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OZET

Amag: Diyabet oksidatif hasar yiikiiniin ve lipid oksidasyonunun arttig1, LDL’nin oksidasyondan
korunma mekanizmalarinin zayifladig: sistemik bir hastaliktir. HDL’nin koruyucu etkilerinin bir
kisminin paraoksonaz araciligi ile gerceklestigi disiiniilmektedir. Diyabette paraoksonaz aktivi-
tesi azalmaktadir. Aminoguanidin, glikasyon ara iirlinleri ile reaksiyona girerek ileri glikasyon
irtinleri olusumunu 6nlemektedir. Biz de aminoguanidin ile ileri glikasyon inhibisyonunun para-
oksonaz aktivitesi iizerine etkilerini diyabet modelinde arastirmay1 amagladik.

Yontem: 32 adet, 10 haftalik erkek Sprague-Dawley sigan 4 gruba ayrildi; iki gruba 65 mg/kg
intraperitoneal streptozotosin verilerek diyabet olusturuldu. Bir grup ilagsiz takip edildi (DM).
Diger gruba 1 g/L aminoguanidin igme suyuyla ad libitum verildi (DM+AG). Ugiincii grup saglikli
kontrol (SK) olarak izlendi. Dérdiincii gruba yalnizca AG verildi (SK+AG). Paraoksonaz (PON)
aktivitesi Eckerson’un yoéntemine gore dlgiildii.

Bulgular: Kan glukoz ve HbA  diizeyleri DM ve DM+AG gruplarinda SK grubuna gére anlaml
olarak yiiksekti. Gruplarin kan kolesterol ve HDL diizeyleri arasinda bir fark yoktu. DM+AG gru-
bunun trigliserid diizeyleri SK ve SK+AG gruplarindan anlamli olarak yiiksekti. DM, DM+AG ve
SK+AG gruplarinda PON diizeyleri SK grubundan anlamli olarak diisiiktii. PON ile HDL arasinda
dogru orantili, PON ile glukoz ve HbA diizeyleri arasinda ters orantili bir korelasyon vardi.
Tartigma: Diyabet gruplarinda kan glukoz ve HbA | diizeylerininin SK grubuna gore anlamli ola-
rak artmasi diyabet modelimizin basarili oldugunu gosterdi. PON diizeyleri diyabet gruplarinda
literatiir ile uyumlu olarak diigiiktii. Gruplarin HDL diizeyleri arasinda fark olmamasina ragmen
PON ile glukoz ve HbA  diizeyleri arasindaki ters orantili korelasyon PON aktivitesinin glikas-
yona bagli olarak azalabilecegini, PON aktivitesinin SK+AG grubunda SK grubuna gére azalmig
olmasi aminoguanidinin etkilerinin PON {izerinden olmayabilecegini diistindiirdii.

Anahtar Kelimeler: Diabetes mellitus, streptozotosin, aminoguanidin, paraoksonaz

ABSTRACT

Aim: Diabetes is a systemic disease with increased oxidative damage, lipid oxidation and decre-
ased prevention of LDL oxidation. Some of the preventive effects of HDL is thought to be medi-
ated by paraoxanase. Paraoxonase activity is reduced in diabetes. Aminoguanidine, inhibits the
formation of advanced glycation endproducts by reacting with intermediate products of glycation.
We aimed to investigate the effects of the inhibition of advanced glycation by aminoguanidine on
paraoxonase activity in a diabetes model.

Methods: 32 10-week male Sprague-Dawley rats were divided into four groups; In two groups
diabetes was induced with 65mg/kg of intraperitoneal streptozotocin. One of them was followed
without further intervention (DM). The other group was given 1 g/L of aminoguanidine ad libitum
in drinking water (DM+AG). The third group was followed as healthy controls (HC). Only AG
was given to the fourth group (HC+AG). Paraoxonase (PON) activity was determined according
to Eckerson’s method.

Results: Blood glucose and HbA, levels were significantly elevated in DM and DM+AG groups
compared to the healthy controls. There was no difference in cholesterol and HDL levels among
groups. The triglyceride level of DM+AG group was significantly elevated compared to HC and
HC+AG groups. The PON levels were significantly decreased in DM, DM+AG and HC+AG groups
compared to healthy controls. PON levels were correlated with HDL levels and inversely correlated
with glucose and HbA, levels.

Conclusion: The elevation of glucose and HbA _levels in diabetic groups compared to healthy
controls showed that the induction of diabetes model was successful. The decrease in PON levels
in diabetic groups is consistent with literature. The inverse correlation between PON and glucose
and HbA , despite the lack of a difference among HDL levels suggested that the decrease in PON
activity could be due to the glycation of the enzyme. The decrease in PON activity in HC+AG
group compared to the HC group implied that the effects of aminoguanidine may not be mediated
via PON.
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Giris

Yapisal proteinlerin ileri glikasyonu diyabetik komp-
likasyon gelisiminde ana mekanizmalardan birisidir.
Proteinlerin turnover hizi, hiperglisemi diizeyi ve ma-
ruz kalinan oksidan stresin biiyiikligii, ekzojen alim ve
bobrek yetmezligi ileri glikasyon son iiriinlerinin (AGE)
olusumunu ve diizeyini etkiler [1,2].

Ileri glikasyon haftalar siiren bir siire¢ oldugu icin
uzun Omiirlii proteinleri etkiler. Bazal membranda tip
4 kollajen gibi ekstraselliiler matriks proteinleri AGE
olusumunda oncelikli hedeflerdir [3]. Proteinlerin gli-
kasyonu, miktar1 hiperglisemi derecesine bagli olan
non-enzimatik bir siirectir ve hem hiicre i¢inde hem de
hiicre disinda olusabilir [4]. AGE’lerin etki mekanizma-
lar1; matriks proteinleri ile birleserek ekstraselliiler mat-
riksin yap1 ve fonksiyonlarini bozmak, ¢esitli hiicrelerde
AGE reseptorleri yoluyla sitokin, biiyiime faktorleri, ser-
best radikal aktivitelerini etkilemek ve dogrudan enzim-
ler ve intraselliiler anahtar proteinlerin fonksiyonlarini
degistirmek olarak 6zetlenebilir.

Paraoksonaz (PON), HDL {izerinde bulunan antiok-
sidan islevi olan enzimlerdendir. /n vitro ¢alismalarda
PONI'in LDL’deki lipid oksidasyonunu inhibe ettigi
gosterilmistir [S]. Insan PON1 geni ile olusturulmus
transgenik sicanlardaki ateroskleroz modelinde, kontrol
grubuna gore daha az aterosklerotik lezyon ve daha az
oksidatif stres gelistigi gosterilmistir [6].

PON serum diizeylerini etkileyen genetik ve g¢evre-
sel faktorler, sonugta HDL'nin LDL’yi oksidasyondan
koruma kapasitesini etkiler. Tipl Diabetes mellitus
(DM) hastalarinda HDL kompozisyonunda ve HDL alt
gruplarinin dagiliminda degisiklikler gézlenmistir [7].
HDL’deki bu degisiklikler ise, LDL'nin oksidasyondan
korunma fonksiyonlarinda azalmaya yol agar [8,9]. Bu-
nun yani sira, serum PON aktivitesinin DM’li hastalar-
da azaldig1 da gosterilmistir [10]. PON aktivitesindeki
azalmayla diyabetin mikro ve makrovaskiiler komp-
likasyonlar1 arasinda nedensel bir iliski olabilecegi ve
bu azalmadan PON’un glikasyona bagli olarak HDL
tizerindeki yerini veya islevini kaybetmesinin sorumlu
olabilecegi diistiniilmektedir [11-14].

Anti-glikasyon ilaglar1 igerisinde ilk denenmeye basla-
nan, bir niikleofilik hidrazin bilesigi olan aminoguani-
dindir (AG). AG, dikarbonil bilesikleri gibi glukozdan
tlireyen ara iriinlerle reaksiyona girerek AGE olusu-
munu 6nler [15]. AG kullaniminin bobrekte mezengial
genislemeyi ve albuminiiriyi azalttig1, serum LDL, trig-
liserid seviyelerini azalttigi, retinal mikrodamarlarda
AGE birikimini azalttig1 [16] ve diyabette cilt yapisinda
olusan degisiklikleri engelledigi gozlenmistir [17]. AG
bunlarin diginda RAGE yoluyla olan vaskiiler NADPH
oksidaz aktivasyonunu baskilayarak ve eslesmemis
eNOS’u inhibe ederek siiperoksit yapimini ve NO ile sii-
peroksitin olusturdugu peroksinitrit miktarini da azaltir.
Bu olumlu gelismelere ragmen yan etkilerin gériilmesi
dolayisiyla AG tedavisi ile ilgili ¢alismalar kesintiye ug-
ramistir [18].
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Bu calismada streptozotosin ile olusturulan diyabet mo-
delinde AGE olusumu inhibitorii olan AG tedavisinin
serum PON, HDL, trigliserid, kolesterol, diizeylerine
etkisini incelemeyi, AG’nin koruyucu etkilerinin bu
modelde PON iizerinden gergeklesip gerceklesmedigini
arastirmay1 amagladik.

Gere¢ ve Yontem

Calismaya 32 adet, 10 haftalik erkek Sprague-Dawley
sican alindi. Siganlar dort gruba ayrilarak, % 20 protein
iceren standart sigan yemi ile beslendi. Tiim gruplarin
icme suyu siseleri giinliik olarak degistirildi. Tki gruba
65 mg/kg pH 4.5 sodyum sitrat tamponu i¢inde ¢dziin-
miis streptozotosin (STZ; Sigma, St. Louis MO, USA)
tek doz, intraperitoneal olarak enjekte edilerek diyabet
olusturuldu [19]. Bir hafta sonra kuyruk veninden ali-
nan kan 6rneginde kan glukoz diizeyi 200 mg/dL veya
tizerinde olanlar diyabetik olarak kabul edilip ¢aligmaya
dahil edildi [20]. On diyabetik sican, tedavi olmayan di-
yabet grubu olarak ilagsiz takip edildi (DM grubu). Di-
yabet olusturulmus sicanlarin 8 tanesine 1 g/L AG (ICN
Biomedicals Ohio, USA) igme suyuyla ad libitum olarak
verildi (DM+AG grubu) [21]. Saglikli 5 sicana ise yal-
nizca 1 g/L AG i¢me suyu ile ad libitum olarak verildi
(SK+AG). Dokuz saglikli si¢an ise saglikli kontrol olarak
ilagsiz takip edildi (SK). Caligma Marmara Universitesi,
Tip Fakiiltesi Hayvan Laboratuvari'nda gergeklestirildi
ve Marmara Universitesi hayvan etik kurulu tarafindan
onaylandi (07.05.2007-25.2006.mar).

Diyabet olusmasindan 12 hafta sonra sicanlar eter anes-
tezisi altinda kanatilip feda edilerek kan 6rnekleri alindi.
Kan ornekleri 4 dk 4000 x g’de santrifiij edilerek elde
edilen serumlar ¢alisilana dek -20°C’de saklandi.

Kan glukoz, kreatinin, kolesterol, trigliserid, HDL dii-
zeyleri spektrofotometrik olarak dl¢tildi (Roche Diag-
nostic, Modiiler P800, Almanya) [22]. HbA _ diizeyleri
ise ClinRep iyon degistirici kolon ve analiz kiti (RECI-
PE, Almanya) kullanilarak (Spectra, Thermo Electron
Corporation, ABD) yiiksek performanslt sivi kromatog-
rafisi ve UV 1000 Dedektorii ile 415 nm’de yapildi. [23].
Sican orneklerinin HbA,  dlgiimleri, insan drnekleri ve
HbA _ referans standardi ile ayni retansiyon zamani ve
integrasyon parametrelerine sahipti.

PONI1 aktivite oOlgiimleri Eckerson’un yontemi ile
yapildi Eckerson’un ydntemine gore, paraokson’un
4-nitrofenol’e donilisiim hizi 405 nm’de kinetik olarak
izlenerek (Tecan Infinite M200) 6lgiildii [24].

Istatistik

Istatistiksel analizler i¢in Windows uyumlu GraphPad
InStat Version 3.05 programi kullanildi. Biitiin bulgular,
ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. Calisma
gruplarin verilerinin istatistiksel karsilastirilmasinda
non-parametrik bir test olan Mann Whitney U testi kul-
lanild1. Korelasyonlar i¢in ise yine non-parametrik bir
test olan Spearman testi kullanildi. Gruplar aras1 farklar
% 95 gliven araliginda, p<0.05 diizeyinde anlamli olarak
degerlendirildi.
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Bulgular

Gruplarin glukoz, HbA , kreatinin, kolesterol, triglise-
rid, HDL ve PON diizeyleri Tablo 1’de 6zetlenmistir.
DM grubu ve DM+AG grubu kan glukoz diizeyleri SK gru-
bu ile karsilastirildiginda anlamli olarak artmisti (sirast ile
p<0.0001 ve p<0.005). DM ile DM+AG gruplarinin glukoz
diizeyleri kiyaslandiginda ise anlamli bir fark yoktu.

DM ve DM+AG gruplarmin HbA  diizeyleri SK gru-
buna gore anlamli olarak artmisti (sirastyla p<0.0001
ve p<0.0005). DM+AG ile DM grubu kiyaslandiginda
ise HbA  diizeyleri DM+AG grubunda anlamli olarak
diisiikti (p<0.05). DM+AG ile SK+AG gruplar1 kiyas-
landiginda HbA  diizeyleri DM+AG grubunda anlaml
olarak yiiksekti (p<0.0001). SK ile SK+AG gruplar1 ara-
sinda ise anlamli fark yoktu.

DM grubu kreatinin diizeyleri SK grubu ile karsilas-
tirilldiginda anlamli olarak artmistt (p<0.05). SK ile
SK+AG, DM ile DM+AG, SK+AG ile DM+AG gruplari
kan kreatinin diizeyleri kiyaslandiginda ise anlamli bir
fark yoktu.

Tiim gruplarin kan kolesterol ve HDL diizeyleri kiyas-
landiginda anlamli bir fark yoktu.

DM+AG grubu kan trigliserid diizeyleri ise SK ve
SK+AG grubuna gore anlamli bir yiikseklige sahipti
(p<0.05). SK ile SK+AG, SK ile DM, DM ile DM+AG
gruplari kan trigliserid diizeyleri kiyaslandiginda ise an-
laml1 bir fark yoktu.

DM, DM+AG ve SK+AG gruplarinda PON diizeyle-
ri SK grubuna gore anlamli olarak diisiikti (sirasi ile,
p<0.0005, p<0,0001 ve p<0,01). DM ile DM+AG grupla-
r1 arasinda ise anlamli fark yoktu (Sekil 1).

Gruplarin serum PON, HDL, glukoz, HbA , trigliserid
ve total kolesterol diizeylerinin korelasyonlar1 incelendi.
Gruplarin PON ile glukoz ve HbA, _diizeylerini karsilas-
tirdigimizda aralarinda orta dereceli ters bir korelasyon
vardi (Sirastyla Spearman r =-0,5011, p<0,005 ve Spear-
man r =-0,4902, p<0,005) (Sekil 2A, B). PON ile HDL
arasinda ise zayif bir korelasyon mevcuttu Spearman r
=0,4668, p<0,001) (Sekil 2C). PON ile total kolesterol ve
trigliserid arasinda ise korelasyon yoktu (Sirasiyla Spe-
arman r=0,202, p>0,05 ve Spearman r=-0,240, p>0,05)

Tartisma

Diyabette en sik gozlenen lipid patterni, trigliserid dii-
zeylerinde artma ve HDL diizeylerinde azalmadir. Tip
1 diyabette ise plazma lipid ve lipoprotein diizeyleri
normal olabilir ancak lipoproteinlerin artmis glikasyo-
nu ve oksidasyonu fonksiyonlarinda bozukluklara yol
acgar [25]. Diyabetle beraber LDL'nin artmis glikasyo-
nu LDL’nin LDL reseptori tarafindan taninmasini on-
ler. HDL ise LDL'nin aksine glikasyona ugrayinca
yapim-yikim hizi artar ve ters kolesterol tasinmasindaki
iglevini yeteri kadar gerceklestiremez. Bununla beraber
HDL'nin antioksidan fonksiyonlarinda da azalma olur
ve bu azalmada HDL’nin antioksidan etkilerinden so-
rumlu tutulan PON aktivitesinin diyabette azalmasinin
da sorumlu oldugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 1. Gruplarin PON diizeylerinin kiyaslanmasi
* SK ile karsilastirildiginda p<0.01
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Sekil 2. PON ile glukoz (A), PON ile HbA _(B) ve PON ile HDL'nin
(C) korelasyon grafikleri

Calismamizda diyabet modelimizin degerlendirilmesi
icin kan glukoz, ve HbA  diizeylerini kullandik. Kan
glukoz diizeyleri beklendigi gibi diyabet olan gruplar-
da anlamli olarak artmisti. Bu da bize diyabet modeli-
mizin basarili oldugunu gosterdi. AG alan ve almayan
diyabet gruplarinin kan glukoz diizeyleri arasinda ista-
tistiksel bir fark olmasa da, AG alan diyabet grubunun
HbA, diizeyleri, DM grubundan anlamli olarak daha
diistiktii. AG’nin AGE tedavisindeki etki mekanizmasi
glukozdan tiireyen dikarbonil bilesikleri ile reaksiyona
girerek 3-amino-1,2,4-triazin olusturmasi ve AGE olu-
sumunu Onlemesidir. HbA,  gibi erken dénem olusan
Amadori Uriinlerine direkt bir etkisi olmasa da, bu dii-
siis; Thornalley’in de [15] bildirdigi gibi hiicre ici AG
konsantrasyonunun hemoglobin glikasyonunu yarigmali
olarak inhibe etmesi sonucu olusmus olabilir. Diyabe-
tik grupta AG tedavisi ile goriilen HbA _ diizeylerindeki
anlamli azalmanin saglikli kontrollere kiyasla AG alan
sagliklt kontrol grubunda goézlenmemesi, bu grupta
AGE olusumunun zaten artmamis olmasi veya HbA
diizeylerinin bu farki olusturacak kadar yiiksek olma-
mast ile agiklanabilir.

Calismamizda ne streptozotosin diyabet modeli olusu-
mu ne de AG kullanimi kan kolesterol diizeylerinde bir
degisiklige neden olmadi. AG alan diyabet grubunun
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kan trigliserid diizeyleri ise, AG alan ve almayan sag-
likli gruplara gore anlamli olarak artmisti. Ancak, AG
almayan diyabetik grubun trigliserid diizeyleri saglik-
lilarla kiyaslandiginda, kan trigliserid diizeylerinde ar-
tis gozlense de, bu istatistiksel olarak anlamli diizeyde
degildi. Bu yiikselme egiliminin istatistiksel anlamlilik
gostermemesi, trigliserid diizeylerindeki nispeten yiik-
sek standart sapmadan da kaynaklaniyor olabilir. AG ile
yapilan ¢alismalarda 1 gr/giin AG kullaniminin serum
trigliserid, total kolesterol, LDL kolesterol diizeylerin-
de % 10-28’lik bir azalmaya sebep oldugu bildirilmis-
tir [15]. Biz ise ¢alismamizda AG kullanimi ile serum
kolesterol, trigliserid diizeylerinde bir azalma tespit
edemedik. Tip 1 diyabeti olan kisilerde yapilan bazi ¢a-
ligmalarda 6zellikle HDL diizeyleri degismeden ya da
artarak da HDL nin islevlerinde degisiklik olabilecegini
gosterilmistir [26]. Tip 1 diyabetiklerde yapilan baska
birtakim caligmalarda da HDL alt gruplarinin dagili-
minin degistigi ve anormal HDL kompozisyonu oldugu
gozlenmistir [27]. Biz ¢alismamizda ise gruplarin HDL
diizeylerini karsilastirdigimizda anlamli bir fark bula-
madik, ancak bu durum bize HDLnin kompozisyonun-
da ve islevlerinde herhangi bir degisiklik olup olmadig1
konusunda bilgi vermedi.

Yapilan caligmalarda HDL iligkili PON1 aktivitesinin
hem Tip 1 DM [28,29], hem Tip 2 DM [30,31] ve hem de
streptozotosin ile olusturulmus diyabet modelinde [32]
azaldig1 gosterilmistir. Biz de calismamizda literatiir ile
uyumlu olarak diyabetik grupta PON1 aktivitesini sag-
likli kontrollere gore anlamli olarak azalmis bulduk. AG
alan saglikli grubun PONI aktivitesinde SK grubuna
gore gozlenen anlamli azalma, AG alan diyabetik grup
ile almayan gruplar arasinda gézlenmedi. AG kullanan
ve kullanmayan diyabet gruplar1 arasinda PON1 akti-
vitesi acisindan anlamli bir diislis olmamasi, diyabetik
gruptaki siganlarin PONI aktivitelerinin ¢ogunu saglik-
lilara gore zaten kaybetmis olmasi ile agiklanabilir. AG
alan saglikli grubun PON1 aktivitesinin saglikli gruba
gore anlamli olarak azalmasi, bize AG’nin bilinen etki
mekanizmalarinin diginda baska bir yol ile PON1 diize-
yini azaltiyor olabilecegini diisiindiirmektedir.
Calismaya katilan deneklerde PON aktivitesi ile HDL
diizeyleri arasinda bir korelasyon bulunmasina ragmen,
gruplarin HDL diizeyleri arasinda bir fark yoktu. Bu
nedenle deneklerin PON ile glukoz ve HbA  diizeyleri
aralarinda orta dereceli ters bir korelasyon olmasi, di-
yabette PON aktivitesinde gozlenen azalmanin enzimin
glikasyonuna bagli olarak geligsmis olabilecegini diisiin-
diirmektedir.

AQG ile yapilan ¢aligmalarda goriilen yan etkilerden biri-
si serum kreatinin diizeylerinde artisa sebep olmasidir.
Bizim ¢alismamizda DM grubu kreatinin diizeyleri SK
grubuna gore anlamli olarak artmist1 ancak AG kullani-
mryla serum kreatinin diizeylerinde bir degisiklik tespit
edemedik.

Sonug olarak streptozotosin ile olusturdugumuz diyabet
modelimizde PON diizeylerinin azaldig1 tespit edildi.
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Ancak, AG verilen diyabet grubunda da PON aktivite-
sinin diisiik olmasi, AG’nin PON iizerindeki etkilerinin
ileri glikasyon inhibisyonu dis1 yolaklarla olabilecegini
distindiirmektedir. AG’nin etki mekanizmasinin HDL
metabolizmasi ve PON iizerindeki olasi etkilerinin daha
iyi anlagilmasi igin ek ¢aligmalara ihtiyag vardir.
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