bulunmustur (Ahmed 2005, Wautier ve Schmidt 2004).

1.8. Protein Katlanmasinin Dikarboniller ile iliskisi

MG’in kimyasal katilma {iriinlerinin olugsmasinin ve c¢apraz baglanmasinin
proteinlerde yapisal modifikasyon ve agregasyona sebep oldugu bilinmektedir (Monnier
ve ark. 1996, Biswas ve ark. 2008). Okaryotik hiicrelerde, proteazom muhtemelen

fonksiyonel olmayan toksik proteinlerin birikmesini 6nlemeye katki saglar. Bu
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proteolitik sistem, 1s1 soku, glikasyon ve oksidatif stres gibi zor sartlara karsi hulcreyi
korumada 6zel O6neme sahiptir ve Okaryotik hicrelerde protein kalite kontrolliinde
onemli bir oyuncudur (Goldberg 2003). Fakat eski (kullanilmayan) proteinlerin tiretimi
onlar1 degride (ayristirma) edecek hiicrenin kapasitesini astiginda zamanla ¢oziinmez
hale gelir ve muhtemelen hticreler igin toksik olan hasar gdrmiis proteinler artarak
birikir. Sonugta hasar goérmiis proteinlerin birikimi normalde agregasyonu onleyen
(6rnegin Hsc 70 ve Hsc 90) proteolitik sistemler ve molekiiler saperonlarin yanlis
katlanmis ya da hasarli proteinlerin iiretim hizina, yetisememesinden dolay1 olur

(Frydman 2011, Hartl ve Hayer 2002).

Hsc 70 etkilesim proteinin (CHIP) karboksi ucu UPS ve saperonlar arasindaki
iliskiden dolay1 protein kalite kontroliinde 6nemli bir rol oynar. Aslinda CHIP hem bir
tetratrikopeptit tekrar motifi (TPR) hem de U-box domainine sahiptir (Ballinger ve
ark.1999). U-box domaini ubiquitin ligaz aktivitesine sahip iken TPR motif Hsp 40, Hsc
70 ve Hsp 90 gibi saperonlarla baglantilidir. Bundan dolayr CHIP ubiquitin eklenerek
yanlis ve glikatlanmis veya molekiiler saperonlarla etkilesimleriyle post translasyonel
modifiye olan proteinleri kalite kontrollerinde hayati bir Gneme sahiptir (Murata ve ark.
2003).

Proteazom aktivitesinin, diyabet ve yaslanma iizerinde kot etkilerinin
olabilecegi ileri siiriilmektedir (Portero-Otin ve ark. 2007). Ornegin proteazom aktivator
PA28’in seviyesi diyabetik siganlarin kas ekstraktlarinda azaltilir ve bu da tipik olarak
diyabetik dokularda g6zlemlenen, glike ve toksik proteinlerin birikmesine neden olabilir
(Merfort ve ark. 2003). Ayrica genellikle diyabet ve yaslanmayla baglantili olan amiloid
agregatlarin olusumu MG ve diger aldehitler tarafindan biiyiik ol¢iide arttildigir ve
bunun da apoptoza sebep olan UPS’yi bozdugu bilinmektedir (Casas ve ark. 2007).
Diger yandan hicre hasar1 ve oliimiine katki saglayan hiicrede modifiye ve toksik
proteinlerin birikmesinden de sorumlu olabilen UPS aktivitesininin yaslanma ile
azaldig ileri siiriilmektedir. a-kristalin ve Hsp 27 gibi molekiiler saperonlarin MGO
kaynakli modifikasyon ve agregasyonun ana hedefleri olduklarin1 gOsteren artan
kanitlarda vardir (Satish ve ark. 2004, Schalkwijk ve ark. 2006). Bu ve diger bircok
kanitlar yaglanma ve diyabete bagli MGO birikiminin muhtemelen protein kalite kontrol
mekanizmasinin bozulmasina yol actigina isaret etmektedir. Ancak, UPS’nin islevinde

MGO ve molekiiler saperonlarin etkileri tam olarak bilinmemektedir.
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1.9. DNA’mn Glikasyonu

Niikleik asitler ile yapilan 6n caligmalar, DNA bazlarinin amino gruplarinin
indirgeyici sekerler ile non enzimatik olarak reaksiyon verebildigini gostermistir.
Niikleik asitlerin ve niikleotidlerin yapilarinda bulunan adenin, guanin ve sitozin bazlar
birer serbest amino grubu icerir ve bu nedenle glikasyon tepkimesine agiktir. DNA’da
guanin bazlari en diisiik iyonizasyon potansiyeline sahip oldugu i¢in glikasyonun
baslica hedefidir. indirgeyici sekerler ile DNA’nin inkiibasyonu ileri glikasyon protein
triinleri ile karsilastirlldiginda benzer spektral o6zelliklere sahip kromoforlar ve
floroforlart artirdig1 gézlemlenmistir (Bucala ve ark. 1984, Morita ve Kashimura 1991).
DNA’nin sekerler ve seker degredasyon iiriinleri ile proteinlere benzer bir sekilde in
vitro olarak reaksiyon verdigi tespit edilmistir (Ochs ve ark. 1994, Knerr ve ark.1993,
Lee ve ark, 1987). Simdiye kadar izole edilen reaksiyon iiriinleri neredeyse sadece N?-
karboksi metil-2'-deoksiguanozin veya N2-karboksi etil-2'-deoksiguanozin (CEdGag ,
sekil 1.10.) gibi iki diastomer olan ekzosiklik amino gruplarindan alkillenen 2'-
deoksiguanozinin katilma iriinleridir (Ochs ve ark. 1994, Knerr ve ark.1993, Lee ve
ark, 1987, Seidel ve Pischetsrieder 1998).

DNA-AGE’lerin  genomik  biitiinliglin  bozulmasmna ve dolayisiyla
genotoksisiteye sebep olduguna dair giicli kanitlar vardir. DNA glikasyonunun
sonuclar1 drnegin depiirinasyon (Seidel ve Pischetsrieder 1998) tek sarmal kiriklart ve
mutasyon frekanslarindaki artistir (Pischetsrieder ve ark. 1999, Bucala ve ark. 1985).
DNA glikasyonunun neden oldugu mutasyonlar, insersiyonlar, delesyonlar ve memeli
kromozomal elemanlar1 iceren transpozisyonlardir. Bununla birlikte hiicresel
sistemlerde ve in vivo DNA-AGE’lerin olusumu hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir.
CEdGAag’nin, DNA’ya bagli AGE’ler i¢in iyi belirte¢ler oldugu kanitlanmistir. Ciinkii
bunlar birgok farkli karbonil prekorsiiriinden tiiretilebilen ve in vitro fizyolojik kosullar
altinda olusturulan DNA glikasyon irtnleridir (Seidel ve Pischetsrieder 1998, Larisch
ve ark. 1997, Frischmann ve ark. 2005).

DNA glikasyonunu in vitro olarak izlemek icin ELISA’da kullanilan N2-
karboksi etil guanine kars1 bir poliklonal antikor gelistirilmistir. Ancak bu test hiicresel

DNA’y1 ve diger biyolojik numuneleri analiz etmek icin yeterince duyarli degildir.
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2'-deoksiguanozin N2-karboksietil-2'-deoksiguanozin
(CEdGAa B)

Sekill.10. Seker ve seker degredasyon iiriinleri ile DNA’nin reaksiyonundan CEAG a g’nin olusumu; (a)

seker ve seker iiriinleri (glukoz, fruktoz, MG, GO vb.) ile non enzimatik reaksiyon

1.10. AGE’lerin Karakterizasyonu

Glikasyon reaksiyonu onemli yapisal farkliliklar gosteren bir dizi bilesigin
olugsmasina yol acar. Bununla birlikte biitiin AGE’ler floresans 6zellikleri ve ¢apraz
baglanmalar1 temel alinarak dort grupta siniflandirilabilir (sarimsi-kahverengi floresans

renk) (Bousova ve ark. 2005).

1.10.1. Floresans Capraz Bagh AGE’ler

Amino asitlerin veya Amadori ara Urlnlerinin bazik gruplar1 ile a-dikarbonilleri
iceren bilesikler arasindaki reaksiyonlar, bir dizi ¢apraz bagli AGE olusumuna neden

olur (Sekil 1.11).

0] 0 OH O
H HsC H
o] o] OH o]
Glioksal Metilglioksal 3-Deoksiglukazon

Sekil 1.1.1. Glikasyon esnasinda olusan a-dikarbonil tiirevleri

Proteinler arasindaki ¢apraz baglanmalar ile olusan bu yapilarin (Sekil 1.11.)
diyabet ve yaslanmayla ilgili siiregte (AGE’lerin) yan etkilerinin sorumlu oldugu

diistiniilmektedir.
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Floresans ve ¢apraz baglanma yapma yetenekleri bu sinif bilesiklerin en 6nemli

Ozellikleridir (Sekil 1.12.).

1N Protein< Protein< Protein<
Protein. i NH NH NH
(0] 0] (0] (0]
HO
OH—— > o . o — 0
HO “72Y Ho -H0 ho -H0  Ho
OH OH )‘(
. Protein
o o Amadori
Amadori Grtind Amodori dione ene-dione Floresans ¢apraz bagl AGE'ler

Sekil 1.12. Capraz bagl floresans AGE’lerin olusumu

Ik izole edilen ve karakterize edilmis floresans ¢apraz bagli AGE kollojenden
elde edilen pentosidindir. Bu bilesigin sentezi en ¢ok karbonhidratlarla lizin ve arjinin
kalintilar1 arasindaki reaksiyonla miimkiindiir (Sell ve ark. 1999). Dogal floresans
capraz bagli AGE sadece pentosidinle smirli degildir. Pentosidinle birlikte baska
floresans ¢apraz bagli AGE’ler de mevcuttur (Sekil 1.13).

HO,, HO,,
‘ OH : OH
HO HO
[Lys]
—NH
[Lys N N R (R SN (A
[Lys] [Lys] [Lys]
Kroslin AGE-XI Pentodilizin Pentosidin
[Lys]
HsC. N
SN Ho/\m
Ho” N Lys] » = N
[Lys] [Lys]
Vesperlizin A Vesperlizin C

Sekil 1.13. Floresans ¢apraz bagli AGE’lere 6rnekler

15



1. GIRIS

1.10.2. Non-Floresans Capraz Bagh AGE’ler

En ylksek orandaki AGE’ler, in vivo protein- protein ¢apraz baglanmasiyla
olusan foresans olmayan AGE’lerdir. Bu gruba ait olan ana AGE yapilar1 ¢capraz bagh
metilglioksal-lizin dimeri (MOLD) veya capraz bagl glioksal-lizin dimeri (GOLD)
olarak da bilinen imidazolyum di-lizindir (Chellan ve Nagaraj 1999). Non-floresan
capraz bagli AGE’lerin 6rnekleri sekil 1.14 de gosterilmektedir.

N L N L /[Lys]
N /
Ho [l P o L on } }
W
" ™ 0 HO NH
Piralin immine HO OH [Lys] OH [Cys]
AFGP imine [HIS]

Olast Amadori dione ¢apraz baglanmalar:

L[Lys]

H Lys
R_ _N—[Lys] | > [y] [Arg]
N/ N N NH
+\ HO >/
0 H*[Lys} [Lys]
Asit amidler imidazolium HO
di-lizin Glukosepan

Sekil 1.14. Non-floresans ¢apraz bagli AGE’lere drnekler

1.10.3. Floresans Non-Capraz Bagh AGE’ler

Capraz bagli AGE’lere ek olarak, bir dizi floresan non-gapraz baglh AGE’ler
proteinlerin yap1 ve fonksiyonlarim1 énemli oranda etkileyebildigi diyabetik hastalarin
kanlarinda belirlenmistir. Bu bilesikler olas1 protein ¢apraz baglanma iizerinde olumsuz
etkiye sahip olabilirler. Bunlar doku ve hiicresel diizeyde ¢esitli istenmeyen
degisiklikleri artiran biyolojik reseptorlerin roliinii de oynarlar (Niwa 1999). Organik
baglayici fragmentin omurgasi floresan capraz bagli AGE’lere benzerdir. Heterosiklik
kism1 amino asit ile baglayan baglardan birinin N-H bagiyla yer degistirmesi bunun tek

istisna oldugu durumdur (Sekil 1.15.).
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tLys] [Lys]

fLys}

Sekil 1.15. Floresans non-gapraz bagli AGE’lere 6rnekler

1.10.4. Non- Floresan Non-Capraz Bagh AGE’ler

Protein glikasyonundan kaynaklanan bir dizi non-floresan non-g¢apraz baghh AGE
yapilar1 fizyolojik Kkosullar altinda tanimlanmistir. Karboksimetil lizin (CML),
karboksietil lizin (CEL), pyrraline ve imidazolones bu gruptaki klasik turlerdir (Paul ve
ark.1998) ( Sekil 1.16.). S6zu edilen AGE’lerin iginde, CML ve Pentosidin in vivo 6zel
Oonem tasimaktadirlar ve yasam boyunca diyabette AGE birikimi belirtegleri olarak
kullanilabilirler (Dyer ve ark.1993, McCance ve ark.1993).

HC 0 He-ff-cH, 0
ar oo 3 H 2(5H(5H(5H Hz
GHz G CH 0 cﬂc o NN NN

HOH, H %
N T M
S

NH I‘\IH
Lys Lys y! INH NH
Ar
CML CEL Pyrraline ‘ . Arg .
MG-Imidazolones 3DG-Imidazolones

Sekil 1.16. Non-floresan non-¢apraz bagli AGE’lerin drnekleri

1.11. AGE’lerin Eksojen Kaynaklar

Kurutulmus tiitiin yapraklar1 in vivo AGE konsantrasyonunu oldukca arttiran bir
kimyasal kaynak olarak gosterilir. Glikotoksinler kan dolasimi vasitasiyla biitiin viicuda
yayilan ve akciger hiicrelerine niifuz ettiklerinde alveollere kolayca giren sigaradan
kaynaklanir. Glikotoksinler glikasyon tiriinleriyle etkilesirler, bundan dolay1 genel AGE
olusumuna katkida bulunurlar (Cerami ve ark.1997). Benzer sonuclar titin dumaninin
iyi bilinen ve 6nemli bir AGE kaynagi oldugunu vurgulayan baska caligmalara da
dikkat cekmektedir (Peppa ve ark. 2003). Bu ylzden prekursér AGE’lerin yanma islemi
insan vicudunda reaktif AGE’ler ve toksik olusumlara sebep olan sigara dumanina

dayandirilir. Sonug¢ olarak AGE konsantrasyonunun sigara igenlerin kaninda énemli
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oOlgiide arttig1 tespit edilmistir. Bununla birlikte sigara kullanan diyabetlilerin arter ve
g0z merceklerinde daha yuksek AGE konsantrasyonu oldugu agikga gosterilmistir
(Peppa ve ark. 2003).

Isitma islemi diinya c¢apinda gida isleme, tadi artirma, biyoyararlanim ve
giivenlik i¢in kullanilir. Bir dizi olumlu etkilerinin yaninda, gidalari agir1 1sitma bozucu,
istenmeyen reaksiyonlarin yani sira proteinde degradasyonla sonuclanabilir (Faist ve
Erbersdobler 2001, Jaeger ve ark. 2010). Bazi durumlarda 1sil islem Maillard
reaksiyonunun olugmasina uygun ortam hazirlar, bu yiizden gida iiriinlerine istenilen
aromalar, renkler ve tatlar eklenir. Ozellikle bu reaksiyon pismis ekmek, kavrulmus
kahve ve karamel iiretiminde yaygin olarak kullanilir. Bunlara ek olarak bir dizi
Maillard reaksiyon iiriinleri meyve sulari, sodalar ve diger endiistriyel tiriinlere de ilave

edilir (O’Brien ve Morrissey 1990, Luevano-Contreras ve Chapman-Novakofski 2010).

Ne yazik ki, yaygin bat1 diyeti eksojen AGE kaynaklarini artirmaktadir (Richard
ve ark. 2010). Gida iiriinlerinde bu bilesiklerin toplam igerigi besin bilesimlerine
baghidir. Bu yiizden yag agisindan zengin gidalar ve proteinler daha yliksek AGE
iceriklerine sahiptirler (Goldberg ve ark. 2004, Uribari ve ark. 2010). AGE olsumu
yiiksek sicakliga maruz kalma derecesini ve siireyi artirmayla hizlandirilir. Ek olarak
enzim ilintili immin test (ELISA) kullanilarak viicut i¢inde dolasan ve kana giren
sindirilmis AGE’lerin hemen hemen % 10’u tespit edilir. Bu miktarin iicte ikisi doku ve
organlarda kalir. Kalan ti¢te biri bobrekler araciligiyla viicuttan atilir (Koschinsky ve
ark. 1997).

In vivo sentezler ve gidalarla insan viicuduna giren Maillard reaksiyon
iiriinlerinin ¢ogu karakterize edilmeden kalir. Bununla beraber bu bilesiklerin bazilari
dikarbonil tiirevlerinin yani sira piralin ve furfural tirevleridir (Ames 2008). CML (N-
epsilon-carboxymethyl-lysine) bu AGE c¢esitliligine bakilmaksizin tespit edilen ve en
bol bulunan AGE’dir. Gida analitik arastirmalarinda CML her zaman ilk belirlenen
AGE miktaridir. Bu bilesik 6zellikle siitte ve siit iceren liriinlerde bol miktarda bulunur.

Bu yiizden CML gidalarda AGE biyobelirtegi olarak secilmistir (Ames 2008).

AGE’lerin in vivo olusup olusmadigina bakilmaksizin veya gidalar ve tiitiin
duman1 ile viicuda girerler, biyolojik o6zelliklerini, ileri glikasyon son iirlinleri

reseptorleri (RAGE) ile etkilesim yolu ile ifade ederler.
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1.12. AGE’lerin Biyolojik Etkileri (reseptore bagh etkiler)

RAGE, reseptorlerin immunoglobulin grubuna ait bir bilesiktir. Insanlarda
RAGE’nin sentezlenmesinden sorumlu gen histokompatibilite kompleks genlerinin sinif
I ve III’Gi arasinda bulunan altinci kromozom iizerinde bulunur. Gen 11 ekzondan
olusur ve bu genin tipik varvasyonlar1 tanimlanmistir (Hudson ve Schmidt 2004). Tipik
bir RAGE molekiiliiniin kiitlesi 45 kDa’dir. Bu molekiiliin 6nemli bir kismi hiicresel
duvarda bulunur; bulunla birlikte, bir hiicre dis1 elemani da mevcuttur. Bir RAGE
molekiiliiniin hiicre dis1 kismi degisken (V-tipi) alandan olusur ve bunu iki sabit (C-tipi)
alan izler. V-tipi alan, immiinoglobulin i¢inde bulunana benzerdir. RAGE, membranin
bir tarafindan digerine uzanan tek bir alana sahiptir. V-tipi alanin organik ligandlara
baglanmada ¢ok 6nemli oldugu kanitlanmistir ve sabit alanli sitozolik kuyruk RAGE
aracili sinyallesme i¢in ¢ok onemlidir (Srikanth ve ark. 2011). Normal RAGE molekdl
tam uzunluguna ek olarak, bir dizi kesilmis varvasyon bulunur. Bu varvasyonlarin
varligi, mitokondrial RNA’daki ekleme varyantlarinin varligi ile agiklanmaktadir.
Ornegin, N-kesikli protein tipi V-tipi segmente sahip degildir, ancak diger tiim
Ozelliklerinde normal RAGE proteinlerine benzerdir ve hiicre membranindan devre disi
birakilmistir (Basta 2008) (Sekil1.17.).

|
V-tipi domain I
C-tipi domain .{

C’-tipi domain

Transmembran J
domain |

Sitoplazmik : J
domain |

Sekil 1.17. RAGE sematik gosterimi
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RAGE molekdlleri bir dizi organ ve dokularda bulunur, ancak en yuksek
konsantrasyonlar1 iskelet kaslari, akcigerler ve kalptedir. Ayrica bu tiir protein
lenfositlerde ve makrofajlarda da bulunabilir (Koyama ve ark. 2007). AGE reseptorleri
diyabet komplikasyonlarinin gelismesinde 6nemli rol oynamaktadir (Win ve ark. 2012).
Bu sonug, deneysel modeller iizerinde arastirmalarla desteklenmistir. Ornegin RAGE
aktivasyonunun merkezi sinir sisteminin geligmesi ile beraber aksonal filizlenmeye
katkida bulundugu gosterilmistir. Ote yandan RAGE inhibisyonu siyatik = sinir
fonksiyonlarinin depresyonuna ve rejenerasyonuna yol acar (Huttunen ve ark. 2000).
AGE-RAGE etkilesiminin en 6nemli sonucu, oksidatif stres ile sonuglanan bir dizi
biyolojik mekanizmanin harekete gecirilmesidir. AGE-RAGE etkilesiminin biyolojik

sonuglari sekil 1.18 gosterilmistir.

AGE-RAGE etkilesimi

VAR

NADPH oxidase pll s
\L \l, MAPK (p38)
MAPK
ROS (ERK 1/ERK 2)

Vo

Nuclear transcription factors
(12 NFxB)

Increased transcription of:

FAGE

Endothelin 1

E-zelection
VCAM-1

Tizsue factor

VEGF
1

TNF-u

Sekil 1.18. AGE-RAGE etkilesiminin biyolojik etkileri

Ilgili etkilesimler, pro-inflamatuar kemokin ve sitokin ekspresyonunun dogrudan

bir sonucu olarak uzun sdreli inflamasyonun artmasina yol agar (Sekil 1.18.). Her iki
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bilesigin ekspresyonu RAGE’ye baghdir. AGE-RAGE etkilesimin ilk biyolojik etkisi,
reaktif oksijen tiirlerini (ROT) artirmasidir. ROT olusumunun ilk safhasi, NAD(P)H

oksidaz sistemi tarafindan etkilenir.

Yakin tarihli bir arastirmada, RAGE olusumundan sorumlu amino asit
dizilimindeki degisiklikler, hiicrede molekiil tarafindan iletilen sinyalin degismesine
neden oldugu gosterilmistir. Dahasi sinyalin siiresi ve yogunlugu RAGE’ler tarafindan
kullanilan farkli sinyal yollarindan kaynaklanir. Bu yollar ve buna karsilik gen sonuglar

sekil 1. 18’de gosterilmistir (Marchetti 2009).

Hem AGE metabolizmasi hem de RAGE ile etkilesim ROT dretimi ile
sonuglanir. Bu tiirler oksidatif stres ve daha ¢ok diyabetik komplikasyonlarin

artmasinda biiyiik dneme sahiptir.

1.13. Oksidatif Stres ve Reaktif Oksijen Turleri

Oksidatif stres hiicresel makromolekiillerde olas1 oksidatif hasar ile sonuglanan
oksidan ve antioksidan dengesindeki bozukluk ile ilgilidir. Cogu hiicreler oksidatif
hasarli molekiilleri taniyan ve ortadan kaldiran antioksidan savunma kapasitesine ve
onarim sistemlerine sahip oldugundan dolay1 oksidatif stresi hafif derecede tolere
edebilirler. Oksidan ve antioksidan dengesizligi ya iiretim ve dagitimda aksamaya sebep
olan antioksidan kapasite eksikligi ya da bagka faktorlerden iiretilen asir1 seviyede
ROT’lardan kaynaklanabilir (Ha ve ark. 2010). Reaktif oksijen turlerinin yagh
karacigerde mevcut bazi tipik tiirlerinin 6rnekleri siiperoksit anyonlar1 (O2), hidrojen
peroksit (H202), singlet oksijen (*02) ve hidroksil radikalleri (‘OH)’ni kapsayan
prooksidan kimyasallarin toplu bir terimidir (Browning ve Horton 2004).

Reaktif oksijen tiirleri normal oksijen metabolizmasinin dogal yan {iriinleri
olarak tiretilir. Reaktif oksijen tiirleri yabanci bakteri ve patojenleri 6ldiirmek icin aktive
edilen nétrofillerde NADPH oksidaz tarafindan iiretilirler. Ayrica hiicresel fonksiyonlar
icin hepsi hayati olan hicre goct, gen ekspresyonu ve hiicre biiylimesine dogru hiicresel
sinyalizasyonu saglarlar (Halliwell 2009). Hayati rollerine ragmen, asir1 ROT
norodejeneratif hastaliklar, kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanseri de kapsayan bircok
hastaligin patogeneziyle baglantilandirilan oksidatif stresle sonuclanabilir (Nishikawa
ve ark. 2010, Halliwell 2009).
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Okaryotik hiicreler enerji iiretimini saglamak icin oksijeni kullanirlar. Oksijen
bir elektron indirgemesine maruz kaldiginda siiperoksit anyonu(O2-) Uretilir. Stperoksit
anyonu ksantin oksidaz veya indirgenmis NOX tarafindan {iretilebilmesine ragmen
siiperoksit iretiminin ana alam1 kompleks I ve kompleks III de elektron tasima
zincirinden elektron sizintisiyla mitokondridedir (Turrens 1997, Brozmanova ve ark.
2001). Aerobik metabolizmada oksijenin toplam tiiketiminin yaklasik % 1-2’si
stperoksit anyonu Uretimine sebep olur. Superoksit anyonu ROT iiretmek igin baska
molekiillerle ya dogrudan ya enzimle ya da metal katalizli islemlerle tepkime
gerceklestir. Ornegin, siiperoksit anyonlari hizli bir sekilde nitrik oksit radikalleriyle
tepkimeye girer ve non enzimatik olarak gucli bir oksidan olan peroksinitrit (ONOO-)
olusturur (Pacher ve ark. 2007). Superoksit enzimatik olarak siperoksit dismutaz
tarafindan H202 ve H2O’ya doniistiiriilerek detoksifiye edilir (Steinbeck ve ark. 1993).
(Sekil 1.19.).

.
O, —~, 0, + 0, SOD | H,0, + O,

&

2H

Sekil 1.19. Molekiiler oksijenin siiperoksit dismutaz tarafindan hidrojen peroksit ve suya indirgenmesi

Yag asidi, D-amino asit ve piirinler gibi gesitli substratlarin metabolizmasinda
yer alan hidrojen peroksit peroksizomda c¢esitli oksidazlar tarafindan {iretilebilir
(Boveris ve ark. 1972, Angermuller ve ark. 2009). Hidrojen peroksit proteinin tiyol
gruplarin1 okside edebilir ve Fenton reaksiyonu gecirir (Halliwell ve Gutteridge 1992).
Demir (Fe) ve bakir (Cu) gibi gecis metalleri hiicresel enzimatik ve protein
fonksiyonlarim1 devam ettirmede hayati rollere sahiptirler. Demir ferritine baglanarak
regiile edilir ve fazlasi karacigerde depolanir. Gegis metalleri varhiginda H20O2’in
oldukca reaktif hidroksil radikali (‘OH) tirettigi Haber-Wiss reaksiyonu (Fenton
reaksiyonu) katalizlenir (Chance ve ark. 1973) (Sekil 1.20.). Hidroksil radikalleri lipit
peroksidasyonu, degismis protein ve DNA nikleotitleri ve oksidatif DNA hasarina
sebep oldugundan dolay1 en gii¢cli ROT radikali oldugu one siiriilmiistiir (Breen ve
Murphy 1995, Valko ve ark. 2006). Son derece reaktif radikaldir ve yarilanma dmrii

10 saniye olup oldukca kisadir. Diger oksidanlardan farkli olarak hidroksil radikali

enzimler tarafindan dogrudan detoksifiye edilemez.
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Fe®y 07— = Fe'2 + 0O,
Fe*2 4+ H,0, > Fe™3 + 'OH + OH Fenton reaksiyonu
Oy + HOp——— 0, + OH + ‘OH Net reaksiyon

Sekil 1.20. Haber Weiss reaksiyonu

Hicreler ROT’un oksidatif hasarin1 6nlemek igin birka¢ antioksidan savunma
gelistirmeye evrimlesmistir. Cogu oksidanlar enzimatik olarak detoksifiye edilebilir.
Superoksit anyonu ya peroksizomal katalaz ya da glutatyon peroksidaz (GP) tarafindan
daha fazla detoksifiye edilebilen H202’i olusturmak i¢in SOD tarafindan
detoksifikasyona ugrar (Tappel ve ark. 1982) (Sekil 1.21.).

2H,0, Katalaz . 2H,0 + O,
H Peroksi
H,0, GSH Pero S|daz> 2H,0
2GSH GSSG

NADP+<\/ NADPH + H*
GSH redU’kta]’
Glukoz-6-posfat » 6-fosfat glukonat

Glukoz-6-posfat
dehidrojenaz

Sekil 1.21. Peroksizomal katalaz ve glutatyon peroksidaz tarafindan hidrojen peroksit detoksifikasyonu.

ROT uretimi normalde antioksidan savunmalari ile dengelenir. Ancak ROT
uretimi belli hastalik kosullarinda artabilir ve oksidatif strese sebep olur. Diyetle alinan
fruktoz 1iltihapli kaskadlar1 harekete geciren enflamasyonlu sitokinlerin iiretimini
artirdig1 i¢in enflamasyona sebep oldugu gosterildi (Le ve Tappy 2006, Rayssiguier ve
ark. 2006). Aktive inflamatuar kaskadlar gen ekspresyonunun degisimine sebep olan
Nikleer faktor kappa B (NF-kB) gibi transkripsiyonal faktorlerin iiretimini artirir
(Roglans ve ark. 2007, Morgan ve Liu 2011). Degistirilmis gen ekspresyonu ve sitokin
Uretiminin artmast ROT iiretimini artirabilir (Morgan ve Liu 2011). Kronik hiperglisemi
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ya reaktif dikarbonil mitokondrial hasar ya da RAGE ve AGE arasindaki etkilesim ile
ROT iiretimini de degistirebilir (Turrens 1997).

Indirgenmis sekerlerden olusan reaktif dikarboniller (MG ve GO) mitokondrial
solunumu engeller ve boylece ROT’1 artirir (Rosca ve ark. 2005). Bu dikarboniller
protein yapilari1 degistirebilir ve protein malfonksiyonuna sebep olabilir. MG-
modifiye proteinler oksidatif fosforilasyon, solunum zinciri ve yag asidi oksidasyonuna
dahil olurlar. Dahas1 bu proteinlerin ikisi siiperoksit anyonlarinin baslica tiretim bolgesi
elektron tasima zincirinin Kompleks III tamamlayicisidir (Rosca ve ark. 2005).
Indirgeyici sekerler ve metabolitleri RAGE’lerle etkilesebilen AGE’leri de olusturabilir.
Bu etkilesim NOX ve inflamatuar sitokinleriyle artmig ROT iiretimiyle sonuglanir

(Wautier ve ark. 2001, Yan ve ark. 2010).

Oksidatif stres kosullarinda, oksidanlar enzimler tarafindan kullanilan
kofaktorleri tiiketebildiginden dolay1 kimyasal reaksiyonlar engellenebilir. Ornegin
glioksalaz I MG igin en 6nemli detoksifikasyon enzimi olarak gosterilir ve bu reaksiyon
kofaktor olarak GSH kullanir (Yang ve ark. 2011). Ancak GSH oksidatif stres
kosullarinda tiiketilir. Boylece ROT dogrudan biyomolekiillere saldirarak hiicresel
fonksiyonlarin bozulmasina sebep olabilir (Morgan ve Liu 2011). ROT’lar lipitler,
proteinler ve niikleik asitlere saldirabilir ve oksidatif hasara sebep olabilir. Artmis
hicresel ROT seviyesi ¢esitli reaksiyonlar1 katalize edebildigi i¢in endojen toksinlerin

uretimini de artirabilir.

1.14. Glikasyona Kars1 Dogal Savunma Mekanizmalari

Yakin zamana kadar makromolekiillerin onariminin sadece DNA’ya 0zgl
oldugu kabul edilmekteydi. Yeni bilgiler, kimyasal olarak degisime ugrayan proteinlerin
de cesitli mekanizmalarla tamir edilebildigini gostermektedir. insan viicudu, glikasyona
ve AGE’lerin birikimine karsi viicudu korumak i¢in ¢esitli hiicresel mekanizmalar
gelistirmistir. Bu mekanizmalar reaktif dikarbonil bilesiklerini detoksifiye etmek ve
AGE olusumunu azaltmak igin glioksalaz sistemleri (I ve II), glutatyon ve aldoz
rediiktazlar1 kullanmaktadir (Gomes ve ark. 2005, Thornalley 1998). Ayrica,
Amadoriazlar adi verilen yeni bir enzim grubu, Amadori iiriinlerinin deglikasyonunu
katalize eder, boylelikle glikasyona karsi savunurlar (Gerhardinger ve ark.1995, Kousar
ve ark. 2012).
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Insan FN3K’nm (Fruktozamin-3-kinaz), glike proteinlerin tizerinde yer alan
fruktozlizin gruplarini fosforile ettigi ve onu fruktozlizin-3-fosfat haline doniistiirdiigi
gosterilmistir (Sekil 1.22). Bu bilesik spontan olarak pargalanir, boylece glikasyon
reaksiyonu erken evrede tersine cevrilir (Lapolla ve ark 2013, Szwergold ve ark. 2001).
Ayrica makrofajlar reseptorlere sahiptir ve bu da endositoz ile glike proteinleri tanima

ve uzaklastirmalarina olanak saglar (Matsumoto ve ark. 2002, Vlassara ve ark.1988).

Protein HC=0
N H,O Protein-NH, c-0
Amadoriaz CH >~ 7 - HO-CH
\ I
¢=0 R
I?rotein 0O, H,0, HO—CH I‘Drotein 2-Ketoaldoz
‘ —
'\\IH . R '\\\I H,O Protein-NH, H(\:*O
QHz Deglikaz _ CH N N HQ*OH
HO*C‘:H
R
Aldoz
H?zo
¢=0
- ?Hz
R

2-keto-3-deoksialdoz

Sekil 1.22. Glikasyona ugramis proteinlerin enzimatik onarimi (deglikasyonu)

1.15. AGE Olguim Yontemleri

Diyabetik hastalarda metabolik kontrolii degerlendirmek i¢in amadori {irtinleri
kullanilmaktadir ve en yaygin kullanilan parametrelerden birisi glikolize hemoglobin
(HbAlc) diizeylerinin tespitidir. HbAlc diizeyleri glukoza maruz kalinan son son 4-8
haftalik donemde gergeklesen glikasyonu temsil etmektedir ve glikoz dizeyi ile

dogrusal bir bagint1 gostermektedir.

Yas ve diyabet gibi belirli patolojik durumlarda biriken AGE’ler i¢in deneysel
kanitlar olmasina ragmen laboratuvarlar arasinda sonuglar1 kiyaslamak zordur. Simdiye
kadar AGE olgiimii arastirma laboratuvarlariyla sinirli kalmistir. Simdilerde ne yaygin
olarak kabul goren veya genellikle AGE tespit etmek icin kullanilan ne de ticari olarak

kullanilan bir kit yoktur. Evrensel olarak kullanilan bir 6l¢ii birimi/aleti olmamasina
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ragmen son zamanlarda farkli laboratuvarlarin sonuglarinin kiyaslanmasi i¢in evrensel
bir 6l¢ii biriminin benimsenmesi 6nerilmistir (Mitsuhashi ve ark. 1997). i¢ standart
eksikligi her bir 6rnegin denenmesi i¢in tekrarlanabilirlik ve yiliksek dogruluk derecesi
gerektiren testleri hataya agik birakir. Simdilerde AGE’leri tespit etmek i¢in kullanilan
yontemler yiksek performansli sivi  kromatografisi (HPLC), enzim-baglantili
immunosorbent (ELISA) ve immunohistokimyadir (Munch ve ark.1997, Papanastasiou
ve ark. 1994). Son zamanlarda 6D12 olarak adlandirilan CML olarak bilinen

monoklonal antibody ticari olarak satilmaktadir (Ikeda ve ark. 1996).

1.16. Dogal Glikasyon Inhibitorleri

Birgok farkli bilesik su anda in vivo analiz ve kapsamli bir galisma altinda
oldugu halde ¢ok azi basariyla klinik denemelere girmistir. Ancak, bu bilesiklerin
higbiri simdiye kadar klinik kullanim i¢in onay alamamistir. Son donemlerde yapilan
birka¢ calisma antiglikasyon ve antioksidan besinlerle birlestirilmis gida takviyesinin
hedef diyabetik komplikasyonlar ve bunlar1 6nlemeyi amaclayan geleneksel tedavi igin
givenli ve tamamlayici olabilecegini belirtmistir (Ahmet ve ark. 2007, Babu ve ark.
2006). Ornegin; Thymus vulgaris’den elde edilen crisilineol (Morimitsu ve ark. 1995),
Luobuma c¢ay1 (Yokozawa ve Nakagawa 2004) ve Garcinia indica meyvesinden elde
edilen garcinol’td (Yamaguchi ve ark. 2000) kapsayan polifenol bilesikler AGE
olusumunun giiglii intibitorleri olabilecegini gostermistir. Bunlara ek olarak domates
salgasindan elde edilen rutin etken maddesinin oto oksidasyonu ve glikasyonu inhibe
ettigi bulunmustur (Kiho ve ark. 2004). Dahasi bir takim antioksidan besinlerin in vitro

antiglikasyon 0zelliklere sahip oldugu rapor edilmistir.

Ornegin, yesil ¢ay 6ziitii AGE olusumunu inhibe edebilecegi tespit edilen biiyiik
miktarlarda tannin (flavonoid) icerir (Babu ve ark. 2007). Ek olarak bir dizi baska AGE
inhibitorleri dogal kaynaklardan elde edilmistir. Bu bilesikler yesil ¢ay ve kahve
cekirdeklerinden yaygin olarak elde edilen epigallokatekin-3-gallat, klorojenik asit ve
caffeic asidi kapsar. Dogal inhibitorlerin 6rnekleri capsaicin, hesperidin ve quercetini de

kapsar (Popova ve ark. 2010).
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Sekil 1.23. Dogal olarak olusan glikasyon inhibitdrleri

Bu bilesikler dogada bulunan tek inhibitdrler degildir. Tarih boyunca salisilat
temelli tedavi diyabetik hastalarda ortaya ¢ikan glukozuriyi diisiiren olumlu etkilere
sahip oldugu saptanmistir. Dahas1 N-asetilizin ve lizin diyabet sirasinda olusan albiimin
uri diistirmede faydali oldugu ortaya ¢ikmustir. Yine de in vivo ve in vitro deneylerde
yogun olarak c¢alisilan Aminoguanidindir. Baslangicta AG Kkollojen aortu ¢apraz
baglama ve floresansi inhibe edecek yetenege sahip oldugu saptanmistir. Daha sonra bu
bilesik vaskiilopati noropati ve nefropatiyi kapsayan bir dizi diyabetik komplikasyonlari
Onleyebilecegini  gosterilmistir  (Thornalley 2003). Bu bilesik hiperglisemiyi
etkilemedigi fakat glikasyonda firetilen reaktif ara iirtinleri deaktive edebildi. Bu yiizden
inhibitor 6zellikleri gosterir (Thornalley ve ark. 1999). Mukemmel bir AGE inhibitori
olmasima ek olarak AG nitrik oksit radikalleri gibi ROT’lar1 deaktive edebilecegi de
bulundu. Yine de AG yiiksek olasilikli anti niikleer antibadi (ANF) gelistirme ve
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anemiyi kapsayan bir dizi yan etkilere sahiptir. Aminoguanidinle tedavi edilen diyabetik
hastalarda daha yiiksek oranda renal neoplastik ve pankreatik tumorler tespit edildi.
Sonug olarak komplikasyonlar aminoguanidin tedavisini zorunlu kesme bu bilesikle
iligkilidir (Rahbar ve Figarola 2003). Dogal glikasyon inhibitorlerle birlikte bir dizi

sentetik benzerleri gelistirildi.

H
0O-_0O H ] . o H
0 NH» NH, NH,
Salisilik asit N-asetillizin Lizin Aminoguanidin

Sekil 1.24. Sentetik glikasyon inhibitorleri

Dabhast, bir Rus bilim adami olan Vladimir Gulevich tarafindan dipeptit karnozin
kesfedildi. Beyin dokusunda ve hayvan kaslarinda bulundu. Birkag ¢alisma karnozininin
antiglikasyon ajan etkilerine sahip olabilecegini gostermistir (Hipkiss ve ark. 1995,
Hobart ve ark. 2004, Argirova ve Argirov 2003). Bu dipeptit indirgen sekerlerle
malondialdehit ve metilglioksal gibi diger reaktif aldehitlerin sebep oldugu capraz
baglama ve protein karbonil olusumunu inhibe edebilecegini gostermistir (Hipkiss

2005).

1.17. Anti-MG ve Anti-AGE Bilesikleri

MG ve AGE’lerin zararli etkilerinin Onlenmesinde c¢esitli tedavi sekilleri
denenmistir. Anti-MG ve anti-AGE etkileriyle daha yaygin olarak kullanilan bilesikler

sunlardir:

Aminoguanidin 100 yildan fazla bir geg¢mise sahiptir. 1982 yilinda nitro
guanidinin rediiksiyonu ile elde edilmistir. MG sondiiriicti ve yaygin kullanimlhi AGE
inhibitorleri icinde populer olanlardan biridir (Brownlee ve ark.1986). Bir guanidin
tlrevi olmasina ragmen hidrazinlerle bir¢ok benzer 6zellikleri paylasir ve bir hidrazin
olarak siniflandirilir (Nilsson 1999). Aminoguanidin ¢esitli metabolik asamalarda
olusmus reaktif dikarbonilleri sondiirmekle birlikte glukozun karbonil grubuyla
birlesereck AGE olusumunu o6nler (Edelstein ve Brownlee 1992). Aminoguanidinin

inhibe edici etkisi esas olarak amadori asamasindadir (Khalifah ve ark 1999). Erken
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glikasyon iiriinlerinin olusumunu ise engellemez. Aminoguanidin sadece spesifik bir

AGE inhibitori degildir, baska etkilere de sahiptir (Nilsson 1999).

Biyolojik diaminler olan putresin ve histaminin oksidatif deaminasyonunu

katalizleyen diamin oksidazi inhibe eder (Schuler 1952).

Aminoguanidin nitrik oksit sentetaz1 (NOS) inhibe eder ve vicutta L-arjininden

bir dinamik denge sinyallesme molekiilii olan nitrik oksit (NO) olusumunu Onler

(Moncada ve ark. 1991).

Aminoguanidin S-adenozilmetiyonin dekarboksilaz enzimine de baglanir ve
ornitinden spermin ve spermidin gibi poliaminlerin sentezini artirir (Moncada ve ark.

1991).

Aminoguanidin pridoksala da baglanabilir ve bu Bs vitamin eksikligine sebep

olur bu da aminoguanidinin yan etkisidir (Miyata ve van Ypersele de Strihou 2003).

Biguanid grubu ilag olan metformin 1922 yilinda Galega officinalis (kecisedefi
bitkisi) adindaki bitki ekstresinden sentez edilmistir. Metformin post-Amadori
asamasindaki etkileriyle AGE olusumunu inhibe edebilen oral dimetilbiguanidin
antihiperglisemik bir maddedir (Rahbar ve Figarola 2003). Metforminin MG séndirme
etkisi inaktif iiriin olusturma amagli olarak MG’a baglanan metforminin guanidino

grubundan dolay1 oldugu ileri stirtiliiyor.

Bir thiazolidinedione olan pioglitazon, bir instlin sensizitéri olarak gérev yapan
ve tip 2 diyabetlilerde kullanilan bir peroksizom poliferator-aktive reseptdr gama
(PPARYy) agonistidir. Piolitazon’un glikasyon, AGE olusumu, ve proteinin ¢apraz
baglanmasini inhibe ederek anti-AGE etkisi oldugu 6ne siiriilmiistiir (Hirasawa ve ark.
2008). Bir anti-MG veya anti-AGE bilesigi olarak pioglitazon kullanilan g¢aligsmalar
ilerleyememektedir ve bu baglamda pioglitazonun terapdtik potansiyeli hakkinda kesin

ifadeler kullanmak i¢in daha fazla kanita gereksinim vardir.

N-asetilsistein (NAC), MG sondiiriicii ve antioksidan bir bilesiktir (Vasdev
1998). NAC’i anti-MG bilesigi olarak kullanmak i¢in birgok neden vardir: NAC MG
stplricu ve antioksidan etkileri olan GSH seviyesini artirabilir, NAC sistein iceren bir
tiyol bilesigidir ve MG’a yiiksek affinite ile baglanir (Lauterburg ve ark. 1983). NAC

halihazirda klinik olarak, asir1 dozda asetaminofen gibi durumlarda kullaniliyor.
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Antihipertansif ilaglarin yaygin olarak kullanilan bir sinifinin anti-AGE etkileri
oldugu one siiriilmiistiir. Anjiyotensin reseptor blokerleri (ARBs) ve anjiyotensin
dontistiiriicii enzim inhibitorleri (ACEls) kan basincini diisiirme eyleminden bagimsiz
olarak bobrek hasarina karsi koruma sagladigi gosterilmistir ve bir anti-AGE olarak

onerilmistir (Nangaku ve ark. 2003).

Birkac bilesigin sinirli ¢alismalarla anti-AGE etkileri arastirilmistir, ancak
hayvanlarda veya insanlarda deneysel calismalarla yaygin olarak kullanilmamistir. Bu
bilesikler siklooksijenaz inhibitdrleri, aspirin, ibuprofen, diklorofenak, ksantin tirevleri,
pentoksifilin, metal selatorler, D-penisilamin, desferoksamin, tiamin pirofosfat ve
piridoksamindir (Stitt ve ark. 2002). Bu bilesiklerin anti-AGE veya anti-MG etkileri

hakkinda kesin sonuglar ¢ikarmak i¢in daha fazla ¢caligma gerekmektedir.

Ozellikle mikroorganizmalarda proteine bagli sekeri temizleyen birgok
deglikasyon enzimi kesfedilmistir (Monnier 2005). Amadoriazlar olarak bilinen bu
enzimler  fruktozamin  oksidazlar,  fruktozamin-3-kinaz,  fruktozlizin-6-kinaz,
fruktozlizin-3-epimeraz ve glukozlizin-6-fosfat deglikazdir (Wiame ve ark. 2005). Bu
enzimlerin kullanilmas1 veya kararli analoglarinin gelistirilmesi deglikasyon tedavisi

icin spekiilatif kaliyor.

1.18. Bu Calismanin Amaci ve Kapsam

1. Bu tez ¢alismasinda Silybum marianum tohumunun etanol:su (1:1) ekstaktinin
oncellikle diyabette belirgin bir sekilde artis gosteren serbest radikalleri sondiirme
etkisi arastirildi. Bu amagla total fenolik ve flavonoid bilesen miktar tayini, indirgeme
guct ve ABTS radikal katyonunu sondirme aktivetesi Gzerine etkileri incelendi. Daha
sonra S. marianum tohumunun fruktoz ile indlklenen protein glikasyonu ve oksidatif
hasar (zerine inhibisyon etkisi bovin serum albumin (BSA) kullanarak arastirildu.
Ayrica S. marianum’un oksidatif DNA hasarini 6nleme kabiliyetini arastirmak icin Fe*®
ile birlikte lizin ve MG'den olusan bir glikasyon model sistemi olusturularak S.
marianum tohumunun serbest radikal stpirme aktivitesi izerine koruyucu etkilerinin
gosterilmesi, hem literatiire biiyiik katki saglayacak hemde S. marianum’un AGE ile
iliskili hastaliklarda antiglikasyon ajam1 olarak, standart tedavi protokollerine

eklenmesini guindeme getirebilecektir.
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2. AGE inhibitorlerinin kesfi ve arastirilmasi diyabetin veya diger patolojik
komplikasyonlarinin Onlenmesinde potansiyel terapdtik bir yaklasimdir. Sentetik
bilesikler giiclii AGE inhibitorii olmalarina karsin ayn1 zamanda yan etkilere de neden
olmaktadir. Sentetik bilesiklerle kiyaslandiginda dogal bilesiklerin tlketiminin insan
sagligr i¢in daha giivenli oldugu kanitlanmistir. Diyabet tedavisi sirasinda kullanilan
ilaclarin aym1 zamanda antioksidan etkilerinin olmasi tedavi basarisini artirdigi ve
oksidatif hasara bagli sekonder hastalik olusumlarini azalttigi bilinmektedir. Bu amacla
dogal kaynaklardan yeni "anti-AGE" inhibitorlerinin  gelistirilmesine ihtiyag
duyulmaktadir.

3. Bitki ekstraktlarinin, fraksiyonlarinin ve bilesiklerinin AGE olusumu {izerine
inhibisyon aktiviteleri son yillarda ¢alisilmaktadir. Tiirkiye’de bu alanda yapilan ¢ok az

sayida c¢alisma mevcuttur. Bu calismanin hem literatiire hem de ilag tasarim

caligmalarina 6nemli yenilikler ve katki saglama potansiyeli bulunmaktadir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Nakamura ve ark (2007); pridoksal-5-fosfat (PLP) ve pridoksamin (PM)’nin
nefropati lizerine faydali etkilerinin olup olmadigini arastirmak icin streptozosin (STZ)
ile diyabet yapilan si¢anlara 16 hafta boyunca 600 mg/kg/giinliik olarak PLP ve PM oral
olarak vermisler. AGE’leri [imidazolon, Ne-(karboksimetil)lizin (CML) ve N2-2’-
deoksiguanozin (CEdG)], transforme edici biyime faktori-bl (TGF-bl), tip 1 kollojen
ve fibronektin, bdbreklerde immunohistokimya kullanilarak tespit ettmisler.
Bobreklerdeki AGE’ler icin reseptorler ve TGF-b1l gen ekspresyonunu ger¢ek zamanli
kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu kullanarak saptadilar. Sonug olarak PLP verilen
sicanlarda diyabetik sicanlara kiyasla albiiminiiri, glomeriiler hipertrofi, mezangial
genisleme, intertisyel fibrozu 6nemli Ol¢iide inhibe ettigini PM’nin ise ¢ok etKisi
olmadigimi saptamiglar. Boylelikle PLP’nin diyabetik nefropati gibi AGE kaynakl

hastaliklarin tedavisinde umut verici oldugu 6ne stiriilmiistiir.

Jung Hoon Kang (2005); Beta-alanin ve L-histidin amino asitlerinin bir
kombinasyonu olan ve aymi zamanda ¢ok gii¢lii bir antioksidant olan karnozin’in
MG/lizin/Fe*® sistemiyle DNA’da olusturulan hasari 6nleme ve hidroksi radikalini
sondiirme  aktivitesini incelemistir. MG/lizin/Fe*® sistemiyle olusan hidroksi
radikallerini  tiobarbitlirik  asit-reaktif madde (TBARS) yontemiyle Olglilmiis.
Karnozinin hidroksi radikalini % 50-95 oraninda sondiirdiigii ve etkili bir glikasyon

onleyicisi oldugu saptanmustir.

Ali ve ark (2013); Antioksidantlarin DNA ve protein hasarini 6nleme etkisini
arastirmuglar. In vitro olarak DNA’da MG/lizin/Fe*® sistemiyle hasar olusturup,
pridoksin (P), Pridoksal-5-fosfat, Pridoksamin’in bu hasar1 Onleme etkisi jel
elektroforez yontemiyle incelenmistir. Bu vitaminlerin PLP>P>PM siralamasina goére
DNA hasarini 6nledigini gozlemlemisler. DNA da seker ve seker fofatlarinin yaptigi
hasar1 gdstermek amaciyla da MG/lizin/Fe*® sistemine sirastyla glukoz, glukoz-6-fosfat,
riboz, riboz-5-fosfat, fruktoz-6-fosfat ve fruktoz-1,6-bis-fosfat ekleyip jel elekroforez
yontemiyle incelemisler. Sekerlerin DNA da glukoz< glukoz-6-fosfat< fruktoz-1,6-bis-
fosfat< riboz=riboz-5-fosfat <fruktoz-6-fosfat siralamasiyla hasar olusturdugu rapor

edilmistir.
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Hsin-Jung ve ark (2006); Metilglioksal ile indiiklenen hiicre hasarini, diyetle
alinan ve hormon benzeri bir isoflavon olan genisteinin koruyucu etkisi in vivo olarak
arastirtlmistir. Bu amagla 24 haftalik disi Wistar si¢anlarindan rastgele secilip herbiri on
hayvandan olusan dort gruba ayrilmistir. Birinci gruba standart bir diyet uygulanmus.
Ikinci gruba 12 g/kg genistein iceren standart diyet uygulanmis. Uglincli grubu standart
diyetle birlikte 100 uM MG ilaveli su ile beslenilmis. D6érdinct gruba ise 12 g/kg
genistein iceren standart diyet ve 100 UM MG ilaveli su ile beslenilmis. 2 Hafta sonra,
mononiikleer ¢alismalar igin doku Ornekleri izole edilmis. MG ilaveli grubun kontrol

grubuna gore daha yliksek oranda hiicre apoptozu gosterdigi belirlenmistir.

Levi ve Werman (2001); Fruktoz, glukoz ve bunlarin fosfat tiirevlerinin, bir
Escherichia coli konak¢iginda ampisiline direng kazandiran segilebilir bir amp genini
iceren c¢ift sarmalli DNA plazmidi (pBR 322) ile inkubasyonunda DNA’daki
degisiklikleri ve hasari agaroz jel elektroforezi ve antibiyotik direncinin 6l¢tlmesiyle
degerlendirilmistir. Sekerler ve onlarin fosfat tiirevleri 3, 6, 9, 12, 15 gun 37 °C
karanlikta inkiibe edilmis zamana bagli olarak DNA da degisikliklerin hizlandig1 ve
fruktozla karsilastirildiginda fruktoz-6-fosfatin daha kolay reaksiyon verdigi glukoz-6-
fosfatinda glukozdan daha kolay reaksiyon verdigi gozlemlenmistir. Ampisilin
direncinin 3 glnlik inkubasyon suresinden sonra tamamen kayboldugu ve transfekte
Escherichia coli konakgi hiicreler olustugu gozlemlenmistir. Sonu¢ olarak fizyolojik
araliktaki konsantrasyonlarda fruktoz ve metabolitlerinin yiiksek biyolojik sistemlerde
(6karyotik ve memeli hicrelerinde) DNA hasarinin olas1 indiikksiyonunda in vivo

kosullar altinda olasi roliiniin ¢ok 6nemli oldugu ileri siiriilmiistiir.

Khan ve ark (2014); Suaperoksit dismutaz (SOD) enzimi ile glukoz veya
metilglioksal kaynakli glikasyon flizerine ¢6rek otunun temel biyoaktif bileseni olan
Tymoquinone (TQ)’nin koruyucu etkisi arastirilmistir. SOD 37 °C de hem glukoz
(0.5M) ve metilglioksal (10 mM) ile ayr1 ayr1 hem de glukoz ve metilglioksal ile birlikte
10 giin inkiibe edilmis. Kontrol olarak da SOD tek basina inkiibe edilmis. Metilglioksal
ile SOD’un 10 glnlik inkibasyon silresi sonunda SOD’un kalint1 aktivitesinin % 46
oldugu ve metilglioksal ve glukoz ile SOD’un kalintisinin % 37 oldugu tespit edilmistir.
SOD/metilglioksal ve TQ (50 pM) ile bir saat inkiibe edilmis ve kontrol ile

kiyasladiginda SOD aktivitesindeki azalmanin % 8 oldugu gézlemlenmistir. inkiibasyon
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stiresi 10 giine ¢ikarildiginda ise SOD aktivitesindeki azalmanin % 47 oldugu tespit

edilmistir. TQ’nun kisa siireli glikasyonda koruyucu etkisinin oldugu ileri siiriilmiistiir.

Chayaratanasin ve ark (2015). Clitoria ternatea (kelebek bezelyesi ¢igegi) ¢gigek
yapraklarinin ekstraktinin (CTE) fruktoz kaynakli protein glikasyonu ve in vitro olarak
albumin oksidasyonuna bagli hasarlara kargi inhibisyon etkisi arastirilmistir.
BSA/fruktoz ve CTE bitki ekstraktinin varliginda ve yoklugunda 7,14, 21 ve 28 giin 37
°C de karanlikta inkiibasyona birakilmistir. Pozitif kontrol olarak Aminoguanidin
kullanilmis. Glike BSA’nin floresans AGE olusumu sirasiyla 355nm’de uyarilma ve
460 nm’de emisyon floresanslar1 spektrofotometre kullanilarak olgiilmiis. Glike
BSA’daki fruktozamin miktarinin 28 giinliik inkiibasyon sirasinda kademeli olarak 2 kat
artigit ve 28.giinde fruktozamin seviyesinin CTE ekstraktimin 0.25-1.00 mg/ml
konsantrasyon araliginda % 14,47 ile % 35,66 azalttig1 pozitif kontrol Aminoguanidinin
de 1.00 mg/ml’de %25.96 inhibisyon gosterdigi tespit edilmistir. Glike BSA’nin
karbonil igerigi deney slresi boyunca 3 kat ile 9.4 kat artis gosterdigi belirlenmistir.
BSA/fruktoz CTE (0.25-1.00 mg/ml) ile birlikte protein karbonil igerigindeki artisi
belirgin bir sekilde azalttig: tespit edilmis. 28.glinde glike BSA ile karsilastirildiginda,
karbonil igerigi 0.25-1.00 mg/ml konsatrasyonda % 8.23 ile %11.34 oraninda degisirken
aminoguanidinde bu oran %17.71 oldugu saptanmustir.

Caengprasath ve ark (2013). Pomelo (¢in greyfurdu) ekstraktinin meyve etinin
fruktoz kaynakli protein oksidasyonu ve glikasyona karsi koruyucu etkisi aragtirilmistir.
BSA/fruktoz sisteminde pomelo ekstraktinin varliginda ve yoklugunda 7, 14, 21 ve 28
giin inkiibe edilmis. Fruktozamini 0.25, 0.50, 1.00 ve 2.00 mg/ml konsantrasyonlarda
sirastyla %3.7, % 9.9, %17.5 ve %30 inhibe edildigini ve pozitif kontrol
Aminoguanidinin ise % 12.5 (0.50 mg/ml) inhibisyon gosterdigi tespit edilmistir.
Floresan olmayan AGE’lerin olusumu i¢in biyolojik belirte¢ olarak kullanilan CML’nin
olusumunu % 90 oraninda (0.50 mg/ml) inhibe ettifi ve Aminoguanidinin ise ayni
konsantrasyonda % 60 inhibisyon gosterdigi belirlenmistir. BSA/fruktoz sistemindeki
protein karbonil miktraini ise 1.00 ve 2.00 mg/ml konsantrasyonlarda sirasiyla %9.2 ve
% 28.5 azalttig1 poziti kontrol Aminoguanidinin ise (0.50 mg/ml) % 11.1 azalltig1 tespit

edilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. MATERYAL

Bu c¢alismanin materyalini olusturan Silypum marianum L. Gaertner
(Meryemana dikeni) bitkisinin tohumu Dicle Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla
Bitkileri Boliimii 6gretim tiyesi Prof. Dr. Siileyman KIZIL tarafindan kiiltiirii yapilarak

elde edilmistir.

3.1.1. Cahismada Kullanilan Bitkinin Monografisi

Silybum marianum, deve dikeni olarak da bilinir, Asteraceae bitki ailesinin yillik
veya iki yillik bir bitkisidir. Giiney Avrupa ve Asya’nin yerli bir bitkisi olup simdi
diinya ¢apinda bulunmaktadir. Bitkinin tibbi kisimlar1 olgunlasmis tohumlaridir. Deve
dikeni kirmizimsi1 mor cicekler ve parlak beyaz damarlar ile soluk yesil yapraklara

sahiptir. 40 ile 100 cm arasinda biiyiir. Yapraklar1 oblong lanseolattir.

3.1.1.1. Silmarinin Kimyasal Bilesimi

Deve dikeninin baslica ekstresi, olgunlasmis meyvelerde % 4 ile % 6 arasinda
silmarin’dir. Ana bilesen (% 60) silybin’dir ve ayn1 zamanda biyolojik acidan en aktif
bilesendir. Diger bilesenler bir metabolik uyarici olan silichristin ve silydianindir.
Silmarin, bitkinin meyvelerinde yiksek konsantrasyonda bulunur. Dort flavonolignan
izomerin yani silybin, izosilybin, silydianin ve silychristinin kompleks bir karisimidir.
Silmarin, Silybum marianum L. tohumlarindan elde edilen biyoaktif bir 6zuttir ve %
65-85 silychristin, izosilychristin, silydianin, silybin A ve B, izosilybin A ve B gibi

flavolignanlar1 ve ayrica % 20-35 yag asitleri, flavonoidler ve diger polifenolikleri de
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icerir. Dogal bilesik olan silybin iki diastereomer karigimidir (yaklasik 1:1 oraninda):
silybin A/B. Silmarin silibinin A ve B/silybin/silmarin 1, izosilybinin A/B,
silychristin/silmarin 1l ve silydianin igeren bir kompleks flavonolignandir (Pradhan ve
Girish 2006).

3.1.1.2. Silmarinin Saghk Faydalar:

Deve dikeni, sariligin yani sira hepatit tedavisinde kullanilabilecek ¢ok faydali
bir bitkidir. Kanser tedavisinde enfeksiyon asir1 alkolizm veya kemoterapiden dolay1
hasar goren karaciger i¢in ¢ok yararli bir ilagtir. Deve dikeni kemoterapi alan kanser
hastalar tarafindan kullanildiginda radyasyondan dolay:1 karacigere yapilan hasarlarin
azaltilmasinda ve kemoterapi tedavisinin bitiminden sonra yan etkilerden kurtulmanin
kolaylastirllmasinda ¢ok faydalidir. Laboratuar c¢alismalari, silmarin’in hiicre
bolinmesini inhibe etme, kanser hicrelerinin Omriini kisaltma ve timorlere kan
tedarikini azaltma kabiliyetine sahip oldugunu gostermistir. Silymarin, tip 2 diyabet
tedavisinde de etkilidir. Silmarin tip 2 diyabetli hastalarda insdlin direncini azaltma
yetenegine sahiptir. Deve dikeni ekstraktinda bulunan flavonoidler DNA ve hiicresel
yapilara zarar veren karsiz ve reaktif bilesikler olan serbest radikalleri séndiren gucli
antioksidanlardir. Kanser, diyabet, karaciger hastaligi, kardiovaskiiler hastaliklar ve
diger hastaliklar1 6nlemek icin viicut tarafindan antioksidanlara ihtiya¢ duyulmaktadir.
Klinik arastirmalarin sonuglari silmarin’in I16semi i¢in kemoterapinin zararli yan

etkilerini 6nemli 6l¢iide azalttigini gostermistir (Tahera ve ark. 2005).

Anti-tiiberkiiloz ilaglarinin ¢esitli yan etkileri bilinmektedir. Bilinen en iyi toksik
ilag etkisi hepatotoksisitedir. Bu gibi durumlarda silmarin karacigerin korunmasi ve
karaciger yenilenmesinde etkili bir ajan olarak goérev yapar. Tiiberkiiloz tedavisinde
etkin anti tiberkuloz ilaclar isoniazid, rifampisin ve pirazinamid etkili ilaglardir ancak
bu ilaglarin kullanimi dokularda, o6zellikle karacigerde hepatite yol agan toksik
reaksiyonlarla iligkilendirilir. S. marianum’dan elde edilen gugcli antioksidan aktiviteye
sahip standart bitki 0zUtii silmarin, karaciger korunmasi ve karaciger rejenerasyonu igin
etkin bir madde olarak bilinir. Silmarin karacigerdeki glutatyonu saglikli kisilerde %
35°den daha fazla ve sicanlarda da % 50’den fazla artirir. Glutatyon, genis bir hormon,
ilag ve kimyasal detoksifikasyondan sorumludur. Karacigerde yiiksek diizeyde
glutatyon detoksifikasyon kapasitesini artirir (Katiyar 2005).
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3.1.1.3. Silmarinin Farmakolojik Ozellikleri

Deve dikeni en aktif bilesen olarak silmarin igerir. Silmarin karaciger hastaligi
gibi bir¢cok hastalik igin de potansiyel olarak faydali olabilir. Silmarin antiviral,
antibakteriyel, antioksidant, antikanser ve hepatoprotektif dzelliklere sahiptir (Hadaruga
ve Hadaruga 2009).

Silmarin  ilaglardan  kaynaklanan hepatotoksisitede ve hepatobiliyer
hastaliklarinda hepatoproteksiyon i¢in yararli bir ilagtir. Silmarin, dejeneratif nekroz ve
fonksiyonel bozuklukla Kkarakterize birgok karaciger rahatsizhiginin tedavisinde
kullanilir. Bilesik ayn1 zamanda hepatositleri radyasyon, asir1 demir yiliklenmesi ve viral
hepatite bagli yaralanmalara kars1 korur. Bir antioksidan olarak silmarin toksinlere
maruz kalan hucrelere zarar verebilen serbest radikalleri temizler. Silmarin’in
antioksidan aktivitesinin E vitamininden on kat daha gii¢li oldugu gdosterilmistir

(Madani ve ark. 2008).

Silmarin ayn1 zamanda hiicre kiiltiirlinde 6nemli antioksidan enzim siiperoksit
dismutaz seviyesini de artirir. Karacigerdeki protein sentezini uyarir ve bu da hasar

goren hiicrelerin yerine yeni karaciger hiicrelerinin iiretiminde artisa neden olur.

Silmarin’in bir antioksidan ve hepatoprotektif ajan olarak rolu iyi bilinmesine
ragmen, bir antikanser ajan olarak rolii ortaya c¢ikmaya baglamistir. Kapsaml
aragtirmalar silmarin’in drnegin prostat, gogilis, yumurtalik, kolon, akciger, mesane vs.
gibi ¢esitli tiimor hiicrelerinin poliferasyonunu bastirabildigini gostermistir. Bu, GyS
fazindaki hiicre dongiistiniin durdurulmasi, siklin bagimli kinaz inhibit6rlerinin
indiklenmesi (p15, p21 ve p27 gibi) ve anti-apoptotik gen iriinlerinin asagi
regulasyonu (6rnegin, Bcl-2 ve Bcl-XL), hiicre sag kalimi kinazlarinin inhibisyonu
(AKT, PKC ve MAPK ) ve enflamatuar transkripsiyon faktorlerinin (6rnegin, NF-
kappaB ) inhibisyonu vasitasiyla basarilir. Silmarin ayni zamanda tiimor hiicrelerinin
istila (MMP-9), anjiyogenez (VEGF) ve metastazinin poliferasyonunda rol oynayan gen
urinlerini (cyclin D1, EGFR, COX-2, TGF-beta, ICF-IR), asag1 yone regiile edebilir
(Agarwal ve ark 2006).
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3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Glukoz (Sigma-Aldrich), glukoz-6-fosfat (Sigma-Aldrich), fruktoz-1,6-bisfosfat
(Sigma-Aldrich), riboz (Sigma-Aldrich), riboz-5-fosfat (Sigma-Aldrich), fruktoz
(Sigma-Aldrich), fruktoz-6-fosfat (Sigma-Aldrich), metilglioksal (Sigma-Aldrich),
gallik asit (Sigma-Aldrich), BSA (Bovin serum albimin) (Sigma-Aldrich),
aminoguanidin (Sigma-Aldrich), EcoR1 digested DNA (Sigma-Aldrich), Hindll1 DNA
(Sigma-Aldrich), PBR 322 Plazmid DNA (Sigma-Aldrich), etanol (Sigma-Aldrich),
agaroz (Sigma-Aldrich), folin ciocalteu’s fenol reaktifi (Merck), Quercetin (Fluka),
pridoksin (P) (Sigma-Aldrich), pridoksal 5- fosfat (PLP) (Sigma-Aldrich), pridoksamin
(PM) (SigmAldrich), Nitro blue tetrazolium (NBT) (Sigma-Aldrich), trolox (Sigma-
Aldrich), 2,4,6-tripiridil-s-triazin (TPTZ) (Sigma-Aldrich), demir-111-klorir (Merck),
sodyum azid (Merck), guanidin, 2,2’-azinobis- (3-etilbenzotiazolin-6- silfonikasit)
(ABTS) (Sigma-Aldrich), Griard-T reaktifi (Sigma-Aldrich), 2,4-dinitrofenilhidrazin
(DNPH) (Sigma-Aldrich), trikloroasetikasit (TCA) (Sigma-Aldrich), sodyum
dodesilsulfat (Sigma-Aldrich), etidyum bromdir (Sigma-Aldrich), lizin (Sigma-Aldrich),
bromofenol blue (Sigma-Aldrich), etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) (Sigma-
Aldrich), biitillenmis hidroksitoluen (BHT) (Sigma-Aldrich), biitillenmis hidroksianisol
(BHA) (Sigma-Aldrich).

3.1.3. Kullanilan Aletler

Jel gorintileme sistemi (Bio-Rad, Quantity One programi, 4.5.2 versiyonu),
Yatay DNA elektroforez (Biorad), Dikey SDS-PAGE elektroforez (Biorad) gii¢ kaynagi
(Biorad-power PAC 3000), UV-visible, Cary 100 spekrometre (Varian), santrifij
(Universal 320R Hettich), santrifij (mini spin plus-eppendorf), vorteks (Heidolph),
sterilizator (Heraeus), liyofilizator (christ, alpha 2-4 LD), otoklav (Hirayama-HV-502),
calkalayici (Memmert), terazi, pH metre (Mettler Toledo), c¢eker ocak, vakumlu
evaporatdr (RE 100B, Bibby Strilin Ltd.), membran filtresi (Schleicher&Schuell),
blender, -20 derin dondurucu (Sanyo), mikrodalga firin ve buzdolabi (Argelik) cihazlar
kullanilda.
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3.2. METOT

3.2.1. Bitki Ekstraktinin Hazirlanmasi

40 g Silypum marianum bitki tohumu Waring Commercial elektronik
laboratuvar blender da ogitiiliip soxhlet kartuslarina alindi. Kartuslar soxhlet
ekstraktoriine yerlestirildi ve bitki tohumundan yagin1 arindirmak i¢in 60 °C’de 400 ml
petrol eteriyle 6 saat ekstraksiyon yapildi. Yagindan arindirilmis olan bitki tohumu
tekrar 400 ml etanol:su (1:1) ¢Ozuci sistemi ile 6 saat ekstrakte edildi. Cozlict olarak
kullanilan etanol, Heidolph Rotary Evaporatorle uguruldu. Geriye kalan su ekstrakti sivi
azotta dondurulup Christ Alpha 1-2 LD plus liyofilizatérde 24 saat -86 °C ve 0,0021
mbar basing altinda dondurularak kurutuldu. % 6.12 verim ile 2,45 g Silybum marianum

bitki tohumu ekstrakt1 elde edildi.

3.2.2. Total Fenolik Bilesen Miktar Tayini

S. marianum bitki tohumunun etanol:su (1:1) ekstraktinin igerisindeki toplam
fenolik bilesen miktar1 Folin-Ciocalteus tarafindan tanimlanan prosediirin modifiye
edilmis versiyonuna gore belirlendi (Singleton ve ark. 1999). Folin-Ciocalteu reaktifi
(FCR) molibdofosfotungstik heteropoliasittir. Fenolik bilesiklerden bazik ortamda
(pH=10) FCR’ye elektron transfer edilmesiyle olusan mavi renkli kompleksin 765
nm’de spektrofotometrik olarak Olctilmesi temeline dayanan bir yontemdir. Standart
bilesik olarak genellikle gallik asit kullanilir ve sonuglar gallik asit esdegeri (Hg/ml)

olarak hesaplanir.

HO OH
OH

Sekil 3.1. Gallik asitin yapisi

Gallik asitin 5 mg/ml’lik stok ¢ozeltisi hazirlandi ve bu stok ¢6zeltiden 50, 100,
150, 200, 250, 300, 350 ve 400 pg/ml’lik konsantrasyonlarinda seyreltilmis ¢ozeltiler
hazirlandi. S. marianum bitki ekstraktinin 1 mg/ml’lik ¢ozeltisi etanolde hazirlandi.

Konsantrasyonlarina gore gallik asit ve ekstrakt ¢ozeltisinden 40 pl alind1 ve iizerlerine
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1160 pl saf su ve 200 pl 2N Folin reaktifi ilave edilip vorteksleme yapildi. Bu karigim 5
dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra iizerine 600 pul % 20’lik Na2CO3 ¢ozeltisi
ilave edilip vorteksleme yapildi. Karisim oda sicaklifinda 2 saat boyunca calkalamali
inkibator’de inkibe edildi. Daha sonra Spektrofotometre cihazi ile 765 nm’de

absorbanslar1 6l¢iildii.

Gallik asitin artan konsantrasyonlarina karsi absorbans degerleri grafige gegirildi

ve asagidaki esitlik elde edildi.
Absorbans (A)=0,0024 x gallik asit (ug) (R? = 0.9987)

Bu esitlik kullanilarak bitki ekstraktin icerdigi toplam fenolik bilesen miktari
gallik asite esdeger olarak hesaplandi.

3.2.3. Total Flavonoid Bilesen Miktar Tayini

S. marianum bitki tohumunun etanol-su ekstraktinin flavonoid igerigi Zhishen ve
ark. (1999) tarafindan tanimlanan aliminyum klorir kolorimetrik yontemle tayin edildi.
Bu yontem, AICI3’Un, flavonlarin ve flavonollerin C-4 keto gruplar1 ve C-3 veya C-5
hidroksil grubu ile asit kararli kompleksler olusturmasi prensibine dayanir. Standart
olarak quercetin kullanild1 ve bitki ekstrakti i¢cindeki toplam flavonoid bilesen miktari

quercetine esdeger olarak hesaplandi.

Sekil 3.2. Quercetinin yapisi

Quercetinin metanol i¢indeki 100 pg/ml’lik stok ¢ozeltisinden 1, 5, 10, 15, 20 ve
25 pg/ml’lik konsantrasyonlarda seyreltmeler yapildi. Bitki ekstraktlarin 0.5 mg/ml’lik
¢ozeltisi hazirlandi. 1 ml quercetin ve 1 ml ekstrakt alinip tizerlerine 0,1 ml % 10’luk
Aliminyum (I11) nitrat, 0,1 ml 1M potasyum asetat ve 3,8 ml metanol eklendi.
Reaksiyon karisimi su banyosunda 25 °C’de 40 dakika inkiibasyona birakildi. Daha
sonra 415 nm’de Spektrofotometre cihazi ile absorbans degerleri 6l¢iildii.
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Quercetinin artan konsantrasyonlarina karsi absorbans degerleri grafige gecirildi

ve asagidaki esitlik elde edildi.
Absorbans (A)=0,014 x quercetin (ug) (R?=0,9974)

Bu esitlik kullanilarak bitki ekstraktinin igerdigi toplam flavonoid bilesen
miktar1 quercetine esdeger (QUE) olarak hesaplandi.

3.2.4. Indirgeme Giicii

S. marianum bitki tohumunun etanol:su (1:1) ekstraktinin indirgeme giicii
Oyaizu (1986) tarafindan tarif edilen kurulu bir prosediiriin degistirilmis bir versiyonu
kullanilarak 6l¢iildi. Bu yontemde BHT, BHA ve o-tokoferol pozitif kontrol olarak
kullanild1. Bitki ekstraktinin ve pozitif kontrollerin 1 mg/ml’lik stok ¢ozeltileri
hazirlandi. Bu stok ¢ozeltilerden 5, 10, 25, 50, 100 ve 150 pg/ml’lik seyreltik ¢ozeltiler
hazirlandi. Hazirlanan bu ¢ozeltilerden 1ml alinip tizerlerine 2,5 ml fosfat tamponu (0,2
M, pH=6.6) ve 2.5 ml %21’lik potasyum ferrisiyanir [K3Fe(CN)e] ilave edildi ve
karigim vortekslendi, sonra 50 °C’de 20 dakika inkiibasyona birakildi. Bu siirenin
sonunda karisima 2,5 ml %10’luk trikloroasetik asit (TCA) eklendi ve karisim iyice
karistirildiktan sonra 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij yapildi. Iki faza ayrilan karisimin
tist tabakasindan 2,5 ml alinip tizerine sirastyla 2,5 ml saf su ve 0,5 ml % 0,1’lik FeCl3
cOzeltisi ilave edilip vorteks yapildi. Sonra bu karisim oda sicakliginda 10 dakika
inkiibasyona birakildi. Spektrofotometre cihazi ile 700 nm’de absorbans o6l¢ildi ve
artan konsantrasyona karsi absorbans degerleri grafige gegirildi. Yuksek absorbans

degeri numunenin daha gii¢lii bir indirgeme giicii oldugunu gosterir.

3.2.5. ABTS Radikal Katyonunu Séndurme Aktivitesi

S. marianum bitki tohumunun etanol:su (1:1) ekstraktinin toplam radikal
stplrme kapasitesi ABTS yontemi kullanilarak tayin edildi. Bu yontem ABTS’nin (2,
2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-stlfonik asit)) potasyum persilfat ile oksidasyonu
sonucunda ABTS" radikal katyonunun olugsmasi ve bu radikalin ortamdaki
antioksidanlar tarafindan indirgenmesiyle 734 nm’de Olciilen absorbans degerlerinin

azalmasiyla ifade edilir.

ABTS cozeltisi (7 mM) ve potasyum persilfat ¢ozeltisi (2,45 mM) saf su icinde
hazirlanip karistirildi (v/v). ABTS stok ¢Ozeltisine potasyum perstlfat eklenince ABTS
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radikal katyonu (ABTS™) olusur. Bu karisim oda sicakliginda ve karanlikta 12-16 saat
bekletildi. Koyu mavi renkli bir ¢ozelti olustu ve bu ¢ozelti etanol ile 734 nm’de 0.70
absorbans degerine ulasacak sekilde seyreltildi. 30 °C’de 6-10 dakika bekletildikten
sonra dengeye ulasti. Img/ml de hazirlanan ekstraktlarin farkli konsantrasyonlarindan
(100, 150, 200, 250, 300 ul) 100 pl alindi ve buna 1,9 ml ABTS radikal katyonu
cozeltisinden ilave edilerek vorteksleme yapildi. 10 dakika oda sicakliginda
bekletildikten sonra Spektrometre cihazi ile 734 nm’de absorbans degerleri Slgiildii.
BHT pozitif kontrol olarak kullanildi. % inhibisyon degeri asagidaki formiile gore
hesaplandi.

% 1 = [ (Akontrol - Adrnek ) / Akontrol ] % 100

S SOz o S SOz
SO s N :©/ antioksidan SOz s N :©/
C[%N N ~ - \C[ >N N
N CoHs -K5S,0g N C2H5
CoHs CaHs

ABTS * (radikal) ABTS (renksiz)

Sekil 3.3. 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiyazolin-6-silfonik asit) (ABTS)’nin persilfatla oksidasyonu

3.2.6. In Vitro Olarak BSA’nin Glikasyonu

3.2.6.1. BSA’ min Fruktoz ile Glikasyonu

Glikasyon reaktanlar1 olarak BSA ve fruktoz kullaniminda modifikasyon takip
edidi. 0,2 M potasyum fosfat tamponu (pH 7,4, % 0,06 sodyum azid iceren) icinde BSA
(60 mg/ml) ve fruktoz (1,5 M) hazirlandi. Bu karisim 100 pl BSA ¢ozeltisi, 100 ul
fruktoz ¢ozeltisi ve 100 pl saf su icerecek sekilde cam tiiplerde bitki ekstraktinin ve
pozitif kontroliin varliginda ve yoklugunda 37 °C de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
karistmindan 0, 7, 14 ve 21. giinlerde ornekler alindi. Alinan 6rneklerden baglanmamis
sekerleri ve diger safsizliklart uzaklagtirmak igin érneklere esit miktarda soguk TCA (10
%) eklenerek +4 °C’de 15.000 rpm’de 5 dk santrifiijlendi. Supernatant dokalda, pellet 2
kez TCA ile yikandiktan sonra fosfat tamponunda ¢6ziildii ve bu reaksiyon karigimi -20

°C’ de saklandi.
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BSA ve fruktoz glikasyonunun saptanmasi i¢in pozitif kontrol olarak, glikasyon
inhibitord olarak bilinen Aminoguanidin (AG) kullanildi. AG’nin 100 pl deiyonize suda

3 MM ¢ozeltisi hazirlanarak kullanildi. (Yamaguchi ve ark.)

3.2.6.2. Total AGE Floresans Olguimi

Floresans spektrotroskopisi, AGE’lerin varligint degerlendirmek i¢in en dogru
tekniklerden biridir. 370 nm dalga boyunda uyarilma ve 440 nm dalga boyunda
emisyon, floresansta proteinlerdeki maillard Uriin seviyesinin in vitro ve in vivo
belirtecleri olarak yaygin kullanilir. Total AGE olusumu, AGE iiriinlerinin sirasiyla 370
nm’de uyarilma ve 440 nm’de emisyon floresanslar1 kullanilarak 6lgiildii. (Ardestani ve
Yazdanparast, 2007). AGE inhibisyon degerleri asagidaki formiil kullanilarak
hesaplandi.

% | = [ ( Frontrol- Fomek ) / Fkontrol ] x 100

(Fkontrol: Inhibitdr icermeyen ornegin floresans degeri Fomek: Inhibitdr iceren

ornegin floresans degeri )

3.2.6.3. Fruktozamin Testi

Fruktozamin testi kolorimetrik bir yontemdir. Alkali kosullar altinda
fruktozamin veya glikozlanmis serum proteinleri nitroblue tetrazolium’u (NBT)

indirger. Olugan mor renk dogrudan fruktozamin konsantrasyonu ile orantilidir.

Fruktozamin testi biraz modifikasyonla Baker, Zyzak ve Baynes (1994)
metoduna gore yapildi. Glikolizlenmis 6rneklerden 80 ul alindi ve tizerlerine sodyum
karbonat tamponu (100 mM, pH 10,35) i¢inde hazirlanmis 1,6 ml nitroblue tetrazolium
ilave edidi. Oda sicakliginda 15 dakika inkiibasyona birakildi. Bu siirenin sonunda 530

nm’de absorbans degerleri dl¢iildii. AG pozitif kontrol olarak kullanildi.

3.2.6.4. a-Dikarbonil Bilesiklerinin Tayini

BSA/fruktoz sistemiyle glikolizlenmis Orneklerdeki a- dikarbonil miktari
Girard-T testiyle belirlendi. Glikolizlenmis 6rneklerden 40 ul alinip 160 ul saf su ve
100 pl Griard-T reaktifi (0,5 M) ve 1700 ul sodyum format (pH 2.9) ile test tlpiinde
karistirildi ve 25°C” de 1 saat inkiibasyona birakildi. 290 nm’de absorbans 6lculdi. AG
pozitif kontrol olarak kullanildu.
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3.2.6.5. Protein Karbonil Miktar Tayini

Protein oksidasyonunun bir gostergesi olarak protein karbonil icerigi Levine ve
ark. (1990)’nin metoduna gore belirlendi. BSA/fruktoz sistemiyle glikolizlenmis
orneklerden 100 ul alind1 ve tizerlerine 2 M HCI ile hazirlanmis 1 ml 10 mM 2.4-difenil
hidrazin (DNPH) ¢ozeltisi eklendikten sonra 37 °C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi.
Bundan sonra bu karisima 1 ml soguk % 10 TCA (w/v) ilave edildi. TCA ¢0zeltisi
proteinlerin ¢6kmesini saglamaktadir. Karisim 3000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant kismi dokiildiikten sonra deney tiipiiniin dibindeki protein pelleti 2 ml
etanol:etil asetat (1:1, v/v) karigimi ile 3 defa yikandi. Bu pellet daha sonra 1 ml 6 M
guanidine-HCI ile suspansiyon haline getirilip 37 °C’de 15 dakika inkubasyona
birakildi. Son olarak, ortamdaki kalintilar1 ¢oktiirmek i¢in 3000 rpm’de 10 dakika

santrifiij yapildi. 374 nm’de absorbans degerleri ol¢tildii.

3.2.6.6. Protein Glikasyonunun SDS-PAGE Karakterizasyonu

BSA/fruktoz sisteminde inkube edilen Orneklere SDS-PAGE protein jel
elektroforezi uygulandi. 20 upl inkiibasyon karisimma 100 pl SDS-PAGE 06rnek
hazirlama tamponu eklendi. (Ornek hazirlama tamponu; 0,5 M Tris-HCI (pH: 6,8), 10
% (w/v) SDS, 10 % (v/v) gliserol, 1 % (v/v) 2-merkaptoetanol ve 5 % (w/v) bromofenol
blue icermektedir ). Ornekler 100 °C’de 5 dakika kaynatildi. Her 6rnekten 5 pl almip
jele yiklendi. Jel BioRad tanki igerisinde, BioRad 1.000/500 gii¢ kaynagi kullanilarak,
her jel icin 140 mAmp ve 300 volt akim uygulanarak yiriticl tampon icinde (Tris
base, glisin, SDS) 120 dakika yuratildi. Bu islemin sona ermesiyle jeller %15’lik
Coomassie parlak mavi R-250 boyasi ile 1 saat siireyle renklendirildikten sonra boya
cikarma sollisyonu (su:metanol:glasiyel asetik asit: 6:3:21, v:v:v) icinde bekletilerek

boya uzaklastirildi.

3.2.6.7. Band Yogunlugunun Ol¢iilmesi ve Grafikle Sunulmasi

Glikolizlenmis Proteinin miktarim1 ve band yogunlugunu belirleme jel
gortintiileme sistemi kullanilarak yapildi (Gel-Doc-XR; BioRad, Hercules, CA, USA).
Jeller Uzerindeki bantlar Quantity One Programme sistemiyle belirlendi (version 4.5.2,
BioRad). Boylece her bir bandin yogunlugu hesaplandi ve kontrol grupla standardize

edildi. Sonuglar 3 farkli 6l¢iimiin ortalamasi olarak gdsterildi.
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3.2.7. In Vitro Olarak DNA’nin Glikasyonu

3.2.7.1. DNA’nin Lizin ve Metilglioksal ile Glikasyonu

100 mM’lik potasyum fosfat tamponunda (pH 7,4) pBR 322 plazmid DNA (0,5
ug), lizin (20 mM), metilglioksal (20 Mm), Fe*3 (100 uM) ve silmarin etanol:su (1:1) ve
ticari silmarin ekstraktlariin (100-1000 pg/ml) varliginda ve yoklugunda 37 °C’de 2
saat inkiibasyona birakildi. Bu iki saatlik inkiibasyon siiresi dolduktan sonra bu karigim
-20 °C de 60 dakika dondurularak reaksiyon durduruldu. Orneklere 3 pl yiikleme
tamponu eklenerek agaroz jele yiklemeye hazir hale getirildi. Pozitif kontrol olarak
pridoksin (P) , pridoksal 5-fosfat (PLP) ve pridoksamin (PM) kullanildi. Agaroz (1 g),
100 ml Tris asetat tamponuna (40 mM tris asetat, 0,5 mM EDTA, pH 8,0) eklendi ve
mikrodalga firinda kaynatildi. 60 °C’ye sogutuldu. 1,5 pl etidyum bromir (10 mg/ml)
ilave edildi ve karistirildi. Cozelti kenarlar1 otoklav bandi ile sarilan ve tarak
yerlestirilen cam tabakaya dokiildii. Jelin donmasi i¢in oda sicakliginda 40-45 dakika
bekletildi. Kullanima hazir olan jelin kuyucuklarina hazirladigimiz o6rneklerden
yuklendi ve 200 ml Tris asetat tamponunda (40 mM tris asetat, 0,5 mM EDTA, pH 8.0)
60 V’ta 500 mA akim uygulanarak 90 dakika yiritiildii. Jel fotograflar Bio Rad Gel
Doc XR goriintileme sistemi ile cekilip, jel Gzerindeki DNA bantlari Quantity One
Programme sistemiyle belirlendi. (version 4.5.2, BioRad) (Suji ve ark., 2007).

3.2.7.2. DNA’nmin Seker ve Seker Fosfatlari ile Glikasyonu

100 mM’lik potasyum fosfat tamponunda (pH 7.4) pBR 322 plazmid DNA (0,5
ug), lizin (20 mM), metilglioksal (20 mM), Fe*® (100 pM) ve glukoz (250 mM),
glukoz-6-fosfat (250 mM), riboz (250 mM), riboz-5-fosfat (250 mM), fruktoz (250
mM), fruktoz-6-fosfat (250 mM), fruktoz 1,6-bisfosfat (250 mM) seker ve seker
fosfatlar1 ile 37 °C’de 2 saat inkiibasyona birakildi. Bu iki saatlik inkiibasyon siresi
dolduktan sonra bu karisim -20 °C de 60 dakika dondurularak reaksiyon durduruldu.
Orneklere 3 pl yiikleme tamponu eklendi, 6rnekler jele yiiklendi ve 60 V’ta 500 mA
akim uygulanarak 90 dakika yuritildd. Jellerin fotografi cekilip, bant yogunluklar
hesaplandi1 (Ahmed ve ark.)
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3.2.7.3. DNA’nin Fruktoz ile inkiibasyonu

Tris-HCI tamponu (50 mM; pH: 8,0) igerisinde, DNA ve fruktoz (0,4 M) 37°
C’de, karanlikta inkiibasyona birakildi. Ornekler 0, 3, 5 ve 7 giin bekletildikten sonra, 3
pl yikleme tamponu eklendi ve agaroz jeli hazirlandi. Kullanima hazir olan jelin
kuyucuklarina hazirladigimiz  6rneklerden yiiklendi. Jel 60 V’ta 500 mA akim
uygulanarak 90 dakika yiritiildi. Jellerin fotografi ¢ekilip, bant yogunluklar
hesapland: (Sahar ve ark. 2010).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Toplam Fenolik ve Flavonoid Bilesen Miltar Tayini

Cizelge 4.1. S. marianum bitkisinin etanol:su (1:1) ekstraktinin igindeki gallik asite esdeger toplam
fenolik ve quercetine esdeger toplam flavonoid bilesen miktarlari. Degerler U¢ deney sonucunun
ortalamasi alinarak ve + standart sapmalasi (SD) hesaplanarak verilmistir (n=3)

Toplam Fenolik ve Flavonoid Bilesen Miktar Tayini

Bitki ekstrakti Gallik asit esdegeri Quercetin esdegeri
(ng GAE/mg ekstrakt) (ng QUE/mg ekstrakt)
S. marianum 262.70 + 13.84 10.50+1.01
4.2. Indirgeme Giicii

Bitki ekstraktinin Fe*"’ii Fe?*’ye indirgeme giiciine bakildi. Indirgeme giicii

konsantrasyona karsi absorbans olarak verildi (Sekil 4.1.). Yiksek absorbans yiksek

indirgeme guclnu gosterir.

1.00+

0.75+

0.50+

Absorbans (700 nm)

0.25+

0.00-

25

50

T T
75 100 125

Konsantrasyon (ug/ml)

1
150

—o— Sly
—— qa-toc
—e— BHT
—¥— BHA

Sekil 4.2. S. marianum bitki tohumunun etanol:su (1:1) ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinin
Fe*"'li Fe?"'ye indirgeme guclniin spektrofotometrik olarak analizi. BHT BHA ve a-tokoferol
pozitif kontrol olarak kullanildi. Kontrol, ekstrakt veya pozitif kontrol icermeyen test 6rnegidir.
Yiiksek absorbans yiiksek indirgeme giiciinii gosterir. Her noktada bulunan deger li¢ deney
sonucunun ortalamasi ve + standart sapmalar (SD) hesaplanarak verilmistir (n=3)
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4.3. ABTS Radikalini Sondirme Aktivitesi

ABTS radikalini sondiirme aktivitesi incelenirken 100-300 pg/ml konsantrasyon
araliginda ¢alisildi. Bu konsantrasyon araliginda S. marianum bitkisinin etanol:su (1:1)
ekstraktinin ABTS radikalini sondirme aktivitesi % 35.4+1.5-70.8+1.1 pozitif kontrol
olarak kullanilan BHT nin ise % 52.5£3.6-94.7+2.6 olarak hesaplandi.
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Sekil 4.3. S. marianum bitkisinin etanol:su ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinin ABTS
radikali Uzerindeki sondiriici etkisi. BHT pozitif kontrol olarak kullanildi. Her noktada bulunan
deger ili¢ deney sonucunun ortalamasi ve + standart sapmalar (SD) hesaplanarak verilmistir
(n=3)

4.4. In vitro olarak BSA’nin Glikasyonu

4.4.1 Total AGE Floresans Olguimi

Total AGE olusumu, AGE iirlinlerinin sirastyla 370 nm’de uyarilma ve 440
nm’de yayilma floresanslar1 kullanilarak Sl¢iildii. Aminoguanidinin AGE inhibisyonu;
7. gun: % 74.04, 14. gin: % 78.29, 21. gin: % 81.83 olarak hesaplandi. BSA/fru
sisteminde Silypum marianum etanol:su (1:1) ekstraktinin (500 pg/ml)’nin AGE
inhibisyonu; 7. gun: % 92.57, 14. gun: % 95.06, 21. gin : % 98.82, ticari silmarin
ekstraktinin total AGE inhibisyon yiizdesi ise 7. giin: % 95.52, 14. gun: % 98.17, 21.
gun: % 98.73 olarak hesaplandi.
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Sekil 4.4.1.1. BSA/fru/AG (500 pg/ml), BSA/fru/S. marianum (500 pg/ml), BSA/frulticari
silmarin (500pg/ml), sistemlerinin total floresans yogunlugu
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Inkiibasyon zamani (giin)

Sekil 4.4.1.2. BSA/fru/S. marianum (50-500 pg/ml), sisteminin total AGE floresans yogunlugu
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Inkiibasyon zamani (giin)

Sekil 4.4.1.3. BSA/frufticari silmarin (50-500 pg/ml), sisteminin total AGE floresans yogunlugu

4.4.2. Fruktozamin Testi
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Inkiibasyon zamani (giin)

Sekil 4.4.2.1. BSA/fru/Aminoguanidin (AG) ve BSA/fru/S. marianum sisteminde inklbasyon
sonucu olusan amadori 0rlnlerinin spektroskopik olarak incelenmesi. Her noktada bulunan

deger ili¢ deney sonucunun ortalamasi ve + standart sapmalar (SD) hesaplanarak verilmistir
(n=3)
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Inkiibasyon zamani (giin)

Sekil 4.4.2.2. BSA/fru/Aminoguanidin (AG) ve BSA/fru/ticari silmarin sisteminde inkiibasyon
sonucu olusan amadori lirlinlerinin spektroskopik olarak incelenmesi. Her noktada bulunan

deger ii¢ deney sonucunun ortalamasi ve + standart sapmalar (SD) hesaplanarak verilmistir
(n=3)

4.4.3. a-Dikarbonil Tayini
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Inkiibasyon zamani (giin)

Sekil 4.4.3.1. BSA’nin Aminoguanidin (AG) varliginda fruktoz ile inkiibasyonu sonucu olugan
a-dikarbonil iiriinlerinin olusumu iizerine etkisinin spektrofotometrik olarak incelenmesi. Her

noktada bulunan deger ii¢ deney sonucunun ortalamasi ve + standart sapmalar (SD)
hesaplanarak verilmistir (n=3)
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nun inkiibasyonu sonucu olusan

)

Sekil 4.4.3.2. S. marianum etanol:su (1:1) ekstraktinin BSA/fru

Her noktada bulunan

deger li¢ deney sonucunun ortalamasi ve + standart sapmalar (SD) hesaplanarak verilmistir

a-dikarbonil Grlnleri Gzerine etkisinin spektroskopik olarak incelenmesi.
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Sekil 4.4.3.3. Ticari silmarin ekstraktinin BSA/fru’nun inkiibasyonu sonucu olusan a-dikarbonil

iiriinleri {izerine etkisinin spektroskopik olarak incelenmesi. Her noktada bulunan deger iig

=3)

deney sonucunun ortalamasi ve + standart sapmalar (SD) hesaplanarak verilmistir (n:

54



Nesrin INCEOREN

4.4.4. Protein Karbonil Miktar Tayini
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Sly (500 ug/ml)

Sekil 4.4.4.1 BSA/fru sisteminde Aminogunidin ve S. marianum bitki ekstraktinin varliginda
protein karbonil miktarindaki degisikligin spektroskopik olarak incelenmesi. Her noktada
bulunan deger ii¢ deney sonucunun ortalamasi ve + standart sapmalar (SD) hesaplanarak

verilmistir (n=3)
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[T T-sly (50 pg/ml)

T-sly (100 pg/ml)
XXA T-sly (250 ug/ml)
EEEEH T-sly (500 pg/ml)

Sekil 4.4.4.2 BSA/fru sisteminde Aminogunidin ve ticari silmarin bitki ekstraktinin varliginda
protein karbonil miktarindaki degisikligin spektroskopik olarak incelenmesi. Her noktada
bulunan deger li¢ deney sonucunun ortalamasi ve + standart sapmalar (SD) hesaplanarak

verilmistir (n=3)
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4.4.5. Glikolizlenmis Proteinin SDS-PAGE Karakterizasyonu

1 2 3 4 5 6 7 8 9

a

o Gl 6 o i 5

Fru-BSA/Ori-BSA

Sekil 4.4.5.1. Fruktoz ile glike olan proteinin AG varliginda SDS-PAGE profili. (a) SDS-PAGE
bantlar;; 1. Kontrol BSA, 2. BSA+Fruktoz 0.giin, 3. BSA+Fruktoz 7.gun, 4. BSA+Fruktoz
14.gun, 5. BSA+Fruktoz 21.gun 6. BSA+Fruktoz+AG 0.gun, 7. BSA+Fruktoz+AG 7.giin, 8.
BSA+Fruktoz+AG 14.gun, 9. BSA+Fruktoz+AG 21.gin (b) SDS-PAGE bantlarinin analizi:
Fruktoz ile glike BSA/Orjinal BSA. Her noktada bulunan deger ii¢ deney sonucunun ortalamasi
ve * standart sapmalar (SD) hesaplanarak verilmistir (n=3)
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Sekil 4.4.5.2. Fruktoz ile glike proteinin S. marianum varliginda SDS-PAGE profili. (a) SDS-
PAGE bantlar;; 1. Kontrol BSA, 2. BSA+Fruktoz 0.gun, 3. BSA+Fruktoz 7.gln, 4.
BSA+Fruktoz 14.gun, 5. BSA+Fruktoz 21.gin, 6. BSA+Fruktoz+Sly 0.gun, 7.
BSA+Fuktoz+Sly 7.gun, 8. BSA+Fruktoz+Sly 14.gln, 9. BSA+Fruktoz+Sly 21.gln (b) SDS-
PAGE bantlarinin analizi: Fruktoz ile glike BSA/Orjinal BSA. Her noktada bulunan deger ii¢
deney sonucunun ortalamasi ve + standart sapmalar (SD) hesaplanarak verilmistir (n=3)
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Sekil 4.4.5.3. Fruktoz ile glike proteinin ticari silmarin varliginda SDS-PAGE profili. (a) SDS-
PAGE bantlar;; 1. Kontrol BSA, 2. BSA+Fruktoz 0.gin, 3. BSA+Fruktoz 7.gin, 4.
BSA+Fruktoz 14.gin, 5. BSA+Fruktoz 21.gin 6. BSA+Fruktoz+T-Sly 0.gun, 7.
BSA+Fruktoz+T-Sly 7.gun, 8. BSA+Fruktoz+T-Sly 14.giin, 9. BSA+Fruktoz+T-Sly 21.gln (b)
SDS-PAGE bantlarinin analizi: Fruktoz ile glike BSA/Orjinal BSA. Her noktada bulunan deger
i¢ deney sonucunun ortalamasi ve + standart sapmalar (SD) hesaplanarak verilmistir (n=3)
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4.5, In Vitro Olarak DNA’nin Glikasyonu

4.5.1. DNA’min Lizin ve Metilglioksal ile Glikasyonu

mForm |
mForm 11

+ + + + + + + + + + + + + + + DNA
+ - - + + + + + + - + + + + Lizin

+ - + + + + + + + + + + MG

- + + + + + + + + + Fed*
- + - - - - - NaN3

- + - - - - - - - P
- + - - - - - - PM
- PLP

250 100 250 500 1000 S (ug)

Sekil 4.5.1.1. S. marianum bitkisinin etanol:su (1:1) ekstraktinin ve Bg vitamini ile tirevlerinin
lizin/MG/Fe*® varhginda pBR 322 plazmid DNA’sinda olusturulan hasarin Agaroz Jel
Elektroforezi ile 6nleme etkisinin incelenmesi. Reksiyonlar 37 °C’de gergeklestirildi.
Elektroforez, etidyum bromir (10 mg/ml) iceren % 1 Agaroz jelde, 90 dakika 60 V 500 mA
akim uygulanarak gergeklestirildi. Elektroforez tamponu: TAE (40 mM Tris asetat, | mM
EDTA, pH 8.2); Jellerin fotografi Bio Rad Gel Doc XR (BioRad, Hercules, CA, USA).
goruntiileme sistemi ile ¢ekildi ve % kesim hesaplamalart Quantity One programiyla (4.5.2
versiyonu, BioRad Co.) hesaplandi.
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Cizelge 4.2. S. marianum etanol:su (1:1) ekstraktinin ve Bg vitaminleri ile tlrevlerinin DNA ‘da
lizin/lMG/Fe*® ile olusturulan hasar1 énleme etkileri (%). (SC DNA form yiizdesi aym zamanda %
inhibisyon degerine karsilik gelmektedir)

Form (%)
Kuyucuk  Reaksiyon Kosullart SC oC LC
1 DNA 85,45 14,33 0
2 DNA+Lizin 83,06 16,94 0
3 DNA+MG 80,69 19,31 0
4 DNA+Fe*? 81,64 18,36 0
5 DNA+Lizin+MG 69,97 30,03 0
6 DNA+Lizin+MG+Fe*® 31,52 68,48 0
7 DNA+Sodyum azid+Lizin+MG+Fe*3 80,34 19,16 0
8 DNA+P+Lizin+MG+Fe*? 71,48 28,52 0
9 DNA+PM+Lizin+MG+Fe*3 29,90 70,10 0
10 DNA+PLP+Lizin+MG+Fe*® 65,80 34,20 0
11 DNA+S.marianum (250 pg/ml) 74,61 25,39 0
12 DNA+Lizin+MG+Fe*3+S. marianum (100 pg/ml) 78,75 21,25 0
13 DNA+ Lizin+MG+Fe*3+S. marianum (250 pg/ml) 78,71 21,28 0
14 DNA+ Lizin+MG+Fe**+S. marianum (500 pg/ml 84,75 15,24 0
15 DNA+ Lizin+MG+Fe**+S. marianum (1000 pg/ml) 85,07 14,93 0

*SC: Supercoiled, OC: Open circular, LC: Linear
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Sekil 4.5.1.2. Ticari silmarinin etanol:su (1:1) ekstraktinin ve Bg Vvitamini ile tdrevlerinin
lizin/MG/Fe*® varhginda pBR 322 plazmid DNA’sinda olusturulan hasarin Agaroz Jel
Elektroforezi ile o6nleme etkisinin incelenmesi. Reksiyonlar 37 °C’de gergeklestirildi.
Elektroforez, etidyum bromir (10 mg/ml) iceren % 1 Agaroz jelde, 90 dakika 60 V 500 mA
akim uygulanarak gergeklestirildi. Elektroforez tamponu: TAE (40 mM Tris asetat, 1 mM
EDTA, pH 8.2); Jellerin fotografi Bio Rad Gel Doc XR (BioRad, Hercules, CA, USA).
goriintilleme sistemi ile ¢ekildi ve % kesim hesaplamalart Quantity One programiyla (4.5.2
versiyonu, BioRad Co.) hesaplandi.
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Cizelge 4.3. Ticari silmarinin etanol:su (1:1) ekstraktinin ve Bg vitaminleri ile turevlerinin DNA ‘da
lizin/MG/Fe*® ile olusturulan hasar1 6nleme etkileri (%). (SC DNA form yiizdesi aym zamanda %
inhibisyon degerine karsilik gelmektedir)

Form (%)
Kuyucuk  Reaksiyon Kogullar SC oC LC
1 DNA 78,85 21,15 0
2 DNA+Lizin 78,64 21,31 0
3 DNA+MG 70,31 29,69 0
4 DNA+Fe*? 69,30 30,70 0
5 DNA+Lizin+MG 68,27 31,72 0
6 DNA+Lizin+MG+Fe*3 21,44 76,87 1,67
7 DNA+Sodyum azid+Lizin+MG+Fe*? 71,34 28,66 0
8 DNA+P+Lizin+MG+Fe* 64,62 35,38 0
9 DNA+PM+Lizin+MG+Fe*® 24,72 75,28 0
10 DNA+PLP+Lizin+MG+Fe*® 41,28 58,72 0
11 DNA+T-silmarin (250 pg/ml) 78,01 21,99 0
12 DNA+Lizin+MG+Fe*3+T- silmarin (100 pg/ml) 49,87 50,13 0
13 DNA+ Lizin+MG+Fe*3+ T-silmarin (250 pg/ml) 60,61 39,38 0
14 DNA+ Lizin+MG+Fe**+T-silmarin (500 pg/ml) 77,20 22,80 0
15 DNA+ Lizin+MG+Fe*3+T-silmarin (1000 pg/ml) 78,09 12,91 0

*SC: Supercoiled, OC: Open circular, LC: Linear
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% DNA/Kuyucuk

4.5.2. DNA’min Seker ve Seker Fosfatlari ile Glikasyonu
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Sekil 4.5.1.3. PBR 322 plazmid DNA’sinda Lizin/MG/Fe*® ile olusan hasarin ve
Lizin/Fe*3/Seker/seker fosfatlar: ile olusan hasar ile kiyaslanmasmim Agaroz Jel Elektroforezi
ile incelenmesi. Reksiyonlar 37 °C’de gergeklestirildi. Elektroforez, etidyum bromdar (10 mg/ml)
iceren % 1 Agaroz jelde, 90 dakika 60 V 500 mA akim uygulanarak gergeklestirildi.
Elektroforez tamponu: TAE (40 mM Tris asetat, | mM EDTA, pH 8.2); Jellerin fotografi Bio
Rad Gel Doc XR (BioRad, Hercules, CA, USA). gorlntileme sistemi ile ¢ekildi ve % kesim
hesaplamalar1 Quantity One programiyla (4.5.2 versiyonu, BioRad Co.) hesaplandi.
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Cizelge 4.4. Seker ve seker fosfatlarinin DNA’da olusturdugu hasarm incelenmesi.

Form (%)
Kuyucuk  Reaksiyon Kosullar1 sC ocC LC
1 DNA 86,50 13,50 0
2 DNA+Lizin 83,03 16,92 0
3 DNA+Fe*? 57,24 42,63 0,12
4 DNA+MG 83,63 16,37 0
5 DNA+Lizin+Fe*® 68,05 31,95 0
6 DNA+Lizin+MG+Fe*® 97,52 2.48
7 DNA+Lizin+Fe™+Glukoz 81,73 18,27 0
8 DNA+Lizin+Fe*+Glukoz-6-fosfat 73,72 26,28 0
9 DNA-+Lizin+Fe*3+Riboz 31,76 68,24 0
10 DNA+Lizin+Fe*+Riboz-5-fosfat 90,08 9.92
11 DNA+Lizin+Fe*+Fruktoz 43,83 56,17 0
12 DNA+Lizin+Fe*+Fruktoz-6-fosfat 13,37 86,16 0.46
13 DNA+ Lizin+Fe*3+ Fruktoz-1,6-bisfosfat 65,23 34,77 0
14 EcoR; Digested DNA
15 Lamda DNA/Hind 111 digested

*SC: Supercoiled, OC: Open circular, LC: Linear
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4.5.3. DNA’nin Fruktoz ile inkiibasyonu
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= - + - + - + Fruktoz
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Sekil 4.5.1.4. PBR 322 plazmid DNA’nin fruktoz ile 0, 3, 5 ve 7 glnlik inkiibasyonunun
Agaroz Jel elektroforezi ile incelenmesi.

Cizelge 4.4. Fruktozun DNA’da meydana getirdigi hasarin etkileri

Form (%)
Kuyucuk Reaksiyon Kosullari SC ocC LC
1 DNA 0.giin 79,95 20,05 0
2 DNA 3.giin 49,55 25,59 24,86
3 DNA+Fruktoz 3.gin 1,85 55,27 42,88
4 DNA 5.giin 40,79 35,97 23,24
5 DNA+Fruktoz 5.gin 11,50 47,2 52,22
6 DNA 7.gln 47,2 52,40 0,40
7 DNA+Fruktoz 7.gln 61,22 35,43 3,35

*SC: Supercoiled, OC: Open circular, LC: Linear

65



4. ARASTIRMA BULGULARI

66



Nesrin INCEOREN

5. TARTISMA VE SONUC

Bitkilerin saglik ve tibbi amaglarla kullanimi insanlik tarihiyle birlikte
baslamistir. Diinyada var olan yaklasik 250 bin bitki tiirlinden 35-70 bin tiiriin tibbi
amaglarla kullamldig1 tahmin edilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii'ne gore gelismekte
olan iilkeler basta olmak iizere diinya niifusunun yaklasik %70-80’i ilk basamak
tedavide konvansiyonel olmayan ilaglar tercih etmektedir. Ayrica gelismis iilkelerde
receteli ilaglarin yaklagsik % 25’ini bitkisel kokenli etken maddeler olusturmaktadir
(Farnsworth ve ark. 1985).

Bitkisel kaynakli ilaclara karsi artan bu ilgi birka¢ nedene baghidir:
Konvensiyonal tedavi ile istenen etkinin gorilememesi, sentetik ilaglarin yanlig
kullanimlar1 sonucu ortaya ¢ikan yan etkiler, Diinya niifusunun biiyiik ¢ogunlugunun
konvensiyonal farmakolojik tedaviye erisme olanagmin bulunmamasi, bitkilerle
tedavinin herhangi bir zararli etkisinin olmadigi goriisii (Raghavendra ve ark 2009).
Sayisiz ¢alismalar bitkilerin yapilarinda bulanan polifenolik bilesiklerin diyabet, kanser,
kardiyovaskiiler ve norodejeneratif gibi hastaliklarin 6nlenmesinde ¢ok 6nemli roller

oynadigini gostermektedir.

Diabetes Mellitus (DM), insiilin salinimi, insiilin etkisi veya bu faktorlerin her ikisinde
de bozukluk nedeniyle ortaya ¢ikan hiperglisemi ile karakterize kronik metabolik bir
hastaliktir. Diyabet, kronik metabolik bir bozukluk oldugu gibi ayn1 zamanda da artmis
bir oksidatif stres durumudur. Diyabette artmis serbest radikaller lipidler, proteinler ve
nikleik asitlerle etkileserek membran biitiinliigiiniin kaybina, proteinlerde yapisal ve
fonksiyonel degisikliklere ve genetik mutasyonlara yol agmaktadir (Vincent, 2004).
Diyabette serbest radikal olusumunun arttig1 ve radikal baglayici sistemlerde azalma
oldugu ileri siiriilerek, diyabetiklerin antioksidanlara daha ¢ok ihtiyag gosterebilecegi
savunulmustur. Serbest radikal kaynakli hasar1 6nlemede normal diizeylerdeki
antioksidan savunma mekanizmasi yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle dogal eksojen
kaynakli antioksidan kullanimi1 umut vericidir (Cheesman ve ark. 1993). Bu ¢alisma ile
protein ve DNA glikasyonu sonucu olusan ileri glikasyon son iiriinlerinin (AGE) DNA
ve proteinlerde olusturdugu hasara karsi Asteraceae familyasina ait bir bitki olan
S.marianum (deve dikeni) bitki tohumunun etanol:su ekstraktinin 6ncelikle antioksidan

ve serbest radikalleri sondiirme etkisi aragtirilmistir. Daha sonra antiglikasyon etkisi
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in vitro BSA/Fruktoz model sistemiyle ileri glikasyon son drinleri olan AGE’ler

iizerinde inhibisyon etkisi aragtirilmistir.

5.1. Toplam Fenolik ve Flavonoid Bilesen Miktarlari

Polifenoller; flavonoidleri, fenolik asitleri ve fenolik polimerleri iceren
fitokimyasallarin en genis gruplarindan birini olusturan giicli antioksidanlardir.
Antioksidanlar, ROT’nin olusumunu engellemek ve bunlarin meydana getirdigi hasari
onlemek agisindan farkli etki mekanizmalarina sahiptir. Antioksidanlar, olusan serbest
radikalleri toplayip, kararli hale getirerek, zincir kirici etki ile serbest radikal {ireten
kimyasal reaksiyonlar1 durdurarak, baskilayici etki ile reaksiyon hizini azaltarak, onarici
etki ile biyolojik molekiilerdeki hasar1 onararak, organizmadaki antioksidan enzimler ile

enzimatik olmayan antioksidanlarin sentezini arttirarak etki gosterirler.

Onceki arastirmalar, gidalardaki fenolik bilesiklerin reaktif karbonilleri
temizleyebilecegini ve AGE iiretimini engelledigini gdstermistir. Ornegin, yesil caydan
katesin, epikatesin, epigallokatesin, epigallokatesin 3- galllat ve siyah caydan elde
edilen theaflavin 3,3’-digallat farkli protein glikasyon safhalarmi engelledigi
bulunmustur (Cheng ve ark. 2009).

Polifenollerin  antioksidan  aktiviteleri kimyasal yapilarina  baghdir.
Flavonoidlerin antiglikatif etkileri yap1 aktivite iliskileri ile yakindan ilgilidir. Genel
olarak, flavonlar birkag¢ istisna disinda flavonoller, flavononlar ve izoflavononlar ile

karsilagtirildiginda AGE’lerin olusumu iizerinde daha gii¢lii inhibitor etki gosterirler.

O.__Ph O.__Ph O.__Ph 0
| | |
OH Ph
0 o) 0 0

Flavone Flavonol Flavanone isoflavone
Sekil.5.1. Bazi tipik flavonoidlerin yapisi

Flavonoidler igin fonksiyonel gruplar s6z konusu oldugunda, C-3’
pozisyonundaki hidroksil grubu AGE olusumunda inhibitor aktivite i¢i yararl iken C-3
pozisyonundaki hidroksil grup sart degildir (Wu ve Yen 2005) (Sekil 5.2.). B halkasinin
5’ konumundaki tek hidroksil grubu inhibisyon aktivitesine katkida bulunur (Lou ve
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ark. 2001). Hidroksil gruplarinin sayist 3’-, 4’-, 5- ve 7’yi iceren pozisyonlarda
artiginda inhibe edici aktivite buna bagli olarak kuvvetlenir. Ayrica bazi pozisyonlarda
hidroksil gruplarinin metilasyonu ve glikozilasyonu glikasyonda inhibisyon aktivitesini
de etkiler. Ornegin, flavonollerin 3-OH grubunun metilasyonu inhibisyon aktivitesinin
artmasina neden olur iken C-7 pozisyomundaki hidroksil grubunun glikozilasyonu ve
flavonlar, flavonoller ve flavononlerin 4’-hidroksil groplarinda hidroksil grubunun
metilasyon ve glikozilasyonunun inhibisyon aktivitesini azalttigi goriilmiistiir (Matsuda

ve ark. 2003).

Sekil 5.2. Flavonoidlerin genel kimyasal yapisi

Calismada kullanilan S. marianum bitki tohumunun etanol:su (1:1) ekstraktinin
icerdigi toplam fenolik bilesen miktar1 gallik aside, toplam flavonoid bilesen miktari ise
quercetine esdeger olarak hesaplandi (Tablo 4.1.). S. marianum bitki tohumunun etanol-
su ekstraktinin 1 mg’nin igerdigi fenolik bilesen 262.70 ug GAE ve flavonoid miktari
ise 10.50 ug QUE esdeger olarak hesaplandi. Bulunan bu degerler S. marianum bitki
tohumunun etanol:su ekstraktinin fenolik ve flavonoid bilesen miktarinin yiiksek
oldugunu gosteriyor. Silmarin’in sekil 5.3’deki yapilar dikkate alindiginda hidroksil

gruplarindan dolay1 iyi bir radikal sondiiriicli oldugu sdylenebilir.
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Sekil 5.3. Silmarin bilesenlerinin temel yapilar1

5.2. Indirgeme Giicii Tayini

Bir bilesigin indirgeme giicii de antioksidan aktivitesi ile iligkilendirilmistir.
Arastirmacilar belirli bitki ekstrelerinin indirgeme giici ve antioksidant aktiviteleri
arasinda dogrudan bir korelasyon oldugunu goézlemlediler ve gosterdiler (Ferrari ve
Torres 2003). Ayrica, gegis metallerinin organizmalarda oksijen serbest metallerinin
hem baslatilmasinda hem de yayilmasinda rol oynadig: bildirilmistir. Demir ve bakir
gibi gecis elementleri, elektron transfer reaksiyonlarina katilabilecek bir veya birden
fazla eslenmemis elektron icerdiklerinden dolay1 oksidasyon reaksiyonlarinin giiclii
katalizorleridir (Wang ve ark. 2007). Fe*® iyonlarmin indirgenmesi, bir bilesigin
antioksidan aktivite gosterebilmesi igin 6nemli bir mekanizma olan elektron verebilme
yeteneginin gostergesidir ve diger antioksidan ozellikler ile de yakindan iligkilidir.
Serbest radikaller genellikle koroner kalp hastaligi, diyabet, yaslanma, kanser ve
demans dahil olmak iizere biyolojik molekiillerin oksidatif hasarinin ana nedeni olarak
bilinirler (Ferrari ve Torres 2003). Stperoksit radikallerinin sondirilmesi (ROS’un bir
oncust olarak hiicresel bilesenlere zararli olarak kabul edilir), antioksidan aktivite

mekanizmasini agikliga kavusturmanin en 6énemli yollarindan biridir (Je ve Kim 2006).
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Calismada kullamlan bitki ekstraktinin ortamdaki Fe*¥(i indirgeme kabiliyeti BHT,
BHA ve a- tokoferol ile kiyaslandi.

Bitki ekstraktinin indirgeme giicli konsantrasyona bagli olarak artis gosterdi.
Indirgeme giigleri BHT, BHA ve a-tokoferol standartlar1 ile kiyaslandiginda bitki
ekstraktinin  standartlardan daha diisiik indirgeme kapasitesine sahip oldugu

gozlemlendi (Sekil 4.2).

Shiwani ve arkadaslar1 (2012) geleneksel olarak kokleri cilt hastaliklar1 ve
sarilik i¢in kullanilan 200°den fazla tiirii tespit edilen karabugday ailesine ait ¢ok yillik
yabani bir otsu bitki olan Rumex crispus (koyun ya da Fransiz kuzu kulagi)’un saf
metanol ve % 80’lik metanol kok ekstraktinin DNA ve protein koruma kabiliyetini anti
kanser ve serbest radikal sondiirme 6zelliklerini arastirmislardir. Rumex crispus’un 50-
800 pg/ml konsantrasyon aralignda indirgeme giiciinii pozitif kontrol olarak BHT ve a-
tokoferol kullanarak incelemisler. Indirgeme potansiyellerini artan konsantrasyona bagl
olarak % 80’lik metanol ekstraktinda 29.1 ve saf metanol ekstraktinda da 29.9 olarak

gozlemlemislerdir.

5.3. ABTS Radikal Katyonunu Séndirme Aktivitesi

Serbest radikaller ve reaktif oksijen tirleri (ROS) normal hicresel suregler,
cevresel stresler ve UV 1sinlamasi ile liretilen yiiksek oranda reaktif molekiillerdir.
ROS’lar hiicresel bilesenler ile reaksiyona girer DNA, karbonhidratlar, proteinler ve
lipitlere zarar vererek hiicresel ve doku yaralanmasina neden olur. Ayrica gen
ekspresyonunu etkilerler ve de kanser diyabet ve norodejeneratif hastaliklar gibi
hastaliklarin patogenezinde aktif olarak yer alirlar. Bitki drneklerinin serbest radikal
sondurme aktivitesi ABTS radikal katyonunun renk giderme analizi ile belirlenir. Bu

yontemde, 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiyazolin-6-silfonik asit) (ABTS)’in persulfatla
oksidasyonuyla, ABTS™ radikali olusturulur. Bu radikal, toplam radikal siipiirme

kapasitesini 6lgmek i¢in kullanilir. Bu metot antioksidan bilesikler tarafindan ABTS nin

rengini kaybetmesi temeline dayanir.

Mesias ve ark. (2014) Arabica ve Robusta gesitlerinden elde edilen kahve
silverskin ekstraktlarinin radikal sondiirme aktivitelerini 219.9 pmol TEAC/g ve 225.8
pumol TEAC/g olarak tespit etmislerdir.

71



5. TARTISMA VE SONUC

Calismada kullanilan bitki ekstraktinin ABTS radikalini sondirme aktivitesi
100-300 pg/ml konsantrasyonlarda calisildi. Standart olarak BHT kullanildi. Bitki
ekstraktinin konsantrasyona bagl olarak ABTS radikalini sondiirdiigl belirlendi. Bitki
ekstraktinin 300 pg/ml’lik konsantrasyonda % 70.4 pozitif kontrol olarak kullanilan
BHT’nin ise % 91.9 ABTS radikal sondiirme aktivitesi oldugu tespit edildi (Sekil 4.3.).

5.4. In Vitro Olarak BSA’nin Glikasyonu

Non enzimatik glikasyon ile modifiye edilen proteinler biyolojik yarilanma
Omiirlerinde bir artis, sari-kahve rengi bir pigmentasyon, molekiil agirliklarinda 6nemli
bir artig, tipik bir floresans spektrumu (6rnegin, 370 nm’de uyarilma ve 440 nm’de
emisyon), agregasyon ve ¢apraz bag olusumu kabiliyeti, protein yiikii ve ¢oziiniirliikte
degisim, izoelektrik noktada bir azalma, proteolitik bozunmaya ve denatiirasyona karsi
bir diren¢ ve kolay bir kimyasal hidroliz gibi fiziksel- kimyasal ¢zelliklerinde énemli

degisiklikler gosterirler (Janebova ve ark. 1999, Nass ve ark. 2007).

Glikasyon isleminin izlenme olasiliklarindan birisi, proteinlerin yapisal ve
katalitik ~ Ozelliklerinde meydana gelen degisiklikleri inceleyen yontemlerin
uygulanmasidir. Bunlar arasinda spektral o6zellikleri, molekiil agirligi, yiikk veya
¢oziiniirliikte protein degisikliklerinin arastirilmasi ig¢in uygun spektroskopik (UV-Vis
absorpsiyon, floresans, dairesel dikroizim, FTIR) veya elektroforetik (native PAGE,
SDS PAGE/western blotting) yontemler bulunur.

5.4.1. Total AGE Floresans Yogunlugu

Floresans spektroskopisi, aromatik amino asitlerin varlig1 ile ortaya c¢ikan,
proteinlerin kendine 6zgii floresanslarinin neden oldugu proteinleri iceren molekiiler
etkilesimleri incelemek icin giiclii bir yontemdir. AGE’ler, farkli spektroskopik
teknikler ile izlenebilen yapisal varvasyonlara sebep olan c¢esitli protein
modifikasyonlarina neden olur. Canli organizmada protein glikasyon reaksiyon
urtnlerinin birikimi doku proteinlerinin fonksiyonel modifikasyonuna yol agar (Zhang
ve ark. 2009).

Proteinlerdeki baskin floresans grup sirasiyla yaklasik 295 nm ve 340 nm’de
absorpsiyon ve emisyon yapan triptofan kalintisinin indol ¢ekirdegidir. Triptofanin

emisyonu bulundugu ¢evreye (6rnegin, ¢oziicii polaritesi) karst olduk¢a duyarlidir ve
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protein konformasyonel degisiklikleri i¢in haberci bir grup olarak kullanilir. Protein
emisyon spektral kaymalar1 ligandlarin baglanmasi, protein-protein birlesmesi ve
protein yayilmasi da dahil olmak tizere gesitli olaylarin bir sonucu olarak gdzlemlenir
(Lakowicz 2006, Vivian ve Callis 2001).

Protein glikasyonu indirgeyici sekerlerin aldehit veya keton gruplarinin
proteinlerin serbest amino gruplarina kovalent olarak baglanmasiyla olusur. Floresan
yogunlugunun artmasiyla tanimlanabilen AGE’lerin olusumuna yol agar. 370 nm dalga
boyunda uyarilma ve 440 nm dalga boyunda emisyon, floresansta proteinlerdeki

maillard Griin seviyesinin in vitro ve in vivo belirtecleri olarak kullanilir.

Aramsri ve arkadaglart (2015) dogal olarak olusan bir sinnamik asit tiirevi olan
izoferrulik asitin MG kaynakli protein oksidasyonu {izerindeki inhibitor etkisini
arastirmiglardir.  Bunun i¢cin 37 °C de BSA+MG, BSA+MG+AG,
BSA+MGH+izoferrullik asit reaksiyon karigtmini 2 hafta inkiibe etmisler olusan
AGE’lerin floresans yogunluklarin1 degerlendirmek i¢in 355 ve 460 nm de uyarilma ve
emisyonlarini Olgmisler. MG ile inkiibe edilen BSA’nin floresans yogunlugunun
kontrol BSA’ya gore 1.haftada 16 kat 2. Haftada 20 kat arttigim1 goézlemlemisler.
Izoferrulik asitin (1.25-5 mM) 1.haftada % 25.4 ile % 51.6 ve 2.haftada % 27.5 ile
%54.9 arasinda AGE floresansini azalltigini tespit etmisler. Pozitif kontrol olarak
kullanilan AG (1.25 mM) ise MG kaynakli AGE’lerin tamamini inhibe ettigini

saptamislar.

Glikasyon sireci, ileri glikasyon son drtinleri (AGE’ler) olarak adlandirilan geri
doniisiimsiiz heterojen yan {irlinlerin iiretilmesine yol acan ¢esitli protein tiirleri ve
kimyasl modifikasyona sebep olur. AGE’lerin floresans ozelligine dayanarak —S.
marianum bitki tohumunun etanol:su ekstrakti ve ticari silmarin ekstrakti BSA/fruktoz
sistemi ile 37 °C’de 21 giin inkiibe edildi ve bu ekstraktin toplam AGE’lerin olusumu
tizerindeki etkisi arastirildi. Pozitif kontrol olarak Aminoguanidin kullanildi.

Inkiibasyon siiresi arttik¢a floresans yogunlugunda artis oldugu gézlemlendi.

S. marianum, ticari silmarinin ve pozitif kontrol olarak kullanilan
Aminoguanidin’in 500 pg/ml lik konsantrasyonlarinda BSA/fruktoz glikasyon
sisteminde total AGE inhibisyonu yizdesi sirasiyla 7. gin: % 92.57, 14. gun: % 95.06,
21. glin : % 98.82, ticari silmarin ekstraktinin total AGE inhibisyon yiizdesi ise 7. giin:
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% 95.52, 14. gun: % 98.17, 21. gun: % 98.73, pozitif kontrol Aminoguanidin’in total
AGE inhibisyon yizdesi ise 7. glin: % 74.04, 14. gun: % 78.29, 21. giin: % 81.83 olarak
hesaplandi.

Flavonoidler; bitkilerin sekonder matabolitleri arasinda biyolojik etkilerinden
dolay1 en 6nemli bilesik siniflarindan birisidir. Son zamanlarda yliriitiilen aragtirmalar,
baz1 flavonoidlerin superoksit (Bors ve ark. 1990) ve hidroksil radikallerini ortadan
kaldirdigim1 (Yuting ve ark. 1990), lipid peroksil radikallerini indirgedigini ve lipid
peroksidasyonunu inhibe ettigini ortaya koymustur. (Javanovic ve ark. 1994). S.
marianum flavonoid sinifi bir bilesiktir ve glikasyonda artan serbest radikalleri
supurme, metal selasyonu ve reaktif dikarbonil bilesiklerini yakalama mekanizmalari ile

glikasyonu 6nledigi soylenebilir.

5.4.2. Fruktozamin Testi

NBT indirgeme testi, siiperoksit anyonlarinin iiretimini tespit etmek igin

kullanilir. NBT siiperoksidi absorbe edebilen ve rengi mora doniistiirebilen bir reaktiftir.

Glikasyonun erken safhalarinda, kararsiz shiff bazlari olusur ve klinik olarak
diyabetik hastalarda kisa siireli kan gekeri kontrolii icin indikator olarak kullanilan
fruktozamin gibi Amadori iriinlerine donistiiriiliir (Ardestani ve Yazdanparast 2007).
Dolayisiyla fruktozamini diisirmek diyabetik komplikasyonlar: geciktirmek igin
terapotik bir yontemdir (Shield ve ark. 1994).

Glikasyonun erken safhasinda, shiff bazlar1 oksidasyona, serbest radikallere,
reaktif karbonil gruplarina ve AGE olusumuna yatkin olurlar. Birgok antioksidan i¢eren
gida ve bitkilerin, glikasyon islemi sirasinda olusan serbest radikalleri sondiirebilmenin
yani sira indirgen sekerlerin ve amadori irlinlerinin kendiliginden oksidasyonunu

onleyerek AGE olusumunu inhibe eder.

Gunumuzde diyabette protein glikasyonunu dogrudan inhibe edebilen ve
diyabetik komplikasyonlarin ilerlemesini yavaslatan FDA onayl bir ilag yoktur. Protein
glikasyonunu farmakolojik olarak durdurmanin tek yolu, plazma glukoz seviyesini
disiirmektir. Maalesef bircok ilag tedavisi secenegi ile bile birgok seker hastasinin

plazma glukoz konsantrasyonunu normal seviyelerde tutamiyor, bu da glikasyon
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oraninin artmasina sebep olur. Bu nedenle polifenolik bilesikler, glikasyon islemini

yavaglatmak i¢in bagka bir yaklagim 6neriyor.

Nagasawa ve arkadaglar1 (2003) diyabetik bir sican calismasinda bu kavrami
gosterdiler. Bu hayvanlarin plazma ve bobreklerinde protein glikasyonu iizerine G-
rutin’in etkisini arastirdilar. Bir ay sonra, G-rutin ile tedavi edilen sicanlarin serum ve

bobrekteki glikasyon iirtinlerinde daha diisiik bir igerige sahip oldugunu saptadilar.

BSA/fruktoz glikasyon modelinde amadori iiriinlerinin olusumunun 0, 7, 14 ve
21. gilinlerde inkiibasyon siiresine (gilin) bagl olarak absorbans degerlerinin gittikce
arttigi ve NBT’ nin olugsan amadori iirlinlerini indirgemesinin de zamana bagli olarak

artig gosterdigi gézlemlendi.

S. marianum, ticari silmarin ve pozitif kontrol olarak kullanilan
Aminoguanidin’in fruktozamin olusumunun 21. gininde sirasiyla 500 pg/ml
konsantrasyonda % 41.01, % 69.24 ve % 69.76 inhibe ettigi belirlendi (Sekil 4.4.2.1 ve
Sekil 4.4.2.2).

5.4.3. a-Dikarbonil Olusumunun Inhibisyonu

Glikasyon veya bazal metabolizma (yag asitlerinin B-oksidasyonu) esnasinda in
vivo olarak olusturulan a-dikarbonil bilesikleri ¢ok giiglii glikasyon ajanlaridir. Bu
bilesiklerin proteinlerde geri doniisiimsiiz degisimlerden sorumlu olan, oksidatif stres ve
hlicre apoptozu olusturabilen molekiiller i¢i ve molekiiller arasi ¢apraz baglarin
olusmasinda temel maddeler oldugu diisiiniilmektedir. a-dikarbonillerin asir1 tiretilmesi

insan viicudunda onlarin birikmesine yol acabilir ve karbonil stres olarak adlandirilir.

a-dikarbonil bilesikleri ya glukozun degredasyonu ya da erken glikasyon
urdinleri ile endojen olarak Uretilebilen AGE’lerin 6nemli 6nculeri olarak bilinir. Bati
diyetinde fruktozun artan seviyeleri serum MGO ve GO artis1 ile iliskilendirilmistir
(Lee ve ark. 2009). Yiksek fruktozlu beslenme dokularda aldehit olusumunu artirabilir.
Bu aldehitlerin karbonil karbonu fonksiyonel enzimlerin serbest amino gruplar1 ve shiff
bazini olusturan membran proteinlerinin islevlerini degistiren sonraki floresan adiiktleri
ile kolayca reaksiyona girer. Yiksek fruktoz diyeti, serbest radikal savunma sistemi

Uzerinde hasar meydana getirir.
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Bazi polifenoller, dikarbonillerin proteinlerin amino gruplarina baglanmasin
onleyerek glikasyonun sonraki safhasini inhibe eder (Sang ve ark. 2007). Verzelloni ve
arkadaglar1 (2011) fenolik bilesiklerin alblimine spesifik baglanmalar1 nedeniyle
Amadori {irinlerinin olusumunu inhibe edecegini ileri strmiistiir. Dikarboniller,
dogrudan AGE’leri olusturan proteinleri ¢apraz baglayabilir ve bu in vivo olarak tespit

edilmisgtir.

Son zamanlarda ilgi antioksidanlar, metal selat iyonlar1 veya dogrudan MG
tuzag1 gibi davranan fitokimyasal bilesiklerden AGE inhibitorlerinin taninmasina
odaklanmistir. Bu baglamda AGE inhibitorlerinin uygulanmasi, AGE ile iliskili

hastaliklarin ortaya ¢ikmasini azaltmak igin yeni bir strateji olarak ortaya ¢ikmustir.

Calismamizda kullandigimiz  S.  marianum  bitkisinin  antioksidan ve
hepatoprotektif ajan olarak etkili oldugu iyi bilinir. BSA/fruktoz sisteminde 21.giinde a-
dikarbonil bilesiklerini S. marianum, ticari silmarin ve pozitif kontrol olarak kullanilan
Aminoguanidin’nin inhibisyon degerleri 500 pg/ml konsantrasyonda sirasiyla % 39.5,
% 36.6 ve % 55.3 oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.4.3.1, Sekil 4.4.3.2 ve Sekil 4.4.3.3.).

Sonug olarak silmarin bir AGE inhibitor aday1 olabilir.

5.4.4. Protein Karbonil Miktar Tayini

Protein yapisinda bulunan karbonil gruplarinin 2,4-dinitrofenilhidrazin ile
olusturduklar1 dinitrofenilhidrazonlarin renk siddetinin 6lgiilmesine dayanir (Sekil.5.4.).
Protein karbonil igerigi oksidatif hasarin bir belirtecidir. Glikasyon reaksiyonlar1 ile

protein hasarinin muhtemel mekanizmasi serbest radikallerin iiretilmesine dayandirilir.

In vitro deneyler yakin zamanda proteinin MG ile glikasyon reaksiyonu
sirasinda  reaktif oksijen tiirlerinin {retildigini gdstermistir. Bu sonuglar tiyol iceren

proteinin tilkenmesine ve protein karbonil olusumunda bir artisa sebep olur.
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Sekil 5.4. lysly ve glioksal ile protein karbonilasyonunun DNPH ile belirlenmesi. (R1 ve Rz diger

proteinlerdir)

ROT iiretimi, protein amino asit kalintilarinin oksidasyonuna neden olarak bir
karbonil tiirevi olusturur ve tiyol gruplarim1 ortadan kaldirarak proteinin oksidatif
savunmasini azaltir. AGE'lerin in vivo olusumu, bazi1 kronik hastaliklarin, 6zellikle de
diyabetik komplikasyonlarin patogenezinde rol oynadigindan, AGE inhibitorlerinin
kesfi ve arastirilmasi, diyabetik veya diger patojenik komplikasyonlarin 6nlenmesi igin
potansiyel bir terapdtik yaklasim sunacaktir. Simdiye kadar, bazi potansiyel AGE

inhibitorleri 6nerilmis ve bunlarin birgogu klinik ¢alismalarin fazina ulagmustir.

Temel olarak, AGE inhibitorleri iki gruba ayrilabilir: sentetik bilesikler ve dogal
urtinler. Genel olarak, AGE inhibitorlerinin altinda yatan inhibe edici mekanizmalart
temel olarak proteinlere seker baglanmasinin engellenmesi, glikooksidasyon sirecinde
uretilen reaktif dikarboniller, serbest radikaller ve azot tiirleri dahil olmak tizere bazi ara
maddelerin yakalanmasi veya atilmasi yoluyla glikooksidasyon ve oksidatif stresin

azaltilmasi ve olusan AGE ¢apraz baglanmalarini yikmaktir.

Kahve tliketimi tip 2 diyabet gibi kronik hastalik riskinde azalma ile
iliskilendirilmistir. Kahve, AGE’lerin potansiyel bir dogal onleyici kaynagi olarak
Onerilmistir. Verzolloni ve arkadaslar1 (2011) kahve melanonoidlerinin glikasyonun
Amadori sonrasi evresinde bir radikal siipiiriicli ve bir Fe-gelator olarak hareket ederek

AGE olugumunu engelledigini belirtmislerdir.
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Hiperglisemi, oksidatif hasara ve reaktif oksijen turleri ile antioksidan
detoksifikasyon yollar1 arasinda dengesizlige sebep olur (Wen ve ark. 2002). Fenolik ve
flavonoid bilesiklerin ¢ogunun faydali saglik yararlar1 sagladigi mekanizma serbest
radikalleri temizlemektir. Fenolik ve flavonoid bilesiklerin biyoaktivitesi, antioksidan

Ozellikleri ile (serbest radikalleri stiptirme kabiliyeti) korelasyona sahiptirler.

S. marianum bitkisinin aktivitesi flavolignanlar ve diger polifenolik bilesikler ile
antioksidan gibi davranmasi ve buna bagl olarak serbest radikal Onleyici etki
gostermesine dayandirilir (De Groot ve Rauuen 1998). Calismamizda BSA/fruktoz
sisteminde S. marianum bitki ekstraktinin ve pozitif kontrol olarak kullanilan
Aminoguanidin ile ticari silmarinin protein karbonil olusumu tizerine inhibisyon etkisi
incelenmistir (Sekil 4.4.4.1, Sekil 4.4.4.2).

5.4.5. Glikolizlenmis Protein SDS-PAGE Karakterizasyonu

SDS-PAGE yaygin olarak bir proteinin molekiiler boyutunu tahmin etmek i¢in
kullanilir. BSA, lizin (% 59) ve arjinin kalintilar1 (% 23) bakimindan zengin 66.7
KDa’lik bir proteindir. [n vivo olarak albiimin arjinin, lizin ve sistein kalmtilarindan
glikatlanirlar ( Rondeau ve Bourdon 2011). Albumin serumdaki bolluk nedeni ile
glikasyon reaksiyonu icgin hedef bir proteindir. Albuminin {iglinciil yapisi, metal
iyonlar1, yag asitleri, bilurubin ve cesitli farmasdtik ajanlar gibi kiigiik molekiillere
baglanmasimi saglar (Wautier ve Guillausseau 2001). Uzun yar1t omrii ve kan
plazmasindaki yiiksek konsantrasyonu nedeni ile albiimin, karbonhidratlarin enzimatik
olmayan modifikasyonuna duyarlidir. Bir¢ok yapisal modifikasyon, molekiil agirliginda
bir artis da dahil olmak {izere albiiminin glikasyonu sonucunda ortaya ¢ikar. Molekiil
agirhigindaki bu artis arjinin, lizin ve sistein gibi baz1 amino asit kalintilarina bagl bir
veya birka¢ glukoz birimine ve nihayetinde albimin molekullerinin capraz
baglanmasina baglanabilir. Glikooksidasyonun sebep oldugu, albiimin yapisal
modifikasyonlart molekiiler agirligin artmasina ve hidrofobik bdlgelerin ¢oziclye daha

fazla maruz kalmasina yol agar (Rondeau ve Bourdon 2011).

Giiclendirilmis inhibisyon aktivitesi ve azaltilmis toksisite ile dogal kaynakli
yeni potansiyel antiglikasyon ajanlarin kesfi, diyabetik komplikasyonlarin gelisimi ve
onlenmesinde etkili bir yaklasimdir. Flavonoidler albiimine (ve diger proteinlere)

baglanir ve bu baglanma, glikooksidasyona kars1 koruyucu etkinligini artirir.
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BSA/fruktoz sisteminde inklbe edilen 0©rneklere SDS-PAGE protein jel
elektroforezi uygulandi. Glikolizlenmis BSA bandi jelde 97 kDa civarinda gozlemlendi.
Inkiibasyon siiresi (giin) artikca bant yogunlugunun artig1 gézlemlendi. Her bandin
yogunlugu glikasyona ugramis BSA bandimin yogunlugunun, orijinal BSA bant
yogunluguna oraniyla tespit edildi (fru-BSA/ori BSA). S. marianum ve ticari silmarinin
ekstraktlarmin glikolizlenmis BSA bant yogunlugunu azalttigi goézlemlendi. Pozitif
kontrol AG gucll inhibisyon etki gosterdi.

5.4.6. In Vitro Olarak DNA’nin Glikasyonu

5.4.6.1. DNA’nin Lizin ve Metilglioksal ile Glikasyonu

Cesitli kanitlar, lizin ve MG arasindaki reaksiyonun siiperoksit ve hidroksil
radikallerinin {iretilebilecegini gostermektedir (Kang 2003). Proteinlerin dnemli bir
bileseni olan lizin, enzim aktif bolgelerinin bir pargasidir ve katalizde kritik roller
oynamaktadir. Ayni zamanda, enzimatik olmayan seker tutunmasi ve onu takip
glikasyon son iiriinler (AGE’ler) olusturulmasi i¢in tercih edilen gruptur. Biyolojik
sistemlerde bulunan bakir ve demir gibi eser metaller, H.O> ile reaksiyona girerek
hidroksil radikali iiretir ve daha sonra DNA iplik¢ik kirilmasina neden olabilir. Onceki
caligmalar demir varlifinda MG’1n lizin ile reaksiyonu ile DNA kesimini tetikledigini

gostermistir (Kang 2003).

Jung Hoon Kang (2004) giiglii bir antioksidan ve B-alanin-L-histidin
aminoasitlerinin bir kombinasyonu olan dogal olarak iskelet kasi, kalp, karaciger,
bobrek ve yiiksek konsantrasyonlarda da beyin ve diger dokularda bulunan karnozin ve
onunla ilgili olan anzerin ve homokarnozinin Fe*® varliginda ve yoklugunda MG ve
lizinin glikasyon reaksiyonu ile indiiklenen DNA hasarinin iizerine koruyucu etkilerini
arastirmislar. pUC 19 plazmid DNA kullanarak lizin/MG ve Fe* iin varliginda ve
yoklugunda karnozin, anzerin ve homokarnozini farkli konsantrasyonlarda kullanarak
reaksiyon karigimini 37 °C de 2 saat inkiibasyona birakip sonra -80 °C de reaksiyonu
durdurup elektroforez ile 6rnekleri analiz etmisler. Anzerinin DNA hasarin1 karnozin ve

homokarnozinden daha etkili bir sekilde inhibe ettigini gozlemlemisler.

Pridoksamin, birka¢ metabolik hiicresel yolaklarin koenzimleri olarak bilinen bir

grup vitaminlerin B vitaminleri ailesine sahip olan bir Be vitamin tlrevidir.
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Pridoksamin, glikatlanmis proteinlerden AGE’lerin olusumunu ve AGE’lerin
olusumunda ara maddeler olan patojenik reaktif karbonil bilesikleri yakalamak suretiyle

inhibe eder (Turgut ve Bolton 2010).

Nakamura ve arkadaslar1 (2007). Aktif bir Be vitamini formu olan pridoksal-5-
fosfat (PLP)’nin ileri glikasyon son iirlinleri olan AGE’lerin olusumunu engelledigini
gosterdiler. Diyabetik sicanlarda PLP’nin nefropati iizerine faydali etkileri olup
olmadigini gostermek amaciyla streptozotosin (STZ) ile indiiklenen diyabetik siganlara
16 hafta sureyle 600 mg/kg/gunlik bir dozda PLP ve PM (Pridoksamin) oral olarak
verdiler. PLP verilenlen sicanlarda diyabet olanlara kiyasla albiiminiiri, glomeriiler
hipertrofi, mezangial genisleme ve intestisyel fibrozu 6nemli Olclide inhibe ettigini
PM’nin ise bir etkisi olmadigini tespit ettiler. Boylece PLP’nin STZ kaynakli diyabetik
sicanlarda AGE’lerin olusumunu inhibe ederek nefropatinin ilerlemesini engelledigini

ileri surduler.

Bir¢cok hastaligin olugmasi ve patolojik durumun ortaya ¢ikmasinda serbest
radikallerin 6nemli rolii vardir. Serbest radikallerin zararl etkileri antioksidan maddeler
tarafindan azaltilir veya tamamen ortadan kaldirilir. Calismamizda DNA/lizin/MG /Fe*®
sistemiyle olusan oksidatif DNA hasarimm S. marianum bitki tohumunun etanol
ekstratinin koruyucu etkisi arastirildi. Pozitif kontrol olarak ticari silmarin ve Pridoksin,
pridoksal 5-fosfat ve pridoksamin vitaminleri kullanildi. DNA/lizin/Fe*® reaksiyon
karistmma MG eklendiginde DNA hasarinin ¢arpict bir sekilde artigini gozlemledik
(Sekil 4.5.1.2.). MG ile lizin arasindaki reaksiyon siiperoksit ve hidroksil radikallerini
uretir. DNA’nin korunmasinda siiperoksit ve hidroksil radikallerinin {iretiminin inhibe
edilmesi arasinda giiglii bir korelasyon vardir. S. marianum bitki tohumunun etanol
ekstratinin ve ticari silmarinin ¢ok da konsantrasyona bagli olmadan oksidatif DNA
hasarini inhibe ettigini ve vitaminlerin PLP>P>PM olarak glikasyon kaynakli DNA
hasarin1 koruma etkisi gosterdiklerini gozlemledik.

Flavonoidler bitkilerde yaygin olarak bulunan ve antoksidan 6zellik tasiyan
polifenolik bilesiklerdir. S. marianum (devedikeni) tohumundan elde edilen ekstreler
bol miktarda silmarin icerir.  Silmarin dort flavonolignan izomerin yani silybin,
izosilybin, silydianin ve silychristinin kompleks bir karisimidir ve antiglikatif etki

gosterir. Burada sundugumuz sonuglar hiperglisemik kosullar altinda oksidatif DNA
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hasarmin geg¢is metalleri ve MG varliginda ileri glikasyon son {irlinleri tarafindan
indiiklenebilecegini ve diyabet ve diyabetik komplikasyonlarda gorilen geri

dontisiimsiliz bozulmalara neden olabilecegini bize gostermektedir.

5.4.6.2. DNA’nin Seker ve Seker Fosfatlar ile Glikasyonu

Glikasyon, protein, DNA ve lipidlerin amino grubuna aldehit veya keton seker
ilavesiyle baglatilan enzimatik olmayan reaksiyondur. Diyabet, katarakt, Alzheimer’s,
Ateroskleroz, Parkinson’s ve fizyolojik yaslanma gibi cesitli hastaliklarla ile yakindan
iliskilidir. Nikleik asitlerin ve niikleotidlerin yapilarinda bulunan adenin, guanin ve
sitozin bazlar1 serbest amino grubu igerdiklerinden glikasyon tepkimesine agiktirlar.
DNA bazlar ile olusan glikasyon iirlinlindeki N-glikozidik bag kararli degildir, hidroliz
ile ayrilir ve apiirinik DNA bélgeleri olusur ve kismen DNA onarim mekanizmasiyla
onarilir. Aminoasitler ve metilglioksal arasindaki glikasyon reaksiyonunun reaktif

oksijen tiirleri olusturdugu rapor edilmistir (Yim ve ark. 1995 Ortwerh ve ark. 1998).

Levi ve Werman (2001) pBR 322 Plazmid DNA’sin1 ¢esitli inkiibasyon
periyotlar1 i¢in birkag indirgeyici seker (fruktoz, fruktoz 1-fosfat, fruktoz 6-fosfat,
glikoz 1-fosfat, glikoz 6-fosfat, glikoz) ile in vitro olarak 3, 6, 9, 12 ve 15 gilin boyunca,
37 ° C'de karanlikta steril kosullar altinda ile inklbe ettiler. Pozitif kontrol olarak
hidrojen peroksit kullandilar. Indirgeyici sekerler ile muamele edilmis pBR 322 DNA,
stiper sarilmis DNA formunun ayrilmasini saglayan kosullar altinda jel elektroforezine
tabi tuttular. Inkiibasyon sirasinda olusan DNA modifikasyonlar1 ve hasarlarin1 agaroz
jel elektroforezi ile degerlendirdiler. Test edilen sekerlerin degistirilme ve 15 gin
boyunca inkibasyonundan sonra DNA'ya zarar verme yogunlugu asagidaki sirayla
onemli Ol¢iide arttigin1 gézlemdiler. Glukoz 1-fosfat< glukoz<glukoz 6-fosfat<fruktoz
1-fosfat<fruktoz<fruktoz-6-fosfat. Veriler, fruktozun glikasyonu etkileyebilecek ve
fizyolojik komplikasyonlara neden olabilecek bir faktor olarak daha fazla dikkat etmesi

gerektigini One siirmektedir.

Calismamizda seker ve seker fosfatlarinin DNA da olusturdugu hasar1 gostermek
amaciyla seker ve seker fosfatlari ile pBR 322 Plazmid DNA’s1 kullanilarak
DNAV/Iizin/MG/Fe*® reaksiyon sistemine seker ve seker fosfatlarmin ilavesiyle 37 °C’de

2 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi dolduktan sonra bu karisim -20 °C de 60
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dakika dondurularak reaksiyon durduruldu. Olusan DNA hasar1 Agaroz jel elektroforezi

ile degerlendirildi.

Seker ve seker fosfatlarinin meydana getirdigi DNA hasar1 Riboz-5-
fosfat>Fruktoz6-fosfat>Riboz>Fruktoz>Fruktoz-1,6-bisfosfat>Glukoz-6-fosfat>Glukoz
siralamasini takip etti. DNA’da lizin/MG/Fe*? ile olusturulan hasarin ise seker ve seker
fosfatlarindan dolay1 olusan hasardan daha fazla oldugu gézlemlendi (Sekil 4.5.1.3). Bu
calisma bize riboz-5-fosfat ile fruktoz ve fosfat metabolitlerinin in vitro kosullarda
glukoz ve fosfat metabolitlerinden daha hizli DNA'y1 degistirebildigine dair kanit

saglar.

5.4.6.3. DNA’min Fruktoz ile inkiibasyonu

Simdiye kadar, birgok c¢alisma, glikoz ve proteinler arasindaki enzimatik
olmayan reaksiyona odaklanmistir. Daha hizli bir glikasyon maddesi olan fruktoz ile
reaksiyon sadece kii¢ilik bir dikkat ¢ekmistir. Ancak fruktoz ve fruktoz-3-fosfat, in vitro
olarak glukozdan daha gii¢lii ve hizli glikatlayic1 ajandir. Reaktif tiir olan asiklik (agik
zincir) formun populasyonu fruktozda glukozdan yaklasik 10 kat daha fazladir (Bunn ve
Higgins 1981).

Yiksek fruktoz diyeti, serbest radikal savunma sistemi Uzerinde bir hasar
meydana getirir (Shinozak ve ark. 2000). inkiibasyon zamanina bagl olarak fruktoz,
glukoz-6-fosfat dehidrojenaz, katalaz ve stiperoksit dismutaz enzimlerinin aktivitelerini
inhibe edebilir (Zhao ve ark. 2000). Yiksek fruktozlu beslenme dokularda aldehit
olusumunu arttirabilir (Vasdey ve ark.1998). Bu aldehitlerin karbonil karbonu
fonksiyonel enzimlerin serbest amino gruplari ve shiff bazini olusturan membran
proteinleri ve iglevlerini degistiren sonraki floresan adiiktleri ile kolayca reaksiyona
girer. Fruktoz, in vitro kosullar altinda serbest radikalleri iiretebilir ve plazmid DNA’nin

modifikasyonlarina ve hasarina neden olabilir (Levi ve Werman 2001).

Calismamizda fruktozun DNA’ya olan hasarini incelemek i¢in DNA/fuktoz
sistemiyle karanlik ve steril ortamda 37 °C de 3, 5 ve 7 giin inkiibe edilen reaksiyon
karistmmin DNA’da olusturdugu hasar jel elekroforez yontemi ile incelendi. DNA
hasarmin 3. ve 5. glinlerde DNA da hasarin indikatorii olan liner formu temsil eden

bantlarin belirgin bir sekilde olustugunu gozlemledik (Sekil 4.5.1.4.).
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Waris  ve arkadaslar1 (2010) ¢evredeki riboz konsantrasyonlarindaki
degisikliklerin DNA'da kayda deger modifikasyonlara yol agabilecegini incelemek
amaciyla pBR 322 plazmid DNA’sma riboz (0.4 M) ilave edilip karanlik ve steril
ortamda 37 °C de 24 saat inkiibe etmisler. Bununla birlikte, 37 °C'de 24 saatlik
inklibasyondan sonra, bir miktar DNA 6rnegini etanol ¢0zeltisine tabi tutmuslar ve fazla
ribozu uzaklastirmak igin etanol ile iyice yikamiglar. Yikanmis DNA Tris-HCI
tamponuyla yeniden suspanse edildilerek 37 °C de inkiibe edilmis. Hem fazla sekeri
uzaklastirilmis 6rneklerden hem de kesintisiz olarak riboz ile inkibe edilen reaksiyon
karigimlarindan 0, 3, 5 ve 7. gilinlerde O6rnekler alinarak agaroz jel elektroforezi ile
ribozun plazmid DNA hasarini incelemisler. Kesintisiz olarak devam eden DNA/riboz
orneklerine goére DNA'dan fazla ribozu uzaklastirmak i¢in 24 saat inkiibasyonundan
sonra etanol ile yikanan orneklerin agaroz jel elektroforez sonuglarinda zamana baglh
olarak dogrusal plazmid formunu temsil eden bir soluk bandin da ortaya ¢iktigini liner
formunu temsil eden bu bandin, 7 gin boyunca inkiibasyona devam edildiginde

yogunlukta da arttigin1 gézlemlemisler.

Giliniimtizde kisi bagina ortalama 10 ile 30 ¢ay kasigi, bir baska deyisle 40-120
gram seker tiiketildigi yapilan c¢aligmalarda ortaya konmus. Ancak Diinya Saglik
Orgiitii'niin raporuna gore; sekerin giinliik kalori ihtiyactimizin yiizde 10’undan fazlasini
olusturmamasi gerekiyor. Ciinkii fazla sekeri viicut tolere edemiyor ve seker zamanla
birikim yaparak bircok ciddi saglik sorununa neden olabiliyor. Bu baglamda;

calismamiz fruktozun DNA’ya olan hasariin bir kanitin1 sunmaktadir.
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