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OZET

L-karnozin (B-Alanil-L-Histidin) 20. yilizyilin baslarinda Gulewtisch ve arkadaslari tarafindan
ilk kez kalp kasindan izole edilmistir. Antioksidan etkileri ve reaktif oksijen radikallerini

yakalayabilme 6zelligi de bir ¢ok calismada gosterilmistir.

Nitrik oksit (NO) ise arginin aminoasitinden nitrik oksit sentaz enzimi (NOS) aracilig1 ile
sentezlenen ve etkisini ¢oziinebilir guanilat siklaza baglanmasi1 ve cGMP’nin aktive olmasiyla
gosteren haberci bir molekiildiir. Diisiik dozlarda bir¢ok fizyolojik olayin diizenlenmesinde

gorev alan NO yiiksek miktarlarda iiretildiginde hiicreler i¢in zararli olmaktadir.

Bu c¢alismada sodyum nitroprussit ile indiiklenmis NO sinyal yolaginda karnozinin
farmakolojik dozlarmin mitokondriyal in vivo etkileri, beyin dokusunda NO yolag: {izerine
etkileri ve plazma oksidan/antioksidan sistem iizerine etkileri arastirildi. Kendi aralarinda biri
kontrol olmak iizere 3 gruba ayrilan gen¢ ve yash siganlarin diger iki grubuna 2 hafta siireyle
intraperitonal olarak SNP (20pg/kg) , SNP + L-karnozin (10mg/kg) uygulandi. Sigcanlarin
beyin dokularindan izole edilen mitokondrilerde sitokrom c oksidaz, nitrik oksit sentaz ve
total nitrit-nitrat diizeleri Ol¢iildii. Plazma NOS ve NO diizeyleri ile, eritrositlerde MDA,
GSH-Px, SOD aktiviteleri de degerlendirildi. Ayrica beyin homojenatlarinda western blot
yontemi ile cGMP ve guanilat siklaz protein ekspresyonlarina bakildi. Sitokrom ¢ oksidaz
enzim aktivitesi her iki yas grubunda SNP uygulamas: ile artarken L-karnozin uygulamasi
sonucu genclerde (p<0,05) ve yaslilarda (p<0,001) anlamli bir sekilde azalmistir. SNP
uygulamasi total nitrit-nitrat (NO) diizeylerini her iki yas grubunda da istatistiksel (p<0.05)
olarak artirmistir. L-karnozin uygulamasi ise bu diizeyleri onemli derecede (p<0.05)
azaltmistir. Beyin mitokondrilerinde SNP uygulamasi ile hem gen¢ hem de yash grupta NOS
aktivitesi kontrollerine gore istatistiksel olarak degismezken L-karnozin uygulamasi ile NOS
aktivitesi genglerde anlamli bir (p<0.05) sekilde artmis ve yashlardaki artis anlamli

bulunmamastir.

Bu sonuglar L-karnozinin NO diizeylerinde ve buna bagli olarak NOS aktivitesinde belirleyici
bir molekiil olabilecegini gostermektedir. Ayrica L-Karnozinin mitokondrial fonksiyon

acisindan da 6nemli olabilecegi bu calisma ile gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: L-Karnozin, Nitrik oksit, Nitrik oksit sentaz, elektron transport zinciri,

Sitokrom C oksidaz, oksidan/antioksidan



ABSTRACT

L-Carnosine has been isolated from the heart muscle for the first time at beginning of the 20th
century by Gulewtisch and friends. It has been illustrated in many studies that its antioxidant

effect and the feature of capturing reactive oxygen radicals.

NO is a messenger molekule who is synthesized by means of NOS from arginine and
demonstrates its influence by linking to soluble guanilat cyclase and with the activation of
cGMP. NO who takes part in the regulation of a number of physiological events in low

quantity becomes harmful when it is produced in high quantity.

In this study, it is investigated that the mitochondrial in vivo effects of pharmacological doses
of L-carnosine in NO signal pathway induced by SNP and its effects on oxidant/antioxidant
defense system. SNP (20pug/kg) , SNP + L-carnosine (10mg/kg) were applied, for two weeks,
as intraperitonal to the other two groups of the young and old rats which was divided into
three groups, one of them is control group. Cytochrome c oxidase, NOS, total nitrite-nitrate
levels were measured in mitochondria isolated from rats brain tissue. Plasma NOS and NO
levels and, MDA, GSH-Px, SOD in erythrocytes were analyzed. Furthermore cGMP and
guanylate cyclase protein expressions were examined by western blot. Cytochrome ¢ oxidase
activity increased in both age groups with SNP application and as a result of L-carnosine
application, it significantly decreased in young rats (p<0.05) and old rats (p<0,001). SNP
application statistically increased total nitrite-nitrate levels in both age groups (p<0.05). On
the other hand, L-carnosine application remarkably went down these levels (p<0.05). While
NOS activity statistically unchanged according to controls in brain mitochondria in both age
groups with SNP application. NOS activity increased mostly in young rats with the L-

carnosine application and the inrease in old group wasn’t noticeable.

These results show that Lcarnosine could be a marker molecule in NO levels and in this
contex NOS activity. Additionally, it is demonstrate in this study that L-carnosine might be

significant in terms of mitocondrial function.

Key words: L-carnosine, Nitric oxide, Nitric oxide synthase, Electron Transport Chain,

Cytochrome c oxidase, oxidant/antioxidant
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KISALTMALAR

ADP  : Adenozin difosfat

ATP  : Adenozin trifosfat

BH4  : Tetrahidrobiyopterin

CCS1 : Bakir saperon

CCP1 : Sitokrom c peroksidaz

cGMP : Siklik guanozin monofosfat

cNOS : Yapisal nitrik oksit sentaz

DNA : Deoksiriboniikleik asit

eNOS : Endotelyal nitrik oksit sentaz
ETFP : Elektron transfer eden flavoprotein
FAD : Flavin adenin diniikleotid

FADH, : Rediikte flavin adenin diniikleotid
FMN : Flavin mononiikleotid

GIS : Gastrointestinal sistem

G K  :Geng deney hayvani kontrol grubu
G SNP : Sodyum nitroprussit uygulanan gen¢ deney hayvanlar1 grubu
G SNP-C: Sodyum nitroprussit ve L-karnozin uygulanan geng deney hayvanlari grubu
GRX1 : Glutaredoksin 1

GRX2 : Glutaredoksin 2

GRX3 : Glutaredoksin 3

GRX4 : Glutaredoksin 4

GRX5 : Glutaredoksin 5

H* : Proton
HCI : Hidroklorik asit
H,O :Su

H,O, : Hidrojen peroksit



iNOS  : Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
KCI : Potasyum klortir

NADH : Indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotid
NMDA : N- Metil D- Aspartik asit

nNOS  : Noronal nitrik oksit sentaz

NO - Nitrik oksit

NO- - Nitrik oksit radikali

NO*  : Nitrit

NO*  : Nitrat

NOS  : Nitrik oksit sentaz

0, : Oksijen

O, : Siiperoksit

OH"  : Hidroksil radikali

OONO' : Peroksinitrit

PMNL : Polimorfoniikleer 16kosit

SNP : Sodyum nitroprussit

SOD1 : Cu/Zn Siiperoksit dismutaz

SOD2 : Mn Stiperoksit dismutaz

STE : Siikroz, Tris, EGTA

TNF : Timor nekrozis faktor

tRNA : Tastyict riboniikleik asit

TRR2 : Tiyoredoksin 2

TRX3 : Tiyoredoksin 3

uQ : Okside ubikinon

UQH:2 : Rediikte ubikinon

Y K . Yasli deney hayvani kontrol grubu
Y SNP : Sodyum nitroprussit uygulanan yasl deney hayvanlar1 grubu

Y SNP-C : Sodyum nitroprussit ve L-karnozin uygulanan yaslh deney hayvanlar1 grubu
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1.GIRIS VE AMAC

L-karnozin 20. ylzyilin baslarinda kesfedilmis olan bir dipeptittir. Glinlimiize kadar nitrik oksit ve
cesitli serbest radikallerle olusturulmus oksidatif hasar mekanizmalarinda koruyucu rolleri oldugu

gosterilmistir.

Bu ¢aligmalar esnasinda yapilan in vitro deneyler nitrik oksitin (NO) nitrosatif stres olusturucu
etkilerinin yanmi sira vaskiiler tonusun dengesinin saglanmasinda olduk¢a onemli olan nitrik oksit

sentez yolagi iizerine de etkili olabilecegi diistiniilmiistiir.

Bu amagla in vitro ¢aligmalar bulunsa da karnozinin nitrik oksit yolagi lizerine etkilerini in vivo

olarak gosteren herhangi bir calismaya rastlanmamustir.

Bu nedenle ¢alismamizda nitrik oksit dondrii olan sodyum nitroprussid ile tetiklenmis olan nitrik oksit
sentezi esnasinda karnozinin farmakolojik dozlarmin nitrik oksit sinyal mekanizmalar1 {izerine etkileri
incelenmesi ve herhangi bir oksidatif hasar mekanizmasi gelisip gelismedigi, gelisiyorsa karnozinin

bu dozlarmin antioksidan olarak etkinliginin de degerlendirilmesi amaglanmustir.
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2.GENEL BILGILER

2.1.L-KARNOZIN

L-karnozin ilk defa 20.yy baslarinda Rus bilim adamlar1 tarafindan kalp kasindan izole
edilmistir. Insan viicudunda ,6zellikle kas ve beyin dokusunda, L-karnozin sentaz enzimi

vasitasiyla 3-alanin ve I-histidin amino asitlerinden sentezlenen dogal bir dipeptittir(1).

NH,

Sekil.2.1.1.Karnozin



11
L-karnozin non-toksik bir dipeptittir. Kanda ve diger dokularda karnozinaz ve peptidazlar

tarafindan hizli bir sekilde parcalanir.Bu yiizden terapotik etki i¢in yiiksek dozda alinmasi
gerekir(2).

L-karnozinin temel diyet kaynagi ettir.Vejetaryenlerde karnozin az miktarda bulunur.
Gidalardaki karnozinin emilimi %30 ile %70 arasinda degisir. Saf L-karnozinin emilimi ise
%70’den daha fazladir. Absorbsiyonu biiyiik oranda kiiciik barsaklarda gerceklesir. Dolasima
gecen L-karnozin kaslara, beyine ve diger dokulara taginir.Plazmada 6lgiilebilir diizeyde L-

karnozin bulunmaz(3).

Yasla birlikte doku L-karnozin seviyelerinin azaldig1 gozlenmistir(4).

2.1.1. L-karnozinin Antioksidan Etkisi

L-karnozin serbest radikal yakalayicisidir. Reaktif oksijen tiirleri ve 6zellikle serbest radikal

olan aldehit kalintilarin1 yakalayarak niikleik asit, lipit, proteinleri oksidatif hasara kars1 korur
(5).
L-karnozinin protein karbonilasyonunu, malondialdehit ve metilglioksal gibi reaktif aldehitleri

ve indirgenmis sekerin proteinlere ¢capraz baglanmasini inhibe ettigi gosterilmistir (6).

L-karnozinin insan fibroblast kiiltlirlinde yaslanmayr baskiladigi ve hatta hiicreleri
genglestirdigi gosterilmistir (7,8). L-karnozin metaller (Cu, Co, Zn, Fe, Mg) ile selasyon

yaparak bu metallerin zararl etkilerini 6nler (9).

Kan glikoz seviyesinin uzun siire yiiksek olmasi durumunda ortamdaki glikoz non-enzimatik
olarak proteinlere baglanarak protein glikozilasyona neden olur. Glikasyona ugramis
proteinler molekiiler oksijene bir elektron vererek serbest oksijen radikali olusumuna neden

olur (10).

L-karnozin serbest radikal yakalayici etkisiyle glikolize proteinlerin etkisini nétralize eder
(11). L-karnozinin diger 6nemli bir 6zelligi de intraselliiler pH nin pH tamponlama 6zelligi ile

ayn1 kalmasini saglamasidir (12).

Suda c¢oziinebilen endojen bir dipeptit olan L- karnozin son yillarda antioksidan ve
antiglikasyonik Ozellikleriyle dikkat ¢ekmis olmasinin yani sira, yara iyilesmesi,

immiinostimiilasyon, antienflamatuar, antikarsinojenik etkilere sahiptir (13-15).



12
2.2.NiTRIK OKSIT

Atmosferde kirlilige neden olan, suda ve yagda kolaylikla ¢oziinebilen gaz olan nitrik oksit ilk
defa 1980 yilinda Furchgott ve Zawadski tarafindan endotel kaynakli gevseme faktorii olarak
bildirilmistir.1987 yilinda ise Palmer ve arkadaslar1 endotel kaynakli gevseme faktoriiniin NO
oldugunu bulmustur. NO’in fizyolojik ve patolojik olaylardaki rolii hakkinda daha fazla bilgi
elde edilmesinden sonra 1992 yilinda “’Science’’ dergisi tarafindan yilin molekiilii se¢ilmistir
(16-19).

Renksiz ve son derece toksik bir gaz olan NOe serbest radikal yapisinda olmasindan dolay1
yart omrii ¢ok kisadir. NOe lipofilik 6zellikte olup, oksijensiz ortamda oldukc¢a stabildir ve
suda erir (20,21). Diger serbest radikaller her konsantrasyonda hiicreler i¢in zararli iken NO
diisiik konsantrasyonlarda ¢ok onemli fizyolojik islerde rol almaktadir.Ancak asir1 ve

kontrolsiiz sentezlenmesi hiicreler i¢in zararlidir(22).

Oksijen varliginda hizli bir bigimde nitrit ve nitrata (NO2- ve NO3-) doniiserek inaktive olur.
Suda ve plazmada nitrite okside olan nitrik oksit birka¢ saat bu sekilde kararli kalir. Kandaki
nitrit nitrata doniisiir, bu yiizden kanda bazal nitrat konsantrasyonu nitrit konsantrasyonundan
fazladir. Olusan NO metabolitleri bobrekler yoluyla viicuttan uzaklastirilir.Nitrik oksitin
hemoglobine afinitesi oksijeninkinden 3000 kat daha fazladir, bu da fizyolojik ortamda

Omriiniin ¢cok kisa olmasinin nedenlerinden biridir (23).

Hiicre zarlarindan kolaylikla gecebilen bir serbest radikal olan nitrik oksitin hedef molekiilleri
oksijen, diger radikaller, thiol gruplari ve metallerdir. Ornegin, nitrik oksit guanilat siklazi, bu
enzimin hem (heme) grubuna baglanarak aktive eder. Aktive olan guanilat siklaz vaskiiler diiz

kasta gevseme ile vasodilatasyonu, merkezi sinir sisteminde ise sinir iletisini saglar (24).

NO, serbest thiol gruplari ile birleserek “S-nitrosothiolleri” olusturur, bdylelikle daha stabil
hale geldiginden yar1 6mrii uzar ve plazminojen aktivatorii gibi bazi katalitik enzimlerin

fonksiyonlarini artirabilir (25).

Nitrik oksit, siiperoksit anyon radikali (O) ile reaksiyona girerek sitotoksik bir molekiil olan
peroksinitrite (OONQ") doniistir. Peroksinitrit, hiicre membranlarinda lipid peroksidasyonunu

artirirken, ayn1 zamanda DNA hasarina yol acar ve proteinlerle de etkilesir(25).
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Sekil.2.2.1. Nitrik oksit aktivasyonu ve inaktivasyonu

Biyosentezi:NO, nitrik oksit sentaz denilen bir enzim ailesi tarafindan L-arjinin
aminoasitinden sentezlenir. NO sentezlenirken NOS disinda molekiiler oksijen ve dort tane
kofaktore ihtiyag duyar.Bunlar Hem, FAD(flavin adenin diniikleotid), FMN(flavin mono
niikleotid) ile BH4 (tetrahidrobiyopterin)’dir. Bu reaksiyon sonucunda NO yaninda L-sitrulin
de olusur(26).

Kalsivam
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Sekil.2.2.2. Nitrik oksit biyosentezi

Giintimiizde bilinen ii¢ NOS izoformu vardir. eNOS endotel hiicresinden nNOS noéronlardan

izole edilmistir. Bir de sentezi sitokinlerle uyarilabilen iNOS (induced NOS) bulunmaktadir .
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Bu enzimlerin genleri ii¢ ayr1 kromozom iizerinde kodlanmistir(eNOS 7. kromozomda, nNOS

12. kromozomda ve iINOS 17. kromozomda) (27).
Bu enzimler baslica iki gruba ayrilirlar:

1-  Yapisal (Constutitive) NOS (cNOS): Yapisal NOS’un nNOS(noronal) ve
eNOS(endotelyal) olarak adlandirilan iki izoformu vardir. Cesitli reseptorlerin uyarilmasina
(asetilkolin, bradikinin gibi) veya damar duvarindaki gerilmelere (shear stress) cevap olarak

picomol-nanomol miktarlarda aralikli olarak nitrik oksit sentezi yaparlar (28).

Diger izoformdan ayirict 6zellikleri aktivitelerinin Ca(2+)’a (ikincil haberci olarak) bagimli
olmalaridir. Hiicre i¢i iyonize kalsiyumu artiran her tiirlii etkilesimde, kalsiyumun
kalmoduline baglanmasiyla olusan kompleks ya Ca(2+) ya da kalmodulin c¢cNOS’un
aktiflesmesini saglar ve NO sentezlenir. Ancak kalsiyumu artiran uyar1 kesildiginde hiicre igi
kalsiyum miktar1 azalmaya baglar ve enzim aktivitesi azalarak NO sentezi durur. Sonug olarak
cNOS ilgili hiicrelerde daima mevcuttur fakat Ca(2+) diizeyi yiikselinceye kadar aktif
degildir(26,29).

cNOS izoenzimlerinin baslica bulunduklar1 yerler ve etkileri farklidir. nNOS kaynakli NO
santral sinir sisteminde néromodiilator olarak gdrev yapar. Bilinen en diisiikk molekiil agirlikli
organik norotransmitterdir. Sinapslarin sekillenmesine yardimei olur (30-32). Koku alma (31),
agriy1 algilama (32), gébrme (33), ve hafiza olusmasi (31) gibi islevlerde rol oynar. Periferik
sinir sisteminde nonadrenerjik nonkolinerjik sistemde norotransmitterdir(30-34).Solunum
fonksiyonlarda (34), penil ereksiyonunda (35), GIS (gastrointestinal sistem) motilitesinde
(36), mesane sfinkter islevinde (37) ve tiim dokularin kan basinglarinin ve akis hizinin

dizenlenmesinde rol alir.

eNOS kaynakli NO diiz kaslarin gevsemesini saglayarak kan basincini, kan akis hizin1 ve
dolayisiyla kalp kasilmasii diizenler (38). Trombositlerin adezyon ve agregasyonunu inhibe
eder(39,40). Endotel hiicresi ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde antiproliferatif etkiye
sahiptir(41).

2-Uyarilabilir (inductible) NOS (iNOS) : iNOS basta makrofajlar olmak {izere PMNL

(polimorfoniikleer 16kosit)’ ler, hepatositler, damar diiz kaslari, damar endoteli tarafindan

salinir ve endotoksin, TNF (tiimor nekrozis faktdr),gama interferon gibi uyaricilar tarafindan

uyarilir.
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Enzim indiiklendigi zaman NO {iretimi, yapisal formdaki gibi kisa siirmez, saatlerce hatta
giinlerce devam edebilir(26,29). Ozellikle non spesifik immiinitede énemli rol oynar. Bakteri,

mantar, virlis ve tiimor hiicrelerinde sitotoksik ya da sitostatik etki olusturur(42-44).

Tablo.2.2.1. Nitrik oksit sentezleyen enzimler

NOS ILzoform | Diger Adr | Salinim Kaynak Regiilasyon NO Miktart | Kromozom
Tip1 nNOS Devamli Sinir hiicreleri Kalsiyuma hagimh stk 12
(picomol)
Tipll iNOS Induklendiginde Makrofaj, damar duz Sitckinler, endotoksin Yiksck 17
kast, damar endotely, ve oksidanlar tarafindon | {ranomol)
mivokard, endokard, indiklenme

hepatosit, imman

bicreler, hava ¥ W

epiteli
Tip I eNOS Devamli Vaskiler endotel Kalsiyuma bagiml Dasik 7
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NO: nitrik oksit, NOS: nitrik oksit senrezleven enzim, nNOS: noral NOS, iNOS: indiklenebilen NOS, eNOS: endoted koskenli NOS

2.2.1.Nitrik Oksit’in Etki Mekanizmasi

Nitrik oksitin biyolojik etkisi guanilat siklaz enzimi tarafindan yiiriitiiliir. Hiicre iginde
sentezlenen veya disinda sentezlenip de komsu hiicrelerden difiizyonla gecen NO, guanilat
siklazin hem grubuna baglandiginda siklik guanozin monofosfatin (cGMP) artisina, bu da
cGMP’ye bagiml protein kinazlarin aktivasyonuna neden olur. Sonugcta, hiicre i¢i kalsiyum
azalir ve kalsiyum ile aktive olan potasyum kanallar1 agilir. Potasyum hiicre digina ¢iktiginda

hiperpolarizasyon olur ve diiz kas gevsemesi meydana gelir(45).

Endojen nitrovazodilator sistemin etkileri disaridan verilen sodyum nitroprussid ve nitratlar

tarafindan taklit edilir. Bu maddeler NO’e ¢evrildikten sonra etkilerini gosterirler (23).
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Nitrik oksit, cGMP’a bagli olarak ayn1 mekanizma ile vaskiiler olmayan diiz kasta gevsemeye,
trombositlerde adezyon ve agregasyonun, nétrofillerde de kemotaksisin inhibisyonuna neden
olmaktadir (46).
NO sinir sisteminde de ¢cGMP {izerinden sinir iletisini saglamaktadir. Burada uyarict bir
norotransmitter olan glutamat, NMDA reseptorlerine baglandiginda kalsiyum kanallar1 agilir
bu da NOS enzimini aktive eder ve cGMP artar. Bu mekanizmanin néron hasarindan sorumlu

oldugu diistiniilmektedir (47).

n NOS’m hem bir norotransmitter olarak ve hem de beyinde metabolizma ile kan akimi

arasindaki dengeyi saglayan bir faktor olarak fizyolojik rolleri de vardir (48).

2.3.MIiTOKONDRI VE ELEKTRON TRANSPORT ZINCIiRi

Mitokondriler 6karyotik hiirelerin enerji {iretimi gorevini iistlenen ve kendi DNA’sina sahip
hiire i¢i organellerdir. 1-7 mikrometre uzunlugunda, ¢ubuk seklinde veya 2-3 mikrometre
capinda kiiresel yapilardir. Dig membran, i¢ membran, krista, matriks ve membranlar arasi

bosluktan olugsmaktadir (49-50).

Matriks

Sekil.2.3.1. Mitokondri

Dis zar ile i¢ zar arasidaki aralik 40-80 A° olup birbirinden farklidir.D1s zarin kalinligi 70 A°
kadardir. Hiicre zarmma benzer yapida olup porin olarak adlandirilan ve genis kanallari
olusturan bir transport proteinine sahiptir. Porinlerin olusturdugu bu kanallar sayesinde

mitokondri dis zarmdan molekiil agirligir 10.000 dalton ve daha kiigiik molekiiller gecer. i¢
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membran kalinlig1 50-60 A° kadardir (50). Krista ad1 verilen katlanmalar ile ylizeyini artirir.
Ic membranin selektif gegirgen olmasi nedeniyle protein ve metabolitlerin matrikse tasinmasi

icin spesifik mekanizmalar mevcuttur ve enerji gerektirir (51).

Ic  membranin lipid igeriginde bir fosfolipid olan kardiolipin yogun olarak bulunur (52). I¢
zarda 3 tip protein bulunur: i) Elektron transport zincirinin oksidasyon reaksiyonlarini
gerceklestiren proteinler (enzimler, sitokromlar vb.) ii) Matrikste ATP yapimini gerceklestiren
ATP sentetaz iii) Metabolitlerin matrikse giris ¢ikisim1 diizenleyen permeaz adi verilen

transport proteinleri (50).

Mitokondri matriksi orta yogunlukta olup, bol miktarda protein molekiilii, sitrik asit siklusu
ile yag asitleri ve priivatlarin oksidasyonu i¢in gerekli yiizlerce enzim tagir. Ayrica matrikste
mitokondrial DNA, 6zel ribozomlar, tRNA ve mitokondrial genlerin gorev yapmasinda ve

¢ogalmasinda gorevli enzimler vardir (50).

Mitokondriler hiicrelerin enerji iiretim merkezleridir. Oksidatif fosforilasyon, yag asidi -
oksidasyonu, Kreps dongiisii (Trikarboksilik asit dongiisii) gibi temel metabolik olaylar
mitokondrilerde gergeklesir (53).

Ure siklusunda, aminoasit, kolesterol, yag, steroid ve niikleotidlerin metabolizmasinda da
gorev alirlar. Sitozolde gerceklesen glikoliz olayr sirasinda NADH ve sonunda piriivat
olugmaktadir. Pirlivattan, yag asitlerinin ve amino asitlerin karbon iskeletinin yikilmasiyla
olusan asetil-CoA’nin mitokondri matriksinde sitrik asit dongiisiine girer ve boylece NADH

ve FADH, olusur. Olusan NADH ve FADH,’ler, i¢ mitokondriyal membranda bulunan
elektron transport zincirine (solunum zinciri) aktarilirlar (53).
Hiicre igin gerekli olan enerji miktarinin % 98’i oksidatif fosforilasyon (elektron transport

zincirinde) sayesinde iretilmektedir. “Hiicresel solunum™ olarak da isimlendirilen oksidatif

fosforilasyon mitokondrinin i¢ membraninda, krista bolgelerinde meydana gelmektedir (53).

Mitokondri i¢ membranindaki elektron transport zincirinde 5 kompleks bulunur.ilk dordii

elektron tasiyici olarak gorev yaparken kompleks 5 ATP sentezinden sorumludur.
Kompleks I (NADH dehidrojenaz kompleksi)

Kompleks I (NADH dehidrojenaz kompleksi), i¢ mitokondriyal membrana gdmiilmiistiir;
NADH baglayan yeri matriks tarafindadir ki burasi, matrikste olusan NADH ile etkilesebilir.
Kompleks I, elektronlarin NADH’den ubikinona (UQ) transferini katalize eder (54).
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Ubikinon (koenzim Q), solunum zincirinde tek lipid yapili molekiildiir;hareketli elektron

tastyicilarindan birisidir.

Ubikinonun tamamen indirgenmis formu olan UQH,, membranda kompleks I’den kompleks
[I’e diffiize olur; kompleks 1I'te de UQH,, okside form olan UQ formuna oksitlenecektir.

Elektronlarin kompleks I yoluyla kompleks III’e akisi, protonlarin mitokondriyal matriksten
membranlar arast bosluga hareketiyle eslesmistir ki bdylece bir proton gradienti olusur; bu

proton gradienti de mitokondriyal ATP sentezi i¢in 6nemlidir (54).
Kompleks II (siiksinat dehidrojenaz kompleksi)

Kompleks 1II (siiksinat dehidrojenaz kompleksi), sitrik asit dongiisinde membrana bagl

enzimdir; elektronlarin siiksinattan ubikinona (UQ) transferini katalize eder. FADH,

yapisindaki elektronlar, kompleks II tarafindan ubikinona aktarilir. Ancak, yag ac¢il-CoA ve
sitozolik gliserol-3-fosfattan elektronlarin ubikinona transferi kompleks II yoluyla olmaz. Yag
acil-CoA icin acil-CoA dehidrojenaz, elektron-transfer eden flavoprotein (ETFP) ve
ETFP-UQ oksidorediiktaz gorev goriir; gliserol-3-fosfat i¢in gliserol-3-fosfat dehidrojenaz
gorev goriir (54).
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Sekil.2.3.2. Kompleks I, II ve Ubikinon



19

Kompleks I11 (sitokrom bc, kompleksi, ubikinon-sitokrom c oksidorediiktaz)

Kompleks 11l (sitokrom bc, kompleksi, ubikinon-sitokrom ¢ oksidorediiktaz), elektronlari

ubikinondan sitokrom c’ye transfer eder ki kompleks III i¢inden gecen elektronlarin yolu, “Q

sikliisii” denilen bir dongii olusturur (54).

=
Intermembrane /'

e
g"---'@

Sekil.2.3.3. Kompleks III ve sitokrom ¢

Kompleks III yapisinda bulunan sitokrom b, elektronlari sitokrom c yapisina aktarmaktadir.

Kompleks III, bir proton pompasi olarak fonksiyon goriir; kompleksin asimetrik

oryantasyonunun bir sonucu olarak, UQH,’nin UQ’a okside olmasiyla serbestlesen protonlar,

membranlar arasit bosluga salinirlar ve bdylece bir proton gradienti olusur ki bu proton

gradienti, mitokondriyal ATP sentezi i¢in 6nemlidir (54).

Sitokrom c, elektronlari kompleks IV (sitokrom oksidaz) yapisina tasir.

Kompleks 1V (sitokrom oksidaz)

Kompleks IV (sitokrom oksidaz), elektronlarin sitokrom c¢’den O,’ne transferini ve boylece

O,’in suya indirgenmesini katalize eder (54).



Sekil.2.3.4. Kompleks IV

Kompleks IV yapisinda sitokrom a ve sitokrom a, bulunur. Kompleks IV vasitasiyla sitokrom
¢’den O,’e elektronlarin akigi da matriksten membranlar arasi bosluga net proton hareketine

neden olur; kompleks IV de bir proton pompasi olarak fonksiyon goriir.Solunum zincirinin

dort kompleksi i¢inden elektronlarin ve protonlarin akisi su sekilde 6zetlenebilir (54):
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Sekil.2.3.5. Elektron Transport Zinciri
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Elektronlarin aktarilmasi sirasinda elde edilen ve membran boyunca proton gradienti seklinde

depolanan enerji, ATP sentezinde kullanilir. Bir NADH molekiilii 3 ATP olusumunu saglar;
bir FADH, molekiilii ise 2 ATP olusumunu saglar (54).

ATP sentaz

ATP sentaz, i¢ mitokondriyal membranin ATP sentezleyen enzim kompleksidir; elektron

transportu ile ATP olusumunu esleyen kompleks V olarak da bilinir. ATP sentaz, F_(integral

protein) ve F, (periferal protein) olmak tizere baslica iki alt birime sahiptir (54).

Solunum zincirinde elektronlarin kompleks I, III ve IV iizerinden aktarilmasi sirasinda
protonlar matriksten membranlar aras1 bosluga pompalanirlar. Protonlarin matriksten
membranlar arast bosluga pompalanmasi sonucunda i¢ membranda bir proton gradienti

olusur (54).

Protonlar yiiklii partikiiller olduklar1 i¢in proton gradientinin elektriksel 6zellikleri
bulunmaktadir; matriks negatif membranlar aras1 bosluk pozitif yiiklii oldugu i¢in voltaj fark
meydana gelir. Olusan elektrokimyasal gradient (pH gradienti ve elektriksel gradient),

protonlarin matrikse geri donmeleri igin proton hareket ettirici gli¢ ortaya ¢ikarir (54).

Bu gii¢ etkisiyle protonlar matrikse geri donerler ve elektrokimyasal gradientteki enerji,
protonlarin matrikse geri donmeleri sirasinda ATP olusumunda kullanilir. Oksidatif
fosforilasyon olarak bilinen bu olay, ATP sentaz (kompleks V) tarafindan katalizlenir (54).
Protonlarin membranlar arasi bosluktan matrikse doniistinde ATP sentazin F alt birimi gérev
alir; ATP sentazin F, alt birimi ise ADP ve Pi kullanilarak ATP sentezini gergeklestirmektedir
(54).

Sekil.2.3.6. ATP Sentaz
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2.3.1.Mitokondriyal Oksidatif Hasar Mekanizmalari

Serbest radikaller, molekiiler yada atomik yoriingesinde ¢iftlesmemis elektron bulunduran
kimyasal tiriinlerdir. Pozitif yiiklii, negatif yiiklii yada notral olabilirler. Lipit peroksidasyonu,
hiicre zar1 gegirgenligini ve hiicre zar1 protein oksidasyonunu arttirarak hiicre zari islevini
biiyiik oranda bozarlar . Ateroskleroz, hipertansiyon, iskemi-reperfiizyon hasari, inflamasyon,
kanser, tip II diabet ile Parkinson ve Alzheimer Hastalig1 gibi nérodejeneratif hastaliklarin
patojenezindeki ortak sorun oksidatif hasardir. Ayrica yaslanma siirecinde de oksidatif hasarin
Oonemli bir rol oynadig1 bilinmektedir. Biyolojik sistemlerde elektron transferi ile olusurlar
(55,56).

Mitokondri solunum zinciri baglica hiicre i¢i serbest radikal iiretim kaynagidir. Mitokondriler
tarafindan en fazla iiretilen reaktif oksijen radikali siiperoksit radikalidir ve normal solunum

zinciri olaylari sirasinda siirekli olarak siiperoksit radikali olusur (57).

Elektron transport zincirinde kompleksler arasi elektron tasinmasi sirasinda kompleks I ve
kompleks III dikkate deger bigimde elektron sizdirmaktadir (58). Kompleks I’in elektron
sizdiran kismi matriks igerisinde bulunan NADH dehidrogenaz kismidir. Bu kisimdan sizan
elektronlar mitokondriyal matriks icerisinde molekiiler oksijen ile birleserek siiperoksit (02—)

anyonunu olusturmaktadir (59).

Kompleks I’den sizan elektronlarin matrikste olusturdugu siiperoksit radikalleri hizla
antioksidan enzimler tarafindan hidrojen peroksite (H202) doniistliriilmektedir. Hidrojen
peroksit bir radikal degildir. Bir ¢ok fizyolojik olayda (diiz kaslarin gevsemesi, hiicreler arasi
sinyal mekanizmalar1) gorev almaktadir. Fakat, hidrojen peroksit komplekslerin yapilarinda
bulunan metaller ile etkilesime girdigi zaman (Fenton reaksiyonlari), ¢cok reaktif hidroksil

radikalini (HO-) olusturmaktadir (60).

Kompleks III’in elektron sizdirdigr diistiniilen kismi ise membranlar arasi bosluk kisminda
bulunmaktadir ve bu kisma sizan elektronlar mitokondrinin dis membran yapilarina zarar
vermekte, sitozole yayilmakta ve hiicrenin apoptozunu saglayan sinyallerin salinmasina neden

olmaktadir (61).
2.3.2. Nitrik Oksit’in Mitokondriyal Elektron Transport Zinciri Uzerine Etkisi

Kompleks I ve IIl’'ten sizdigr diisiiniilen elektronlarin olusturdugu siiperoksit ayrica
mitokondride nitrik oksit sentaz tarafindan iiretilen nitrik oksit (NO.) ile birleserek
peroksinitritlerin (OONO-.) olusmasini saglamaktadir. Peroksinitrit 6zelikle DNA ve protein
yapilarina baglanarak bu biyolojik yapilarda nitrasyon modifikasyonlarina neden olmakta ve

bu modifikasyon proteinlerin
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konformasyonel olarak degisimlerine yol agmaktadir ve buda hiicre nekrozunu tetiklemektedir
(62).
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NO, ¢oziinilir guanil siklaz1 aktive ettigi konsantrasyonlarda sitokrom c oksidaz enzimini de
geri doniisiimlii ve O2 ile yarigsmali bir sekilde inhibe eder. Bunun nedeni Sitokrom c

oksidaz’in Hem grubu tasimasi ve NO’in Hem grubuna yiiksek afinite gostermesidir (63).
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Sekil.2.3.2.2. Peroksinitrit ve Hiicre Oliimii

Bu enzim sitokrom c-Fe(2+)’yi sitokrom c-Fe(3+)’a oksitlerken molekiiler oksijeni suya
rediikler. Bu sirada mitokondriyal matriksten membranlar arasi bosluga H+ transfer edilir. Bu
iyonlarin tekrar matrikse transferi ATP sentezi ile kenetlidir. NO sitokrom ¢ oksidazi inhibe
ederek metabolik hipoksi olusturur. Nitrik oksit tarafindan hiicre solunumu inhibe edildiginde
mitokondriden bir Ca(2+) ¢ikist meydana gelir ve buda Ca(2+) bagimli proteazlarin aktive

olmasina neden olur (63).

Serbest radikaller sitokrom c’nin sitozole salinmasina neden olur. Kaspaz aktivasyonu

baslatilir ve apoptozis uyarilir (64).

2.3.3. Mitokondriyal Antioksidan Savunma Mekanizmalari

Normal solunum olaylar1 sirasinda mitokondrilerde olusan serbest radikaller antioksidan

savunma sistemine ait enzimler tarafindan elimine edilirler. Bu enzimler:
Siiperoksit Dismutaz ( SOD1 ve SOD2 )

Okaryotik hiicrelerin farkli fraksiyonlarinda farkli tiplerde siiperoksit dismutaz vardir. Cu, Zn
siiperoksit dismutaz (SODI1) mitokondri membranlar arasi boslukta ve Mn siiperoksit

dismutaz (SOD2) mitokondri matriksinde bulunur. SOD1 ayni1 zamanda sitozolde de bulunur.
Siiperoksit dismutaz’in major etkisi siiperoksit iyonlarini daha az toksik formu olan peroksit
iyonuna indirgemesidir.

S0D
D'g + D'g —_— Hng + C‘g

Son zamanlarda yapilan calismalarda SOD aktivasyonu i¢in 6zel proteinlerin gerektigini
gosterilmistir. Bakir saperon (CCS1) ve sitokrom c peroksidaz (CCP1) bu proteinlerin
ornegidir (65).

Bakir saperon (CCS1) SODI1’e sitozolik bakir1 baglayan metallosaperondur. (CCS1)

mitokondriyal membranlar arasi bosluktaki SOD1’in aktivasyonu i¢in gerekli proteindir (66).

Sitokrom ¢ peroksidaz (CCP1) mitokondriyal antioksidan savunma mekanizmasinda bir diger
onemli proteindir. Fonksiyonu H202’1 suya c¢evirmektir. Hem mitokondriyal membranlar

arasi boslukta hemde matrikste bulunur (67).
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Katalaz

Katalaz yapisinda dort tane hem grubu bulunan bir hemoproteindir. Sitozolde ve daha ¢ok

peroksizomlarda lokalizedir. H202’nin O2 ve H20 doniisiimiinii katalizler (55).

katalaz
2H202 2H20 +02

Glutatyon Peroksidaz (GSH-PXx)

Hiicrelerde olusan hidroperoksitlerin detoksifikasyonundan sorumlu bir enzimdir. Tetramerik
yapida olup 4 selenyum atomu igerir. Sitozolik bir enzim olan GSH-Px asagidaki

reaksiyonlari katalizler (55) :
GSH-Px

H202 + 2GSH———— GSSG + 2H20

GSH-Px

ROOH+2GSH — GSSG+ROH+ H20
Mitokondriyal Tiyoredoksin Sistem (TRR2 ve TRX3)

Tiyoredoksin rediiktaz tiyole bagli hiicresel rediiklenme olaylarinda antioksidan enzim olarak
gorev alir. Enzim oksidasyon reaksiyonlarinda rediiktor olarak goérev yapan rediiklenmis
tiyoredoksin olusturur. Ayrica direkt olarak lipid hidroperoksitlerini rediikleme 6zelligi vardir

(68).
Mitokondriyal Glutaredoksin (GRX2 ve GRX5)

Glutaredoksin tiyol disiilfit oksidorediiktaz olarak bilinir. Iki grup glutaredoksin vardur.
Birinci grup glutaredoksinler GRX1, GRX2’dir ve aktif bolgelerinde bir ¢ift sistein vardir.
Ikinci grup gluteradoksinler GRX3, GRX4, GRX5 tir ve aktif bolgelerinde tek sistein vardur.
Bunlardan GRX2 ve GRX5 mitokondride bulunur. GRX2 hem hedef proteinlerin redoks
durumundan korunmasinda glutatyon-bagimli disiilfit oksidorediiktaz aktivitesine hem de
glutatyon peroksidaz aktivitesine sahiptir (69). GRX5 hidroperoksit ve siiperoksit
radikallerine kars1 glutatyon bagimli oksidorediiktazdir ve solunum komplekslerinin demir-

stilfiir merkezlerinin sentez ve montajina katilir (70).
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3-GEREC VE YONTEM

Calisma Erciyes Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmakoloji Anabilim Dalinda
gerceklestirildi.Deneylerde  multifonksiyonel —mikroplate okuyucu (Biotek synergy HT),
hassas terazi (Adventurer, OHAUS), vorteks (Labart), santrifiij (Niive NF 1200R, Niive NF
800), inkiibitor (Biosan) kullanildi.

Kullanilan cam malzemelerin tiimii deiyonize su ile yikanip bir giin %20 HNO3 ¢ozeltisinde
bekletildikten sonra, lic kez deiyonize sudan gegirilerek demineralize edildi. Deneylerde

kullanilan ¢ozelti ve tamponlar deiyonize su ile hazirlandi.

Calismada kullanilan kimyasal maddeler gerekli ortam sicakliklarinda saklandi.

Deney Gruplar

Calisma Erciyes Universitesi Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezinden saglanan 42 adet
sigan iizerinde gerceklestirildi. Deney hayvanlar1 6nce yaslarina gore (8-10 aylik (geng) ve 18-
20 aylik (yasl) olmak {iizere) iki farkli gruba ayrildi. Daha sonra bu gruplar kendi aralarinda
7’ser adet sigandan olusmak iizere 3’e ayrildi. Gruplar agagidaki gibidir;

1. Grup (Geng): Kontrol grubu

2. Grup (Geng): SNP (20 pg/kg)uygulanan grup
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3. Grup (Geng): SNP+L-Karnozin (10mg/kg) uygulanan grup

4. Grup (Yash): Kontrol grubu
5. Grup (Yasli): SNP uygulanan grup

6. Grup (Yasli): SNP+L-Karnozin uygulanan grup

Deney Gruplar

.

SNP+ 10mg/kg
L-Karnozin

SNP+ 10mg/kg

Kontrol 1mM SNP 2
L-Karnozin

Kontrol ImM SNP

Sekil.3.1. Deney Gruplari

Farmakolojik etkileri i¢in siganlara i.p. olarak iki hafta siireyle belirtilen dozlar uygulandi. Bu
iki hafta uygulama siiresinin sonunda siganlar ketamin anestezisi ile anestezi edildi. 6-7 ml
kan 6rnegi abdominal aorttan alindiktan sonra intrakardiak KCL enjeksiyonu ile hayatlarina
son verildi. Daha sonra kalp ve beyin dokulari izole edilerek homojenize edildikten sonra
ultrasonikatdr ile pargalandi. Dokular dlglimlere kadar -80°C de saklandi. Kan ornekleri,
5°C’de 2000 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Elde edilen plazma 6rnekleri, ¢alisma giiniine
kadar, -20° C’de dondurularak saklandi.

Mitokondri izolasyonu

6 ml/g beyin dokusu ve kalp dokusu izolasyon mediumu olarak hazirlanan STE (siikroz, Tris
ve EGTA soliisyonu; pH :7,4 4°C ; 250 mM siikroz, 5 mM Tris, 2 mM EGTA) soliisyonu
icinde ayr1 ayr1 homojenize edildi. Homojenizator yaklagik 10 kez sabit zaman araliklar ile
hareket ettirilerek hazirlanan hoojenat, 2000 g’de 8 dk santrifiij edildi. Siipernatanlar alind1 ve

12000 g’de 10 dk tekrar santrifiij edildikten sonra pellet daha sonra yapilacak deneyin



28
amacina gore resiispansiyon soliisyonu( pH :7.4 ; 4°C ; 140 mM KCL, 20 mM Tris HCL)
icinde resiispande edilerek olgtimlere kadar -80°C de sakland1 (71-73).

Sitokrom c oksidaz Aktivitesi Tayini

Izole edilen mitokondrilerde sitokrom ¢ oksidaz aktivitesi olgiildii. Olgiimler sitokrom c
oksidaz tarafindan ferrositokrom c’nin oksitlenmesi ve ferrositokrom c¢’nin 550 nm’de
absorbansindaki azalmanin Ol¢iilmesi esasina dayanan sitokrom c oksidaz (SIGMA) kit

prosediiriine uygun sekilde yapildi.
Nitrik Oksit Sentaz Aktivitesi Tayini

Hayvanlara ait plazmalardaki eNOS aktivitesi; eNOS’a ait spesifik monoklonal antikor ile
kaplanmis mikroplate iceren ticari eNOS (R&D systems) kiti araciligiyla eNOS baglanma
miktarinca gelisen renk siddeti 450 nm’de multifonksiyonel mikroplate okuyucuda

spektrofotometrik olarak tayin edildi.
Total Nitrit-Nitrat Diizeylerinin Tayini

Griess yontemi (74) ile multifonksiyonel mikroplate okuyucuda spektrofotometrik olarak

Olctimler yapildi.

GSH-Px aktivitesi

Alman plazma 6rneklerinde ticari kit (Cayman GSH-Px) prosediiriine gore gerceklestirildi.
SOD aktivitesi

Alman plazma 6rneklerinde ticari kit (Cayman SOD) prosediiriine gore gerceklestirildi.
Lipid Peroksidasyonu (Lipid hidroperoksit tayini)

Aliman plazma oOrneklerinde lipid hidroperoksit ticari kit (Cayman-Lipid hydropeoxide)

prosediiriine gore gerceklestirildi.

TNF-alfa, IL1beta ve IL-6 diizeyleirnin 6l¢iimii

Alinan plazma 6rneklerinden ticari kit prosediiriine gore gerceklestirildi.
cGMP ve Guanilat Siklaz Western Blot Protein Tayini

cGMP ve Guanilat siklaz proteinlerinin ekspresyonlart Western Blotlama yontemi ile
gerceklestirilmistir.

istatistiksel Analiz

Calisma gruplarindan elde edilen 6rneklerden oOlgiilen parametreler Mann-Whitney-U testi ve
Student-T testi kullanilarak elde edildi. Anlamlilik diizeyi p<0,005 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Hipertansif kriz esnasinda kullanilan NO donérii olan SNP ile indiiklenmis nitrozatif hasarda
L-karnozinin beyin dokusunda mitokondriyal sitokrom c oksidaz enzim aktivitesi, total nitrit-

nitrat diizeyleri ve nitrik oksit sentaz enzim aktivitesi lizerine etkisi arastirildi.

Ayrica ¢cGMP ve Guanilat Siklaz Aktivitesi aktiviteleri lizerinden L-Karnozinin SNP ile
indiiklenmis nitrozatif stresteki ikincil haberci sistemleri iizerinden etki mekanizmasi

aydinlatildi.

Bunun yani sira plazma nitrik oksit sentaz aktivitesi ve plazmada total nitrit nitrat diizeyleri

degerlendirildi.

Diger taraftan plazmada nitrozatif stersin yansimasi olarak eritrositlerde lipid peroksidasyonu,
GSH-Px ve SOD antioksidan enzim aktiviteleri ve nitrozatif hasarin doku perfiizyonuna

yansimasini degerlendirmek iizere eritrositlerin deformabilite 6zellikleri 6l¢iildii.

Son olarak ise SNP’nin nitrik oksit iizerinden olusturdugu nitrozatif hasarin immun sistem ile
iliskisini aydinlatmak {iizere ise plazmada TNF-alfa, IL-1beta ve IL-6 diizeyleri 6lgiildi ve
biitiin bu parametreler 1s1ginda hipertansif kriz esnasinda sik¢a kullanilan sodyum
nitroprussidin olusturdugu nitrozatif hasarin molekiiler mekanizmas1 ve beyin dokusu ve
kanda olusturdugu negatif etkilerin L-Karnozin ile giderilip giderilemeyecegi hususu ilk kez

bu calisma ile aydinlatilmaya calisildi.
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4.1. Beyin dokusunda Mitokondriyal Sitokrom ¢ Oksidaz Aktivitesi
Mitokondriyal sitokrom c oksidaz aktivitesi SNP uygulanan gruplarda artarken L-karnozin
uygulamasi ile genclerde (p<0,05) ve 6zellikle yaslilarda (p<0,001) daha anlamli bir sekilde

azalmstir.

0,9
0,8
0,7

M Kontrol
SNP
B SNP+ L-Karnozin

0,5 7

0,4
0,3
0,2
0,1

Geng Yasli

Sekil.4.1.1.Yasli ve gen¢ gruplarda mitokondriyal sitokrom c oksidaz aktivitesi

4.2. Beyin dokusunda Nitrik Oksit Sentaz Aktivitesi
Deney hayvanlarina ait beyin mitokondrilerinde ve plazmada nitrik oksit sentaz aktivitesi

Olcldii.

Beyin mitokondrilerinde sodyum nitroprussit uygulamasi ile hem gen¢ hem de yaslh grupta
nitrik oksit sentaz aktivitesi kontrollerine gore istatistiksel olarak degismedi. L-karnozin
uygulamasi ile NOS aktivitesi genclerde anlamli bir sekilde artarken yaslilardaki artis anlaml

bulunmamistir (Sekil 4.3.2).
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Sekil.4.2.1. Yasl ve geng gruplara ait beyin mitokondrilerinde NOS aktivitesi
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4.3. Beyin Dokusunda cGMP ve Guanilat Siklaz Ekspresyonu

Geng grupta beyin dokusunda ¢cGMP diizeylerinin SNP uygulanan grupta kontrol grubuna
gore arttig1 ve L-Karnozin uygulamasi ile anlamli bir degisiklik olmadig1 gozlenmistir. Yash

grupta ise SNP uygulamasi ve L-Karnozin uygulamasinin kontrol grubuna goére cGMP

diizeylerinin daha az oldugu bulunmustur.

FR BR GKI GSi GSC5YKI YS1 YSC3

Sekil. 4.3.1 Beyin dokusunda cGMP protein ekspresyonlari

Beyin dokusunda guanilat siklaz ekspresyon diizeyleri incelendiginde ise geng¢ grupta SNP
uygulamasi ile guanilat siklaz diizeylerinin arttifi ve L-Karnozin uygulamasinin NOS
sonuclarina paralel bir sekilde biraqz daha artis gosterdigi bulunmustur. Yasli grupta ise

guanilat siklaz sonuglar1 cGMP sonuglari ile paralel ¢ikmustir.

FR BR GKI1 GS1 GSC5YKI1 YSI YSC3

Sekil. 4.3.2 Beyin dokusunda guanilat siklaz protein ekspresyonlari
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4.4. Plazmada Total Nitrit-Nitrat Diizeyleri, NOS Aktivitesi

Sodyum nitroprussit uygulamasi total nitrit-nitrat (NO) diizeylerini her iki yas grubunda da
istatistiksel (p<0.05) olarak artirmistir. L-karnozin uygulamasi ise bu diizeyleri 6nemli

derecede (p<0.05) azaltmistir.

B GK

B GSNP
WG SNP-C
HYK
mYSNP
WY SNP-C

GK G SNP G SNP-C YK YSNP YSNP-C

Sekil 4.4.1. Yasl ve geng gruplarda Total nitrit/nitrat (NO) diizeyleri *: p<0.05 #: p<0.05

Plazma nitrik oksit sentaz aktivitesinde sodyum nitroprussit ve karnozin uygulamasi ile

kontrol gruplarina gore anlamli bir degisiklik gézlenmemistir (Sekil 4.3.3).
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Sekil.4.4.2. Yash ve geng gruplarda plazma NOS aktivitesi
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4.5. Eritrositlerde Oksidatif /Antioksidatif Mekanizmalar ile ilgili Bulgular

4.5.1. Eritrositlerde Lipid Peroksidasyonu

SNP uygulamas1 oksidatif hasarin bir gostergesi olan MDA diizeyini anlamli derecede

artirirken  (p<0.05),

azaltmistir. SOD ve GSH-Px aktiviteleri de SNP uygulamasi ile anlamli derecede artarken, L-
Karnozin uygulamasi ile azalarak MDA ile paralel sonuglar vermistir (p<0.05). Eritrositlerin

deformabilite ozelliklerinde ise SNP ile hafif bir diisiis gozlenmis ancak L-Karnozin

L-Karnozin uygulamasit bu diizeyleri 6nemli derecede (p<0.05)

uygulamasi eritrositlerin uzama indekslerini anlamli derecede artirmistir (p<<0.05).

2,5

15

MDA Diizeyleri (mg/ml)

Lipid Peroksidasyonu

Kontrol

SNP

SNP+L-Karnozin

Sekil 4.5.1. Eritrositlerde MDA diizeyleri *: Kontrol grubuna gore p<0.05,

#: SNP grubuna gore p<0.05
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4.5.2. Eritrositlerde GSH-Px Aktivitesi

Eritrositlerde GSH-Px aktivitesi SNP uygulamasi ile artmis (p<0.05), SNP
uygulamasina ilaveten L-Karnozin uygulanan grupta ise SNP uygulanan gruba gore anlaml

derecede azaldig1 (p<0.05) gosterilmistir.

GSH-Px Enzim Aktivitesi
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0,14

0,12

0,1
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GSH-Px aktivitesi / mg protein

Kontrol SNP SNP+L-Karnozin

Sekil 4.5.2. Eritrositlerde GSH-Px aktivitesi *: Kontrol grubuna gére p<0.05,
#: SNP grubuna gore p<0.05
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4.5.3. Eritrositlerde SOD Aktivitesi

Eritrositlerde GSH-Px aktivitesi SNP uygulamasi ile artmis (p<0.05), SNP uygulamasina
ilaveten L-Karnozin uygulanan grupta ise SNP uygulanan gruba gore anlamli derecede
azaldig1 (p<0.05) gosterilmistir.

SOD (Siiperoksit Dismutaz AKktivitesi)

15
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1,46

1,44

1,42

14

SOD Aktivitesi (U/ml)

1,38

1,36

1,34

Kontrol SNP SNP+L-Karnozin

Sekil 4.5.3. Eritrositlerde SOD aktivitesi *: Kontrol grubuna gore p<0.05,
#: SNP grubuna gore p<0.05
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4.5.4. Eritrositlerin Deformabilite Ozellikleri

Eritrositlerin deformabilite 6zelliklerinin bir gdstergesi olarak oOlgiillen uzama indeksi
(elongation index :EI) biitiin gruplarda SNP uygulamasi ile azalmis, L-Karnozin uygulamasi

ile anlaml1 dercede (p<0.05) artig gostermistir.

Eritrosit Deformabilitesi

27

25 T

23

21

19

El ( Elongasyon indeksi)

17

15

Kontrol SNP SNP+L-Karnozin

Sekil 4.5.4. Eritrositlerde uzama indeksi #: SNP grubuna gore p<0.05)
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4.5.5. Plazma TNF-alfa, IL-1beta ve IL-6 diizeyleri iizerine L-Karnozinin etkileri

Plazma TNF- alfa diizeyleri hem geng (p<0.05) hem de yash grupta daha belirgin
olmak tizere (p<0.001) SNP uygulamasi ile azalmistir. L-Karnozin uygulanmasi ise TNF-alfa
diizeylerini gen¢ grupta artirirken, yasli grupta SNP grubuna gore anlamli bir degisiklige

neden olmamustir.

TNF-alfa (Geng) TNF-alfa (Yash)
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GK GS GSC YK YS YSC

Sekil 4.5.5.1. Plazma TNF-alfa diizeyleri *: Kontrole gore p<0.05,
**: Kontrole gore p<0.001, #SNP grubuna gore p<0.05

Plazma IL-1beta diizeyleri ise geng grupta SNP uygulamasi ile anlamli derecede tetiklenirken
(p<0.001), L-Karnozin uygulamasi ile bu artis onemli derecede (p<0.05) 6nlenebilmistir.
Yaslt grupta ise IL1-beta diizeyleri SNP uygulamasi ile degismezken, L-Karnozin uygulamasi
bu diizeyleri yine azaltmistir (p<0.05).
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Sekil 4.5.5.2. Plazma IL-1beta diizeyleri *: Kontrole gére p<0.05,
**: Kontrole gore p<0.001
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Plazma IL-6 diizeyleri gen¢ grupta SNP uygulamasi ile artarken (p<0.05) L-Karnozin

uygulamasi ile daha da yiiksek degerlere ulasmistir (p<0.001). Yaslilarda ise SNP uygulamasi

ile anlamli derecede azalan (p<0.001) IL-6 diizeyleri L-Karnozin uygulamasi ile az bir artis

gostermistir ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.
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5. TARTISMA VE SONUC

L-karnozin kesfedilmesinden bu yana antioksidan 6zellikleri {izerine bir¢ok ¢alisma yapilmis
ve bu oOzelligi gosterilmistir. Bu ¢aligmayla L-karnozinin sodyum nitroprussid ile tetiklenen

NO kaynakl1 oksidatif streste koruyucu rolii olup olmadig ilk kez degerlendirildi (5).

Hipertansif kriz esnasinda kullanilan NO donorii olan SNP ile indiiklenmis nitrozatif hasarda
L-karnozinin beyin dokusunda mitokondriyal sitokrom c oksidaz enzim aktivitesi, total nitrit-

nitrat diizeyleri ve nitrik oksit sentaz enzim aktivitesi lizerine etkisi arastirildi.

Ayrica ¢cGMP ve Guanilat Siklaz Aktivitesi aktiviteleri {izerinden L-Karnozinin SNP ile
indiiklenmis nitrozatif stresteki ikincil haberci sistemleri iizerinden etki mekanizmasi

aydinlatildi.

Bunun yani sira plazma nitrik oksit sentaz aktivitesi ve plazmada total nitrit nitrat diizeyleri

degerlendirildi.

Diger taraftan plazmada nitrozatif stersin yansimasi olarak eritrositlerde lipid peroksidasyonu,
GSH-Px ve SOD antioksidan enzim aktiviteleri ve nitrozatif hasarin doku perfiizyonuna

yansimasini degerlendirmek tizere eritrositlerin deformabilite 6zellikleri 6l¢iildii.

Son olarak ise SNP’nin nitrik oksit iizerinden olusturdugu nitrozatif hasarin immun sistem ile
iliskisini aydinlatmak {izere ise plazmada TNF-alfa, IL-1beta ve IL-6 diizeyleri 6l¢iildi ve

biitlin bu parametreler 1518inda hipertansif kriz esnasinda sik¢a kullanilan sodyum
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nitroprussidin olusturdugu nitrozatif hasarin molekiiler mekanizmas1 ve beyin dokusu ve
kanda olusturdugu negatif etkilerin L-Karnozin ile giderilip giderilemeyecegi hususu ilk kez

bu ¢alisma ile aydinlatilmaya ¢alisildi.

Nitrik oksit (NO), arginin aminoasitinden nitrik oksit sentaz enzimi (NOS) araciligi ile
sentezlenen ve etkisini ¢oziinebilir guanilat siklaza baglanmasi ve cGMP nin aktive olmasiyla

gosteren haberci bir molekiildiir (45).

Daha 6nce yapilan in vitro ¢alismalarda ¢6zilinebilir guanilat siklaz aktivitesi 100uM SNP ile
artmis ve indiiklenen bu aktivite 1 mM karnozin ile 3 kat, SmM karnozin ile 5 kat azalmistir.
Once SNP sonra karnozin uygulandiginda inhibisyonun %51, 6nce karnozin sonra SNP

uygulandiginda ise inhibisyonun %74 oraninda gerceklestigi goriilmiistiir (75).

Bizim c¢aligmamizin sonuglarina gére sodyum nitroprussit uygulamasi total nitrit-nitrat (NO)
diizeylerini her iki yas grubunda da istatistiksel (p<0.05) olarak artirmuistir. L-karnozin
uygulamasi ise bu diizeyleri 6nemli derecede (p<0.05) azaltmistir. SNP’in ortama NO salmasi
nedeniyle total nitrit — nirat diizeyleri artmistir. L-karnozin uygulamasi ile bu diizeylerin
azalmasinin nedeni L-karnozin’in NO’1 yakalamasi olabilir. L-Karnozin’in bu yolak iizerinde

cGMP ve guanilat siklaz diizeylerini nasil etkiledigi incelendiginde ise;

Geng grupta beyin dokusunda cGMP diizeylerinin SNP uygulanan grupta kontrol grubuna
gore arttig1 ve L-Karnozin uygulamasi ile anlamli bir degisiklik olmadig1 gézlenmistir. Yash
grupta ise SNP uygulamasi ve L-Karnozin uygulamasinin kontrol grubuna goére cGMP
diizeylerinin daha az oldugu bulunmustur.

Beyin dokusunda guanilat siklaz ekspresyon diizeyleri incelendiginde ise gen¢ grupta SNP
uygulamasi ile guanilat siklaz diizeylerinin arttigi ve L-Karnozin uygulamasinin NOS
sonuglarina paralel bir sekilde biraz daha artig gosterdigi bulunmustur. Yash grupta ise
guanilat siklaz sonuclari cGMP sonuglari ile paralel ¢ikmustir.

Mitokondriyal sitokrom c oksidaz aktivitesi SNP uygulanan gruplarda artarken L-karnozin
uygulamasi ile genglerde (p<0,05) ve 6zellikle yaslilarda (p<0,001) daha anlamli bir sekilde
azalmistir. SNP’in ortama saldigi NO nedeniyle sitokrom c¢ oksidaz aktive olmus olabilir ve

L-karnozin’in fazla nitrik oksiti yakalamasiyla sitokrom c oksidaz aktivitesi azalmis olabilir.

NO kendisi (yeni sentezlenen yada disardan verilen ) negatif geri besleme etkisi sonucu
NOS’a ait Hem molekiilii ile birleserek NO sentezini inhibe eder. nNOS ve eNOS, iNOS’dan

daha ¢ok bu geri besleme mekanizmasindan etkilenmektedir (76,77).

Beyin mitokondrilerinde sodyum nitroprussit uygulamasi ile hem gen¢ hem de yash grupta

nitrik oksit sentaz aktivitesi kontrollerine gore istatistiksel olarak degismedi. L-karnozin
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uygulamasi ile NOS aktivitesi genglerde anlamli bir sekilde artarken yaslilardaki artis anlamli
bulunmamisti. Beyinde is SNP’nin ortama NO salmasi ve L-karnozin’in bu NO’i azalmis

olmas1 beyin dokusunda NOS aktivitesini tetiklemis olabilir.

Plazma nitrik oksit sentaz aktivitesinde sodyum nitroprussit ve karnozin uygulamasi ile

kontrol gruplarina gére anlamli bir degisiklik gézlenmemistir

Sonug olarak L-karnozin 6zellikle NO diizeylerine ve buna bagli olarak NOS aktivitesinde
optimum sartlarda belirleyici olabilecek modiilator olabilir. NO sinyal yolagini kullanan
sepsis, septik sok, migren gibi cesitli hastaliklarda karnozinin etkilerinin aydinlatilmis olmasi

yeni tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesi a¢isindan 6nem tagimaktadir (78).

Calismada L-Karnozin’in sitokinler lizerindeki etkileri de L-Karnozin’in iNOS ile baglantili
etkilerinin olabilecegini de diislindiirmketedir. Bu amagla iNOS’un tetiklendigi deneysel
calismalarla bu ¢alismalar desteklenebilirse ancak L-KArnozin’in bu agidan faydalar1 da daha

netlik kazanacaktir.

L-karnozin ile NO sinyal yolag: arasindaki fizyolojik iliskiyi anlamak i¢in daha fazla calisma

yapilmasi1 gerekir.

Ayrica bu c¢aligmada ilk kez in vivo olarak L-Karnozin uygulamasinin, -eritrositlerin
deformabilite 6zelliklerini diizeltici yonde etkiledigi gosterilmistir. L-Karnozin’in SNP ile
indiiklenen oksidatif hasarda eritrosit membranindaki lipid peroksidasyonunu 6nemli derecede
azaltmasi ve oksidatif hasarin bu gruplarda azaldiginin bir diger gostergesi olarak antioksidan
enzim aktivitelerinin de diismesi L-Karnozin’in eritrosit membranindaki oksidatif hasari
onlemek suretiyle eritrositlerin deformabilite 6zelliklerini olumlu yonde etkilediginin bir

gostergesi olabilecegini diisiindiirmektedir.

Hipertansif krizde siklikla kullanilan bir ilag olan SNP’nin oksidatif etkilerini azaltmak amac1

ile L-Karnozin tedaviye yardimei olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

Projede, proje Onerisinde belirtilen biitiin parametreleri kapsayacak sekilde tamamlanmistir ve
amaclanan hedefe ulasabilecek biitiin degerlendirmeler yapilmis ve c¢alismadan bir adet
uluslraras1 yayim ve biri sozlu olmak {izere uluslar arasi iki adet bildiri yaymnlanmistir. Ayrica
bildirilerden bir tanesi uluslar arasi en 1y geng¢ arastirmaci odiiliine layik goriilmiis digeri ise

en iyi poster ikinciligi 6diiliine layik goriilmiistiir.



42

6.KAYNAKLAR

1.Gulewitch W, Amiradgibi S.Ber. Dtsch Chem. Ges. 1900;33;1902-1903

2. Hipkiss, A.R., Brownson, C., Carrier, M.J., 2001. Carnosine, the antiageing, anti-oxidant
dipeptide, may react with protein carbonyl groups. Mech. Ageing Dev. 122, 1431-1445.

3. Ferraris R. P., Diamond J., Kwan W. W. Dietary regulation of intestinal transport of the
dipeptide carnosine. Am. J. Physiol. 1988;255:G143-G150.

4. Johnson, P., Hammer, J.L., 1992. Histidine dipeptide levels in aging and hypertensive rat
skeletal and cardiac muscles. Comp. Biochem. Physiol. Part B Biochem. Mol. Biol. 103, 981
984.

5. Boldyrev AA, Gallant SC, Suhkich GT. Carnosine, the protective, anti-aging peptide.
Biosci Rep, 1999, 19 (6), 581-7.

6. Hipkiss AR, Brownson C. Carnosine reacts with protein carbonyl groups: another possible
role for the anti-ageing peptide? Biogerontology. 2000 b;1(3):217-23.

7. McFarland GA, Holliday R. Retardation of the senescence of cultured human diploid
fibroblasts by carnosine. Exp Cell Res, 1994, 212(2): 167-75.

8.McFarlandGA ,Holliday R. Further evidence for the rejuvenating effects of the dipeptide I
L--carnosine on cultured human diploid fibroblast. Exp Gerontol 1999 34(1):35-45.



43

9. Miller DJ, O'Dowd A. Vascular smooth muscle actions of carnosine as its zinc complex are
mediated by histamine H(1) and H(2) receptors. Biochemistry (Mosc). 2000 Jul;65(7):798-
806.

10. Atlan N, Dingel A, Koca C. Diabetes Mellitus ve Oksidatif Stres. Tiirk Biyokimya Dergisi
2006; 31 (2); 51-56.

11. Argirova M, Argirov O. Related Articles,Links Inhibition of ascorbic acid-induced
modifications in lens proteins by peptides. J Pept Sci. 2003 Mar;9(3):170-6.

12. Abe H. Role of Histidine-Related Compounds as Intracellular Proton Buffering
Constituents in Vertebrate Muscle. Biochemistry (Mosc) 2000;65:7

13.Garibella SE, Sinclair AJ. Carnosine: physiological properties and therapeutic potential,
Age Ageing 2000, 29: 207-210.

14.Nagai K, Suda T. Immuno-enhancing actions of carnosine and homocarnosine. Nippon
Seirigaku Zasshi, 1986a, 48 (11):735-40.

15.Nagai K, Suda T. [Antineoplastic effects of carnosine and beta-alanine--physiological
considerations of its antineoplastic effects] Nippon Seirigaku Zasshi. 1986;48(11):741-7.
Japanese.

16. Edwards AD. The pharmacology of inhaled Nitric oxide. Arch Dis Child 1995; 72:F127-
130

17. Furchgott RF, Zawadski JV. The Obligatory Role of Endothelial Cells in the Relaxation of
Arterial Smooth Muscle by Acetylcholine. Nature 1980; 288:373-6.

18. Palmer RM, Ferrige AG, Moncada S. Nitric Oxide Release Accounts for the Biological
Activity of Endothelium-Derived Relaxing Factor. Nature 1987; 327:524-6.

19. Palmer RM, Ashton DS, Moncada J. Vascular Endothelial Cells Synthesize Nitric Oxide
from L-Arginin. Nature 1988;333:664-6.

20. Moncada S, Palmer RMJ, Higgs EA. Biosynthesis of nitric oxide from L-arginin: A
pathway for the regiilation of cell functyon and communication. Biochem pharmacol 1989;

38:1709-15.

21. Palmer RMJ, Moncada S. A novel citrulline-forming enzyme implicated in the formation
of nitric oxide by vasculer endothelial cells. Biochem. Biophys. Res. Commun.1989; 158:
348-52.



44

22. Lowenstein CJ, Dinerman JL, Snyder SH. Nitric oxide: A physiologic messenger. Ann
Intern Med 1994; 120: 227-37.

23. Moncada S.The L -Arginine nitric oxide pathway. NEJ Medicine 1993 :329; 2002-12
24. Billiar T. Nitric Oxide , Novel biolgy with Clinical Relevance. Ann Surgery 1995: 221 ;
339-349

25. Keaney J.F., Simon D.I., Stamler S.S. et al. NO forms an adduct with serum albumin that
has endothelium-derived relaxing factor like properties. J Clin Invest 1993 : 91; 1582-1589

26.Richard K. Nitric oxide syntases. The Biochemist Nov.1994; 16(5): 3-6

27. Carbett J.A., Tilton R.G., Chang K. et al. Aminoguanidine a novel inhibitor of NO
formation, prevents diabetic vascular dysfunction. Diabetes 1992 : 4 ; 552-556

28. Yoshifumi I., Bode B.P., Beck D.J. et al. Arginine transport and effects of NOS inhibitors.
Ann Surgery 1993 : 218 ; 350-363

29.Marletta MA.Nitric oxide syntase structure and mecanism.The J. Biol. Chem. 1993; 268
(17): 12231-4.

30.Hua Wan, Yu Amy. Nitric oxide synthase in motor neurons after axotomy. The J
Histochem and cytochem 1994; 42(4): 451-7.

31. Katayama Y. Nitric oxide:Mysterious messenger. Dojindo News Letter 1995; 1:1-20.

32.Durate ID, Lorenzetti BB, Ferreira SH. Peripheral analgesia and activation of NO-cGMP
pathway. Eur J Pharmacol 1991; 206: 163-4.

33. Haeflinger 10, Flammer J, Luscher TF. Nitric oxide and endothelium are important

regulators of human ophtalmic artery. Invest Ophtalmol Vis Sci 1992; 33(7):2340-8.

34. Rossaint R, Falke KJ, Lopez F, Slama K. Inhaled nitric oxide for adult respiratory distress
syndrome. N Engl J Med 1993; 328: 399-402.

35. Burnett Al, Lowenstien CJ, Bredt DS. Nitric oxide a physiologic mediator of penil
erection. Science 1992; 257: 401- 3.

36. Stark ME, Szurszevski JH. Role of nitric oxide in gastrointestinal and hepatic fuction
disease. Gastroenterology 1992; 103: 1928-49.



45

37. Bachmann S, Mundel P. Nitric oxide in the kidney: Synthesis, localisation and function.
Am. J Kidn Dis. 1994; 24 (1): 112-29.

38.Bossenge E. Coronary vasomotor responses: role of endothelium and nitrovasodilators.
Cardiovasc Drug Ther (USA) 1994; 8(4): 601-10.

39.Muuruganandam A, Mutus B. Isolation of nitric oxide synthase from human platelets.
Biochem Biophys Res Commun 1989;165: 802-9.

40.Radomski MW. Endogenous nitric oxide inhibits platellet adhesion to vasculer
endothelium. Lancet 1988; 11: 1057-8.

41.Usmar VD, Radomski M. Free radicals in the vasculature: The good, the bad and the ugly.
The Biochemist 1994; 16(5): 15-22.

42.Dunlop NE, Benjamin HW and Briles ED. The intracelluler nature of salmonella infection.
Macrophage 1994; 18: 303-12.

43.Croen KD. Evidence for an antiviral effect of NO. J Clin Invest 1993; 91: 2446-52.

44 Kwon NS, Stuehr DS, Nathan CF. Inhibition of tumor cells ribonucleotide reductase by
nitric oxide. Biochem Biophys Res Commun 1991; 179: 442-8.

45. Arbas D.Nitrik oksit: Fizyolojik dnemi ve gesitli hastaliklardaki Rolii. Klinik Gelisim
1998 :11; 376-80

46. Mizutani T., Layon J.A. Clinical applications of nitric oxide. Chest 1996:110; 506-524
47. Lowenstein C.J., Synder S.H. Nitric Oxide a novel biologic messenger. Cell 1992 : 70 ;
705-707

48. Southan G.J., Szabo C. Selective Pharmalogical Inhibition of Distinct NOS Isoforms.
Biochem Pharma 1996: 51; 383 -394

49. Junqueira LC, Carneiro J, Kelly RO. Mitochondria. In: Junqueira LC, Carneiro J, Kelly
RO eds. Basic Histology. Chapter 2. 8th edition. Appleton and Lange. Connecticut. 199:27-
29.

50. Palade GE. An electron microscope study of mitochondrial structure. J Histochem
Cytochem 1953;1:188-211.

51.Basaran A, Tibbi Biyoloji, 7. Baski, Glines&Nobel Tip Kitapevleri 2005; ss 89-91



46

52. Herrmann JM, Neupert W. Protein transport into mitochondria. Curr Opin Microbiol
2000;3:210-214.

53. Mayes PA. The respiratory chain and oxidative phosphorylation. In: Murray RK, Granner
DK., Mayes PA., Rodwell VW eds. Harper’s biochemistry. 24th edition. Section II. Appleton
and Lange. Connecticut. 1996;123-134.

54.Altinisik M, Hiicre enerji metabolizmasi. Erigim:

[http://www.mustafaaltinisik.org.uk/89-1-20.pdf ], Erisim tarihi: 2 Kasim 2009

55. Akkus I. Serbest radikaller ve Fizyopatolojik Etkileri. 1. Baski, Mimoza Yayinlar1 , Konya
1995

56. Valko M, Leibfritz D, Moncol J, Cronin MT, Mazur M, Telser J. Free radicals and
antioxidants in normal physiological functions and human disease. Int J Biochem Cell Biol

2007;39(1):44-84.

57.Atlan N, Dingel A, Koca C. Diabetes Mellitus ve Oksidatif Stres. Tiirk Biyokimya Dergisi
2006; 31 (2); 51-56.

58. Brand, M. D., Affourtit, C., Esteves, T. C., Green, K., Lambert, A. J., Miwa, S,. ve ark.
(2004). Mitochondrial superoxide: production, biological effects, and activation of uncoupling
proteins. Free Radic Biol Med., 15;37(6), 755-67.

59. Grivennikova, V. G. ve Vinogradov, A. D. (2006). Generation of superoxide by the
mitochondrial Complex I. Biochim Biophys Acta, 1757(5-6), 553-61.

60. Cadenas, E. ve Davies, K. J. (2000). Mitochondrial free radical generation, oxidative
stress, and aging. Free Radic Biol Med. 29(3-4), 222-30.

61. Nohl, H., Gille, L., Kozlov, A. ve Staniek, K. (2003). Are mitochondria a spontaneous and

permanent source of reactive oxygen species? Redox Rep., 8(3), 135-41.

62. Radi, R., Cassina, A., Hodara, R., Quijano, C. ve Castro, L. (2002). Peroxynitrite reactions
and formation in mitochondria. Free Radic Biol Med., 33(11), 1451-64.

63. Biiytikafsar K, Nitrik Oksitin Fizyolojik ve Fizyopatolojik Olaylardaki Rolii, Farmakoloji
Egitim Sempozyumlar1 Programi1 Nitrik oksitin Farmakolojisi , Mersin 27 May1s 2005, ss 8.

64. Rodriguez, J., Lazebnik, Y., (1999). Caspase-9 and APAF-1 form an active holoenzyme.
Genes Dev. 13, 3179-3184.



47

65. Sturtz, L.A., Diekert, K., L.T. Jensen, L.T., Lill, R., Culotta, V.C., 2001. “A Fraction of
Yeast Cu,Zn-Superoxide Dismutase and Its Metallochaperone, CCS, Localize to the
Intermembrane Space of Mitochondria”, The Journal of Biological Chemistry, Vol. 276,
No.41, p. 38084-38089.

66. Schmidt, P.J., Gomez, MR., Culotta, V.C, 1999. “A Gain of Superoxide Dismutase (SOD)
Activity Obtained with CCS, the Copper Metallochaperone for SOD1: A physiological role
for SOD1 in guarding against mitochondrial oxidative damage”, The Journal of Biological
Chemistry, Vol. 274, No. 52, p. 36952—-36956.

67. Daum, G., Bohni,P.C., Schatzg, G., 1982. “Import of Proteins into Mitochondria:
Cytochrome b2 and cytochrome c peroxidase are located in the intermembrane space of yeast
mitochondria”, The Journal of Biological Chemistry, Vol. 257, No. 21, p. 13028-13033.

68. Pedrajas, R.J., Kosmidou, E., Vizuete, A.M., Gustafsson, J.A., Wright, A.P.H., Spyrou,
G., 1999. “Identification and Functional Characterization of a Novel Mitochondrial
Thioredoxin System in Saccharomyces cerevisiae”, The Journal of Biological Chemistry. Vol.
274, No. 10, p. 6366-6373.

69. Collinson, E.J., Wheeler, G.L., Garrido, E.O., Avery, A.M., Avery S.V., Grant, C.M.,
2002. “The Yeast Glutaredoxins Are Active as Glutathione Peroxidases”, The Journal of
Biological Chemistry. Vol. 277, No. 19, p. 16712-16717.

70. Manzaneque, M.T.R., Tamarit, J., Belli, G., Ros, J., Herrero, E., 2002. “Grx5 Is a
Mitochondrial Glutaredoxin Required for the Activity of Iron/Sulfur Enzymes”, Molecular
Biology of the Cell. Vol. 13, p. 1109-1121.

71.Martin M, Macias M, Leon J, Escames G, Khaldy H, Acuna- Castroviejo D. Melatonin
increases the activity of the oxidative phosphorilation enzymes and the production of ATP in
the rat brain on liver mitocondria. Int J Biochem Cell Biol 2002; 34 (4) : 348-357

72.Simon N, Papo K, Vidal J, Boulamery A, Bluguerolle B Circadian Rythms of oxidative
Phosforilation: Effects of rotenone and melatonin on isolated rat mitocondria. Chronobiol
Intern 2003; 20 (3) : 451-461

73.Weinbery JM, Venkatachalam MA,Roeser NF, Nissim I. Mitochondrial dysfunction during
hypoxia/reoxygenation and its correction by anaerobic metabolism of citric acid cycle
intermediates.Proc. Natl Acad Sci USA 200 Mar 14 ; 97(6): 2826-31



48

74. Mosaghe H, Kok B. Nitrite and nitrate determinations in plasma. A critical evaluation.
Clin Chem 1995; 41(6): 892-896.

75. 1. S. Severina, O. G. Bussygina, and N. V. Pyatakova Carnosine as a Regulator of Soluble
Guanylate Cyclase Biochemistry (Moscow), Vol. 65, No. 7, 2000, pp. 783- 788. Translated
from Biokhimiya, Vol. 65, No. 7, 2000, pp. 921-927

76.Ignarro LJ,Physiology and Patophysiology of NO, Kidney International , 1996, 49, Suppl
55, S2-S5

77.Baron AD, The Coupling of Glucose Metabolism and Perfusion in Human Skeletal
Muscle. The Potential Role of Endothelium-Derived Nitric Oxide. Diabetes 1996, 45, Suppl
1, p S105-9

78. Hobbs, A. J. (1997) TIPS, 18, 484-491.



49

Projeden Uretilen Bildiri, Yayin ve Odiiller
Uluslar arasi sozli bildiri, en iyi geng aragtirmaci odulu almigtir:

e Yerer M.B., B. Aydogan, S. Aydogan. Sodium nitroprusside-induced
oxidative damage on erythrocytes: protective role of L-carnosine. 3" Eurosummer
School on Biorheology and Syposium on Micro and Nano Mechanics and
Mechanobiology of Cells, Tissues and Systems, 29 Agustos-2 Eylil 2009, Borovets,
Bulgaristan (Nitrik oksit donériiniin elongasyon indeksi, MDA, SOD, GSH-Px (lizerine

in vivo etkisi, L Karnozinin rolii ve genel derleme)

Uluslararasi hakemli dergide simdiye kadarki elde edilen veriler tam metin makale

olarak yayinlanmistir:

e Yerer MB, Aydogan B, Aydogan S. Sodiumnitroprusside induced oxidative damage
on erythrocytes:protective role of L-Carnosine. Series on biomechanics 25(1-2); 194-
198: 2010 (tam metin)

Ulusal Sinir Bilimleri kongresinde projeden iiretilen poster bildirisi en iyi poster
ikincilik odiilii almistir:

Yerer MB, Odabasi B, Aydogan B, Inanir M, Aydogan S. L-Karnozin ‘in Nitrosatif Streste Beyinde
Mitokondrial Sitokrom C Oksidaz Aktivitesi Uzerine Etkisi, 9. Ulusal Sinir Bilimleri Kongresi 13-17
Nisan 2010, Istanbul, Tiirkiye. ( Nitrik oksit donérii uygulamasinda L Karnozin’in NO, Sitokrom C

oksidaz tizerine etkileri degerlendirilmistir)



