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OZET

INSAN iMMUNOGLOBULIN G'NIN GLIKASYONU VE ANTIJEN
BAGLANMASI UZERINDEKI ETKISi

Akay, Feryal Zeliha
Doktora, Kimya Bolimdi
Danigsman: Prof. Dr. Goksel Kizil
Ikinci Danisman: Prof. Dr. Beran Yokus
Agustos 2023, 105 sayfa

Beslenme yonteminin yasam kalitesini etkiledigi bilinen bir gergektir. Beslenmenin
yaslanmada veya yaslanmaya bagli hastaliklarin tedavisinde oldugu gibi bagisiklik
sistemi elemanlar1 i¢in de gozardi edilemeyecek bir unsurdur. Diyabette
hiperglisemik durum, cesitli plazma proteinlerinin glikasyonunu arttirmaktadir.
Calismada, antioksidan &zellikleri oldugu bilinen glutatyon oleuropein ve
selenyumdan viicudun giinliik ihtiyaci olan doza gore bir karisim (mix) hazirlandu.
Bu hazirlanan karisimin serbest radikal sondiirme sistemi {izerindeki etkisini
incelemek icin DPPH ve OH radikali sondiirme aktiviteleri tespit edildi. Bagisiklik
sistemi elemanlarindan biri olan ticari insan iImmunuglobulin G proteni fruktoz ile
hasara ugratildi. Hasara ugratilan protein, karisim ile 28 giinliik inkiibasyona
birakildi. Protein glikasyon ¢alismasinda; IgG/fruktoz/mix sisteminde, 0, 7, 14, 21.
ve 28. giinlerde alinan 6rneklere baglanmamis sekerleri uzaklastirmak igin diyaliz
yontemiyle kullanildi. Protein Orneklerindeki fruktoz kaynakli hasar1 ve karisimin
etkisini karakterize edebilmek i¢in; a-Dikarbonil Bilesik Tayini, Fruktozamine
Testi, Kongo kirmizisi spektral kayma, UV-Visible Spektroskopi, Floresan
Spektroskopi, Igsel Floresans ve SDS PAGE yontemleri kullanildi.  Yapilan
biyokimyasal ve biyofiziksel caligmalarin 1s18inda; fruktozun IgG proteininin
yapisini bozdugu ve karisimin ise IgG glikasyonu iizerindeki koruyucu etkisi tespit
edildi. Sonraki asamada ise (18-35 yas, saglikli) goniillilerden alinan kann
orneklerinden izole edilen lenfosit hiicrelerinde kiiltiir ortaminda fruktozun ve
karigimin etkisi incelendi. Fruktozun lenfosit hiicre 6liimiine neden oldugu gozlendi.
Bu dikkat ¢ekici artisin nedeni selenyum oleuropein ve glutatyonun serbest
radikalleri parcalamasi, antioksidan etkiye sahip olmasi, baz1 enzimleri aktive ederek
toksinleri inhibe etmesi ve hicre iginde cesitli yollar1 aktive ederek vitamin
metabolizmasini desteklemesi olabilir.Bu c¢alisma, diyet AGE'lerinin lenfosit hiicre
dongiisii iizerinde Onemli bir etkiye sahip olabilecegini diisiindiirmektedir. Diyet
AGE'lerini temel otoimmun/enflamatuvarda incelemek, onun hastaliklardaki roliinii
arastirmak ve daha genis 6l¢ekli caligsmalar yapmak i¢in oncii bir ¢aligma olmustur.
Sonug olarak fruktozun bagisiklik sisteminde 6nemli bir role sahip oldugu ve
hazirlanan karisimin bagisiklik sistemi proteinlerinden IgG’yi koruyucu bir ajan
oldugu onerilebilecegi sonucuna varilmastir.

Anahtar Kelimeler: Bagisiklik, Tip 1l Diyabet, Fruktoz, Insan immunoglobulin G,
Glikasyon, AGEs
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ABSTRACT

HUMAN IMMUNOGLOBULIN G GLICATION AND ITS EFFECT ON
ANTIGEN BINDING

Akay, Feryal Zeliha
Doctor of Philosophy in Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Goksel Kizil
Co-Supervisor: Prof. Dr. Beran Yokus
August 2023, 105 pages

It is a known fact that nutrition method affects quality of life. Nutrition is an element
that cannot be ignored for immune system elements, as in the treatment of
aging/aging-related diseases. One of the main causes of obesity common in the world
is fructose/glucose (corn) syrup. The study was structured in two stages. A mixture
was prepared from glutathione oleuropein and selenium, which are known to have
antioxidant properties, according to the daily requirement of the body. In order to
determine the effect of this prepared mix on the free radical quenching system,
DPPH and OH radical quenching activities were determined. The commercial human
IgG protein, one of the immune system elements, was damaged by fructose. The
damaged protein was incubated with the mix for 28 days. In the protein glycation
study; It was used by dialysis method to remove unbound sugars from the samples
taken on days 0, 7, 14, 21 and 28 in IgG/fructose/mix system. To characterize
fructose-induced damage and mixin effect in protein samples; Determination of a-
Dicarbonyl Compound, Fructosamine Test, Congo red spectral shift, UV-Visible
Spectroscopy, Fluorescent Spectroscopy, Intrinsic Fluorescence and SDS PAGE
methods were used. In the light of biochemical and biophysical studies; It was
determined that fructose disrupted the structure of 1gG protein and the protective
effect of the mixture on IgG glycation. In the second stage, the effects of fructose and
mixin in culture medium were investigated in lymphocyte cells isolated from blood
from volunteers (18-35 years old, healthy). It was observed that fructose caused
lymphocyte cell death. Chemical modifications resulting from its glycation, reactive
carbonyl formation and amino acid oxidation were detected by cell death. It was
observed with the increase in the number of cells that glutathione, selenium and
oleuropein, which are soldiers of the free radical defense system, maintain the
current healthy state of the cell. The reason for this remarkable increase may be that
selenium oleuropein and glutathione break down free radicals, have antioxidant
effects, inhibit toxins by activating some enzymes, and support vitamin metabolism
by activating various pathways in the cell. This study suggests that dietary AGEs
may have a significant effect on the lymphocyte cell cycle. It has been a pioneering
study to examine dietary AGEs in the main autoimmune/inflammatory, to investigate
its role in diseases and to conduct larger-scale studies. As a result, it was determined
that fructose has an important role in the immune system and the prepared mixture is
a protective agent for 19gG, one of the immune system protein.

Keywords: Immunity, Type Il Diabetes, Fructose, Immunoglobulin G, Glycation,
AGEs
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1. GIRIS

Diabetes Mellitus (DM), tarinte MO 3000'den beri gozlemlenen en 6nemli metabolik
sorunlardan biri olmakla birlikte saglik ve ekonomi {izerinde yikic1 bir etkiye sahiptir
(Dall ve digerleri, 2014).

Enfeksiyona kars1 zayiflamis direng, diyabet ile iligkilendirilmistir. Bagisiklik sistemi
uzerinde direkt etkisi olan viral ajanlarin(COVID-19 gibi) ve diabetes mellitusun
patogenezinin paralel analizi, inflamasyonun ana sinyal yollarinin kritik noktalarina
midahale yoluyla kontrol edilmesi i¢in yeni terapétik yaklasimlar saglayabilecegi
Onerilmistir.

Diyabetiklerin enfeksiyonlara karsi artan duyarliligt mekanizmasi tam olarak
anlagilamamistir, fakat humoral bagisikliga katkida bulunan potansiyel adaylar
arasinda immiinoglobiilinler bulundugu bilinmektedir. Diyabet hastalarinin kaninda
IgG, IgM, IgA’nin glike oldugu kanmit olarak gosterilmektedir. Immiinoglobulinler in
vitro kosullar altinda kolaylikla diyabetik sirkiilasyonu taklit edebilir. IgG’nin
diyabetik sirkiilasyonda uzun kalmasi ve immiin korumada baskin olmasi nedeniyle
diger Immiinoglobiilinlere kiyasla 1gG’nin glikasyonu daha fazla ilgi gérmiistiir. Ek
olarak, IgG'ler lizin agisindan zengindir ve bu durum onlart yiiksek potansiyelli
protein glikasyon hedefleri haline getirir. Aslinda her bir immiinglobulin spesifik bir
antijenik bolgeye baglanir. Antikorlar tarafindan antijen baglama, antikorlarin primer
fonksiyonudur ve konak savunmasma yarar. Genellikle bir antikorun antijenle
baglanmasi1 direkt bir biyolojik etkiye sebep olmaz. Aksine, biyolojik etkiler
antikorun sekonder efektdr fonksiyonlarmin bir sonucudur. Immiinglobulinler cesitli
efektor fonksiyonlara aracilik eder. Genellikle belirli bir efektor fonksiyonu
gerceklestirmesi i¢in antikorun antijenine baglanmasi gerekir.

1.1 Diyabet Epidemiyolojisi ve Diyabetle Iliskili Komplikasyonlar

Diyabet viicuttaki bir¢ok farkli organ sistemlerini etkileyebilir ve zamanla ciddi
komplikasyonlara yol agabilir. Diyabet komplikasyonlar1 mikrovaskiiler veya
makrovaskiiler olarak smiflandirilabilir. Mikrovaskiiler komplikasyonlar arasinda
sinir sistemi hasar1 (noropati), bobrek sistemi hasar1 (nefropati) ve g6z hasar
(retinopati) yer alir. Makrovaskiiler komplikasyonlar arasinda kardiyovaskiiler

hastalik, inme ve periferik vaskiiler hastaliklar yer alir. Periferik damar hastaligi
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morluklara veya yaralanmalara neden olabilir. Tyilesmez ise kangren ve nihayetinde
amputasyona neden olur (Amerikan Diyabet Dernegi, 2014).

Amerika Birlesik Devletlerinde 2005 yilinda, 20 milyondan fazla insanin diyabet
oldugu, yaklasik 9%30'unun teshis edilmemis vakalar oldugu tahmin ediliyor.
Oncelikle yas, etnik koken, ailede diyabet oykiisii, sigara, obezite ve fiziksel
hareketsizlik diyabet icin artan risk faktorleridir. Amerika Birlesik Devletleri'nde
2050 yilinda diyabet teshisi konulacak insane sayisinin 48,3 milyona ¢ikacagi tahmin
ediliyor.

Diyabetik riskli bireylerde yapilan randomize kontrollii ¢caligmalardan elde edilen
sonuclar, yogun yasam tarzinin diizenlenmesi, kan sekeri diizeylerine, kan basincina
ve kan lipit seviyelerine miidahaleler diyabetin baglamasini 6nleyebilecegini veya
geciktirebilecegini gostermistir. Diyabet komplikasyonlarinin bireyler ve saglik
sistemi Uzerindeki ekonomik etkisini azaltmak, hem bireyde hem de populasyonda
etkili midahaleler diyabet salginini yavaglatmak igin gereklidir.

1.2 Diyabetin Patofizyolojisi

Diabetes mellitus, viucudun instlin retememesi veya insilin etkisine direng

gOstermesi veya her ikisinden de kaynaklanan kan sekeri seviyesi ile ilgili kronik

metabolik bir durumdur. Klinik olarak farkli 4 tiire ayrilir:

e Tip 1 insiilin eksikligi ile pankreas beta hiicre yikimmdan kaynaklanan otoimmdin
rahatsizlik.

e Tip 2 insiilinin etkisine karsi anormal artmig bir direng var ve viicut bunun
ustesinden gelmek icin yeterli insulin Gretemez

e Gestasyonel diyabet, hamilelik sirasinda glukoz intoleransi olusur

e Pankreas hastaliklar, insiilin yetersizligi ve laclar veya kimyasallarin neden
oldugu belirli genetik kusurlar sonucunda olusan beta hiicre fonksiyonu

bozukligu

Tip 1 diyabet tiim diyabet vakalarinin %5 ile %10'unu kapsar. Otoimmiin hastaliklar,
genetik ve gevresel faktorler sonucu olusur.

Tip 2 diyabet tiim diyabetin %90 ila %95'ini olusturur. Diyabet genellikle insiilin
direnci olarak baglar ve viicut yeterli insiilin liretemiyorsa pankreas direnci azaltmak

icin insulin Gretimini azaltabilir veya sonunda tretmeyi durdurabilir.



fleri yasta gebe olan, daha 6nceki bir gebelikte gestasyonel diyabet gecirmis olanlar,
obez, diyabetik aile dykiisii olan kadinlar daha yiiksek risk altindadir. Bu kadinlarin
saglikli bireylere oranla hayatlarinin devaminda diyabet olma riski %20-%50
arasinda artabilir (Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri Raporu, 2005).

Prediyabet tani kriterlerini karsilamaz fakat diyabetik kisilerde Oncu bir durumdur,
Yiiksek kan sekeri seviyesinde ortaya ¢ikabilir. Prediyabetli insanlar bozulmus aglik
glukozuna, bozulmus glikoz toleransina veya her ikisine de sahip olabilir. ABD'de
1988'den 1994'e kadar yapilan arastirmada 40 ila 74 yas arasi yetiskinlerin yaklasik
olarak %25" prediyabet olarak siniflandirilmistir. 2000 yil1 ig¢in bu say1 12 milyon
olarak giincellenmistir (Benjamin S.M. ve vd., 2003).

1.3 Diyabetik Komplikasyonlarda Biyobelirtecler

Son yillarda diyabetik komplikasyonlarin tedavisi, yeni biyobelirteclerin kesfi i¢in
biylk caba sarf edilmektedir. DM'nin kokeni, teshisi ve tedavisi igin reaktif degil
onleyici tedavilerin kullanilmast DM ile miicadelede énemli bir basamaktir. Glikoz
1962'den itibaren hiperglisemi igin biyobelirte¢ olarak kabul edilir. Ayrica, seker
hastalarinin  kesinliginin belirlenmesi i¢in glikoz Olglimii farkli kategorilere
ayrilmistir. Kan, idrar ve tikiiriikk gibi matrislerde glikoz dlgiimii i¢in A¢lik Plazma
Glikozu (FPG), 2-h Plazma gibi testler, Glikoz (2hPG), Oral Glikoz Tolerans Testi
(OGTT), Rastgele Plazma Glikoz testi (RPG), Glycated Hemoglobin (HbA 1C) gesitli
yontemler gelistirmeye odaklanilmistir (Liu ve vd.,2018) (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1 Hemoglobin Proteininin Glikoz ile Glikasyon Reaksiyonu
Ayrica, arastirmacilar, glutamik asit dekarboksilaz otoantikorlar1 (GADA), insiilin
otoantikorlar1 (IAA), insiilinoma ile iliskili 2-otoantikorlar (1A-2A), adacik hiicresi
sitoplazmik otoantikorlar (ICA), C-peptid, Metilglioksal (MG), (Beisswenger, 2014),
lipid metabolomikleri, palmitoleat (Roberts ve vd., 2014) (Bingley, 2010;
Bonifacio,2015; Regnell ve Lernmark, 2017; Wasserfall ve Atkinson, 2006), gibi

alternatif biyobelirtecler iizerinde ¢alismistirlar.
1.4 Glikasyon

Hiperglisemiye uzun sure maruz kalma, diyabetik komplikasyonlarin g¢ogunda
birincil nedensel faktor olarak kabul edilmektedir (Pirart, 1977; Nathan ve vd.,
1993). Ashinda, glikozun hiicre islevi iizerinde c¢ok ¢esitli gecici ve geri

dondurdlebilir etkileri (Ruderman ve vd., 1992; King ve vd.; 1996) oldugu kadar geri
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dondiiriilemez ve ilerleyici, kiimiilatif islev bozukluguna neden olabilen etkileri de
vardir (Engerman ve vd., 1987). Bu, diyabetik komplikasyonlarin gelismesinde ve
ilerlemesinde akut degil kalict metabolik degisikliklerin ¢ok Onemli oldugunu
diistindiiriir. Hipergliseminin dogrudan bir sonucu olarak ortaya ¢ikan geri doniisi
olmayan degisiklikler arasinda, Maillard reaksiyonu yoluyla ileri glikasyon son
tiriinlerinin (AGE'ler) olusumu yer alir. AGE'lerin bir dizi kimyasal, hiicresel ve
dokusal etkisi vardir ve sadece diyabetik komplikasyonlarin degil, ayn1 zamanda
yaslanmayla iliskili yaygin degisikliklerin aracilari olarak islev goriirler (Vlassara ve
vd., 2002). Glikasyon, DNA, lipid ve proteinlerin N-terminal amino asitlerinin o
amino grubu ile karbonil grubu sekerler ve tiirevleri arasinda gergeklesen enzimatik
olmayan reaksiyonlardir (Munch ve vd., 1999). Saatler iginde geri doniisiimlii olarak
Schiff bazlarmi olusturur. Giinler icinde geri doniisiim miktar1 az olan amadori
urtnleri ve dikarbonil Uriinleri olusur. Haftalar/aylar sonunda geri doniisiimsiiz olan

ileri glikasyon son Grtnleri (AGES) olusur (Sekill.2).



HO

OH

HO
S11IOH

OH

D- Fruktoz

+ HN—X =——=

Amin Grubu

AGE—X

OH

Saatler i¢inde

HO

Geri dontigiimsiiz

O -
HO
SIOH

OH

Haftalar - aylar iginde

Sekil 1.2 Maillard Reaksiyonu Araciligiyla AGEs Olusum Mekanizmasi

6

HO

|
X—N
\f} OH
HO
- 11OH

OH

Giinler iginde

HO

“ OH’\‘

HO
1 1OH

OH



1.5 Amadori Urtnleri

Proteinlerin seker varliginda isitilmasi veya daha uzun siire saklanmasi, Maillard
reaksiyonunun ilk asamalarinda amino asit seker komplekslerinin (Amadori veya
Heyns bilesikleri) olusmasina neden olur. Proteinlerde, amino gruplar1 bagl peptit
tarafindan korunur ancak serbest amino gruplar1 ve 6zellikle lizinin e-amino grubu
oldukca reaktiftir. Bu nedenle, glikoz, fruktoz, galaktoz, maltoz veya laktoz
varliginda, e-fruktoselisin, e-maltuloselizin ve laktuloselizin formu olusur. Galaktoz
ve fruktoz ile sirasiyla e-tagatoselysine ve e-glucoselysine olusur. Serbest amino
asitler ve aldozlar veya ketozlar igeren 1sitilmig gida maddelerinde veya parenteral
veya enteral beslenme soliisyonlarinda, diger fruktoz- veya glukoz-amino asitler
bulunabilir. Amino asit takviyesi, metionin veya bazi gidalardaki sindirim 6ncesi

tedaviler, diger seker-amino asitlerin olusumunu artirabilir(Sekil 1.3).
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1.6 Dikarbonil Urtnleri

Metilglioksal (MG), biyolojik olarak ©Onemli bir diyabet belirtecidir ayrica
hipertansiyon, noropati, nefropati, oksidatif stres gibi c¢esitli metabolik
diizensizliklere neden olur. Ayrica MG, ileri glikasyon son iirlinlerinin (AGE'ler)
baskin bir Onciisiidiir ve protein disfonksiyonu, vaskiiler dokularin glikasyonu ve
yaslanmaya neden olur (Bhat ve vd. 2019). Glioksal ile metilglioksal lipidlerin
peroksidasyonu ile de olusabilir (Sekil 1.4).

(0] (0]

(0] (0]

Glioksal Metilglioksal 3-Deoksiglukazon
Sekil 1.4 Bazi1 Dikarbonil Uriinlerinin Organik Yapisi

MG'nin sentezi, karakterizasyonu ve kimyasal etkilesimleri 19. yiizyilin son yirmi
yilindan itibaren bilim insanlar1 arasinda ilgi gérmiistiir (Baumann, 1885; Witt ve
vd., 1987).
MG, canli organizmalarda (Vander Jagt ve Hunsaker, 2003) glikoliz siirecinde bir ara
tirlin olarak iiretilen (Kalapos,2008; Thornalley, 1996) elektrofilik bir a, B-dikarbonil
bilesigidir (Desai ve vd., 2010).
MG'm aktif islevsellikle gliglii etkilesimi proteinlerdeki arginin gruplarinin yiiksek
derecede reaktif dogasimi etkiler ve glikoliz islemi sirasinda lizin gruplan ile
glikozdan daha hizli reaksiyona girer (Thornalley ve Rabbani, 2011).
Diyabet teshisi i¢in AGE'lerin olusum yolaginda, MG'nin olusum mekanizmalarini
tespit etmek AGEs tespitinden daha 6nemlidir. Eszamanli olarak, beslenme yéntemi,
yasam tarzi MG'nin asirnt Uretimini tetikler. Bu fiziksel ve kimyasal sartlar
hiperglisemi sirasinda hiicrelerin i¢indeki ve disindaki MG konsantrasyonunu énemli
Olctlide artirir.
Spesifik olarak, MG ve AGE iiretimi hiperglisemik kosullarda 2-4 kat artar (Rabbani
ve Thornalley, 2014). Normal kosullarda MG glioksalaz(GLO I ve GLO II enzimler)

sistemiyle detoksifiye edilebilir.



1.7 1leri Glikasyon Son Uriinleri ( AGES)

1.7.1 Kasa Omurlt AGE molekdillerinin etkileri

fleri glikasyon son iiriin olusumunun, makromolekiiler yap1 ve islev iizerinde nemli
etkileri oldugu bilinmektedir. Yakin zamana kadar, AGE olusumunun 6ncelikle uzun
Omiirlii hiicre dis1 proteinleri igerdigi ve zamanin bir fonksiyonu olarak meydana
geldigi, dolayisiyla bir molekiiler yaslanma bigimini temsil ettigi diisiiniiliiyordu.
AGE'lerin dolasimdaki plazma proteinleri ve lipidler dahil olmak {izere kisa omiirlii
molekiillerde de ortaya ¢iktigi ve seviyelerinin diyabetik hastalarda onemli 6lgtide
yikseldigi artik acgiktir (Makita ve vd., 1991; Mallipattu ve vd., 2012). Ayrica
sitoplazmik proteinler ve niikleik asitler {izerinde hizla olusabildikleri de
bilinmektedir. Gergekten de hiicre ici AGE'lerin yiksek (30 mMM) glukoz
kosullarinda 14 kata kadar daha hizli olusabilecegi gosterilmistir (Giardino ve vd.,
1994). Kisa omiirlii molekiillerin bu tir AGE modifikasyonunun, proteinlerin ve
lipitlerin oksidasyonunu icerdigi, molekiiler yapiyr bozdugu, enzimatik aktiviteyi
degistirdigi, pargalama kapasitesini azalttig1 ve reseptorler tarafindan anormal tanima
neden oldugu bilinmektedir (Watkins ve vd., 1985; Tsilibary ve vd., 1988; Vitck ve
vd., 1994). Fosfatidiletanolamin ve fosfatidilserin gibi belirli fosfolipitlerde amino
gruplarinin varligi, glikozun AGE'leri olusturmak i¢in lipid aminlerle reaksiyona
girebilecegi uygun alanlar saglar. Onemli 6lgiide, LDL oksidasyonu AGE+LDL'nin
olusumunu takip ederken, her ikisi de glikoz konsantrasyonuyla dogru orantili olarak
meydana gelir ve AGE inhibitdrii aminoguanidin varliginda inhibe edilir. Bu
nedenle, lipidlerle serbest amin-glikoz etkilesimlerinin, yag asidi glikasyonuna ve
oksidasyon drlnlerine yol acan in vivo dogal oldugu agiktir. Glikasyon sirasinda, yag
asidi kalintilar1 gegis metallerinden veya eksojen serbest radikal iireten sistemlerden
bagimsiz olarak oksitlenebilir (Bucala ve vd., 1993).

Ileri glikasyon son iiriinleri saglikli bireylerde de mevcuttur, bunlarmn saptanmasi ve
miktarmin belirlenmesi, potansiyel biyobelirtecler olarak kullanim icin biiyiik 6nem
tasimaktadir.

1.7.2 Uzun 6mirli AGE molekullerinin etkileri

AGE'lerin olusum hizi, birinci dereceden kinetik tarafindan tahmin edilenin
Uzerindedir. Bu, zaman ic¢inde en hafif hipergliseminin bile uzun omirli

makromolekuller Gzerinde 6nemli dlgtide AGE birikimine yol acabilecegi anlamina
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gelir (Stitt ve vd., 1997; Sell ve vd., 1990; Monnier ve vd., 1987). Bu durum g6z
mercegindeki gibi bazi uzun Omiirlii proteinlerde iyi bir sekilde gosterilmistir.
Ornegin, lens kristallerinin glikozdan tiiretilen AGE'ler tarafindan progresif post-
translasyonel modifikasyonu, diyabetin seyri sirasinda ortaya ¢ikan erken lentikiiler
esmerlesmeyi ve kiimiilatif ¢capraz baglanmayi agiklar (Kohn ve vd., 1984; Harding
ve vd., 1984; Stevens ve vd., 1978). Bu durum diyabette oldugu kadar yaslanma
sirasinda da lentikiiler opaklagsmanin ve katarakt olusumunun 6nemli bir oranindan
sorumludur. Bu degisiklikler, yiiksek glukoz konsantrasyonlarinin varliginda ex vivo
olarak yeniden uretilebilir ve AGE inhibitori aminoguanidin varliginda etkili bir
sekilde Onlenebilir (Mtusumato ve vd., 1997; Stit ve vd., 1998). Vicutta en uzun
Omiirlii olan hiicre dis1 matrisi (ECM) ve vaskiiler bazal membranlar1 (BM) olusturan
proteinler, AGE modifikasyonuna kars1 oldukca hassastir. Islevsel olarak BM'deki
AGE aracili ¢apraz baglarin ¢oziinlirliiglin azalmasina ve enzimatik sindirimin
azalmasma neden oldugu bilinmektedir. AGE'nin vaskiler BM (zerindeki
mevcudiyeti, Ozellikle AGE'lerin hizli bir sekilde birikmesine sahip olan
diyabetiklerde korkung patolojik sonuclara sahip olabilir (Charonis ve vd., 1992;
Knecth ve vd., 1987; Paul ve ark 1996).

Ileri glikasyon son iiriin tespiti icin mevcut ydntemler siirlidir ve yalnizca toplam

glikasyonu olger (Sekil 1.5).
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Sekil 1.5 Bazi leri Glikasyon Son Uriinlerinin (AGES) Organik Yapisi

1.8 AGE'lerin Bashca Eksojen Kaynaklari
1.8.1 Diyet

Son arastirmalar, biyolojik sistemlere diyet ve sigara igme gibi dis kaynaklardan
getirilen AGE'lerin hastalik mekanizmalar1 {izerinde Onemli etkiye sahip
olabilecegini diisiindiirmektedir. Diyet, karbonhidratlar ve yaglar acisindan zengin
olanlar gibi karmasik gidalarda en yiiksek icerige sahip eksojen AGE'nin ana
kaynagidir. AGE olusumu, 1siya maruz kalma ile artar; bu nedenle, pisirirken
yiyeceklerin esmerlesmesinden sorumlu olan AGE igerigi, pisirme sicakligi ve
stiresiyle birlikte artar. Metilglioksal (MG) ve karboksimetillizin (CML) dahil olmak
tizere diyetteki AGE'lerin uzun siiredir bilinmesine ragmen, potansiyel toksinler
olarak Onemleri, emilimleri kadar takdir edilmemistir (Sgarbieri ve vd., 1973;
Koschinsky ve vd., 1997).
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1.8.2 Sigara

Tiitlin yapraklar1 kurutulurken, yapilan isleme kiir adi verilir, Maillard reaksiyon
kaskadi glikasyonlu ve oksitlenmis tlirevlerin olusumuna yol acar. Yanma iizerine,
reaktif AGE tiirleri buharlasir. "Glikotoksinler" olarak da adlandirilan bu tiirler
solunur, akcigerlerde hasara neden olur. Bu durum sigara igenlerde toplam serum
AGE ve AGE-apoprotein B diizeylerinin sigara icmeyenlere gére anlamli derecede
yiikksek bulunmasi gergegine yansimmistir. Ayrica, sigara igenlerin ve 06zellikle
diyabetik sigara icenlerin arterlerinde ve okdler lenslerinde yiksek AGE seviyeleri

oldugu tespit edilmistir (Cerami ve vd., 1997; Nichole ve vd., 1998).

1.9 AGEs Hiicresel Etkilesimler

1.9.1 Spesifik ve spesifik olmayan AGE reseptor sistemleri

AGE arastirmalarinin baslarinda, in vivo olarak AGE friinlerinin dokulardan
cikarilabilecegi ve bdylece zararli etkilerini sinirlayabilecegi dogal bir reseptor
tabanli sistemin var oldugu tahmin ediliyordu. Son 15 yilda yiiriitiillen galigmalar,
AGE ile iliskili biyolojide oldugu kadar diyabet ve yaslanma komplikasyonlar ile
iligkili patolojide de O6nemli bir rol oynadigi goriilen karmasik bir AGE reseptor
sisteminin taninmasina yol agmistir (Vlassara ve vd., 1994). Baslangigta, AGE ile
modifiye edilmis proteinlerin, daha Once tarif edilen ¢cOp¢l reseptor sistemleriyle
iliskisi olmayan spesifik reseptorler tarafindan tanindigi gosterilmistir (Vlassara ve
vd.,1986). Son yillarda birkag AGE baglayici molekiil tanimlanmistir. Bunlar AGE
baglayici reseptdor (RAGE) olarak adlandirilir. Immiinoglobulin iist ailesinin bir
multiligand tyesi olan RAGE, AGE endositozu ve donguslinde hicre ici sinyal ileten
veya proinflamatuvar bir peptit olarak giderek daha fazla gortlmektedir. Bu
baglamda RAGE, oksidan-stres indikleyen sinyal molekilleri veya kofaktorler
ailesinde daha dogru bir sekilde siniflandirilabilir (Mackic ve vd. 1998).

1.9.2 AGE reseptor regulasyonu

AGE-reseptor sisteminin farkli aktivitelerinin diyabetik faktorler tarafindan modiile
edildigi rapor edilmistir. AGE-reseptor modilasyonunu degerlendirmek i¢in siklikla
hiicre aktivasyonunun parametrelerine odaklanmistir (Stitt ve vd., 1997; Vlassara ve
vd., 1988; Vlassara ve vd., 1989). Makrofajlar tarafindan sitokin tiretiminde
uyarilmus ileri glikasyon son Uriindi, bunun reseptor ekspresyonu ve endositik aktivite
uzerindeki oto-diizenleyici etkisi, cogunlukla bilinen bir sistem kavramini genisleten
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orijinal gdzlemler arasindadir. Ik bulgulardan bu yana, hiicre ici oksidan stres
sensorlerini ve yapisal/mekanik doku fonksiyonlarina verilen inflamatuvar tepkileri
birbirine baglayan c¢ok daha karmasik biyoaktif mekanizmalar ortaya c¢ikmustir.
Bunlarin tiimii, viicuttaki ¢esitli kronik durumlarin yani sira erken gelisim ve
biiyiimede etkileri vardir. AGE-reseptor up-regilasyonu ve hiicresel aktivasyon
arasindaki baglanti, su anda tanimlanan bir dizi reseptor bileseni i¢in dogrulanmustir.
Bununla birlikte, hiicre aktivasyonu, reseptor olmayan yollarla veya ROS olusumuna
ve oksidan strese yol acan hicre ici Uretilen glikoksidan tiirevleri tarafindan meydana
gelebilir (Radoff ve vd., 1988). Hiicre aktivasyonu, diger metabolitlerin yani sira
timii yiiksek AGE ile iligkili olan hiperlipidemi, iiremi, amiloidoz ve Alzheimer
hastaligi gibi sistemik hastaliklarda da indiiklenir. Bu durum alicinin rollind
tamimlamay1 zorlastirir. Reseptore bagimli AGE endositozu ve katabolizmin
diizenlenmesi hakkinda c¢ok daha az sey bilinmektedir. Buyik oOlcude AGE-
ligandlarinin pleio-morfik ve genellikle kararsiz dogasina atfedilebilir. Diyabetik
veya yaslanan hayvanlardan ve insanlardan alinan hiicrelerde reseptore bagimli AGE
bozunmasinin arttigini veya baskilandigini 6ne stirmiistiir (Stitt ve vd., 2000;

Pugliese ve vd., 2001).

1.9.3 AGE ile modifiye edilmis molekiillerin uzaklastirilmasi icin bozunma

mekanizmalari

Endojen AGE olusumu kan glukoz seviyelerinin disiiriilmesi ve g¢esitli dogal
antioksidan sistemlerin yardimiyla hafifletilebilse de, AGE'ler sonunda uzun émiirlii
makro molekiiller {tizerinde birikir. Mevcut AGE capraz baglarinin  doku
bilesenlerinden uzaklastirilmasi, biiyiik Ol¢iide hiicre disi proteoliz yoluyla ve
AGE'ye 0zgl olan veya olmayan, ¢opcu, reseptorler yardimi ile olur (Gardiner ve
vd., 1995; Stitt ve vd., 1995; Vlassara ve vd., 1997). Vaskiler endotelyum veya
mesangium gibi mezenkimal hicrelerin de AGE inhibisyonunda énemli bir rol
oynayabilecegi acik hale gelmektedir. Genel olarak, AGE ile modifiye edilmis
molekiiller, hiicre yiizeyi reseptorii aracili dendositoz tarafindan taninir ve
igsellestirilir, hiicre i¢inde pargalanir ve ardindan "ikinci nesil AGE'ler" olarak
bilinen diisiik molekiiler agirlikli AGE'ler olarak salinir. Bu ikinci nesil AGE'ler,

yiiksek c¢apraz baglama veya oksidatif reaktiviteye sahip reaktif ara maddeler
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icerirken, etkileri renal atilimla siirlanabilir (Miyata ve vd., 1993; Miyata ve vd.,
1994; Dolhofer ve vd., 1997).

Reaktif AGE ara maddelerinin birikimini sinirlamak i¢in hiicre i¢i koruyucu
sistemlerin var oldugu da agik hale gelmektedir. Boyle bir sistem, bir kofaktor olarak
indirgenmis glutatyon kullanarak reaktif dikarbonil MG'yi laktoilglutatyona
metabolize edebilen pargalayict glioksalaz enzimlerini igerir (Shinohara ve vd.,
1998).

1.9.4 AGEs karsit1 stratejiler

AGE toksisitesinin mekanizmalarinin belirlenmesi, diyabetik komplikasyonlari
Onleme girisiminde anahtar bir strateji olmustur. Bugiine kadar, AGE olusumunu
onlemeyi, hiicreler iizerindeki AGE etkilerini azaltmay1 ve dnceden var olan AGE
capraz baglarin1 kirmayi amaglayan ¢esitli yaklagimlar olmustur. Bu islemin
inhibisyonu i¢in 0nemli bir farmakolojik strateji, giiglii bir AGE aracili ¢apraz
baglanma inhibitorii olan kiigiik niikleofilik hidrazin bilesigi aminoguanidin
kullanmistir. Aminoguanidinin terminal amino grubu, diisiik pKa'st sayesinde, ¢apraz
baglanmayr oOnlemek icin Ozellikle glikozdan tiiretilen reaktif ara maddelerle
reaksiyona girer. Aminoguanidinin deney hayvanlarinda diyabete bagli vaskiiler
komplikasyonlar1 6nledigi ¢ok sayida calisan tarafindan gosterilmistir. Bu kapsamli
caligmalardan, amino-guanidin'in diyabet ve yaslanmanin neden oldugu AGE aracili
doku hasarin1 onlemek i¢in kullanilabilecegi agiktir (Brownlee ve vd., 1986).
Insanlarda, aminoguanidin ile ilgili bir faz I klinik deneyi, tedavi edilen ve edilmeyen
diyabetik deneklerde ileri glikasyonu modifiye edilmis hemoglobini (AGE-Hb) 6l¢tu
ve tedavi edilen grupta AGE-Hb'nin yani sira LDL'nin de 6nemli dlgiide azaldigini
buldu. HbAlc degerleri, aminoguanidin tedavisinden etkilenmemistir, bu da
aminoguanidin'in Amadori sonrasi ileri glikasyon reaksiyonlarmin inhibisyonu i¢in
Ozgiilliigiine isaret etmektedir. Son zamanlarda, biyolojik sistemlerde olusan
tersinmez molekiiller aras1 AGE ¢apraz baglarina saldirmak umut verici bir terapotik
strateji olmugtur (Obayashi ve vd., 1996). Boyle bir AGE capraz bag "kiric1"
prototipi olan N-fenil-tiyazolyum bromirin (PTB), in vitro dikarbonil turevli ¢capraz
baglarin kovalent karbon-karbon baglara saldirdig1 tarif edilmistir (Vasan ve vd.,
1996). Daha yakin zamanlarda, ALT-711 adli boyle bir AGE kiricinin, diyabetik

sicanlarda AGE aracili vaskiiler sertligi ve gerilebilirligi tersine c¢evirebildigi
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bulunmustur (Wolffenbuttel ve vd., 1998). Insanlarda esit derecede etkiliyse, bu tiir
ajanlar, diyabetten bagimsiz olarak yasli eriskin popiilasyonlar1 etkileyen gec
kardiyovaskiiler komplikasyonlarin tersine ¢evrilmesinde oldukga faydali olabilecegi

sonucuna ulasilmaktadir.

1.9.5 Polifenoller tarafindan AGE'lerin inhibisyonu

Polifenoller bitkilerde dogal olarak bulunur ve yararl olarak kabul edilir (Xie, Xiao,
Kai ve Chen, 2012). Bu antioksidanlar, zararli serbest radikalleri temizler.
Polifenoller, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, bazi kronik hastaliklarin ve
norodejeneratif bozukluklar gibi patolojik kosullar altinda hiicresel sinyal yolaklar
ile riski azaltma Kkapasitesine sahiptir (Polifenoller antialerjik, antiviral /
antibakteriyel ajanlar, antifungal / antikanser ajanlar olarak c¢esitli hastaliklarin
onlenmesinde ¢esitli sekillerde biyolojik aktivitelere sahiptir (Gothai ve digerleri,
2016). GO (glioksal) ve MGO (metilglioksal) gibi AGE'lerin 6nculeri polifenoller
tarafindan inhibe edilmistir (Yu Wang & Ho, 2012). Insanlarda bulunan AGE'lerin
iki ana 6ncusl olan MGO ve GO cok reaktiftir ve serbest lizin ve arginin kalintilarini
degistirir (Nagaraj ve digerleri, 2002). Polifenoller lizin ve arginin ile rekabet etme
yetenegi vardir ve bu nedenle AGE'lerin gelisimini engeller. Baz1 polifenoller tipik
bir AGE inhibisyon ajan1 olan aminoguanidinden daha fazla MGO yakalar
(Thornalley,2003).

Yapilan bir ¢alismada glikoz-BSA sisteminde, p-kumarik asit diginda tim denenmis
fenolik asitler belirli bir derecede AGE inhibitor yeteneklerine sahip oldugu
gozlenmistir. Oleik asit-BSA sisteminde tlim test edilen fenolik asitler AGE'lerin

gelisimini inhibe ettigi tespit edilmistir (Virk ve Chen, 2016).
1.9.6 AGE inhibitorleri

Antioksidanlar reaktif oksijen tirlerini inhibe edebilirler ve glikasyonu erken

asamada engellemis olurlar (Sekil 1.12).
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Sekil 1.8 Glikasyonun Erken Basamaginda Kullanilan AGEs inhibitorleri

1.10 ROS (Reaktif Oksijen Turleri)

Reaktif oksijen tirleri (ROS) oksijen (O2) igeren (O27, H202, OH) DNA’ya, lipitlere,
proteinlere karsi reaktif olan hiicre i¢i kimyasallardir. ROS kimyasal olarak Oz'den
daha reaktiftir ve cgesitli biyolojik olaylar1 tetikleyebilir. Her ROS'un farkli igsel

Ozelliklerini belirleyen kimyasal 6zellikleri ¢esitli biyolojik olaylar tetikler.

O2 oksidatif metabolizma sirasinda bir elektron tarafindan indirgenme ile tiretilir.

O, hizla siiperoksit dismutazlar (SOD'ler) tarafindan donistirilir. H202 ile
etkilesime girerek hiicresel sinyallesmeyi etkilerler. Oz’ den farkli olarak H20-

membranda kolayca dagilabilir ve hucre i¢i sinyal molekill olmak icin ideal hale
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gelir. Demir veya bakir iyonlarinin varliginda H20, bir OH" radikali olabilir, ¢ok
reaktif olan bu molekiil lipitlerin, proteinlerin ve DNA'nin oksidasyonu sonucunda
hlicrede hasara neden olur. Kontrolsiiz kimyasal maruziyeti, ilag kullanimi1 oksidatif
stres sonucu ortaya c¢ikar. Normal oksijen molekiiliine kiyasla reaktiftir. Vicudun

kendi antioksidan savunma sistemi sayesinde etkisiz hale gelebilir (Sekil 1.9).

Glutatyon percksidaz Katalaz
H0 * H:On * H10 + 2 O
l \ 4
GE8G 1 G8H
von rediilk \ ) S0D
Glutatyon rediiktaz . Fe“—b OH

NADFH NADP™ Oz

Sekil 1.9 Serbest Oksijen Séndriicu Sistem
1.11 Bagisikhk Sistemi

Bagisiklik sistemini olusturan hiicreler, bireyin yasami siiresince ‘“Hematopoez”
olarak adlandirilan bir siire¢ araciligiyla viicutta devamli olarak sentezlenir. Kemik
iliginde baslayan ve daha sonra kan dolasimi ile doku ve organlarda devam eden bu
siirecte, bagisiklik sistemini olusturan hiicrelerin gelisimi ve 6zel hiicre tiirlerine
farklilasmalar1 tamamlanir (Sekil 1. 10). Organizmaya verildiklerinde kendilerine
karsi humoral ya da hiicresel bagisikligin olusumunu tetikleyen molekiller
immunojen olarak adlandirilir. Tek basina verildiklerinde organizmada kendilerine
kars1 bagisik yanit olusumunu tetikleyemeyen ancak bir immunojen ile birlikte
verildiklerinde bagisik yanit olusturabilen molekiller antijen olarak adlandirilir.
Immun sistem hiicrelerinin fiiretildigi, olgunlasma ve aktiflesme siireclerini
tamamladiklar1 organlar merkezi ve gevresel organlar olarak ikiye ayrilir. Merkezi
organlar; kemik iligi ve timus, ¢evresel organlar; kanathlarda dalak, lenf yumrulari
ve solunum, sindirim sistemi ile mukozalara bagl lenfoid odaklardir.

Viicudumuz disardan giren ve Ozellikle patojenik karekterde olan etkenlere karsi
kendisini  savunabilecek sekilde yani immunolojik yanit verecek tarzda

orgiitlenmistir.
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+ Immunolojik yanit sivisal (humoral) ve hiicresel (cellular) olmak Uzere iki
gesittir.

* Her iki tiir yanitin temelini merkezi gorev yapan, lenfoid ve miyeloid seriye ait
olan hucreler yapar

* Lenfoid seriye ait olanlar B (s1visal yanit, kan ve doku sivisindaki antikorlar) ve
T (hiicresel yanit) hiicreleri

» Miyeloid seriye ait olanlar ise monosit ve makrofajlardir.

Kék hicresi
Lenfoid &ncii ﬁ Erif

l'.l'cr'e

e

itotoksik
@ lenfosit

Ikincil lenfoid organlar

Plazma ;I.ICI'BSI T lenfosit

Sekil 1.10 Kok Hiicrelerin Kemik iliginde Olgunlasarak Farklilasmalari
1.12 Lenfositler

Bagisiklik sistemi, yabanci patojenler veya enflamatuar uyaranlar gibi "tehlike"
sinyallerine hizla tepki vermeye kosullanmis bir dizi 6zellesmis hiicreden olusur.

Gilintimiizde iki farkli lenfosit sinifinin bulundugu genel olarak kabul edilmektedir.
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Lenfositler; insan timiis kaynakli (T) hiicreler ve kemik iligi kaynakli (B) hicreler
olmak tizere ikiye ayrilirlar. Gorliniiste benzer olmasina ragmen, bu iki hicre tipi
farkli islevlere sahiptir (Sekil 1.11).

Lenfosit alt gruplan

T HGCR_EL( BHUCRELERI

m Lenfosit dnci hiicreler °\
HAFIZA
B HUCRESI

B hiicrelerini ve Viriis ile enfekte Antikor iiretir
Makrofajlan hiicreleri sldiriir PLAZMA HUCRESI
aktive eder SITOTOKSIK
YARDIMCI T LENFOSIT
THUCRESI

Sekil 1.11 Lenfosit Hiicre Alt Gruplari

Kok hiicrelerin kemik iliginde olgunlasarak farklilasmalar1 sonucu, yine kemik

iliginde ti¢ farkli tipte dncii hiicre olusur:

e B ve T lenfositlerinin olusumunda 6n asamay1 olusturan lenfoid 6ncii hiicreler.

e Kanmn pihtilagmasindan sorumlu trombositlerin ve mikroorganizmalara karsi
yiiriitiilen savasta ilk asamayi olusturan, belirgin bir mikroorganizmaya yonelik
olmayan “nonspesifik” bagisiklik sisteminin yapitaglar1 niteligindeki 16kositlerin
olusumunda 6n asamay1 olusturan miyeloid oncii hiicreler.

e Kandan dokulara oksijen tastyan eritrositlerin olusumunda 6n asamay1 olusturan

eritroblastlar (Sekil 1.12).

Cevresel organlarda antijen ile karsilasan B ve T lenfositleri aktif hale gelip hicresel

ve humoral yanit1 olustururlar.
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Sekil 1.12 K&k Hiicresinin Farklilagmasi

T-hiicrelerinin hiicresel bagisiklik yanittan sorumludur. Ug ¢esit T-hiicresi vardir

(Sekil 1.13).

e Yardimei (helper T-cells), B- hiicreleri ile beraber ¢alisir. B-hiicrelerini uyararak
yabanci etkene kars1 antikor sentezlemesini saglar.

e Sitotoksik, Bu hiicreler dogrudan dogruya yabanci maddeye yapisaraketki
gOsterirler

e Siipresor, B ve diger T-hiicrelerini kontrol altinda tutarlar.

Yardimci1 T-hiicre reseptorlerinin ylzeylerinde CD4, Sitotoksik ve Supresoér T-
hicrelerinde CD8 molekiilleri vardir. Dolasimda ¢ok az sayida bulunan bazi T-
hicrelerinin yuzeylerinde CD4 ve CD8 molekdlleri yoktur. T-hiicreleri veya T-hiicre
reseptorleri yabanci maddeyi antigeni ancak MHC molekiilleri ile birlesince komplex
olusturunca tanirlar ve immunolojik yanit olustururlar. MHC molekulleri Class | ve
ClassII olmak {izere iki gesittir.

e MHC class I tiim hiicrelerde hemen hemen vardir.

e MHC Class Il APC hiicrelerinde bulunur.
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Sekil 1.13 T Hicre Fonksiyonu

Spesifik ylizey antijen markorlerinin varligr veya yoklugu ile serolojik olarak farkli
hareketlilikleri ve cesitli lektinlere kars1 farkli in vitro reaktiviteleri ile elektroforetik
olarak ayirt edilebilirler. B hicreleri, ylzey imminoglobilinin Fc reseptorlerinin
boyanmasi ile kompleman reseptorii tarafindan tarafindan kolaylikla taninir (Sekil
1.14). Bagisiklik tepkisi, tek tek lenfosit klonlarmin kesin olarak diizenlenmis
proliferasyonu ve farklilasmasindan kaynaklanir. B lenfositlerinin ana islevi,
immunoglobiilinleri (Ig) tiretmektir. Dokuz farkli Ig izotipi bulunmaktadir (IgM,
IgD, 1gG, IgGe, IgG3, IgG, IgA1l, IgA2 ve IgE) (Pascual ve Capra, 1991; Walter ve
vd., 1991). Bu izotiplerin her biri, etkilesimleri ¢ok c¢esitli biyolojik aktivitelerle
sonuclanan tamamlayici reseptorler bilesenlerine baglanma veya ¢ok sayida Fc'ye
baglanma gibi belirli efektor islevleri gosterir (Ravetch ve Kinet, 1991).
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Immiinoglobulinler cesitli enfeksiydz mikroorganizmalara karsi savunmada gok
o6nemli bir rol oynar. B hiicresi yoklugu, degistirilmis B hiicresi farklilagsmasinin bir
sonucu olarak yaygin immiin yetmezlik veya siddetli kombine immiin yetmezlik,
(agammaglobulinemi) ile sonug¢lanir. Bu da 6miir boyu tekrarlanan enjeksiyonlari ile
6lumcdl sonuglara yol acar. Bir B lenfositinin dogal oOykiisii iki ana bdliime
ayrilabilir. B lenfopoezi adi1 verilen ilk asama, fetal karaciger ve yetigkin kemik iligi
kaynaklidir. Hematopoietik multipotent bir kok hiicrenin IgM ve IgD'yi birlikte
eksprese eden olgun B lenfositlere baglanmasina ve olgunlasmasina izin verir. T
hiicrelerinden ve antijenlerden biiyiik 6lgiide bagimsizdir. Ilk B soyu bagl hiicre,
germ hattt konfigiirasyonunda immiinoglobulin genlerine sahip olan pro-B
hicresidir. B- hiicresi uyarimi ve antikor salinimz iKi sinyale gereksinim duyar.

e Antijen ve B - lenfositi Uzerinde bulunan antijen reseptorii arasi etkilesimle

olusan sinyal

e Yardimer T-hiicreleri (TH veya T-helper) tarafindan iiretilen ve Sitokinlerdir.

Ig yapida
antijen
reseptérd

Ig yapida
antijen
reseptdrd

TCR

Antijen .
Yardimel T lenfositi

\,;. _-CDh4
tarafindan
\.,:E o gonderilen sitokinler yt

I.uyari ‘2. uyar:sinyali
sinyali Sals

2. uyarry alan
Olgun B lenfositinde
godalma ve farkhlazma

Uyaridan sonra antiker
sentezleyen B lenfositi

Uyaridan senra antikor sentezlemiven ancak \

antijen ile ikinci kargilagmadan sonra daha P . \’JL‘
fazla miktardave antijene daha yiiksek ilgisi Jo b J P P | n J

: - : Je
olan antiker sentezleyen Hafiza B hiicresi e . PR
IAC NIV AR

Sekil 1.14 B Hiicre Fonksiyonu
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1.13 Immunoglobulinler

Imminoglobulin molekiilit monomer adi verilen en az bir iiniten olusur. Monomer de
450 aminoasitten olusan bir ¢ift agir H polipeptid zinciri ve 212 aminoasitten olusan
bir ¢ift hafif L polipeptid zincirinden olusur. H ve L zincirlerinde bir aminoterminal
bir de karboksiterminal kisim bulunur. Aminoterminal kisima degisken bolge V
denir. Bu degiskenin goriilmedigi karboksiterminal kisima sabit bolge C denir.
Immiinoglobulinleri olusturan polipeptid zincirleri birbirlerine disiilfit bag: ile
baglidir. Bir immiinoglobulin molekiiliiniin agir zincirinde molekiile esneklik veren
ve Ag’le birlesme durumuna gore gerektiginde Y catalinin agilmasina, boylece
molekiiliin Y seklinden T sekline esnemesini saglayan mentese bolgesi bulunur.

IgA: Salgilarda bulunur, mukozal yiizeylerden giren antijenlere kas1 koruma saglar.
Anne s(tlnde buunur.

IgM: En biiyiikk antikordur. Enfeksiyon esnasinda olusur ve kisa siirede (3-6 ay)
kaybolur.

IgE: Alerjik reaksiyonlarin primer antikorudur.

IgD: Serumda ¢ok az miktarda bulunur. B hiicrelerinin olgunlasmasinda ve

farklilagsmasinda rol oynar (Sekil 1.15).

Y

Sekil 1.15 Immiinoglobulinlerin Yapisi
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1.13.1 immunoglobulin G (I1gG)

Insan serum antikorunun yaklasik %75’ini olusturur. Kan dolasimimda bulunan en
yaygin inhibitor tlriidiir. IgG proteini serum plazmasindaki b hiicreleri tarafindan

olusturulur (Sekil 1.16).

Antijenbaglanma Antijenbaglanma
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Fc Agir zincir

Sekil 1.16 immiinoglobiilin G’nin Yapist
1.14 Fruktoz Kaynaklh Iimmunoglobulin G (IgG) Glikasyonu

Fruktoz, genellikle glikasyon olarak adlandirilan enzimatik olmayan siirecle
proteinlere kovalent olarak baglanabilir. 1gG'nin glikasyonu, immdnoglobulinlerin
islevselligi ve genel immiinokompetans lizerindeki olas1 etkisi nedeniyle o6zel ilgi
konusudur.

Glikasyon, biyoaktiviteyi ve molekiler stabiliteyi potansiyel olarak etkileyebilecek
onemli bir protein modifikasyonudur ve monoklonal antikorlar gibi terapotik
proteinlerin glikasyonu 1yi karakterize edilmelidir. Glikatlanmis protein, ileri
glikasyon son (AGE) iiriinlerine daha fazla bozulmaya ugrayabilir.
Immiinoglobulinler (Ig), genellikle memeli serumlarinda ve biyolojik sivilarda
bulunan glikoproteinlerdir. Diyabet varliginda, Ig ve diger dolasimdaki ve doku
proteinleri yiiksek glikoz konsantrasyonuna maruz kalir. Ig'nin immiinolojik énemi
nedeniyle, glikasyonlarinin 6zel bir 6nemi vardir ve bu konuda birgok makale
yayinlanmistir. Ornegin, diyabetik deneklerde glikolize 1gG'de énemli bir artis, afnite
kromatografisiyle bulunmustur (Danze ve digerleri, 1987). IgG'nin in vitro
glikasyonu incelenmistir (Sekil 1.17) (DolhoferBliesener & Gerbiz, 1990) ve bir
glisemik kontrol indeksi olarak izole edilmis IgM {iizerindeki glikasyon seviyelerinin

Olclilmesi Onerilmistir.
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Sekil 1.17 Fruktoz Kaynakli immiinoglobulin G Glikasyonu
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ACE2'nin enzimatik olmayan glikasyonunun meydana geldigi diisliniildiigiinde,
bunun glikolize edilebilecek amino asit (cogunlukla lizin) acgisindan protein ii¢iinciil
yapisini  degistirmedeki olast patojenetik rolii dikkate alinmalidir. Diyabet
hastaliginda ayrica immiinoglobulinler (IgG) yiiksek glikoz konsantrasyonlari;
MALDI/MASS Spektrometresi yaklasimini kullanarak, 1gG tizerinde yogunlastirilan
glikoz molekiillerinin sayisinin glikoz seviyeleriyle iligkili oldugunu ve zayif kontrol
edilen diyabet durumunda 20 glikoz molekilinin 1gG'nin lizin kalintilariyla
enzimatik olmayan bir sekilde reaksiyona girdigi gosterilmistir. 1gG Uzerinde kitle
spektrometrisi ve bilgisayar-molekiiler modelleme ile yapilan diger deneyler, Fab
fragmanlarinin, Ozellikle hafif ve agir degisken bdlgelerde glukoz tarafindan
saldirtya daha yatkin oldugunu kanitlamistir. Bu nedenle, diyabetli kisilerde gdzlenen
bagisiklik yetersizlikleri, Fab fragmaninin asir1 glikasyonuna bagh olabilir, antikor

ve antijen arasindaki molekiiler tanima siirecini inhibe edebilir.

Diyabetik deneklerin serumundan izole edilen 6zellikle Fab parcalarinin tercihli
glikasyonu IgG'nin Fd bolgesinde tespit edilmistir. Ancak glikolize 1gG1'den boronat
desteklere hafif zincirin baglanmasini tespit edemediler. Ayrica (Menini ve vd.,
1990) esas olarak IgM'nin Fab bdlgesinde glikasyonun meydana geldigini 6nestrdu.

IgG’de Fab'da, Fc bolgesinde oldugundan daha fazla glikasyon sahast mevcuttur.

(Sasaki, Kaneshige ve Kennedy ve vd., 1994) calismalarinda monoklonal
antikorlarin glikasyonu sonucunda antijenlere baglanma yeteneklerini bozduguna
dair ikna edici kanitlar saglamistir. Bununla birlikte, yakin tarihli bir ¢alismada,
antijen glikasyona bagl inaktivasyona karsi, anti Cu'nun, Zn-superoksit dismutaz

enzimi antikorlar1 koruyabilir.
1.15 Fruktoz

Immiinoglobulin glikasyonu ile ilgili calismalarin cogunda reaktif seker olarak glikoz
kullanilir.

Fruktoz sahip oldugu reaktif acik zincir yapisi glikasyona yatkinligi glukozdan 300
kat daha fazladir. Fruktoz, glikozdan daha kapsamli protein ¢apraz baglanmasina
neden olur. Diyabet ve bazi diyet durumlari fruktozun in vivo AGE olusumundaki
rollinii giderek artiyor. Glikasyon iizerine yapilan ¢alismalarda seker modeli olarak

fruktoz bu nedenle yaygin kullanilmaktadir (Sekil 1.18)

28



e
—0
HO——H
H——OH
H——OH
SOH |

Sekil 1.18 Fruktozun Kimyasal Yapisi
1.16 Oleuropein

Zeytin yapragi ve zeytinyagindan elde edilir. Oleuropein (Oleu), zeytin yaprag: gibi
bazi zeytin yan iriinlerinin fenolik fraksiyonunun en bilinenlerindendir. Cesitli
caligmalar oleuropeinin yiiksek bir antioksidan aktivite igerdigini gostermistir. Zeytin
yapragl ekstrakti yapilan birka¢ calisma sonucunda oleuropeinin antioksidan ve
hipoglisemik aktiviteleri arasinda giiglii bir iliski oldugunu kanitlamistir (Bilotta ve
vd., 2014; Cicerale ve vd., 2010; Jemai ve vd.,2009).

Oleuropein, diisiik yogunluklu lipoproteinleri inhibe eder. in vitro oksidasyon ve in
vivo lipid peroksidasyonunda olusan serbest radikalleri temizler. Oleuropeinin
omurilik yaralanmasi ve ksidatif omurilikte koruyucu noroprotektif etkiye sahiptir
(Kyriazis ve vd., 2016)(Sekil 1.19).

OH

OH

OH

Sekil 1.19 Oleuropein’in Kimyasal Yapisi
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1.17 Glutatyon

Glutatyon, oncu amino asitler sistein, glutamat ve glisinden sentezlenen bir
tripeptittir (Sekil 1.20). GSH, kan ve safraya salinmadan 6nce sondirticu yollar
mevcut olmasina ragmen, esas olarak karacigerde de novo sentezlenir (Mates ve
vd.,2000). Ikinci olarak da iist jejunumun dogrudan barsak liimeninden GSH elde
etmesini saglar. Biyolojik dlizenleyici olarak glutaminin etkilerinin birgogunun GSH
yoluyla gerceklesmesi muhtemeldir. Glutatyon (GSH) gibi diistiik molekiiler agirlikli
kiikiirt iceren bilesikler (tioller) kolayca oksitlenir ve ¢ok hizli bir sekilde yeniden
uretilebilir (Mates ve vd., 2002). Bu 6zellikler, birgok biyokimyasal ve farmakolojik
reaksiyonda 6nemli bir rol oynamalarina izin verir.1-3 GSH'nin bu ¢esitli islevleri ii¢
gruba ayrilabilir: (i) siiperoksit dis-mutaz ile birlikte, ana hiicre i¢i antioksidandir; (i1)
hiicre ¢ogalmasimi ve bagisiklik yanitlarini modiile eder; ve (iii) nukleer faktor-
kappal} ve protein tirozin fosfatazlar gibi molekiiller araciligiyla hiicrelerdeki sinyal
iletimini diizenlemeye yardimer olur (Khurana ve ark; 2002; Berlett ve vd.,
1997;Beckman ve vd., 1997).

| | (Cys)
HO O——HN
NH,, —O0
(Glu) o
Wi
NH
~" “OH
(Gly)

Sekil 1.20 Glutatyonun Kimyasal Yapisi
Hicrelerin redoks durumunda oksidasyon ve rediiksiyon seviyeleri arasindaki

dengeyi reglle eder. GSH tampon sistemi, redoks degisikliklerinde hiicre yanitini
module eder. (Sekil 1.21). Hiicreler, aerobik metabolizma sirasinda sirekli olarak
reaktif oksijen tiirleri iirettiginden dolayr GSH redoks durumu, hiicresel canliligin
strddrilmesinde ¢cok dnemlidir (Rennie ve vd., 2001; Khurana ve vd., 2002). Reaktif
oksijen tiirleri arasinda hidroksil radikalleri, siiper oksit anyonu, hidrojen peroksit ve
nitrik oksit bulunur. Lipitperoksidasyonu ve DNA ile proteinlerin oksidasyonu ile

sonuclanan yuksek reaktiviteye sahiptirler. Oksidatif stresin hicre sinyal iletimi ve
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gen diizenleme sistemlerinin kontroliinde yer aldig: artik aciktir. Fonksiyonel agidan
onemli selenoproteinlerin ana ailesi olan glutatyon peroksidazlar (GP), reaktif
oksijen ve nitrojen tirlerinin inaktivasyonunu katalize eder. Bu enzimler, okside
glutatyon (GSSG) olusturmak i¢in iki GSH molekiilii arasinda siilfiir bag1 olusturur.
GSH rediiktaz daha sonra bir GSSG molekiiliinden iki GSH molekiiliiniin olusumunu
katalize eder. Dort farkli GP enzimi bulunmaktadir; (i) klasik GPX-1; (ii)
gastrointestinal GPX-GlI;(iii) plazma GPX-P ve (iv) fosfolipid hidroperoksit PHGPX.
Bu izoenzimler immiinolojik olarak farklidir ve farkli genler tarafindan kodlanir
(Jefferies ve vd., 2003).

1.17.1 Glutatyon transferaz stipergen ailesi

Glutatyon-S-transferaz (GST) siiper familyasinin fiyeleri, GSH konjugatlari
olusturmak i¢in GSH'nin hedef bilesiklerle konjugasyonunu katalize eder. Bu GSH
konjugatlar1 atilim i¢in merkaptiirik asitlere doniistiiriiliir. GSH konjugatlart atilim
icin merkaptiirik asitlere doniistiiriilir. GST enzimleri kodlayan lokuslar, en az yedi
kromozom (zerinde bulunur. Bu molekiiller, 1s1 soku tepkisi, elektrofillerin
detoksifikasyonu, ila¢ direnci, karsinojenez ve imminomodulatér fonksiyonlarla
ilgili ¢esitli olaylarda yer alir (Mc Williams ve vd.,1995). GST polimorfizmi hastalik
fenotiplerini ve kansere yatkinligi belirlemede onemli bir biyobelirtegtir. Reaktif
oksijen ve nitrojen tlrleri mitokondriye zarar verir. Bu, mitokondriyal DNA
mutasyonlarina yol agar ve 'mitokondriyal basarisizlik' nedeniyle enerji ¢ikisinda
ilerleyici bir azalmaya neden olur. Elektron tasima zincirinin bir parc¢asi olan
sitokrom oksidaz, reaktif oksijen tiirlerine karsi ozellikle hassas goriinmektedir.
Sitokrom oksidazin inhibisyonu, mitokondriyal siiperoksit olusumunda bir artisa ve
mitokondriye ek hasar vererek oksidatif stresin daha da siddetlenmesine yol agar.
Elektron tagima zincirinin bozulmasi, zar potansiyelinin kaybina, gecirgenlik gecis
gozeneklerinin yetersizligine ve ATP eksikligine yol acar. GSH, reaktif oksijen
tiirlerini etkisiz hale getirdigi i¢in mitokondriyal hasarin kapsamini sinirlayabilir.
Oksidatif stres, apoptozun baslamasi ve ilerlemesi tizerinde derin bir etkiye sahiptir.
Normalde, yiiksek sitoplazmik GSH seviyeleri, sitokrom C'yi indirgenmis veya
inaktif bir durumda tutar. Oksidatif stres donemlerinde, sitokrom C mitokondriden
salinir ve sitoplazmik GSH'deki azalma nedeniyle oksitlenir. Oksitlenmis sitokrom

C'nin sitoplazmada birikmesi apoptoza yol agabilir (Al Temimi ve vd., 2023).
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Sekill.21 Glutatyonun Oksidasyonu/Rediksiyonu ve NADPH Sentezine Bagli Biyolojik Olaylar
1.18 Selenyum

Selenyum (Se) diyetimizde gerekli bir mikro besindir ve diyabetik semptomlari
azaltabilir (Pillai ve digerleri, 2012). Hwang ve vd. (2007), Se; streptozotosin (STZ)
ile induklenen diyabetik farelerde insulin gibi davranir, burada glukoneogenez ve

glikolizde yer alan birka¢ enzimin etkisini diizenleyebilir ve glikozun hiicrelere
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tasinmasin1 kolaylastirabilir. ROS inhibe edebilir. Iyi bir antioksidandir. Bununla
birlikte, ylksek Se kan seviyeleri toksisiteye neden olabilir.

Selenyum oksidatif stresi, iltihaplanma, apoptoz, kontrolsiz hiicre ¢ogalmasi,
hormon iiretimi, anjiyogenez ve bagisiklik fonksiyonu ve DNA metilasyonunu
etkiler. Selenyumun hem in vitro hem de in vivo insiilin benzeri etkileri vardir. Ayaz
ve vd. selenyum kalp, bobrek ve trombosit kusurlarini igeren modellerin tedavisini ve
diyabet hayvaninda hastalik semptomlarini hafifletir. Son 10 yilda, seleno protein
genlerinde hastalikla iligkili polimorfizmlerin kesfi, selenoproteinlerin saglikla
iligkisine dikkat c¢ekmistir. Diisilk selenyum durumu, artan Oliim riski, zayif
bagisiklik fonksiyonu ve biligsel gerileme ile iligskilendirilmistir. Daha yiksek
selenyum durumu veya selenyum takviyesi lireme, otoimmiin ve tiroid hastaligi
riskini azaltir ve selenyum antiviral etkilere sahiptir. Insanlarda, selenyumun
beslenme islevi, aktif merkezlerinde selenosistein bulunan 25 selenoprotein
tarafindan saglanir. Diigiik selenyum durumunda bazi selenoproteinlerin (6rnegin,
glutatyon peroksidaz, GPx4) sentezi digerlerine goére Onceliklidir. Selenyum
takviyesi, selenyum eksikligi olmayan bireylerde bile, aktive edilmis T hiicrelerinin
proliferasyonunda bir artis ile artan sitotoksik lenfosit aracili timdr sitotoksisitesi ve
dogal oldiriicii hiicre aktivitesive belirgin immuno-uyaric1 etkileri goéstermistir
(Hoffmann ve vd., 2010). Selenoproteinler, aktiflestirilmis T-hiicre fonksiyonu igin
gereklidir. T hiicreleri 6zellikle oksidatif strese duyarlidir ve selenoprotein eksikligi
olan T hiicreleri ¢ogalamaz. Bu nedenle reaktif oksijen turlerinin Gretimini
baskilayamayarak T-hiicresi-reseptor stimiilasyonuna yanit veremez (Carlson ve vd.,
2010). Selenyum, Interlokin 2 ve reseptorii arasindaki etkilesimlerle T-hiicre
proliferasyonunu yonlendirir. Insan calismalar1 yiiksek afiniteli interlokin-2
reseptorunin artan ekspresyonundan o6nce selenyum takviyesi ile lenfosit
proliferasyonu arasinda bir korelasyon oldugunu gostermistir. Insan denekler
tizerinde yapilan 9 wyillik bir calisma sonucunda kan serumundaki selenyum
miktarinin azalmasi ile diyabet riskinin artmasi arasinda dogru oranti oldugu

belirlenmistir (Akbaraly ve vd., 2010).
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2. ONCEKI CALISMALAR

Son yillarda diyabetik komplikasyonlarin tedavisi, yeni biyobelirteclerin kesfi i¢in
blyik caba sarf edilmektedir. DM'nin kokeni, teshisi ve tedavisi igin reaktif degil
Onleyici tedavilerin kullanilmast DM ile miicadelede énemli bir basamaktir. Glikoz
1962'den itibaren hiperglisemi i¢in biyobelirte¢ olarak kabul edilir (Dall ve digerleri,
2014). Ayrica, seker hastalarinin kesinliginin belirlenmesi igin glikoz 6l¢timii farkli
kategorilere ayrilmistir. Kan, idrar ve tiikiiriik gibi matrislerde glikoz 6l¢iimii igin
Aglik Plazma Glikozu (FPG), 2-h Plazma gibi testler, Glikoz (2hPG), Oral Glikoz
Tolerans Testi (OGTT), Rastgele Plazma Glikoz testi (RPG), Glycated Hemoglobin
(HbA1C) ¢esitli yontemler gelistirmeye odaklanilmistir (Liu ve vd.,2018)
Arastirmacilar, glutamik asit dekarboksilaz otoantikorlar1 (GADA), insiilin
otoantikorlar1 (IAA), insiilinoma ile iligkili 2-otoantikorlar (IA-2A), adacik hiicresi
sitoplazmik otoantikorlar (ICA), C-peptid, Metilglioksal (MG), (Beisswenger, 2014),
lipid metabolomikleri, alternatif biyobelirtecler {izerinde ¢caligmistirlar.

Metilglioksal (MG), biyolojik olarak Onemli bir diyabet belirtecidir ayrica
hipertansiyon, noropati, nefropati, oksidatif stres gibi ¢esitli metabolik
diizensizliklere neden olur. Ayrica MG, ileri glikasyon son iirlinlerinin (AGE'ler)
baskin bir onciisiidiir ve protein disfonksiyonu, vaskiiler dokularin glikasyonu ve
yaslanmaya neden olur (Bhat ve vd. 2019).

MG'nin sentezi, karakterizasyonu ve kimyasal etkilesimleri 19. yiizyilin son yirmi
yilindan beri bilim insanlar1 arasinda ilgi gormiistiir (Baumann, 1885; Witt ve
digerleri, 1987).

MG, canli organizmalarda (Vander Jagt ve Hunsaker, 2003) glikoliz siirecinde bir ara
urin olarak dretilen (Kalapos, 2008; Thornalley, 1996) elektrofilik bir o, -
dikarbonil bilesigidir (Desai ve vd., 2010).

MG'in aktif islevsellikle giiclii etkilesimi proteinlerdeki arginin gruplarinin yiiksek
derecede reaktif dogasimi etkiler ve glikoliz iglemi sirasinda lizin gruplan ile
glikozdan daha hizli reaksiyona girer(Thornalley ve Rabbani, 2011).

Diyabet teshisi i¢cin AGE'lerin olusum yolaginda, MG'nin olusum mekanizmalarini
tespit etmek AGEs tespitinden daha dnemlidir. Eszamanli olarak, beslenme yontemi,
yasam tarzt MG'nin asir1 iretimini tetikler. Bu fiziksel ve kimyasal sartlar
hiperglisemi sirasinda hiicrelerin i¢indeki ve digindaki MG konsantrasyonunu énemli

Olciide artirir.
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Spesifik olarak, MG ve AGE uretimi hiperglisemik kosullarda 2-4 kat artar (Rabbani
ve Thornalley, 2014). Normal kosullarda MG glioksalaz(GLO I ve GLO II enzimler)
sistemiyle detoksifiye edilebilir.

Diyabet varliginda, Ig ve diger dolasimdaki ve doku proteinleri yiiksek glikoz
konsantrasyonuna maruz kalir. Ig'nin immiinolojik 6nemi nedeniyle, glikasyonlarinin
ozel bir dnemi vardir ve bu konuda birgok makale yaymlanmustir. Ornegin, diyabetik
deneklerde glikolize IgG'de onemli bir artis, atnite kromatografisiyle bulunmustur
(Danze ve digerleri, 1987);

ACE2'nin enzimatik olmayan glikasyonunun meydana geldigi diisiiniildiigiinde,
bunun glikolize edilebilecek amino asit (cogunlukla lizin) agisindan protein iigiinciil
yapisin1  degistirmedeki olas1 patojenetik rolii dikkate alinmalidir. Diyabet
hastaliginda ayrica immiinoglobulinler (IgG) yiiksek glikoz konsantrasyonlari,
MALDI/MASS Spektrometresi yaklasimini kullanarak, IgG iizerinde yogunlastirilan
glikoz molekiillerinin sayisinin glikoz seviyeleriyle iliskili oldugunu ve zayif kontrol
edilen diyabet durumunda 20 glikoz molekiliinin IgG'min lizin kalintilariyla
enzimatik olmayan bir sekilde reaksiyona girdigi gosterilmistir. IgG tizerinde kiitle
spektrometrisi ve bilgisayar-molekiiler modelleme ile yapilan diger deneyler, Fab
fragmanlarinin, Ozellikle hafif ve agir degisken boélgelerde glukoz tarafindan
saldirtya daha yatkin oldugunu kanitlamistir. Bu nedenle, diyabetli kisilerde gézlenen
bagisiklik yetersizlikleri, Fab fragmaninin asir1 glikasyonuna bagl olabilir, antikor
ve antijen arasindaki molekiiler tanima siirecini inhibe edebilir.

Diyabetik deneklerin serumundan izole edilen Gzellikle Fab parcalarinin tercihli
glikasyonu 1gG'nin Fd bdlgesinde tespit edilmistir ancak glikolize 1gG1'den boronat
desteklere hafif zincirin baglanmasini tespit edemediler. Ayrica Menini ve vd. esas
olarak IgM'nin Fab bdlgesinde glikasyonun meydana geldigini 6ne siirdii. IgG’de
Fab'da, Fc bolgesinde oldugundan daha fazla glikasyon sahas1 mevcuttur.
Monoklonal antikorlarin glikasyonu sonucunda antijenlere baglanma yeteneklerini
bozduguna dair ikna edici kanitlar saglamistir. Bununla birlikte, yakin tarihli bir
caligmada, antijen glikasyona bagl inaktivasyona karsi, anti Cu'nun, Zn-slperoksit
dismutaz enzimi antikorlar1 koruyabilir. Polifenoller bitkilerde dogal olarak bulunur
ve yararli olarak kabul edilir (Xie, Xiao, Kai ve Chen, 2012). Bu antioksidanlar,
zararh serbest radikalleri temizler. Polifenoller, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar

ve bazi kronik hastaliklarin ve ndrodejeneratif bozukluklar gibi patolojik kosullar
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altinda hiicresel sinyal yolaklari ile riski azaltma kapasitesine sahiptir. Polifenoller
antialerjik, antiviral/antibakteriyel ajanlar, antifungal/antikanser ajanlar olarak cesitli
hastaliklarin 6nlenmesinde ¢esitli sekillerde biyolojik aktivitelere sahiptir (Gothai ve
digerleri, 2016). GO ve MGO gibi AGE'lerin onciileri polifenoller tarafindan inhibe
edilmistir (Yu Wang & Ho, 2012). Insanlarda bulunan AGE'lerin iki ana dnciisii olan
MGO ve GO ¢ok reaktiftir ve serbest lizin ve arginin kalintilarin1 degistirir (Nagaraj
ve digerleri, 2002). Polifenoller lizin ve arginin ile rekabet etme yetenegi vardir ve
bu nedenle AGE'lerin gelisimini engeller. Bazi polifenoller tipik bir AGE inhibisyon
ajan1 olan aminoguanidinden daha fazla MGO yakalar (Thornalley,2003).
Glikoz-BSA sisteminde, p-kumarik asit disinda tiim denenmis fenolik asitler belirli
bir derecede AGE inhibitor yeteneklerine sahip oldugu gozlemlenmistir. Oleik asit-
BSA sisteminde tiim test edilen fenolik asitler AGE'lerin gelisimini inhibe ettigi
tespit edilmistir (Virk ve Chen, 2016).

Selenyum oksidatif stresi, iltthaplanma, apoptoz, kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi,
hormon iiretimi, anjiyogenez ve bagisiklik fonksiyonu ve DNA metilasyonunu
etkiler. Selenyumun hem in vitro hem de in vivo insiilin benzeri etkileri vardir. Ayaz
ve vd. selenyum kalp, bobrek ve trombosit kusurlarini igeren modellerin tedavisini ve
diyabet hayvaninda hastalik semptomlarin1 hafifletir.

Mitojenik lektinlere yanit olarak lenfosit proliferasyonu, dogrudan glutatyon (GSH)
mevcudiyetine baglidir. Boylece proliferasyon, lenfositlere asir1 glutatyon saglanarak
artirtlabilir ve mitojenik stimiilasyon sirasinda mevcut olan hiicre ici GSH miktarim
sinirlayarak giliclii bir sekilde inhibe edilebilir. Eksojen GSH, sistein ve 2-
merkaptoetanol (2-ME), lenfosit proliferasyonunu énemli 6l¢iide artirabilir ve hiicre
ici GSH seviyelerini artirabilir. Butiyonin siilfoksimin (BSO) tarafindan GSH'den
yoksun birakilan lenfositler, mitojenik lektinlere karsi tam bir blast transasyon
tepkisinden geg¢emez. BSO varliginda mitojenle uyarilan lenfositlerde, hiicre ici GSH
seviyelerinin zaman profili ilk 24-48 saatte hizli bir diisiis ve ardindan 72-96 saatte
<0.5 nmol/107 lenfosit seviyelerine kademeli bir diisiis gosterir. Eksojen GSH, hiicre
ici GSH seviyelerini kismen korur ve 2000 uM BSO varliginda bile lenfosit
proliferasyonunu tamamen geri yikler. Sistein ve 2-ME gibi diger tiyoller, 2000 uM
BSO varliginda mitojenle uyarilan lenfositlerde hiicre ici GSH'nin zaman profilini
onemli Olciide degistirmez ve bunlarin proliferasyonu arttirma kapasiteleri, bu

kosullar altinda tamamen ortadan kalkmasa da biiyiik 6lgiide azalir. Devam eden
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GSH sentezi, normal bir proliferatif yaniti siirdiirmek i¢in agikc¢a gereklidir. Hiicre igi
GSH seviyeleri baslangicta tiikenirse ve ardindan lenfositler BSO varliginda mitojen
ile uyarilirsa, eksojen GSH'ye gore proliferasyonu eski haline getirmek i¢in sistein ve
2-ME'nin azalmis bir kapasitesi vardir (Jefferies ve vd., 2003). Eksojen GSH'nin
daha ylksek BSO konsantrasyonu ile proliferasyonu eski haline getirme kapasitesi
de azalttigi gozlenmistir. Bu, eksojen GSH tarafindan lenfosit proliferasyonunun
restorasyonunun, hiicre dis1 GSH'den ¢ok hiicre i¢i etkilerle daha yakindan baglantili
oldugunu diistindiiriir. Bu ¢alismalar hiicre i¢ci GSH'nin lenfosit proliferasyonundaki
onemini dogrulamaktadir. Hiicre ici GSH'nin temel rolii, sistein ve 2-ME gibi diger
ekzojen tiyollerin varliginda bile gosterilebilir. Lenfosit proliferasyonunun eksojen
sistein tarafindan arttirilmasi, dogrudan hiicre i¢i GSH iizerindeki etkilerle baglantili
gibi gorunmektedir, oysa 2-ME ile yapilan artis muhtemelen daha karmasiktir, ancak
acikca hiicre i¢ci GSH iizerindeki etkilerle baglantilidir (Daniel ve vd., 1989). Perflize
calisan si¢an kalbinde, iskemiden sonra kas i¢i glutamin ve alfa-ketoglutaratta kayda
deger bir diistis oldu. Glutamat veya alfa-ketoglutarat yerine glutamin, iskemi sonrasi
kalbin performansim1 kurtarmayr basardi. Arastirmacilar bunun intrakardiyak
adenozin trifosfat fosfokreatin (ATP) ve GSH'yi siirdirme yeteneginden
kaynaklanabilecegini diisindiiler (Rennie ve vd., 2001).

Selenyum takviyesi, selenyum eksikligi olmayan bireylerde bile, aktive edilmis T
hiicrelerinin proliferasyonunda bir artig ile artan sitotoksik lenfosit aracili tiimor
sitotoksisitesi ve dogal oldiiriicti hiicre aktivitesive belirgin immiino-uyarici etkileri
gostermistir (Hoffmann ve vd., 2010). Selenoproteinler, aktiflestirilmis T-h{cre
fonksiyonu igin gereklidir. T hiicreleri o6zellikle oksidatif strese duyarlidir ve
selenoprotein eksikligi olan T hiicreleri ¢ogalamaz. Bu nedenle reaktif oksijen
tlrlerinin tiretimini baskilayamayarak T-hlicresi-reseptor stimiilasyonuna yanit
veremez (Carlson ve vd., 2010). Selenyum, Interlokin 2 ve reseptdrii arasindaki
etkilesimlerle T-hiicre proliferasyonunu yonlendirir. Insan calismalari yiiksek
afiniteli interlokin-2 reseptorinin artan ekspresyonundan énce selenyum takviyesi
ile lenfosit proliferasyonu arasinda bir korelasyon oldugunu gdstermistir. Insan
denekler tizerinde yapilan 9 yillik bir calisma sonucunda kan serumundaki selenyum
miktarinin azalmasi ile diyabet riskinin artmasi arasinda dogru oranti oldugu

belirlenmistir (Akbaraly ve vd., 2010).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1 Malzeme

3.1.1 Kullanilan Kimyasallar

ECL (Enhanced Chemiluminescence), Tween 20, yagsiz siit tozu, selenium, L-
gluthatione, oleuropein Sigma-Aldrich, Secondary antibody anti rabbit 19gG, HRP-
linked Antibody (7074S Cell Signaling Technology), Primary antibody human IgG
polyclonal antibody (PTG10284-1-AP proteintech) 1gG, gallic acid, D-fructose,
aminoguanidine (AG), agarose, ethanol, folin-Ciocalteu's phenol reagent (FCR),
quercetin, nitro blue tetrazolium chloride (NBT), CR(congo red), guanidine
hydrochloride, Iron(IIT) chloride tetrahydrate, sodium azide, 2,2'-Azino-bis(3-
ethylbenzthiazoline-6-sulfonic ~ acid (ABTS), Girard’s reagent T, 24-
dinitrophenylhydrazine (DNPH), trichloroacetic acid (TCA), sodium dodecyl sulfate
(SDS), bromophenol blue, ethylene diamine tetra acetic acid (EDTA),

3.1.2 Kullanilan Aletler

UV-VIS Spektrofotometre (Shimadzu, UV/Visible Recording spektrofotometre), Jel
Goruntuleme Sistemi (Bio Rad Gel Doc XR), Elektroforez (Bio Rad mini protean),
Santriftj (Hettich marka, Universal 320 R), Otoklav (Hiramaya), Terazi (Metler
Toledo), Vortex (Heidolph ), pH metre (Metler Toledo), Soxhlet (Heidolph marka),
Evaporator, Derin dondurucu (Vestel), Buzdolabi (Vestel), Mikrodalga(Argelik),
Calkalayici(Memmert), Mikropipet (Ependorf), Filtre (Schleicher-Schvell), Blender,
Floresans Spektrofotometresi, Laminar air flow (Kendro-Hera KS12), vakumlu
evaporator (RE 100B, Bibby Strilin.)

3.1.3 Etik Beyan

Calisma Saglhk Bilimleri Universitesi Gazi Yasargil Egitim ve Arastirma Hastanesi
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan 20/05/2022 tarihinde onayland1 (sertifika
onay no: 95).

3.2 Yontem

3.2.1 Selenyum, Oleuropein ve Glutatyon karisiminm1 hazirlama

Selenyum, oleuropein ve glutatyon viicudun ginliik ihtiyaci olan doza gore
hesaplandi (Selenyum, 10 pg/kg, L-Glutatyon 15 pg/kg, Oleuropein 7mg/kg). Bu

maddelerin bir karigim1  hazirlandi. Tim deneysel c¢alismalarda bu karigim
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kullanilmistir. Hazirlanan karisimin antioksidan aktiviteleri asagidaki yontemlere
gore tespit edildikten sonra diger ¢calismalara devam edilmistir.

3.2.2 DPPH radikali sondiirme aktivitesi

Antioksidant maddelerin DPPH radikalini sondirme etkileri, kendi hidrojenlerini
radikale verebilme yeteneklerinden kaynaklanmaktadir. DPPH serbest ve kararli bir
radikaldir, 1 elektron veya hidrojen alarak kararli diamagnetik bir molekiile doniisiir.
DPPH radikalini sondiirme aktivitesi diger metotlara kiyasla antioksidant aktiviteyi
kisa zamanda kiyaslayabilme imkani sagladigindan daha yaygin olarak
kullanilmaktadir (Gulgin ve vd., 2004). Bu yontem absorbansin azalmasi temeline
dayanir. DPPH {izerindeki ortaklanmamis elektron goriiniir bolgede 517 nm’de
maksimum absorbans vermektedir. Antioksidant molekiil ile DPPH arasindaki
reaksiyon DPPH’in ortamdaki derisiminin azalmasina yani absorbansin diigmesine
neden olur. Sonugta olusan yapi radikalik olmayan DPPH-H ‘dir Reaksiyon sirasinda
karisimin rengi mordan sariya doner. Calismada kullanilan oleuropein, glutation ve
selenyum karisiminin 1 mg/ml'lik stok ¢ozeltileri hazirlandi. Seyreltmeler, 5-250
Hg/ml konsantrasyonlarda stok c¢ozeltilerden yapildi. %96 etanol iginde 0.1 mM
DPPH ¢ozeltisi hazirlandi. 3 ml seyreltilmis mix ve bunlara 1 ml 0.1 mM DPPH
soliisyonu eklenmigstir. Tiipler vortekslenerek iyice karistirildiktan sonra oda
sicakliginda ve karanlikta 30 dakika inkiibe edildi Ardindan 517 nm’de absorbans
okundu ve % Inhibisyon hesapland (3.1).

Acontrol - Sample

%I = x 100 (3.1)

Acontrol

3.2.3 OH radikali sondurme aktivitesi (Deoksiriboz yontemi)

Calismada kullanilan karisimin hidroksi radikalini sondiirme aktivitesi deoksiriboz
yontemi ile Fe?"/askorbat/EDTA/H20, sisteminde incelenmistir. Malondialdehit
(MDA), hidroksi radikalinin deoksiriboz saldirisindan sonra olusur. Ortaya ¢ikan
MDA, pembe renkli bir MDA-TBA kompleksi olusturmak igcin TBA (2-
tiyobarbiturik asit) ile reaksiyona girer (Wang ve ark, 2003). Reaksiyon karisimi
sirastyla 100 ul 1 mM EDTA, 10 ul 0,1 mM FeCl3, 100 pl 50 mM H20:> , 360 pl 2,8
mM deoksiriboz, 1 ml ekstrakt (50-500 pg/ml), 330 pl 50 mM pH 7.4 fosfat tamponu
ve 100 pl 0,3 mM askorbik asit icermektedir. Karigim 37 °C’de 1 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibe edilen karisimdan 1 ml alinip {izerine 1 ml % 10’luk TCA ve 1 ml
% 0.5’1ik TBA (0.025 M NaOH i¢inde % 0.025 BHA igerecek sekilde hazirlanacak)
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ilave edildi. Daha sonra 100°C’de 20 dakika inkiibasyona birakildi (pembe renk
olusana kadar). Inkiibasyon ornekleri buzda sogutulduktan sonra 532 nm’de UV
spektroskopide absorbans degerleri 6l¢iildii (Mazumder ve vd., 2005). Pozitif kontrol
BHA kullanildi. Negatif kontrol, mix ve pozitif kontrol icermeyen test ornegidir.

Artan konsantrasyona kars1 % inhibisyon degerleri grafige gegirildi (3.2).

Acontrol - Sample

%l = x 100 (3.2)

Acontrol

3.2.4 Protein glikasyonu(in vitro)

0.8 uM 6 mg 1gG, 0.02 mol/I fosfat tampon pH 7.2 iginde 5 mM fruktoz ile inkube
edildi. Tampona %0.02 sodyum azid eklendi. Pozitif kontrol olarak 9 mM
aminoguanidin kullanildi. 100, 250, 500 pg/ml oleuropein, glutatyon ve selenyum
karigimi kullanildi. 28 giin 37°C'de steril aerobik kosullarda inkiibe edildi. Ayni
kosullar altinda fruktoz olmadan inkiibe edilen IgG, kontrol olarak gorev yapti. 0, 7,
14, 21, 28. giinlerde alinan ornekler +4°C 'de 24 saat diyaliz edilerek baglanmamis
sekerler uzaklastirildi ve asagidaki parametreler ile analizleri yapildi (Miyazana ve
vd. 1998).

3.2.5 Baglanmamis sekerlerin diyaliz yontemiyle uzaklastirilmasi

Calisma prensibi, maddenin ¢ok yogun bir ortamdan daha az yogun bir ortama
gecisini yar1 gecirgen bir zar yardimiyla saglamak esasina dayanir. Bu yontem
kullanilarak, baglanmams sekerler uzaklastirilir. Ornekler bir pipet ile diyaliz
tiiplerine aktarilir. Fosfat tamponuna konur ve tamponlar 8 saatte bir degistirilir. 24
saat sonra islem durdurulur.

3.2.6 a-Dikarbonil bilesik tayini

Immiinoglobulin G-fruktoz sisteminde inkiibe edilen orneklerdeki a-dikarbonil
bilesigi miktar1 Griard-T yontemi ile belirlendi. Glikolizlenmis materyalden yaklagik
20 ul alinip 80 pl saf su ve 50 pl Griard-T reaktifi ve 850 ul sodyum format (pH:2.9)
ile test tiiptinde karistirilip 25 °C 'de 1 saatlik inkiibasyon sonunda 290 nm'de
absorbans degerleri okundu. AG pozitif kontrol olarak kullanilacak (Wang ve vd.,
2011).

3.2.7 Fruktozamine testi

Kalorimetrik bir testtir. Alkali ¢ozeltide serum proteinlerinin glikasyon derecesi

oOlgiilerek belirlenir. Amadori bilesikleri nitroblue tetrazolyumu (NBT) indirgeyerek
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mor renkli tetrazinol radikal (NBT".) 0rtnind meydana getirirler. Amadori
bilesikleri, mor bir tetrazinol radikali (NBT') olusturmak igin nitromavi
tetrazolyumu (NBT) azaltir. IgG-Fruktoz sisteminde inkibe edilen 6rneklerdeki
fruktozamin miktar1 Baker, Zyzak ve Baynes'in (1994) yontemine gore belirlendi
(Song ve vd., 2021). Glikolizlenmis materyal (0.2 ml), sodyum karbonat tamponu
(100 mM, pH 10.35) i¢inde hazirlanmis nitro blue tetrazolyum (0.8 ml) ile oda
sicakliginda 1 saat inkiibasyona birakilip ve 530 nm absorbans degerleri 6l¢iildi. AG
pozitif kontrol olarak kullanildi (Baker ve vd., 1994).

3.2.8 Kongo kirmizisi spektral kayma

0.7, 14, 21, 28. giinlerde alinan 1 mg/mL'ye seyreltilen kontrol IgG- fruktoz ve IgG-
fruktoz-mix numuneleri, 50uM kongo kirmizis1 20 dakika boyunca 20 mM fosfat
tamponu (pH 7.8) ve icinde inkibe edildi. Tum numunelerin absorbans degerleri 300
nm'de okundu. Kongo kirmizisi igermeyen ¢ozeltilerin spektrumlar1 negatif kontrol
olarak kullanilmistir (Khanam ve vd., 2021).

3.2.9 UV-visible spektroskopi yontemi

0.7, 14, 21, 28. giinlerde alinan 1 mg/mL'ye seyreltilen kontrol IgG- fruktoz ve IgG-
fruktoz-mix numunelerinin UV absorpsiyon 6l¢iimleri, 1.0 cm yol uzunlugunda bir
kiivet kullanilarak Shimadzu spektrofotometrede 200-400 nm arasindaki absorpsiyon
Olculerek elde edildi. Analiz icin toplam 1.0 ml hacimde 300 ug numune alindi. UV-
1700 Spektrofotometre iizerinde kuvars kiivet kullanilarak, dogal IgG-fruktoz
sisteminde 1gG'nin emildigi dalga boyu araligi 200-400 nm’de tarand: (Shaklai ve
ark,1984).

3.2.10 Floresan spektroskopi yontemi

0.7, 14, 21, 28. giinlerde alinan 1 mg/mL'ye seyreltilen kontrol 1gG- fruktoz ve 1gG
fruktoz - mix numunelerinin (25 £ 0.2 °C'de) 285 nm'de uyarilma ve emisyon araligi
310-460 nm'de o6lcildi. Numunelerin uyarildiklar1 dalga boyunda floresans
yogunluklar1 hesaplandi, grafigi ¢izildi (Wani ve vd. 2012).

3.2.11 igsel floresans élgtimii

Floresans spektroskopisi, daha once tarif edildigi gibi glikasyonlu proteinlerdeki
aromatik amino asitlerin (Phe, Tyr & Trp) igsel floresan 06zelliklerindeki
degisiklikleri tespit etmek igin gergeklestirilmistir (Ahmadve ark,, 2012) 0, 7, 14, 21,
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28. giinlerde alinan 1 mg/mL'ye seyreltilen kontrol 1gG- fruktoz ve IgG-fruktoz-mix
numunelerinin (25 + 0.2 °C'de) o6lgiimii yapildi. Kisaca, dogal ve glikasyonlu
numunelerin emisyonu 340 nm'de kaydedildi. 280 nm'lik dalga boyu, triptofan
kalintisinin uyarilmasina 6zgiidiir (Afreen ve vd., 2020).

3.2.12 Agaroz jel elektroforezi( 1gG-Fru-DNA Sistemi)

50 mM ve 7, 14, 21, 28. gun fruktozile 1gG 6rnekleri pBR 322 plazmid DNA ile 8
gun inkiibe edilerek karisimin etkisi incelendi. Numunelerin alkali ve non-alkali
kosullarda elektroforetik go¢ modeli gozlemlendi. Alkalin jel elektroforez tamponu
(50 mM NaOH ve 1 mM EDTA, pH 8.0) eklenerek hazirlandi. Numuneler etanol ile
cokeltilerek ve alkalin yiikleme tamponu hazirlandi (50 mM NaOH, 1 mM EDTA,
%5-10 gliserol, % 0.025 bromofenol mavi). Farkli derisimlerde hazirlanan
numuneler jel kuyularina yiiklendi ve 120 V/cm'de 3 saat boyunca elektroforezlendi.
Jel, etidyum bromid (0.5 mg / ml) ile lekelendi, UV 1sik altinda aydinlatilarak
incelendi ve fotograflandi. Alkali kosullarda numunelerin elektroforetik migrasyon
paterni gozlendi (Zaman ve vd.,2017; Green ve vd.,2019).

3.2.13 Insan kanindan lenfosit hiicre izolasyonu (PBL izolasyonu)

Saglikli, yetiskin, gonllu (18-35 yas; 10 kisi) dondrlerden alinan 10 mL kan, fikolli
gradiyent santriflij yontemi ile EDTA'll antikoagiilan tiiplerde lenfositlere ayrildi.
Ortada kalan beyaz nebula hiicre tabakasi pipet yardimi ile dikkatlice ¢ikarildi (Sekil
3.1). Dikkatlice alman hiicreler 3 kez RPMI-1640 medyumu ile yikandi. inkiibasyona
birakilan hiicreler, Tyrpan blue yontemi (Fuss ve vd., 2009)ile sayildi.

Plazma

E=n
PN [ anfneit Hibcralen

Ficol
Ficol v Graniilositler

Sekil 3.1 Insan Kanindan Lenfosit hiicre izolasyonu

42



3.2.14 Fruktoz kaynakl lenfosit hiicre hasari

Her kuyucuga 100 uL lenfosit hiicresi ve 1M 20 pL fruktoz eklendi (mL basina 100
hiicre oldugu varsayildi) (Miyazawa ve vd., 1998). Mix koyulacak kuyucuklara 20
ML mix eklendi. Kuyucuklarin toplam hacmi 200 pL olacak sekilde DPBS ile
tamamlandi. Calismada fruktoz kaynakli lenfosit hiicre hasari iizerine oleuropein,
glutatyon ve selenyum karisimimin artan konsantrasyonda etkisi incelenmistir
(toplam hacim 200 pL). Kontrol olarak AG kullanildi1(48 saat inkiibasyon). Tyripan
blue ile boyanan hucrelerde sayim yapildi (3.4).

. . number live cells counted o
Viable cells count(live cell per mL) = x Dilution factor x 10.000
number of large corner squares counted

(3.4)
3.2.15 SDS PAGE

0, 7,14, 21, 28. gunlerde alinan 1 mg/mL'ye seyreltilen kontrol IgG- fruktoz ve IgG-
fruktoz-mix numunelerinde SDS-PAGE protein jel elektroforez yontemi uygulanarak
glikasyon ve mixin etkisi tespit edildi. 20 pL glikasyona ugramis drneklerin tzerine
10 uL numune tamponu eklenerek 5 dk boyunca kaynatildi ardindan alinan
numuneler ve molekiler weight kuyucuklara yiklendi. BioRad tankindaki her bir jel
icin 90 mAmp ve 300 volt uygulanarak 180 dakika siireyle tamponda yarGtildd.
3.2.16 Western Blotting yontemi

Glikasyonla ugramis (lenfosit/fruktoz sistemi ve karisim sistemi) SDS-PAGE protein
jel elektroforez yontemi uygulandi. 20 pL glikasyona ugramis 6rneklerin {izerine 10
uL SDS-PAGE numune tamponu eklendi. BioRad tankindaki her bir jel i¢in 90
mAmp ve 300 volt uygulanarak 180 dakika siireyle tamponda yaruttld.

SDS PAGE calismasi bittikten sonra, jeller bir transbloting sistemi (§80mA 7dk, BIO-
RAD) ile PVDF membranina aktarildi. Yagsiz siit tozu ve TBST karisimi, spesifik
olmayan baglanmay1 en aza indirmek icin bir calkalayicida 1 saat siireyle uygulandi.
Yagsiz siit tozu ve TBST c¢ozeltisindeki proteinler, hedef proteinin bulunmadigi zar
Uzerindeki tim bolgeyi kaplar. Bu nedenle, kullanilan birincil antikor yalnizca hedef
proteine baglanir. Sonu¢ olarak kontaminasyonundan kaynaklanan yanlis pozitif
sonuclardan kacinilir. Membran birincil antikoru insan IgG poliklonal antikoru
(PTG10284-1-AP proteintech), bir gece c¢alkalayicida +4°C'de inkiibe edildi.
Membran, antikoru temizlemek icin TBST ile 3 kez 10 dakika yikandi. Sekonder
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antikor anti tavsan IgG, HRP-bagli Antikor (7074S Hducre Sinyal Teknolojisi)
+4°C'de 1 saat inklbe edildi. Daha sonra TBST ile 3 kez 10 dakika, distile su ile 2
kez 2 dakika yikandi. Daha sonra ECL substrat1 ile 5 dakikalik bir film olusturuldu
ve membran cihazin igine yerlestirildi ve goriintiilleme yapildi (BIO-RAD ChemiDoc
MP, Image lab).

3.2.17 Istatistiksel analiz

Istatistikte kullanilan varyans analizi kavrami birgok istatistiksel yontemi iginde
barindiran bir yontemler toplulugunun genel adidir. Varyans analizinin en basit
formu tek yonlii varyans analizi bir baska ifade ile One-Way ANOVA’dir (analysis
of variance).

ANOVA bir sayisal degisken en az 3 grupta karsilagtirilmak istendiginde kullanilir.
Bu test dncelikli olarak gruplardan en az birinin digerlerinden farkli olup olmadigini
test eder. ANOVA testi sonucunda istatistiksel olarak anlamli bir P degeri bulunursa
yani P<0,05 ise hangi gruplar arasinda fark oldugunun ortaya konmasi i¢in ¢oklu
karsilastirma testleri (Post-hoc testler) kullanilir. Calismada One-Way ANOVA’dir
(analysis of variance) yontemi kullanildi. Veriler ortalama+SD olarak sunuldu.

Verilerin istatistiksel dnemi olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Biyokimyasal Aanliz
4.1.1 DPPH radikali sondirme aktivitesi

Karigimimn DPPH radikali sondiirme aktivitesi 10-100 pg/ml araliginda 5

konsantrasyonda ¢alisildi.

Acontrol - Sample

%l = x 100 (l ile % Inhibisyon degeri hesaplanmistir. 4.2)

Acontrol

Karigim, %28.08 ile %91.41 arasinda DPPH radikalini sondirme aktivitesi gosterdi.
Konsantrasyon arttikca karisimin inhibisyon degerinin pozitif kontrole yaklastigi
grafikte gérilmektedir.

BHA, %93,50 ile %96,30 arasinda sondurme aktivitesi gosterdi (Sekil4.1).

100+ r
75

c

S

2 50-

=

X 1 BHA
25 E== Mix

0 .

10 25 50 75 100
Concentration (pg/ml)

Sekil 4.1 Karigimin farkli konsantrasyonlarinin (10, 25, 50, 75,100 pg/ml) DPPH radikali izerindeki
sondiirme etkisi.

Antioksidanlar, reaktif serbest radikaller tarafindan olusan oksitleyici zincir
reaksiyonlar1 hayati molekiillere zarar vermeden once inhibe edebilen molekdllerdir.
Alzheimer hastaligi, kardiyovaskiiler bozukluklar, norolojik hastaliklar, kanserden
parkinson hastaligina kadar pek cok hastaliga neden olurlar. Antioksidanlar dogal
olarak veya sentetik kimyasal siireglerle olusur. Dogal antioksidan oOrnekleri E
vitamini, C ve [-karoten gibi molekillerdir. Sentetik antioksidanlar ise
tertbatilhidrokinon (E-319), biitillenmis hidroksil anisol (BHA; E320) biitillenmis
hidroksitoluen (BHT; E321) ve propil galat (E-311) gibi molekdllerdir (Wollinger ve
vd., 2016). Antioksidan aktiviteyi belirlemeye yonelik giincel yontemler sunlardir:
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Hidrojen yoluyla spektrofotometrik belirlemeye dayali atom transferi (HAT) ve tek
elektron transferi (SET). Bu testler 2,2e-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonik asit
(ABTS) testi, 2,2-difenil-1-(2,4,6-trinitrofenil)hidrazil (DPPH) radikali séndirme
aktivitesi, oksijen radikali absorbans kapasitesi (ORAC) testleridir. Bu yontemler
arasinda en yaygin ve en basit olarak kullanilan yontemlerden baslicast DPPH
metodudur. Mor renkli DPPH radikalinin bir hidrojen atomu araciligiyla antioksidan
tarafindan indirgenmesi ile rengin kararli soluk sar1 DPPH molekiillerine
doniismesine neden olur. Kalan mor renkli DPPH radikali antioksidan aktiviteyi
belirlemek igin UV-Vis spektrofotometre ile 515-520 nm 6lcilir. Bu test kullailan
antioksidan maddenin hidrojen atomlarin1 verme kapasitesi ve serbest radikaller
arasindaki indirgeme kapasitesi hakkinda bilgi edinmemizi saglar. Calismada pozitif
kontrol olarak kullanilan BHA konsantrasyondan bagimsiz olarak DPPH radikali
sondiirme aktivitesi gosterirken kullanilan mix konsantrasyon artttkca DPPH
radikalini sondiirme aktivitesi de artmistir. Mix’in i¢erdigi selenyum, glutatyon ve
oleuropeinin ayr1 ayri serbest radikal sondiirme aktivitesi gosterdigi bilinmektedir.
Fakat karisim halinde kullanildiginda da sinerjik etkiye ugramadan DPPH radikalini
artan konsantrasyonlarda sondiirdiigi tespit edilmistir.

4.1.2 OH radikali sondurme aktivitesi (Deoxyribose assay)

Karigtmm OH radikali sondiirme aktivitesi 10-100 pg/ml araliginda 5

konsantrasyonda calisildi.

Acontrol - Sample

%l = x 100 iil ile % Inhibisyon degeri hesaplanmistir.  (4.2)

Acontrol

BHA, pozitif kontrol olarak kullanildi. Karisim, %39.68 ve 9%99.67 araliginda
hidroksi radikali sondurme aktivitesi gosterdi. Karigimin konsantrasyonu arttik¢a
Pozitif kontrol olarak kullanilan BHA’dan daha yiiksek inhibisyon etkisi gosterdigi
grafikte gorilmektedir. BHA, %38.21 ve %97.39 araliginda hidroksi radikal

sondurme aktivitesi gosterdi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2 Karisimin farkli konsantrasyonlarinin (10, 25, 50, 75, 100 pg/ml) OH radikali Gzerindeki
sondiirme etkisi.

Canli sistemde, gecis metali ile H2O2 iyonlastiric1 radyasyona maruz birakarak ve
indirgenmis formlara sahip son derece reaktif -OH radikali olusur. H2O2’nin demir
tuzuna bagli ayrismasina Fenton reaksiyonu denir. Fenton reaksiyonlari, indirgeyici
ajanlarin eklenmesiyle hizlandirilabilir, bdylece biyolojik molekiile daha fazla zarar
verir. Stperoksit radikali, demir kompleksinin indirgenmis formunu Ureterek demir
katalizli Haber-Weiss reaksiyonunu hizlandirabilir. Askorbik asit varliginda
demir(I11)-EDTA ile H20. arasindaki reaksiyonda olusan hidroksil radikali, diisiik
pH'ta tiyobarbitiirik asit (TBA) ile 1sitildiginda deoksiriboz ile pembe bir kromojen
veren iriinler olusturur. EDTA tarafindan sondiiriilmekten kurtulan hidroksil
radikali, deoksiriboz molekiiliine ve mevcut herhangi bir bilesige saldirmak igin
yarigacaktir. Hidroksil radikalinin hedefle reaksiyona girme hizi, bu reaksiyon igin
hiz sabitlerine ve konsantrasyonlara baglidir. Bundan dolayr hem pozitif kontrol
olarak kullanilan BHA hem de mix konsantrasyon arttikca OH radikali ile yarigarak
radikali sondiirme egilimi gostermistir.

4.1.3 a-Dikarbonil bilesik tayini

a-karboniller, dehidrasyonla olusan olduk¢a aktif Maillard reaksiyon ara
maddeleridir. Fruktoz biyolojik makromolekiilleri degistirerek metabolize olurken,
dikarbonil bilesenleri ve ROS (Yang ve vd.,2023) olusumuna neden olabilir. Fruktoz
serbest radikalleri savunma sistemine zarar verir. Fruktoz ile 28 giin inkiibasyona

birakilan IgG proteininin artan konsantrasyonlarda Mix (100-500 pg/ml) ile
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antiglikasyon aktivitesi 290 nm'de absorbans ol¢imui ile belirlendi. 1gG+Fru
sisteminde giinler ilerledik¢e a-Karbonil bilesiklerinin olusumunun arttigi
gozlemlendi. Karisimin (100500 pg/ml) artan konsantrasyonlarinin erken ve ileri
asamalarda a-karbonil bilesenlerini inhibe ettigi gozlendi Calismada antiglikasyon
ajan1 olarak kullanilan karisim, IgG'ye dikarbonil baglanmasini engelleyerek erken
donemde glikasyonu inhibe ettigi grafikte goriilmektedir. AG (9mM) pozitif kontrol
olarak kullanildi (Sekil 4.3)

0.20+

o

[N

ol
]

1gG

IgG+Fru
E=AG (9 mM)
(I Mix (100 pg/ml)
Mix (250 pg/ml)
XY Mix (500 pg/ml)

o

o

ol
|

Absorbance (290 nm)
o
|_\
?

0.00 . 212l

Incubation time (day)

Sekil 4.3 Karisgimin farkli konsantrasyonlarinin (100-500 pg/ml) 0-28 giin araliginda o-dikarbonil
bilesigi iizerindeki etkisi. AG pozitif kontrol olarak kullanildi.

4.1.4 Fruktozamine testi

28 gin boyunca fruktoz ile hasara ugrayan IgG, NBT boyas:1 kullanilarak
Fruktozamin testi yapildi. Bu ¢alismada fruktozamin sar1 renkli NBT boyasini mor
monoazan'a indirgemekte ve 530 nm'de maksimum absorbans gostermektedir.
Amadori Uriinlerinin olusumu 28. giine kadar devam etti. 28 giin i¢inde fruktozamin
igerigi zirveyi gosterdi. Daha sonra artan konsantrasyonlarda kullanilan karisim ile
fruktozamin igerigi azalmaya basladi. Son iki hafta icinde amadori Grlnleri AGE'lere
doniistiiriildiiginden, diisiik konsantrasyonda mixin inhibisyonu az miktarda
gozlemlendi (Sekil 4.4). AG (9mM), pozitif kontrol olarak kullanildi.
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Sekil 4.4 Karisimin (100-500 pg/ml) 1gG/fruktoz sistemindeki fruktozamin diizeyi Gzerindeki etkileri.
Pozitif kontrol olarak ve AG(9 mM) kullanildi.

4.2 Biyofiziksel Analizler
4.2.1 Kongo kirmizis1 spektral kayma

Kongo kirmizisi ile boyanmis numuneler 400-700 nm dalga boyu araliginda taranda.
Kongo kirmizisi ile boyanmig dogal IgG, 480 nm'de bir absorbans zirvesi gosterdi.
Absorbans artis1 ile fruktoz kaynakli protein hasarlari tespit edildi. 28 gunluk
inkiibasyonun ardindan, Sekil 4.5'te gosterilen dogal (hasara ugramamus ticari IgG)
IgG, IgG+AG, IgG+Fru absorbansindaki artis. Ardindan, dogal IgG, IgG+AG,
hasarli IgG+Mix(500 pg/ml) ve IgG+Fru 1. hafta grafik Sekil 6'da gosterilmektedir.
Dogal IgG, IgG+AG, hasarli IgG+Mix(500 pg/ml) ve IgG+Fru 2. hafta grafigi Sekil
7'de gosterilmektedir. Dogal IgG, IgG+AG, hasarli IgG+Mix (500 pg/ml) ve
IgG+Fru 3. hafta grafigi Sekil 8'de, dogal IgG, IgG+AG, hasarli IgG+Mix(500
ug/ml) ve IgG+Fru 4. hafta grafigi Sekil 9'da gosterilmektedir. Fruktozun neden
oldugu IgG hasarinin {izerine karisimin erken asamada biiyiik 6l¢iide engellenebildigi
ve absorbanslarda biiytlik diisiis olsa bile antiglisasyon etkisi oldugu bilinen AG ile
hemen hemen aymi etkiye sahip oldugu belirlendi (Sekil 4.6 ve Sekil 4.7).
Glikasyonun zaman iginde geri doniisimsiiz hasar etkisi ve AGE'lerin biyolojik
materyallere ne dlglide zarar verdigi absorbans artisi ile belirlendi (Sekil 4.9). Mix en
iyi aktiviteyi 3. haftada gosterdi (Sekil 4.8). Glutatyon, selenyum ve oleuropein
karisiminin - glikasyonun erken evresinde olusan ROS'u inhibe etmistir. Bu

inhibisyonunu absorbansi azalmasindan tespit edilmistir (Sidra ve vd., 2018).
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Sekil 4.5 1. hafta, 2. hafta, 3. hafta ve 4. haftadaki dogal IgG, I[gG+AG ve IgG+Fru sistemine kongo

kirmizis1 baglanmasinin UV absorbans spektrumlari. (n=3).
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Sekil 4.6 1. hafta dogal IgG, IgG+AG, IgG+Fru, IgG+Fru+Mix sistemine kongo kirmizisi

baglanmasinin UV absorbans spektrumlari. (n=3).
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Sekil 4.7 2. hafta dogal IgG, IgG+AG, lgG+Fru, 1gG+Fru+Mix sistemine kongo kirmizist

baglanmasinin UV absorbans spektrumlari. (n=3).
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Sekil 4.8 3. hafta dogal IgG, IgG+AG, IgG+Fru, IgG+Fru+Mix sistemine kongo kirmizisi

baglanmasinin UV absorbans spektrumlari. (n=3).
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Sekil 4.9 4. hafta dogal IgG, IgG+AG, IgG+Fru, IgG+Fru+Mix sistemine kongo kirmizist

baglanmasinin UV absorbans spektrumlari. (n=3).

4.2.2 UV-visible spektroskopi (200-400 nm)

28 glin boyunca fruktoz ile modifiye edilmis IgG'nin absorpsiyon profilleri, 240400

nm dalga boyu araliginda gozlendi. Dogal 1gG, 280 nm'de Amax gosterdi. 3.haftadan

sonra hiperkromisitenin arttigi g6zlendi (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10 Dogal 1gG ve IgG+ Fru 1., 2., 3. ve 4. haftalarin UV absorpsiyon spektrumlari. 28 giin
boyunca fruktoz ile modifiye edilmis IgG'nin absorpsiyon profilleri, 240-400 nm dalga boyu

araliginda tarandi.

4.2.3 Floresans spektroskopi yontemi

IgG’nin fruktoz modifikasyon etkisini analiz etmek igin floresan spektroskopi
yontemi kullanildi. IgG'nin floresansi, mikro ortamindaki degisikliklerden etkilenir.
AGE'lerin ¢ogu heterojen bilesiklerdir. 370 nm'de uyarildiginda dogal IgG floresan
emisyon spektrumlar1 gosterdiginde 440 nm'de giiglii floresan sergiler. Fruktoz ile
inkibe edilen 1IgG numunelerinde (28 giin/siireye bagli) hasar floresansta ¢ok énemli
artts olarak gozlendi. Karigimin artan konsantrasyonlarindaki antiglikasyon etkisi
inhibisyondaki azalma ile belirlendi. AG (9mM) pozitif kontrol olarak kullanildu.
IgG+Fru sirasiyla 1. Haftada %37.910, 2. Haftada %54.210, 3. Haftada %93.750 ve
4. Haftada %95.980 floresans aktivitesi gosterdi. AG'nin fruktoz ile IgG hasari
tizerindeki inhibisyon etkisi, hafta sirasina gore; %32,21, %43,15, %71,33, %84,52
olarak hesaplanmistir. Karistm 100 pg/ml'nin fruktozlu IgG hasart iizerindeki
inhibisyon etkisi, hafta sirasina gore; %34,27 %49,16 %52,68 %69,33 olarak
hesaplanmistir. Karigim 250 pg/ml'nin fruktozlu IgG hasar1 tizerindeki inhibisyon
etkisi, hafta sirasmma gore; %28,74, %39,86, %41,43 ve %52,17 olarak
hesaplanmigtir. Karigim 500 pg/ml'nin fruktozlu IgG hasar tizerindeki inhibisyon
etkisi, hafta sirasina gore; %22,15, %25,72, %26,92, %39,31 olarak hesaplanmustir.
Karigimin artan konsantrasyonlarda glikasyonu 6nleme etkisi, engelleme degerleri ile
belirlendi. Mixin 1. hafta inkiibasyon degerlerinden AG'den daha iyi bir
antiglikasyon ajani olarak kullanilabilecegi tespit edildi (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11 Karisim (100-500 pg/ml), aminoguanidin'in (9 mM) ve fruktoz ile inkiibe edilmis IgG'de

toplam AGE olusumunun floresan yogunlugu iizerindeki etkileri(n=3).

4.2 .4 Tgsel floresans 6lciimii

Protein molekdllerindeki aromatik amino asitler, 6zellikle triptofan, belirli bir dalga
boyunda igsel fliioresans yayabilir. IgG'min igsel floresan yogunlugu, 1sil islem,
glikasyon, kimyasal modifikasyonu veya hidroliz gibi c¢esitli faktorlerle
degistirilebilir. Numuneler 300-400 nm araliginda tarandi. IgG numuneleri, 340
nm'de maksimum floresans emisyonu (Amax) degerini sundu. Dogal IgG ve 28 giin
inkiibe edilen 1gG+Fruktoz orneklerinin 340 nm'deki Amax yogunlugunun hafta
sirasina gore 193'ten 37'ye diistigli gozlendi. AG(9mM) pozitif kontrol olarak
kullanildi. Glikasyonun siddeti azalarak IgG'nin yapisin1 degistirdigi saptand (Sekil
4.12). Antiglikasyon ajani olarak kullanilan 500 pg/ml Mix'in yogunlugu her hafta
ayr1 ayn Ol¢iildii. Sonug olarak; Yogunluklar Mix 1 121, Mix 2 148 Mix 3 153 Mix 4
169 AG 128 olarak olgiilmistir. Mix'in IgG'yi fruktoz kaynakli glikasyondan
korumadaki etkisi gunler gectikce (Sekil 4.13) (Sekil 4.14) (Sekil 4.15) ve (Sekil 16)
yogunluk artis1 ile belirlenmistir. Hidrofobik ortamda bulunan Trp ve Tyr gibi
spesifik amino asitler, glikasyon sirasinda iigiinciil yapisal degisiklikler nedeniyle
kademeli olarak polar ortamlara hareket edebilir. Glikasyonun etkisiyle 340 nm
floresans yogunlugunda maksimum emisyonda 6nemli bir azalma olmustur (Inlong

ve vd., 2022; Yipeng ve vd., 2020).
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Sekil 4.12 28 giinliik inkiibasyon siiresinde dogal IgG ve IgG+ Fru numunelerinin hafta hafta icsel
floresans emisyon spektrumlari. Numuneler 300-400 nm araliginda tarandi. AG(9mM) pozitif kontrol
olarak kullanildi.
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Sekil 4.13 1. Haftada dogal IgG, IgG+ Fru ve IgG+Fru+Mix numunelerinin icsel floresans emisyon
spektrumlari. Numuneler 300-400 nm araliginda tarandi. AG(9mM) pozitif kontrol olarak kullanildi.
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Sekil 4.14 2. Haftada dogal IgG, IgG+ Fru ve 1gG+Fru+Mix numunelerinin icsel floresans emisyon
spektrumlari. Numuneler 300-400 nm araliginda tarandi. AG(9mM) pozitif kontrol olarak kullanildi.
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Sekil 4.15 3. Haftada dogal 1gG, 19G+ Fru ve IgG+Fru+Mix numunelerinin i¢sel floresans emisyon

spektrumlari. Numuneler 300-400 nm araliginda tarandi. AG(9mM) pozitif kontrol olarak kullanildi.
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Sekil 4.16 4. Haftada dogal 1gG, 1gG+ Fru ve IgG+Fru+Mix numunelerinin i¢sel floresans emisyon
spektrumlari. Numuneler 300-400 nm araliginda tarandi. AG(9mM) pozitif kontrol olarak kullanildi.

425 SDS PAGE

Elektroforez, proteinlerin karmasik karigimlarini (6rn. hiicrelerden, hiicre alti
fraksiyonlardan, kolon fraksiyonlarindan veya immiinopresipitatlardan) ayirmak, alt
birim kompozisyonlarin1 arastirmak, protein numunelerinin homojenligini
dogrulamak ve daha sonraki uygulamalarda kullanilmak {izere proteinleri
saflastirmak i¢in kullanilir. Poliakrilamid jel elektroforezinde proteinler, bir elektrik
alanma yanit olarak bir poliakrilamid jel matrisindeki gézenekler boyunca hareket
eder; akrilamid konsantrasyonu arttikca gdzenek boyutu kiigiiliir. Gozenek boyutu ile
protein yiikli, boyutu ve seklinin kombinasyonu, proteinin gé¢ oranini belirler. Bu
tinitede, denatiire edici kosullar altinda, yani sodyum dodesil stilfat (SDS) varliginda
streksiz jel elektroforezi igin standart Laemmli yontemi kullanilmigtir Destek
protokolleri, jellerin dokimin, bir proteinin elektroforetik hareketliligini kullanarak
molekiiler kiitlenin hesaplanmasin1 ve yeniden kristallestirme yoluyla SDS
yardimiyla saflastirilmasini kapsar. Calismada molekiler weight, ticari 1gG proteini,
fruktoz ile hasara ugramis IgG ve 7, 14, 21 ve 28. gunlerde mixin en yiksek
konsantrasyonu (500 pg/ml) ile inkiibasyona birakilan IgG-+fruktoz ornekleri
kuyucuklara yiiklenerek 90 mAmp 300V’ta 180 dk yiiriitiildii. Ardindan jel % 15°1ik
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Coomassie  blue R250 ile 45 dakika Dboyandiktan sonra yikama
cozeltisi(su:metanol:glasiyel asetik asit: 6:3:21, v:v:v) icinde kontrolli 12 saat
inkiibasyona birakilarak boya wuzaklastirildi. Fruktoz ile hasara ugramis IgG
proteinini ve korunmus IgG proteinlerini belirlemek i¢in jel goriintiileme sistemi
kullanildi. Ik kuyucukta IgG’yi tespit edebilmek igin kullanilan molekiiler weight
bulunmaktadir. 1. kuyucukta hasara ugramamis 0. glinndeki ticari IgG
bulunmaktadir. 2. kuyucukta IgG+Frutoz, 3. kuyucukta 1. Hafta IgG+Fru+mix500
pug/ml, 4. Kuyucukta 2. Hafta IgG+Fru+mix500 pg/ml, 5. kuyucukta 3. Hafta
IgG+Fru+mix500 pg/ml, 6. Kuyucukta 4. Hafta IgG+Fru+mix500 pg/ml, 7.
kuyucukta ise 3. Hafta IgG+Fru+AG bulunmaktadir. Bant yogunluklarindan da
anlagilabilecegi tizere 1gG proteini 3. ve 4. hafta sonunda neredeyse tamamen
bozunmus gibi goriinmektedir (5. ve 6. kuyucuk). Fruktozun 1gG de hasar
olusturdugu bant yogunlugunun azalmasindan tespit edilmektedir (2. kuyucuk).
Mixin erken agamadaki maillard reaksiyonunu yavaslattigr ya da durdurdugu 3. ve 4.
kuyucuktaki bant yogunugunun korunmasindan tespit edilmektedir. 3. Haftadaki
AG’nin (7. kuyu) koruma etkisi ile 3. ve 4. Haftadaki (5 ve 6. kuyucuk) mixin
koruma etkisinin hemen hemen ayni oldugu bant yogunluklart ile
g6zlemlenmektedir.

Bu yontem sonucunda fruktozun IgG’ ye biiyliik miktada hasar verdigi, yapisini
bozdugu, glutatyon selenyum ve oleuropein igeren mixin erken asamada glikasyonu
yavaglattig1 veya engelledigi kontrol olarak kullanilan AG den daha iyi inhibisyon
aktivitesi gosterdigi ispat edilmistir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17 1gG proteininin fruktoz ile hasart ve mixin koruyucu etkisinin SDS-PAGE yontemi ile

karakterizasyonu. Pozitif kontrol olarak AG kullanilmustir.

4.2.6 Agaroz Jel Elektroforezi

Hasar gormemis DNA miktari, agaroz jeldeki bant yogunlugu ile dogru orantilidir.
Bandin yogunlugu hasara ugramis IgG varliginda degisir (3, 4, 5 ve 6. kuyucuktaki
bant yogunlugu) Form I'in (DNA'nin siiper sarmal yapist zarar gérmiis) 11 ve I11'in
(lineer) bant yogunlugunun azaldigi goézlendi. 'in bant yogunlugunun azaldig
(DNA'nin siiper sarmal yapisinin bozuldugu), Form | ve II'nin (dogrusal) olustugu
gozlendi. Glikasyon DNA'da depurinasyona, zincir kirilmasina, insersiyon ve
delesyon gibi mutasyonlara neden olur. Karigim varliginda bant yogunlugunun arttigi
(DNA mevcut super-kivrimli yapisint korumustur), I'nin azaldigi ve II'lin bant
yogunlugunun kayboldugu gozlendi (7, 8, 9 ve 10. kuyucuktaki bant). Pozitif kontrol
olarak AG (9mM) kullanildi (11.Kuyucuktaki bant) (Sekil 4.18). DNA glikasyonu
tizerine yapilan bazi galismalarda niikleobazlar ve nikleobaz eklentileri/amino
asitlerin reaktif karbonil bilesikleri tarafindan zarar gorebilecegi tespit edilmistir
(Bucala ve vd., 1984; Bucala ve vd., 1985; Udayan ve vd., 2005).

IgG+Fru sisteminde gerceklesen 4 haftalik Maillard reaksiyonunun sonucunda
olusan ROS, amadori iiriinleri, dikarbonil iiriinleri ve AGE'lerin DNA'y1 kalic1 olarak
tahrip ettigi ve DNA'nin siipersarmal yapisini bozdugu gozlendi. 4 haftalik

lgG+Fru+mix sisteminde karisimin serbest radikal koruyucu aktivitesi Sayesinde
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proteinin yapisi korundugu yapilan ¢alismalarda tespit edilmisti. Korunan proteinin

DNA hasari tizerinde ¢ok az etkisinin oldugu g6zlemlendi.

Form 11

Form 111

"
A 2 KX 2 2 A A A A B 8 roml

+ + + + + + + + + + + DNA
+ - - - - - - - - - 19G

1w 2w 3w 4w 1w 2.w 3w 4w 3w 1gG+Fru

lw 2w 3w 4w - Mix(pg/ml)

+ AG(9mM)

Sekil 4.18 IgG+Fru, IgG+Fru+mix sisteminin DNA (zerindeki etkisi. AG(9mM) pozitif kontrol
olarak kullanildi. Etidyum bromiir (10 mg/mL) iceren %1 Agaroz jel iizerine 90 V 500 mA akim
uygulanarak 1 saat siireyle yuriitme yapildi. Elektroforez tamponu: TAE (40 mM Tris asetat, 1 mM
EDTA, pH 8.2). Jellerin fotografi Bio Rad Gel Doc XR (BioRad, Hercules, CA, ABD) goriintileme
sistemi ile ¢ekilmistir.

4.2.7 Fruktoz kaynakl lenfosit hiicre hasari

Goniilliilerden alinan kandan izole edilen lenfosit hiicreleri kiiltiir ortamina alind.
Lenfosit hiicreleri fruktoz ile inkiibe edildi. 100 ve 500pg/ml'lik karigimin fruktoz
tarafindan glikozillenmis lenfosit hiicreleri {izerindeki etkisi arastirildi. 24 saatlik
inkiibasyonun ardindan tripan mavisi ile boyanmis hiicreler sayildi. Inkiibasyon
oncesi lenfosit hiicreleri 7x10° olarak sayildi. (Beyaz, parlak, hiicreler). Fruktoz ile
inkiibe edilen hiicreler 3.3x10° olarak sayildi. Fruktozun lenfosit hiicre 6liimiine
neden oldugu gozlendi. Hiicre sayisindaki bu radikal azalma, glikasyonun ve
Maillard reaksiyonunun tehlikeli sonuglarindan sadece biridir (Poggioli ve vd., 2002)
(Sekil 4.19).

Glikasyonundan kaynaklanan kimyasal modifikasyonlar, reaktif karbonil olusumu
amino asit oksidasyonu hiicre 6liimii ile gozlemlendi. Bu da yaslanma, bagisiklik
sistemi hastaliklar1 gibi pek c¢ok hasarin altinda yatan olasi sebeplerden biridir.
Mix'in her iki konsantrasyonunda da glikasyonlu lenfosit hiicreleri yaklasik 9x10°
oraninda sayildi. Serbest radikal savunma sisteminin askerlerinden olan glutatyon,
selenyum ve oleuropein, hiicrenin mevcut saglikli durumunu korumak yerine hiicre

sayisint artirdi. Caligmanin ilk asamasinda yapilan biyokimyasal ve biyofiziksel
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testler dogrultusunda karisimin IgG glikasyonu iizerindeki koruyucu etkisi tespit
edilmisti buna paralel olarak lenfosit hicre sisteminde de benzer sonuglar
gozlemlendi. Yiiksek karisim konsantrasyonunun saglikli lenfosit hiicresini (12x10°)
neredeyse ikiye katladigi gozlendi. Bu dikkat cekici artisin nedeni selenyum
oleuropein ve glutatyonun serbest radikalleri sondiirmesi antioksidan etkiye sahip
olmasi, baz1 enzimleri aktive ederek toksinleri inhibe etmesi ve hiicre iginde ¢esitli
yollar1 aktive ederek vitamin metabolizmasini desteklemesi olabilir.

Bu calisma, diyet AGE'lerinin lenfosit hiicre dongiisii tizerinde 6nemli bir etkiye
sahip olabilecegini diisiindiirmektedir.

Diyet AGE'lerini temel otoimmin/enflamatuvarda incelemek, onun hastaliklardaki
roliinii arastirmak ve daha genis Olgekli calismalar yapmak i¢in oncii bir ¢alisma

olmustur (Hamilos, ve vd., 1989; Chhabra ve vd., 2018).
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Sekil 4.19 Glikasyon sirasinda toplam lenfosit hiicresinin gelisimi. AG(9mM) pozitif kontrol olarak
kullanildi. Saglikli, yetiskin, goniillii (18-35 yas; 10 kisi) dondrlerden alinan kanlar, ficoll ile gradyan
santrifiij yontemi (600 x g 15 dk Ficoll Hypaque Plus) ile EDTA'l1 antikoagiilan tiiplerde lenfositlere

ayrildi. Inkiibasyona birakilan hiicreler, Tyrpan blue yontemi ile sayildi.

4.2.8 Western Blotting yontemi

Her bir kuyucuga eklenecek protein miktarin1 hesaplamak ic¢in 6ncelikle hiicre

orneklerinin spektrofotometre ile protein konsantrasyonu tayini yapilmistir. Bunun
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icin Brodford yontemi kullanildi. Daha sonra standardin egim grafigi ¢izilerek
protein miktar1 hesaplandi. IgG bantlart 150 kDa'da gdzlendi. Glikasyonlu lenfosit
hicrelerinin ve glikolize 1gG'ye maruz kalan lenfosit hicrelerinin azalan bant
yogunluklar1 saptandi (3. Bant ve 4. Bant). Karistmin uygulandigr kuyuda bant
yogunlugunda artig gozlendi (6., 7., 8., 9. Bant) (Sekil 4.20). Karigimin artan
konsantrasyonla glikasyonu baskiladig1 ve bagisiklik sistemini koruyucu ajan oldugu
belirlendi (Ernst ve vd., 2010; Huang ve vd., 2023; Ting ve vd., 2023; Poggioli ve
vd., 2002).

E - - 4 g -

w wmips g ! 2 3 5 6 s 9
v‘ 200
180
160

Lenfosit hitcresi
Insan lenfosit hiicresmdeki 1gG

» 150

120

+ + + + + + + + + Lenfosit
= + = + = - = - - 19G
+ + + + + - - Fru

100 500 100 500  Mix(ug/ml)

+ - - - AG(OMM)

Sekil 4.20 1 Numarali kuyucukta yalnizca lenfosit, 2 Numarali kuyucukta IgG+Lym, 3 Numarali

kuyucukta Lym +Fru, 4 Numarali kuyucukta Lym +Fru+IgG, 5 Numarali kuyucukta Lym+Fru+AG, 6

Numarali kuyucukta Lym +Fru+ Karisimi 100pg/ml,7 Numarali kuyucukta Lym +Fru+ Karigimi

500ug/ml, 8 Numarali kuyucukta Lym+100ug/ml, 9 Numaral1 kuyucukta Lym + Karisimi 500ug/ml.
AG(9mM) pozitif kontrol olarak kullanildi.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Karisim, %28.08 ile %91.41 arasinda DPPH radikalini sondiirme aktivitesi gosterdi.
Konsantrasyon arttik¢a karigimin inhibisyon degerinin pozitif kontrole yaklastigi
grafikte gortlmektedir (Sekil 4.1). BHA, %93,50 ile %96,30 arasinda siipiirme
aktivitesi gosterdi. Karisim, %39.68 ve %99.67 araliginda hidroksi radikali sOndurme
aktivitesi gosterdi. Karisimin konsantrasyonu arttikga Pozitif kontrol olarak
kullanilan BHA’dan daha ytiiksek inhibisyon etkisi gosterdigi grafikte goriilmektedir.
BHA, %38.21 ve %97.39 araliginda hidroksi radikal séndirme aktivitesi gosterdi.
Bitki ekstraktlar1 ve etken maddelerinin serbest radikalleri sondirmesi bu maddelerin
icindeki  fenolik  bilesenlerin  serbest radikaleri daha kararli {iriinlere
doniistiirmesinden kaynaklanmaktadir. DPPH ve fenoller arasinda (HAT) ve (SET)
reaksiyonlart oldugu kabul edilir (Musialik ve Litwinienko 2005).

Oleuropein, diisiik yogunluklu lipoproteinleri inhibe eder. in vitro oksidasyon ve in
vivo lipid peroksidasyonunda olusan serbest radikalleri temizler.

Se; streptozotosin (STZ) ile induklenen diyabetik farelerde insiilin gibi davranir.
Glukoneogenez ve glikolizde yer alan birkag enzimin etkisini dizenleyebilir ve
glikozun hiicrelere taginmasini kolaylastirabilir ve ROS inhibe edebilir. Selenyum
oksidatif stresi, iltihaplanma, apoptoz, kontrolsiiz hiicre cogalmasi, hormon tiretimi,
anjiyogenez ve bagisiklik fonksiyonu ve DNA metilasyonunu etkiler.

a-karboniller, dehidrasyonla olusan oldukga aktif Maillard reaksiyon ara
maddeleridir. Fruktoz biyolojik makromolekiilleri degistirerek (Song ve vd., 2021)
metabolize olurken, dikarbonil bilesenleri ve ROS (Yang ve vd., 2023) olusumuna
neden olabilir. Fruktoz serbest radikalleri savunma sistemine zarar verir. Fruktoz ile
28 giin inkiibasyona birakilan IgG proteininin artan konsantrasyonlarda Mix (100—
500 pg/ml) ile antiglikasyon aktivitesi 290 nm'de absorbans 6lcumu ile belirlendi.
IgG+Fru sisteminde giinler ilerledik¢e a-karbonil bilesiklerinin olusumunun arttig
gozlemlendi. Karigimin (100500 pg/ml) artan konsantrasyonlarinin erken ve ileri
asamalarda o-karbonil bilesenlerini inhibe ettigi gozlendi. Fruktozun neden oldugu
IgG hasarinin Uzerine karigimin erken asamada biiyiik dlgiide engellenebildigi ve
absorbanslarda biyiik diisiis olsa bile antiglikasyon etkisi oldugu bilinen AG ile
hemen hemen ayni etkiye sahip oldugu belirlendi.

Glikasyonun zaman iginde geri doniisiimsiiz hasar etkisi ve AGE'lerin biyolojik

materyallere ne Olcilide zarar verdigi absorbans artisi ile belirlendi.
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Glutatyon, selenyum ve oleuropein karigiminin glikasyonun erken evresinde olusan
ROS'u inhibe etmistir. Bu inhibisyonunu absorbansi azalmasindan tespit edilmistir.
IgG’nin fruktoz modifikasyon etkisini analiz etmek icin floresan spektroskopi
yontemi kullanildi. IgG'nin floresansi, mikro ortamindaki degisikliklerden etkilenir.
AGE'lerin ¢ogu heterojen bilesiklerdir. 370 nm'de uyarildiginda dogal IgG floresan
emisyon spektrumlar1 gosterdiginde 440 nm'de giiglii floresan sergiler. Fruktoz ile
inkibe edilen IgG numunelerinde (28 giin/siireye bagli) hasar floresansta cok énemli
artis olarak goézlendi. Karisimin artan konsantrasyonlarindaki antiglikasyon etkisi
inhibisyondaki azalma ile belirlendi.

Protein molekdllerindeki aromatik amino asitler, 6zellikle triptofan, belirli bir dalga
boyunda igsel fliloresans yayabilir. IgG'nin ig¢sel floresan yogunlugu, 1sil islem,
glikasyon, kimyasal modifikasyonu veya hidroliz gibi ¢esitli faktorlerle
degistirilebilir. Numuneler 300-400 nm araliginda tarandi. IgG numuneleri, 340
nm'de maksimum floresans emisyonu (Amax) degerini sundu. Dogal IgG ve 28 giin
inklibe edilen IgG+Fruktoz orneklerinin 340 nm'deki Amax yogunlugunun hafta
stirasina gore 193'ten 37'ye diistligli gozlendi. Hidrofobik ortamda bulunan Trp ve Tyr
gibi spesifik amino asitler, glikasyon sirasinda {giinciil yapisal degisiklikler
nedeniyle kademeli olarak polar ortamlara hareket edebilir. Glikasyonun etkisiyle
340 nm floresans yogunlugunda maksimum emisyonda dnemli bir azalma olmustur
(Inlong ve vd., 2022; Yipeng ve vd., 2020). immiinoglobulinler in vitro kosullar
altinda kolaylikla diyabetik sirkiilasyonu taklit edebilir. Ig G’nin diyabetik
sirkiilasyonda uzun kalmasi ve immiin korumada baskin olmasi nedeniyle diger
Immiinoglobiilinlere kiyasla IgG nin glikasyonu daha fazla ilgi gérmiistiir. Ek olarak,
IgG'ler lizin agisindan zengin olasi onlart yiiksek potansiyelli protein glikasyon
hedefleri haline getiriyor.

Diyabetik deneklerin serumundan izole edilen 6zellikle Fab pargalariin tercihli
glikasyonu IgG'nin Fd bolgesinde tespit edilmistir ancak glikolize 1gG1'den boronat
desteklere hafif zincirin baglanmasini tespit edemediler. Ayrica Menini ve vd. esas
olarak IgM'in Fab bolgesinde glikasyonun meydana geldigini 6ne siirdi. 1gG’de
Fab'da, Fc bolgesinde oldugundan daha fazla glikasyon sahas1t mevcuttur.

Sasaki, Kaneshige ve Kennedy ve vd. calismalarinda monoklonal antikorlarin
glikasyonu sonucunda antijenlere baglanma yeteneklerini bozduguna dair ikna edici

kanitlar saglamistir. Bununla birlikte, yakin tarihli bir ¢alismada, antijen glikasyona
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bagli inaktivasyona karsi, anti Cu'nun, Zn-siiperoksit dismutaz enzimi antikorlari
koruyabilir.

Fruktoz ile hasara ugramis IgG proteinini ve korunmus IgG proteinlerini belirlemek
i¢in jel goriintiileme sistemi kullanildi. Ik kuyucukta IgG’yi tespit edebilmek icin
kullanilan molekiiler weight bulunmaktadir. 1. kuyucukta hasara ugramamis 0.
giinndeki ticari IgG bulunmaktadir. 2. kuyucukta IgG+Frutoz, 3. kuyucukta 1. Hafta
IgG+Fru+mix500 pg/ml, 4. Kuyucukta 2. Hafta IgG+Fru+mix500 pg/ml, 5.
kuyucukta 3. Hafta IgG+Fru+mix500 pg/ml, 6. Kuyucukta 4. Hafta
IgG+Fru+mix500 pg/ml, 7. kuyucukta ise 3. Hafta IgG+Fru+AG bulunmaktadir.
Bant yogunluklarindan da anlagilabilecegi iizere IgG proteini 3. ve 4. hafta sonunda
neredeyse tamamen bozunmug gibi goériinmektedir(5. ve 6. kuyucuk). Fruktozun IgG
de hasar olusturdugu bant yogunlugunun azalmasindan tespit edilmektedir(2.
kuyucuk). Mixin erken asamadaki maillard reaksiyonunu yavaslattigi ya da
durdurdugu 3. ve 4. kuyucuktaki bant yogunugunun korunmasindan tespit
edilmektedir. 3. Haftadaki AG’nin (7. kuyu) koruma etkisi ile 3. ve 4. Haftadaki (5
ve 6. kuyucuk) mixin koruma etkisinin hemen hemen ayni oldugu bant yogunluklari
ile gozlemlenmektedir.

Bu yontem sonucunda fruktozun IgG’ ye biiyiik miktada hasar verdigi, yapisini
bozdugu, glutatyon selenyum ve oleuropein iceren mixin erken asamada glikasyonu
yavaglattig1 veya engelledigi kontrol olarak kullanilan AG den daha iyi inhibisyon
aktivitesi gosterdigi ispat edilmistir (Sekil 4.17).

Hasar gormemis DNA miktari, agaroz jeldeki bant yogunlugu ile dogru orantilidir.
Bandin yogunlugu glikolize IgG varliginda degisir (3., 4., 5. ve 6. kuyucuktaki bant
yogunlugu) 1'in (DNA'nin sliper sarmal yapisi zarar gormiis) 2 ve 3'ln (lineer) bant
yogunlugunun azaldigi gozlendi. 'in bant yogunlugunun azaldigt (DNA'nmn siiper
sarmal yapisinin bozuldugu), I ve II'lin (dogrusal ) olustugu gozlendi. Glikasyon
DNA'da depurinasyona, zincir kirtlmasina, insersiyon ve delesyon gibi mutasyonlara
neden olur (Wani ve vd., 2012).

Karisim varlifinda bant yogunlugunun arttigi (DNA mevcut siiper-kivrimli yapisini
korumustur), I'nin azaldigi ve II'iin bant yogunlugunun kayboldugu gézlendi (7., 8.,
9. ve 10. Kuyucuktaki bant). Pozitif kontrol olarak AG(9mM) kullanildi (11.
Kuyucuktaki bant) (Sekil 4.18). DNA glikasyonu {izerine yapilan bazi ¢alismalarda

niikleobazlar ve niikleobaz eklentileri/ amino asitlerin reaktif karbonil bilesikleri
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tarafindan zarar gorebilecegi tespit edilmistir(Bucala ve vd., 1984; Bucala ve vd.,
1985).

IgG+Fru sisteminde gergeklesen 4 haftalik Maillard reaksiyonunun sonucunda
olusan ROS, amadori iiriinleri, dikarbonil iiriinleri ve AGE'lerin DNA'y1 kalic1 olarak
tahrip ettigi ve DNA'nin siipersarmal yapisini1 bozdugu gozlendi.

100 ve 500pg/ml'lik karistmin fruktoz tarafindan glikozillenmis lenfosit hiicreleri
tizerindeki etkisi arastirildi. 24 saatlik inkiibasyonun ardindan tripan mavisi ile
boyanmus hiicreler sayildi. Inkiibasyon 6ncesi lenfosit hiicreleri 7x10° olarak sayildi.
(Beyaz, parlak, hiicreler). Fruktoz ile inkibe edilen hiicreler 3.3x10° olarak sayildi.
Fruktozun lenfosit hiicre 6liimiine neden oldugu gozlendi. Hiicre sayisindaki bu
radikal azalma, glikasyonun ve Maillard reaksiyonunun tehlikeli sonuglarindan
sadece biridir (Poggioli ve vd., 2005) (Sekil 4.19).

Glikasyonundan kaynaklanan kimyasal modifikasyonlar, reaktif karbonil olusumu
amino asit oksidasyonu hiicre oliimii ile gézlemlendi. Bu da yaslanma, bagisiklik
sistemi hastaliklar1 gibi pek c¢ok hasarin altinda yatan olasi sebeplerden biridir.
Mix'in her iki konsantrasyonunda da glikasyonlu lenfosit hiicreleri yaklasik 9x10°
oraninda sayildi. Serbest radikal savunma sisteminin askerlerinden olan glutatyon,
selenyum ve oleuropein, hiicrenin mevcut saglikli durumunu korumak yerine hiicre
sayisini artirdi. Calismanin ilk asamasinda yapilan biyokimyasal ve biyofiziksel
testler dogrultusunda karigimin IgG glikasyonu dzerindeki koruyucu etkisitespit
edilmisti buna paralel olarak lenfosit hiicre sisteminde de benzer sonuglar
gdzlemlendi. Yiiksek karisim konsantrasyonunun saglikli lenfosit hiicresini (12x10°)
neredeyse ikiye katladigi gozlendi. Bu dikkat ¢ekici artisin nedeni selenyum
oleuropein ve glutatyonun serbest radikalleri par¢alamasi, antioksidan etkiye sahip
olmasi, baz1 enzimleri aktive ederek toksinleri inhibe etmesi ve hiicre iginde ¢esitli
yollar1 aktive ederek vitamin metabolizmasini desteklemesi olabilir.

Bu ¢alisma, diyet AGE'lerinin lenfosit hiicre dongiisii lizerinde onemli bir etkiye
sahip olabilecegini diisiindiirmektedir.

Diyet AGE'lerini temel otoimmiin/enflamatuvarda incelemek, onun hastaliklardaki
rollinii arastirmak ve daha genis 6lgekli ¢alismalar yapmak i¢in oncii bir ¢alisma
olmustur.

Glikasyonlu lenfosit hicrelerinin ve glikolize 1gG'ye maruz kalan lenfosit

hiicrelerinin azalan bant yogunluklar1 saptandi (3. Bant ve 4. Bant). Karigimin

66



uygulandigi kuyuda bant yogunlugunda artis gozlendi (6., 7., 8., 9. Bant) (Sekil 4.20)
Karigimin artan konsantrasyonla glikasyonu baskiladigi ve bagisiklik sistemini
koruyucu ajan oldugu belirlendi.

Diyete bagli Maillard reaksiyonu ve AGE'lerin saglik ve hastaliktaki rolii
konusundaki bilinci artirmak ve beslenmenin viicudun kendi oksidasyon savunma
sistemini gili¢lendirdigini gdstermek calismanin amaglarindan biriydi. Cogunlukla
sagliksiz beslenme yontemleri (fruktoz bazli gidalarin kontrolsiiz alimi) ve stres
Maillard reaksiyonu ile AGE'lerin sistemik yukunu artirarak metabolizmay oksidatif
strese (OS), ROS iiretimine ve inflamasyona yatkin hale getirir ve yaslanmayi
hizlandirir. Kronik hastaliklarin olusumu AGE ve ROS inflamasyonu ile dogrudan
iliskilidir. Bu oksitleyici ajanlar klinik bilimde ve biyokimyada 6nemli bir yere
sahiptir. S6z konusu ajanlar nihayetinde bagisiklik sistemi zayifligi, kardiyovaskiiler
hastalik, diyabet dahil ¢ogu kronik hastalik, kronik bobrek hastaligi (KBH) ve
norodejeneratif hastaliklara neden olan faktorlerdir (Uribarr ve vd., 2010; Vitro ve
vd., 2018; Kahleova ve vd., 2020).

Bagisiklik sistemi proteini olan Immunoglobulin G proteininin glikasyonu
konusunda ise sinirlt sayida ¢alismalar mevcuttur. Fruktoz kaynakli Immunoglobulin
G hasar1 konusunda yapilan ¢alismalar yetersizdir. Bu hasarin iizerine oleuropein,
selenyum, glutatyon maddelerinin etkisi daha oOnce arastirilmamistir ve karisim
halinde kullanilmamustir.

Selenyumun gida takviyesinin B ve T hiicre sayisini arttirdigionceki c¢aligmalarda
tespit edilmistir (Margaret ve vd., 2012). Glutatyonun (Jefferiess ve vd., 2003)
yaptiklar1 c¢alismada AGEs yi erken asamada inhibe ettigi gozlemlenmistir.
Oleuropeinin oksidatif stresi engelledigi ve MDA olusumunun inhibisyonunu
sagladigi (Al Azzawie ve vd.,2006) yaptiklar1 ¢alismada tespit edilmistir. Bahsedilen
caligmalarin referansi ve tez calismasi kapsaminda yapilan ¢aligmalar sonucunda
gorulmektedir ki; fruktoz biyolojik makromolekiillere geri doniisiimsiiz olarak zarar
vermektedir. Calisma kapsaminda hasara ugrayan ticari IgG ve insan lenfosit
hiicreleri; glutatyon, selenyum ve oleuropein karigim ile glikasyondan korunmustur.
Bahsi gecen mix biyolojik makromolekiillerdeki erken agsamada olusan AGEs inhibe
etmistir.

Ozet olarak biyokimyasal analizler sonucunda bagisiklik sisteminden Snemli bir

protein olan IgG'nin fruktoz kaynakli Maillard reaksiyonu ile zarar gordiigii tespit
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edildi. S6z konusu biyolojik malzeme hasarmin ciddiyeti, a-dikarbonil, NBT testi,
floresans ve UV tarama g¢alismalari ile kanitlanmistir. Daha sonra hem DNA'da hem
de hiicre sisteminde hasar gormiis protein ve fruktozun ¢esitli sinyal yollarini aktive
ederek hasar1 daha ciddi bir boyuta tasidigr gézlemlendi. Viicudun kendi savunma
sistemi elementlerinden biri olan glutatyon, destek metali olan selenyum ve iyi bir
fenolik oldugu bilinen oleuropein ile karisimi hazirlandi. Diyet kaynakli Maillard
reaksiyonu, bu karisim tarafindan erken bir asamada inhibe edildi. IgG, DNA ve
lenfosit hiicrelerini fruktozun neden oldugu hasardan koruyarak bagisiklik sistemini
destekleyici bir unsur olarak kullanilabilecegi belirlendi.

Yapilan ¢aligmalar glikasyonun ve biyolojik materyallerde olusabilecek hasarlarin;
bircok hastalik ile birlikte yasam kalitesini azaltti§i, yaslanmayir hizlandirdigi ve
olusan hasarlarin genetik problemleri de meydana getirebilecegi sonucunu
gostermistir. Son yillarda dogal tirtinler ile ilgili caligmalara yogun bir ilgi olmustur.
Bu ilginin nedenleri ya yeni farmakolojik aktif bilesik ortaya ¢ikarmak ya da ileriki
sentetik calismalar i¢in 6ncii bilesik elde etmek icin yapilmaktadir. Arastirma hedefi
piyasada varolan sentetik bagisiklik giiglendirici ilaglara alternatif olarak 6ncii bilesik
aragtirma ve bu bilesigin Ileri glikasyon son iiriinii metabolizmasim erken asamada
inhibisyon etkisini arastirmak hem literatiire hem ilag tasarim ¢aligsmalarina hem de
tedaviye katki saglamaktir. Bu caligmanin etkisi literatiire katki saglamakla beraber
oldukca pahali tedavi yontemleri olan hastaliklarin tedavi yiikiinii azaltabilecek ve

yeni ilag/as1 gelisimine katki saglayacaktir.
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