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KISALTMALAR LISTESI

ALP::Alkali Fosfataz

AST: Aspartat Amino Transferaz
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CMP:Sitidin Mono Fosfat
CMP-NANA:Sitidin Mgno Fosfo N-Asetil Noraminik Asid
CTP:Stidin Tri Fosfat
2,3-DPG:2,3-Di Fosfo Gliserat
EDTA:Etilen Diamin Tetra Asetat
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NL: N-Asetil Noramin (2-3) Laktikol
PPi:Pirofosfat

UDP:Uridin Di Fosfat

UTP:Uridin Tri Fosfat
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OZET

Sialidaz karbohidratlarin indirgen olmayan ucundan bir terminal sialik asid
kalintistni uzaklastiran hidrolitik bir enzimdir. Sialidaz enziminin yiksek glukoz
konsantrasyonunda aktivitesindeki degigimi incelemek amaci ile yapilan bu
caligmada %200 ve %400 mg glukoz konsantrasyonunda glukozsuz ortama gore
aktivite degisikligine ug\ramazken, %800 mg glukoz ortaminda ve 0.20 U/L sialidaz

konsantrasyonunda glukozsuz ortama gore istatistiksel agidan farkli oldugu goriildii.

24 saat inkiibasyonlu ortamda yine %200 ve %400 mg glukoz
konsantrasyonlarinda anlamli bir fark yokken, %800 mg glukoz konsantrasyonunda

0.15 ve 0.20 unitelerde istatistiksel agidan anlamls bir fark bulundu.
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SUMMARY

Sialidase is a hydrolytic enzyme which removes the sialic acid unit from the
terminal group of carbohydrates. In this study the effect of glucose on the sialidase
activity was investigated. No significance difference was found in the sialidase
activity 200% and 400% mg glucose concentration when compared with the sialidase
activity in glucose-free Q)edium. Significance difference was found at the 800% mg
glucose concentration for the 0.20 U/L sialidase. For 24 hour incubation period no
significant difference in the sialidase activity was found in the 200% and 400% mg
glucose concentration, but significant difference was found in the 800% mg glucose
concentration medium for the 0.15 U/L, 0.20 U/L sialidase concentration when

compared with the sialidase activity in glucose-free medium.
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1.GIRIS VE CALISMANIN AMACI

Sialidaz (N-Asetil néraminidaz), polisakkaridlerin ve oligosakkaridlerin
indirgen olmayan ucundan terminal sialik asid kalintisint uzaklagtiran hidrolitik bir
ekzoenzimdir. Influenza viriisiinden elde edilen sialidaz uzun yapili bir molekiil olup,
130.000 civarinda bir molekiil agirligina sahiptir. Sialidazin kompleks goriintisii

onun bir tip polipeptid z{ncirinden daha fazlasini igerdigini kanitlar.
\

Yiksek glukoz kénsantrasyonu organizmada g¢esitli degisikliklere sebep
olmaktadir. Bunlardan bir tanesi proteinlerin glikozillenmesidir. Glikozillenme
(Glikozilasyon) proteinlerin enzim araciifi ya da enzim araciligi olmaksizin
(nonenzimatik) karbohidrat molekiilleriyle baglanmasidir. Glikozillenen proteinlerin
yapilart ve gosterdikleri etkiler degigmektedir. Ayrica yine yapilan bazi aragtirmalarda
glikozillenme olayr meydana gelmeksizin yiiksek glukoz konsantrasyonunun bazi
enzimlerin aktivitelerindeki (6rnegin:ALP ve AST) degisimlere yol agtifi da
gozlenmigtir. Sialidazla ilgili olarak son bir kag yildir yapilan ¢aligmalarda deneysel
diabet modeli olugturan siganlarda, diabet ve nondiabetik hastalarda sialidaz

enziminin aktivitesinde yitkselme oldugu gosterilmigtir.

Biz bu tez ¢aligmamizda yukaridaki bulgulari dikkate alarak in vitro ortamda
farkli glukoz konsantrasyonlarinin sialidaz aktivitesi iizerinde bir degigim olugturup

olusturmadigin incelemeyi amagladik.



2.GENEL BILGILER
2.1.Sialidaz

Sialidaz (=N-Asetil noéraminidaz), polisakkaridlerin ve oligosakkaridlerin
indirgen olmayan ucundan bir terminal sialik asid kalintisin1 uzaklagtiran hidrolitik
bir ekzoenzimdir (Gottschalk, Bhargava, 1971), (Miyagi, Tsuiki, 1985) ve sialik
asidin ayrilmasindan sonra gogu durumda bir galaktoz kalintis1 agiga ¢ikar (Alon,
Bayer, Wilchek, 1991).\ Enzim, mikrobial sistemlerde (virisler ve bakterilerde) ve

memeliler gibi yuiksek organizmalarda bulunur (Schauer, 1982).

[k olarak Warren ve Spearing, insan ve domuz plazmasinda sialidazin varligim
gostermigtir. Sonralar, sialidazin memelilerin birgok doku ve organinda bulundugu,
aktivitesinin viral ve bakteriyal sialidazlar ile kargilastirildigt zaman daha disiik
oldugu bildirilmigtir. Ayrica subselular lokalizasyon, substrat spesifikligi, isiya
dayaniklilik, katyonlar tarafindan inhibisyona hassasiyet ve kinetik o6zellikler gibi
kriterler temel alinarak, memeli dokularinda farkli tip sialidazlarin bulundugu da
gosterilmigtir (Tablo 2.1) (Gottschalk, Bhargava, 1971).

Tablo 2.1. Memelilerde sialidaz tipleri

Insan -Plazma doku
-Beyin
-Intestinal mukoza
Inek, okiiz -Plazma
-Beyin
-Platelet ve eritrosit
Sigan Karaciger, bobrek, dalak, beyin, incebarsak, meme
bezleri ve testis
Guinea domuzu Beyin
Domuz Bobrek, beyin
Fare Beyin
Tavsan Bobrek




Sigan karaciger ve bobreginde sialidazin subsellular dagilimi incelenerek,
enzimin en yogun olarak lizozomlarda bulundugu gosterilmistir (Gottschalk,
Bhargava, 1971) (Gonen, Baenziger, Schoufeld, Jacobsen, Farrar, 1981). Beyin
dokusunda beg farkl: tip sialidazin varligi ortaya konmustur. Bunlardan iki tanesi
¢oziinebilir (Venerando, Tettamanti, Cestaro, Zambotti, 1975), ¢ tanesi ise
membrana bagli halde sinaptosomal membranlarda (Schengrund, Rosenberg, 1970),
lizozom (Fiorilli, Venerando, Siniscalco, Monti, Bresciani, Caimi, Preti, Tettamanti,
1989), (Gottschalk, Bhargava, 1971) ve myelin (Yohe, Jacobson, Yu, 1983)
membranlarinda bulunan tiplerdir. Son yillarda ise sigan beyninde immunolojik
olarak farkli iki sialidaz tipinin varligt kamtlanmigtir (Miyagi, Sagawa, Konno,
Handa, Tsuiki, 1990). \"‘\

Miyelin membranina bagli sialidaz, nongangliozid substratlart ve N-Asetil
noramin (2-3) laktikol (NL) ve fetuin gibi gangliozid substratlar1 hidroliz eder
(Yohe, Jacobson, Yu 1983). Bu sialidazin orijini bilinmemesine ragmen enzimin
oligodendroglial perikaryada sentezlenmesi ve UDP-galaktoz: seramid galaktozil
transferaz gibi miyelin ile ilgili diger enzimlere benzer gekilde miyelin membranina

transport edilmesti olasidir (Saito, Sato-Bigbee, Yu, 1992).

Gebelik ve laktasyon esnasinda digi siganlarin organlarindaki sialidaz
aktivitesinde degisiklikler saptanmugtir. Dogumdan 14-16 giin sonra karaciger ve
meme bezlerinde sialidaz aktivitesinde artig goriilmiistir. Beyinde 1se gebeligin ikinci
haftasi ve laktasyonun ilk haftasinda pik gozlenmistir. Gelisme boyunca sigan beyin
sialidazinda degisiklikler oldugu bildirilmistir. Ancak memeli sialidazinin indiktif bir
enzim oldugu heniiz kanitlanmamistir (Gottschalk, Bhargava, 1971).

2.1.1. Enzim Ozellikleri

Influenza viriisiinden elde edilen sialidaz uzun yapili bir molekiil olup, 130.000
civarinda bir molekiler agirliga sahiptir. Sialidazin kompleks gérintiisii onun bir tip
polipeptid zincirinden daha fazlasim igerdigini kanitlar. Enzimin baglica ozellikleri
sunlardir (Gottschalk, Bhérgava, 1971):



2.1.1.1. Substrat Spesifitesi
2.1.1.1.1.Konfigiirasyonal Spesifiklik

Sialidazlar a-D konfigiirasyonunda N-Agilnoraminik asidler igeren glikozidleri

(ketoasidleri) yarabilirler.

Sialidazdan etkilenmeyen ve dogal olarak bulunan- ketosidik bagli N- Asetil
noraminik asid igeren tek bilesik; sitidin 5’-mono fosfo-N-asetilndraminik asid
(CMP-NANA)’dir. Bu durumda N-Asetil noraminik asidin anomerik karbon atomu
B konfigiirasyonundadir.

\
\

2.1.1.1.2.Sialidaz Aktivitesi I¢in Dogal Substratlarda Sterik Engellenme:

o-ketosidik olarak bagli néraminik asidlerin tiimi sialidaza hassastir. Bununla
birlikte ndraminik asidin bagl oldugu sekerin komsu karbon atomu substitue edilirse,

bu substitusyon sialidazin etkisi igin sterik bir engel olusturur.
2.1.1.1.3. Glikozidik Bagin Pozisyonu

Noramintk asidin gekeri ile yaptigt a-ketosidik bagin 4 farkh pozisyonu
bilinmektedir. (2—3), (2—4), (2—6) ve (2—8).

2.1.1.1.4.Noraminik Asidin Substitusyonu

Noraminik asidin N-substituenti dogal triinlerde asetil veya glikozil kalintis:
olabilir. Dogal olarak bulunan maddelerde néraminik asid gogunlukla 4,7 veya 8.
karbon atomlarinin serbest hidroksil grubunda bir asetil kalintis1 ile substitue

olmugtur. Di-ve tri- o- asetillenmig néraminik asidler de bilinmektedir.

Noraminik asid molektliniin negatif yiiklii karboksil grubu néraminidazlarin

etkisi 1¢in gereklidir.



2.1.1.1.5.Kinetik Ozellikleri

Cesitli sialidazlann pH optimumu substratin tabiati ile degisir. Insan
plazmasindaki néraminidazin pH optimumu 5,5 olup, Ca®" ie uyanlir, etilen diamin
tetra asetat (EDTA) ile inhibe olur.

2.1.1.1.6.Inhibitorleri

Sialidaz aktivitesini inhibe eden baglica maddeler; N-Asetilndraminik asid, 2-
Deoksi-2,3-dehidro-N-asetil noraminik asid ve N-Substitue okzamik asidlerdir
(Gottschalk, Bhargava, 1971).

2.2.Sialik Asid Metabdlizmasi

N-Asetil néraminik asid (=sialik asid); N-Asetilmannozaminin 9 karbonlu
tirevidir. Bu sgeker tiirevierinin karboksilik asid gruplart pH 7’de iyonizedir
(Lehninger, Nelson, Cox, 1993).

Amino sekerler, kovalent bagl: oligosakkarid zincirleri igeren makromolekiiller
olan glukokonjugatlarin major bilesenleridir. Ik olusan amino sekerin prekirsori
fruktoz-6-fosfattir. Azot, glutamidin amid grubundan gelirBu reaksiyon

glutamin:fruktoz-6-fosfat amido tranferaz tarafindan katalizlenir ve irreversibldir.

o
CH,CH fo) é—-H
(::"’0 %—NHz H“‘::“NHL ClOO‘
HO —v —H CHy HO—C—H CH,
H—?‘CH + éH,_ - t -('Z—CH + C‘,Hz
M- C—on H—{:-—r’m, H—:c—-OH H-%—Im}
CHO B Cco- ' CHOo > coo-
Fruktoz.G-Fascat Clutamine Glukozamia -6-{35{04.- Gludarad

Enzim, hem amid grubu transferini hem de C-2 indirgenmesine kenetli C-1’in

oksidasyonu ile gekerin internal bir oksidorediiksiyonunu katalizler.

Glukozamin-6-fosfat sonra ii¢ basamakli bir reaksiyon dizisiyle UDP-N-asetil

glukozamine gevrilir.
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Sialik asid biyosentezi, UDP-N-asetil glukozaminin epimerizasyonuyla devam eder.
Bu reaksiyon UDP-glukoz ve UDP-galaktozun Dbirbirine cevrilmesine benzer.
Uriin, UDP-N-asetilgalaktozamin N-Asetilmannozamin-6-fosfata gevrilir. N-Asetil
mannozamin-6-fosfat alc}ol kondensasyonuna benzer bir gekilde fosfoenolpiruvat ile
reaksiyona girer. Uriin; N-Asetil noraminik asid 9-fosfat, N-Asetil néraminik asid vermek
lizere yarilir. Oligosakkarid biyosentezi i¢in sialik asidin metabolik aktivasyonu bir
niikkleozid monofosfat geker olan sitidin monofosfat-sialik asid (=CMP-sialik asid)
olusumunu igerir, CMP-sialik asid, sitozolde sentezlenen diger niikleotid-bagh
sekerlerden farkl olarak niikleusta sentezlenir (Mathews, van Holde, 1990).

CTP+Sialik asid—>CMP-sialik asid+PP;

Glikoprotein sentezinde sialik asid kalintilarinin ilavesi trans Golgi’de olur.
CMP-sialik asid translokaz, transGolgi membraninda yer alan bir transfer proteinidir.
CMP-sialik asid bu kanaldan gegip, trans Golgiye girer ve sialik asid kalintilari sialil

transferaz vasitasiyla molekiile ilave edilir (Rawn, 1989).

Sialik asidlerin N-glikolil (-C-CH,OH) veya diasetil tiirevleri de mevcuttur.
(Smith, Hill, Lehman, Lefkowitz, Handler, White, 1983).

UDP-N-asetil glukozamin karacigerde negatif feedback kontrol vasitasiyla
kendi sentezini regiile ediyor goriinmektedir ve fruktoz 6-fosfati glukozamin-6-
fosfata ¢eviren amidotransferaz uzerine inhibitor etki gosterir. UDP-N-asetil
galaktozamin ve CMP-sialik asidin sentez hizlar1 da bu yolla kontrol edilir. Korneada
CMP-sialik asid, UDP-N-asetil glukozamini N-Asetilmannozamine g¢eviren 2-
Epimerazi inhibe eder (Smith, Hill, Lehman Lefkowitz, Handler, White, 1983).



Suda ¢o6zinen birgok glikoproteinin oligasakkarid zincirlerinin uglarinda
bulunan sialik asid kalintilann belirli bir proteinin kan dolagiminda sirkiile
olmaya devam edip etmeyecegini veya karaciger tarafindan uzaklagtirilip
uzaklagtirnlmayacagint tayin eden bir mesaj tagir. Hepatositlerin plazma membrani,
sialik asidden yoksun glikoproteinler igin asiologlikoprotein reseptorleri olarak
bilinen spesifik baglayici bolgelere sahiptir. Bu reseptorler vasitastyla baglanan
glikoproteinler hepatositler tarafindan alinir ve lizozomlarda yikilir (Libby, 1987).
(Lehninger, Nelson, Cox, 1993).
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Sekil 2.2. Sialik asidin sentezi.



3.GLIKOZILLENME VE FiZYOLOJIK ONEMI

Glikozillenme (Glikozilasyon) proteinlerin enzim araciligi ya da enzim araciligi

olmaksizin (nonenzimatik) karbohidrat molekiilleri ile baglanmasidir.

Proteinlerin  enzimatik glikozillenmesi, hiicrede golgi kompleksi ve
endoplazmik retikulum limeninin major metabolik aktivitelerinden biridir. Ozel
glikozil transferazlarin etkinliginde yiriiyen reaksiyonlar sonucu olusan iriinler
“glikoproteinler” olarak adlandinlir. Glikoproteinlerde gseker kalintilart (glukoz,
galaktoz, mannnoz, fukqz, N-Asetil glukozamin, N-Asetilmannozamin, sialik asidler)
asparagin amino asidine:%:N-glikozid bagi ile baglidir (Sekil 3a). Buna karsilik seker
kalintilart serin, treonin, hidroksilizin amino asidlerinin hidroksil gruplarina
0-glikozidik bag ile baglidir (Sekil 3b). Bu grup nispeten daha seyrektir (Candan,
1988), (Rawn, 1989).

R 0
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3.1.Nonenzimatik Glikozillenen Protéinler

Nonenzimatik glikozillenme reaksiyonunda proteinlerin N-terminal amino
gruplarma ve lizin amino asidlerinin ¥ amino grubuna seker kalintilarimin

fosforillenmis sekilleri serbest karbonil gruplari ile baglanirlar. Enzim etkisi olmadan



proteine baglanan karbohidrat molekalii glukoz oldugu zaman bu durum non
enzimatik glikozillenme olarak da adlandirilir. (Candan, 1988) (Kirschenbaum,
1984), (Means, Chang, 1982).

In vivo ve in vitro olarak meydana gelebilen non enzimatik glikozillenme
‘sekilleri gekil 3.1a’da formiillendirilmistir. Reaksiyonun ilk basamagi proteinin
amino grubuna glukozun niikleofilik bir atak yaparak aldimin yapilt Schiff bazi
olugturmasi ile baglar. Meydana gelen Schiff bazin olusum sabiti (K1), disosiasyon
sabitine (K-1) egittir. Birinciye gore daha yavag seyreden ikinci basamakta; Amadori
¢evrimi alarak adlandirilan bir reaksiyon ile Amadori Grinii adi verilen ketoamin yaps
olugur. Bu iriiniin geri §oniigiim hizi birinci iriine gére daha yavagtir (K2>K-2). In
vivo olarak organizmada'yari 6mri giin yada haftalar ile olgiilebilen proteinlerin
(Hemoglobin, Albumin) glikozillenmesi sonucu ketoamin iirtnler birikir Bunlar
erken glikozillenme urtnleridir. (Brownlee, Cerami, Vlassera, 1988), (Brownlee,
Vlassara, Cerami, 1984), (Kennedy Ragnes, 1984).

H\C ,:’0 K1 K‘l
! 1 Saepese =~ o — ‘esereoe
(CHOH), - i (4 N K-z NH
CH,OH Nin I |
2 g CH CHZ
Glukoz Protein ] ‘ |
((IZH OH),, C‘:O
CH,OH ((ll HCH)4
Schitt Baz CH;0OH

EPTEE : Amadori Griing
Sekil 3.1.a. Proteinlerin nonenzimatik glikozillenme formilii

Yar1 6mri kisa olan proteinlere zit olarak kristalin, kollajen, elastin, myelin gibi
doéniigim hizi ¢ok yavag olan proteinler post Amadori nonenzimatik glikozillenme
uriinleri olarak birikir. Bunlar ketoaminin daha ileri dehidrasyona ugramasi ile olusur.

K,
Amadori tirini——>——>—>—>—>—iler1 glikozillenme {iriinleri

Kahverenkli, fluoresans veren ileri glikozillenme {iriinlert protein molekiilleri

arasinda ¢apraz baglanmalara yol agarlar ve melanoidler olarak da adlandirilirlar
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(Banga, Balo, Horvath, 1959), (Brownlee, Cerami, Vlassera, 1988), (Brownlee,
Vlassara, Cerami, 1984), (Kennedy, Ragnes, 1984). Capraz baglamanin iki adet
glukoz molekili ile iki adet lizinin £ amino grubu arasindaki heterosiklik

kondensasyon ile oldugu gosterilmigtir (Sekil 3.1.b). (Brownlee, Cerami, Vlassera,
1988), (Brownlee, Vlassara, Cerami, 1984)

I
- RN .... ‘..,_

Protém A

l
.
..-¢

£ Lys
Protem B

- “

.0°'

Sekil 3.1.b.Protein molekiiller: arasinda meydana gelen ¢apraz baglanmanin sematik

yapist (Bilesigin adt: ' (2-furoil)-4(5)-(2-furanil)- 1H-imidazol).

Fizyolojik kogullar altinda bu trtinlerin yapim hizi ¢ok yavagtir ve amadori
tiriinlerinden farkli olarak bir kere meydana geldikten sonra tekrar geri doniigiimleri
yoktur. Ileri glikozillenme iiriinlerinin meydana gelme reaksiyonlari “Maillard
reaksiyonlar” olarak da bilinir (Brawnlee, Vlassara, Cerami, 1984) (Firat, 1982).

In vivo ve in vitro olarak nonenzimatik glikozillenmeye ugrayan proteinler

Tablo 3.1°de gosterilmigtir.
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Tablo 3.1.1n vivo ve in vitro olarak noh‘erizimatri’kgglikozillenméye ugrayan proteinler

In_vivo In vitro

Heimoglobm Antitrombin 111

Eritrosit membran proteinleri  Fibrin

Fibrinojen Endotelyal hiicre membrant
Albumin HDL

LDL Katepsin B

‘Kollajen B-N-asetil-D

Myelin proteinleri glukozaminidaz

Periferik sinir proteini Pankreatik riboniikleaz A
Tubulin Ferritin

Lens kristallinleri
Lens kapstil proteinleri
Kemik proteinleri
In:atin

3.1.1.Nonenzimatik Glikozillenmeye Etki Eden Faktorler

Proteinlerin  nonenzimatik glikozillenmesi {izerine in vivo ve in viiro
ortamlarda etkili gesitli faktorler vardur. Bunlar Tablo 3.1.1a’da gosterilmigtir.
Tablo 3.1.1.In vivo ve in vitro ortamlarda nonenzimatik glikozillenme uizerine etkili
faktorler

la vitco In vivo

pH Sabit

Ist Sabit

Protein konsantrasyonu Sabit

Amino grubu yakin g¢evresi Sabit

Glukoz konsantrasyonu Ortalama kan glukoz duzeyi

Inkobasyon stiresi g{ip%rglisemi stiresi ve protein yari
me

Herhangi bir protein igin nonenzimatik glikozillenmenin miktar: birbirinden
bagiumsiz olarak etki eden degiskenlerin etkilerinin toplami ile degerlendinlir. Bu
degiskenlerin ilk dort tanesi canli sistemlerde sabittir. in vitro olarak pH’in dnemli
otkisi vardir. Deneysel olarak Amadori trtintnin pH 7’nin altinda iyi bir sekilde

meydana gelmedigi gorilmustar. PH 7 ile 9 arasinda ise Amadori Griind dengeye
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erigerek artar. Bu gozlem sadece proteinler iizerindeki yiiksiiz amino asidlerin glukoz
ile bu tip bir ekleme reakstyonuna girebileceklerine dair kimyasal teori'ile paralellik

gosterir.

Isiy1 arttirmak Amadori Griiniiniin olugum hizinda diger nonenzimatik kimyasal
reaksiyonlardakine benzer sekilde nispi bir artisa yol agar. In vivo olarak sabit olan
diger iki faktor protein konsantrasyonu ve amino grubunun gevresidir. Yiiksek
protein konsantrasyonunda glukoz ile potansiyel olarak reaksiyona girebilecek amino
gruplarinin sayist artarken, her amino grubunu gevreleyen bolgelerdeki proteinlerin
lokal gevresi bu amino gruplarinin glukoz ile reaksiyona girmesi tizerine direkt etki
yapar. Bu son faktorler belirli bir proteinde goriilen ve tesadiif olmayan amino grubu
glikozillenmesini agiklamakla kalmaz, aymi zamanda farkli proteinler arasinda
goriilen nonenzimatik glikozillenme hassasiyetindeki degigiklikleri de agiklar
(Brownlee, Vlassara, Cerami, 1984), (Garlich, Muzer, 1983), (Garlich, Muzer,
Higgins, Bunn, 1983).

Glukoz konsantrasyonunu arttirmak, proteinler tizerinde birikmis Amadori
tiranlerinin aym oranda artmasina sebep olur. Inkiibasyon zamamnin uzunlugu iki
nedenle onemlidir. Birincisi; Amadori trtinlerinin dengeye erisilene kadar zaman
gectikge birikmeye devam etmesidir. Bu birikim birgok kritik proteinin onemli
fonksiyonel dzelliklerini belirgin derecede bozmaya yetebilir. ikinci neden; Amadori
tiriinlerinin ; dengeye erigtikten sonraki sabit diizeyleri, dengenin ortalama kan glukoz
diizeylerinde olugabilmesi i¢in gerekli zamanin 6tesinde artmamasina ragmen, ileri
glikozillenme triinleri tekrar kullanilan proteinlerin tiim hayati boyunca birikmeye
devam eder. Ileri glikozillenme iriinlerinin  belirgin klinik sonuglari protein
molekiillerinin arasinda veya iginde yer alan artmis ¢apraz baglanma ile iligkili
degismig fizyolojik olaylardan ve diger glikozillenme ile iligkili yapisal
degisikliklerden kaynaklanir (Brownlee, Vlassara, Cerami, 1984).

3.1.2. Nonenzimatik Glikozillenmenin Yol A¢tigr Fizyolojik Degisimler

Nonenzimatik glikozillenme etkisi ile proteinlerde meydana gelen fizyolojik
degigsiklikler Tablo 3.1.2.”de 6zetlenmigtir.
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Tablo 3.1.2.Nonenzimatik glikozillenmenin gesitli protein fonksiyonlar1 iizerine
etkisi

Enzim aktivitesi

Regilator molekiillerin baglanmasi

Proteinlerin gapraz baglanmasi

Proteazlara kars1 duyarlilik

Makromolekiillerin hiicre yiizey reseptérleri tarafindan taninmasi ve endositoz

Immunolojik etki

Tabloda goriildiiga gibi bu fizyolojik degisikliklerin ilki enzim proteinlerinin
aktivitesinde meydana gelen degigsmedir. Ancak in vivo olarak nonenzimatik
glikozillenme enzim proteinlerinde énemsenecek diizeyde meydana gelmez. Cinka
bu proteinlerin ¢ogu genellikle kisa dmiirliidiir. Bununla beraber reversibl glukoz-
protein schiff baz bilesikleri olusur ve in vivo olarak bu bilesiklerin
konsantrasyonlarindaki artiy enzimlerin katalitik o6zellikleri ile anlamli olarak
iligkilidir. Bu inaktivasyon mekanizmasi aktif bolgede normal fonksiyonlar igin
gerekli lizin aminoasidlerinin £ amino gruplarinin glukoz ile baglanmas1 sonucu
olusur (Brownlee, Vlassara, Cerami, 1984) Ornegin riboniikleaz A; glukoz ile yirmi
dort saat inkiibe edilir 1se enzim aktivitesini %50 oraninda kaybettigi saptanmustir
(Eble, Thorpe, Bagnes, 1983). Benzer sonuglar katepsin B ve papain igin de
alinmigtir (Coradello, Lubec, Pollah, Sternberg, 1982).

Organizmada bazi proteinierin fonksiyonu gesitli regiilator molekiilleri ile
diizenlenir. Regiilatér molekiillerin bu proteinlere baglanmast iizerine nonenzimatik
glikozillenmenin etkisi vardir. Regiilatér molekiillerin baglanmasi igin gerekli
terminal amino asidin a-amino grubu ya da lizinin £ amino grubunun nonenzimatik
glikozillenmesi ile bu molekiillerin baglanmasini inhibe eder. Regiilatér molekiillerin
baglanmalarina iyi bir model 2,3-DPG’nin hemoglobine reversibl baglanmasidir.
2,3-DPG’de baglanma ig¢in gerekli pozitif yikli gruplarin nonenzimatik

glikozillenmesi bu molekiiliin hemoglobine baglanmasint azaltir (Peratz, 1979).

Nonenzimatik glikozillenmenin yol agtig1 bir diger fizyolojik degisim daha

once de kisaca bahsetti§imiz gibi; proteinlerde meydana gelen gapraz baglardir.
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Capraz baglanmalarin yol agtig1 agregatlasma organizmada ilk olarak lens kristalleri olan
kristallinler tizerinde incelenmistir (Stevens, Rovzer, Monnier, Cerami, 1978). Olusan bu

agregatlagmalar proteinlerin normal fizyolojik fonksiyonlarinm olumsuz etkiler.

Non enzimatik glikozillenen proteinlerde proteazlara karg1 duyarlililikta azalma
gorillmigtiir. Buna iyi bir 6rnek fibrindir. Diabetli hastalarda nonenzimatik olarak
glikozillenen fibrinin plazmine kargi duyarliliginin azaldigi saptanmigtir (Brownlee,

Vlassara, Cerami, 1983).

Nonenzimatik olarak glikozillenen makromolekiillerin hiicre reseptérleri tarafindan
taninmast ve endositoza ugramalari da etkilenmektedir. Hiicre yiizeyleri gesitli
molekiilleri yiiksek affinitede baglayabilen reseptorler igerir. Bu reseptorlere g¢esitli
molekiillerin baglanabilmesi organizmada homeostazin muhafazasinda énemlidir. Cesitli
proteinlerin nonenzimatik glikozillenme yolu ile modifikasyonlan taninmalarini ve
endositozlarini anlaml olarak degistirir (Silverstern, Steinman, Cohnz, 1977). Buna 6rnek
olarak serum albumin ve LDL (diigik dansiteli lipoprotein) molekillerini verebiliriz.
Glikozillenen serum albuminin kapiler endotel hiicreleri tarafindan endositozu arttig
halde, yine glikozillenen LDL molekiillerinin fibroblastlar tarafindan fagosite edilmeleri
azalmigtir (Gonen, Baenziger, Schunfeld, Jacobson, Farror, 1981), (Williams, Devenny,
Bitensky, 1981), (Witztum, Maheney, Branks, 1982).

Yine nonenzimatik glikozillenmenin proteinler tUzerinde yol agtif1 bir bagka
modifikasyon, nonenzimatik glikozillenmeye ugrayan proteinlerin antijenik karakter
kazanarak otoantikor olugumuna yol agabilmeleridir (Brownlee, Vlassara, Cerami,
1984), (Witztum, Steinbrecher, Fisher, Kseaniemi, 1983).

Proteinlerin glikozillenme hizinda karbohidrat tiirlerinin de etkisi oldugu ileri
strtilmiigtiir. Yapllan aragtirmalarda aldolazlarin, ketozlara goére proteinler ile daha
hizli reaksiyonlagtiklari gosterilmigtir. (Bunn, Higgins, 1981), (Kirschenbaum,1984).
Bu farkin karbonil grubunun aldehid yapisi iginde daha elektrofilik olmas:i ile
olusgtugu duisiinilmugtir. (Bunn, Higgins, 1981). Buna karsilik Oimomi ve
arkadaglar1 deneysel olarak albuminin fruktoz ile gkukoza oranla daha hizli
glikozillendigini gostermiglerdir (Oimomi,Nakamichi,Ohan,Sakai Igaki,Hata,Baba, 1989)
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4.DESIALILASYON VE FiZYOLOJIiK ONEMI

Biyolojik sistemlerde bir glikoproteinden sialidaz etkisiyle sialik asid
kalintilarimin  uzaklagtirilmast o glikoproteinin antijenik expression, reseptorler
tarafindan taninma, fonksiyonunu yerine getirmedeki yapisal etkinlik ve dolasimda

kalma gibi ¢esitli biyolojik proseslerini etkileyebilir (Miyagi, Tsuiki, 1985).

Hiicre yiizeyinin tiim net negatif yiikiiniin majér bilesenleri olarak sialik asidler;
anyonik plazma proteinlerinin vaskiiler endotelyal hiicre yiizeyi ile etkilesimini inhibe
eden giigli bir elektrostatik bariyere eslik ederler. Glikoproteinler, proteoglikanlar ve
gangliosidler gibi hiicre yiizeyl glukokonjugatlarinda terminal bir pozisyonu isgal
eden sialik asidler hiicre yiizeyinin negatif yikiniin yaklastk %50’sinden
sorumludurlar (Danon, Skutelsky, 1976). ‘

Yiizey glikoproteinleri gibi LDL reseptorleri de en az bir tane N-bagh
oligosakkaridin ve tim O-bagli oligosakkaridlerin terminal sialik asid kalintilari
tasidigi hem O-hem de N-bagl: oligosakkaridler igerirler. Cesitli hiicre tiplerinin LDL
reseptorleri bu benzer temel glikoprotein yapisina sahip goriinmekle beraber,
oligosakkarid dallanmasit ve buna bagli olusan sialilasyon g¢arpict olarak farklilik
gosterebilir (Cummings, Kornfeld, Schneider, Hobgood, Tolleshaug, Brown.
Goldstein, 1983).

Endotel hiicrelerinden sialidaz etkisiyle sialik asidin uzaklagtirilmasi, LDL
reseptoriniin LDL’e artmig affinitesi ve LDL’in artmis endositozu ile sonuglanir
(Sprague, Moser, Edwards. Schwartz, 1988).

Son zamanlarda bir kag ¢aligma LDL’in de sialik asidini kaybedebilecegini
(desialilasyon) ve bu gekilde olugan modifiye LDL formunun koroner atherosklerozla
iligkili olabilecegini ileri sirmustir (Mukhin, Tertov, Kacharava, Orekhov, 1990),
(Orekhov, Tertov, Pokrovsky, Adamova, Martsenyuk, Lyakishev, Smirnov, 1988),
(Orekhov, Tertov, Mukhin, Mikhailenko, 1989), (Orekhov, Tertov, Mukin, 1991),
(Tertov, Sobenin, Tonevitsky, Orekhov, Smirnov, 1990), (Tertov, Sobenin, Gevara,
Morrisett, Orekhov, 1992). LDL’nin yapisinda bulunan apolipoprotein B (apo B)
molekilii N-glikozidik bag ile bagli iki tip polisakkarid zinciri (yiksek mannoz ve
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sialillenmig) igerir. Sialik asid, sialillenmis polisakkarid zincirinin terminal ucunda
yer alir. (Tertov, Sobenin, Tonevitsky, Orekhov, Smirnov, 1990). Desialillenmis
lipoproteinlerin normal lipoproteinlere oranla daha kiigiik molekil yapisina sahip
olmalari nedeniyle daha fazla elektroforetik mobilite gosterdikleri bildirilmistir
(Tertov, Sobenin, Orekhov, 1992), (Tertov, Sobenin, Gabbasov, Popov, Jaakkola,
Salakivi Nikkari, Smirnov, Orekhov, 1992). Normal LDL’e oranla desialillenmis
LDL’de ester kolesterol serbest kolesterol, trigliserid igerii daha az; oysa digliserid,
monogliserid ve serbest yag asidi konsantrasyonlari daha fazla bulunmusgtur. Ayrica
desialillenmis LDL nin diigiik fosfatidil kolin, sfingomiyelin ve fosfatidiletanol amin
diizeyleri yitksek lizofosfatidilkolin igerigi ile karakterize oldugu gosterilmistir.
Normal LDL’e gore desialillenmig LDL daha yiiksek duzeylerde oksisiteroller fakat
daha diigiik miktarlarda A ve E vitaminleni igermektedir. Bakir iyonlan varhginda
desialillenmig LDL sialillenmig LDL’e gore daha etkili bir bigimde okside olur. Bu
desiale LDL’de dogal olarak bulunan antioksidanlarin (A ve E vitaminleri) azalmis
miktarlar: ile agiklanabilir (Sobenin, Tertov, Koschinsky, Bunting, Slavina, Dedov,
Orekhov, 1993), (Tertov, Orekhov, Martsenyuk, Perova, Smirnov, 1989), (Tertov,
Sobenin, Gabbasov, Popov, Yaroslavov, Jauhiainen, Ehnholm, Smirnov, Orekhov,
1992), (Tertov, Sobenin, Orekhov, 1992), (Tertov, Sobenin, Gabbasov, Popov,
Jaakola, Salakivi, Nikkari, Smirnov, Orekhov, 1992).

Koroner atherosklerozlu kigilerin dolasimindaki sagliklilara gore yiiksek oranda
saptanan desialilasyona ugramig LDL’nin normal LDL’e oranla seliler lipid
birikimini daha fazla uyardigs gosterilmistir (Tertov, Sobenin, Orekhov, 1992),
(Tertov, Sobenin, Gabbasov, Popov, Jaakola, Salakivi, Nikkari, Smirnov,
Orekhov,1992), (Sobenin, Tertov, Koschinsky,Burnting, Slavina, Dedov, Orekhov,
1993), (Tertov, Orekhov, Martsenyuk, Perova, Smirnov, 1989), (Tertov, Sobenin,
Gabbasov, Popov, Yaroslavov, Jauhiainen,Ehnholm, Smimov, Orekhov, 1992).
Desialillenmis LDL dogal LDL reseptorleri, modifiye (asetillenmig) LDL igin olan
scavenger reseptor veya fagositoz vasitasiyla hiicreler tarafindan alinabilir (Orekhov,
Tertov, Mukhin, 1991). Desialillenmig LDL’nin agregasyona egilimli oldugu da ileri
strilmugtir (Tertov, Sobenin, Gabbasov, Popov, Orekhov, 1989).
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Koroner atherosklerotik hastalardan anjiyo ile elde edilmig LDL normal insan
aort kiiltiirlerine kondugunda buralarda kolesterol birikimine neden olur (Orekhov,
Tertov, Pokrovsky, Adamova, Martsenyuk, Lyakishev, Smirnov, 1988), Tertov,
Orekhov, Martsenyuk, Perova, Smirnov, 1989) Kolesterol birikimi DNA, total
protein, kollajen , hiyaluronik asid ve glukozaminoglikanlarin artan sentezini gosterir.
(Orekhov, Tertov, Kudryashov, Smirnov, 1990). Hastalarin kan plazmasi ve
LDL’sinin bu 6zelligi “atherojenez baglaticisi veya hizlandiricisi” olarak adlandirilir.
Atheroma olusturmayan dogal LDL’den noraminidazla sialik asid uzaklagtiriimasi
hiicre iginde lipid birikimine neden olur. Atheroma olugturmayan dogal LDL’den
sialik asid uzaklagtiriimasi ise atheroma olugturan lipoproteinleri modifiye eder.
(Orekhov, Tertov, Mukhin, Mikhailenko, 1989), (Tertov, Sobenin, Gabbasov, Popov,
Orekhov, 1989).

LDL’de meydana gelen desialillasyon kaynagi tam olarak agtklanmamakla
beraber koroner atherosklerozlu kigilerde yapilan bir galigmada sialidaz aktivitesini
saghklilara gore yiiksek bulmamiz, LDL desialillasyonunda sialidazin da rolii
olabilcegini digindiirmektedir (Ster, 1995). Ancak lipoprotein desialilasyonunda
sialidaz aktivitesinin karacigerde lipoprotein lipaz sentezi sirasinda mi yoksa

lipoproteinler dolagima verildikten sonra mi etkili oldugu agik degildir.
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5.DENEYSEL BOLUM

S.1.Materyal ve Metod

5.1.1.Materyal

5.1.1.1.Analizde Kullamilan Maddeler

5.1.1.1.1.Sialidaz Aktivitesinin Belirlenmesinde Kullanilan Maddeler

Sialidaz aktivitesi Alon ve arkadaglar (Alon, Bayer, Wilchek, 1991) tarafindan

ileri stiriilmiis olan yonteme gore tayin edildi. Gerekli maddeler sunlardir:
Glukoz (Sigma)
Sialidaz (Sigma)
Fetuin (Sigma)
Galaktoz oksidaz (Sigma)
Peroksidaz (Sigma)
2-2’-Azino-bis (3-etilbenztiazolin-6-stilfonik asid) (=ABTS) (Sigma)

1 mM CaCl; ve 1 mM MgCl, ilave edilmis, pH’t 7.2 olan PBS (=phosphate
buffered saline)

0.154 M NaCI ve 9mM CaCl; ilave edilmig pH’1, 5.5 olan 50 mM sodyum
asetat tamponu

5.1.1.2.Kullanilan Alet ve Cam Malzemeler
-Pastor pipet
Enzimatik reaksiyon igin,

-Elektrikli 1s1tic1
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-Otomatik pipetler (Gilson)

-Spektrofotometre (Schimadzu)

-Su banyosu (Elektromag)

-Deney tiipleri, pipetler,erlen,beher,balon joje,cam kapsiil v.b. cam malzemeler
-Tartim aleti (Schimadzu)

-37 °C’lik etiiv

5.1.2.Yontem
5.1.2.1.Farkh Glukoz Konsantrasyonlarmmda Sialidaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Farkl1 glukoz konsantrasyonlarinin sialidaz aktivitesine etkisini incelemede 3

ayr1 glukoz konsantrasyonlar: kullanildi. Buniar : %200 mg, %400 mg, %800 mg.

Sialidaz  aktivitesi Alon ve arkadaglart tarafindan geligtirilen yontemie
belirlendi (Alon, Bayer, Wilchek, 1991).

5.1.2.1.1. Prensibi

Sialidaz bir sialoglikoprotein olan fetuinden sialik asidi uzaklagtinir. Geriye
kalan galaktoglikoproteinden galaktoi oksidaz etkisiyle hidrojen peroksit (H;O,) ve
6-Aldehidogalaktoglikoprotein olugur. H,O, ve kromojen (ABTS), peroksidaz
etkisiyle renkli bir rin | olugturur. Uriliniin renk siddeti sialidaz aktivitesi ile

orantilidir.

sialidaz

Sialoglikoprotein —=~==» Sialik asid + Galaktoglikoprotein

Galaktoglikoprotein —22£2%¢ , 6 Aldehidogalaktoglikopotein + H,0,

. Peroksid: [T
H,0, + Kromojen ————— renkli iiriin
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5.1.2.1.2.Deneyin Yapilisi, Substrat Ve Enzim Soliisyonlarmmm Hazirlanmasi

Sialidaz soliisyonu: 0.154 M NaCl ve 9 mM CaCl; ilave edilmis pH’1 5.5 olan
50 mM’lik sodyum asetat tamponunun 1 mililitresinde 1 unite sialidaz igerecek
sekilde hazirlandi. Enzim aktivitesinin 1 tnitesi; 37°C ve pH 5.5’ta 1 dakikada
a-Astd glikoproteinden 1 pumol sialik asidi hidroliz etmek igin gerekli miktar olarak

tamimlanir.

Galaktoz oksidaz soliisyonu: 1 mililitre PBS’de 150 iinitc galaktoz oksidaz

olacak sekilde hazirland:.

Substrat soliisyonu: 1 mililitre PBS’de 1-1.5 mg fetuin, 0.15 mg ABTS ve 5

tinite peroksidaz igerecek sekilde hazirland:.

1.Ilk olarak glukozsuz ortamda farkli enzim konsantrayonlarinin aktivitelerinin
belirlenerek bir grafik elde edilmesi amaciyla agagida belirtilen sekillerde sialidaz

inuteleri hazirlands.
a.0.05 U/L
b.0.10 U/L
c.0.15U/L

d.0.20 U/L

Bu dnitelerin hazirlanmasinda daha o6nce  ifade edilen stok sialidaz
soliisyonundan faydalanildi ve sulandirmalarda pH’1 5.5 olan 50 mM’lik sodyum

asetat tamponu kullanildi.

Reaksiyon, 100 pl numune ve 150 pl galaktoz oksidaz soliisyonu igeren tiibe
750 ul substrat soliisyonu ilavesiyle baglatildi. Reaksiyonun 15. ve 20. dakikalarinda
renkli Girliniin absorbans1 405 nm’de okundu. Substrat soliisyonu ve distile su igeren

bir soliisyon kor olarak kullanild.
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2.Glukozlu ortamda sialidaz aktivitesini inceleyebilmek amaciyla %200, %400 ve
%800 mg’lik glukoz konsantrasyonlar: olacak sekilde saf glukoz yukarida ifade

edilen enzim initelerine ilave edildi ve hemen enzim aktiviteleri tayin edildi.

3.Farkli glukoz konsantrasyonlarinin belli bir inkiibasyon déneminden sonra sialidaz
aktivitesi lzerine etkilerini gorebilmek amaci ile yukarida ifade edilen glukoz
konsantrasyonlart ve enzim tniteleri 37°C’de etiivde 24 saat bekletildi ve bu siire

sonunda enzim aktiviteleri tayin edildi.

R

Biitiin enzim aktivite tayinleri 5 kere yapildi ve ortalamalar1 alinds.

5. 2.Bulgularin Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

“Varriance Analyse” metodu ile analiz edildi.
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6.BULGULAR

0.05 U/L, 0.10 U/L, 0.15 U/L, 020 U/L konsantrasyonlarindaki sialidaz

soliisyonlarinin glukozsuz, %200, %400 ve % 800 mg glukozlu ortamlarda aktiviteye

bagli olarak belli zaman araliklarinda olugturdugu AA degerleri tablo 7.1°de

gOsterilmigtir.

Tablo 7.1. Sialidaz Gnitelerinin 15 ve 20 dakikalar arasinda olusturduklart AA

degerleri

10) Glukozsuz %200 mg %400 mg %800 mg
Glukoz Glukoz Glukoz

0.05 0.024+0.0032 {0.026+0.044 |0.027+0.0058 |0.030+0.0035

0.10 0.055+0.041 0.055+£0.0066 |0.059+0.0030 |0.063+0.0053

0.15 0.079+0.049 0.082+0.0067 |0.081£0.0075 |0.088+0.009

0.20 0.1257£0.0075 }0.121+0.085 0.130+0.0010 }0.143+0.012

Tabloda ifade edilen degerlerin grafikleri sirasiyla grafik 7.1.1, grafik 7.1.2., grafik
7.1.3, grafik 7.1.4.’te verilmigtir.

olarak bu absorbans: etkilemedigi gorildi.

Calismamizda en uygun dalga boyunun 405 nm oldugu ve glukozun direkt
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Yukandaki ifade edilen bulgular istatistiksel agidan degeriendirildiginde;

%200 mg ve %400 mg glukoz konsantrasyonlu ortamda hig bir initenin
aktivitesinde glukozsuz ortamda elde edilen aktivitelere gore anlamli bir fark elde

edilmemisgtir.

%800 mg glukoz konsantrasyonlarinda ise 0.05, 0.10 ve 0.15 U/L
konsantrasyonlarinda glukozsuz ortama gore aktiviteleri arasinda anlamli bir fark

yoktur.
0.20 U/L’de anlaml1 bir fark goralmisgtiir.

0.05, 0.10, 0.15 ve 0.20 U/L konsantrasyonlarindaki sialidaz soliisyonlarinin
%200, %400, %800 mg glukozlu ortamda 24 saat 37°C’de inkiibasyona birakilmasi

ile elde edilen aktivite degerleri tablo 7.2.’de gosterilmisgtir.

Tablo 7.2, 0.05, 0.10, 0.15 ve 0.20 U/L konsantrasyonlarindaki sialidaz

soliisyonlarinin ~ belirtilen  glukoz  konsantrasyonu ile inkiibasyon sonucu
olusturduklar1 AA degerleri

24 saat 37°C de inkiibasyon
U Glukozsuz %200 mg %400 mg %800 mg

Glukoz Glukoz Glukoz

0.05 0.024+0.0032 |0.027£0.0021 |0.031+0.0035 |0.034+0.0043
0.10 0.055+0.041 0.061+0.0044 |0.061£0.0036 [0.070+0.0053
0.15 0.079+0.049 0.083£0.004  10.092+0.0060 |0.092+0.010
0.20 0.1257+0.0075 |0.133£0.064 ]0.141+0.010 0.149+0.0010

Tablo 7.2.°de ifade edilen degerlerin grafikleri sirasiyla grafik 7.2.1, grafik
7.2.2., grafik 7.2.3.”de verilmagtir.
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%800 mg Glikoz
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Inkiibasyonlu  ortamda elde edilen bulgular istatistiksel  olarak

degerlendirildiginde;

%200 mg ve %400 mg glukoz konsantrasyonlu ortamda hig¢ bir Gnitenin

aktivitesinde glukozsuz ortamdakine gore anlamli bir fark elde edilmemisgtir.

%800 mg glukozlu ortamda 0.05 ve 0.10 initelerde glukozsuz ortama gore

anlaml bir fark bulunmazken, 0.15 ve 0.20 tnitelerde anlamli bir fark elde edilmistir.

Tablo 7.3.1.

0.05, 0.10, 0.15, 0.20

U/L konsantrasyonlarindaki sialidaz

solisyonlarinin glukozsuz ve %200 mg glukozlu ortamlarda 24 saat 37°C’de

inkiibasyon Oncesi ve sonrasindaki AA degerleri

U Glukozsuz %200 mg %200 mg Glukoz, 24 saat,
Glukoz 37°C’de inkibasyon

0.05 0.024 0.026 0.027

0.10 0.055 0.055 0.061

0.15 0.079 0.082 0.083

0.20 0.125 0.121 0.133




28
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u Glukozsuz %400 mg %400 mg Glukoz, 24 saat,
Glukoz 37°C’de inkiibasyon

0.05 0.024 0.027 0.031

0.10 0.055 0.059 0.061

0.15 0.079 0.081 0.092

0.20 0.125 0.13 0.141
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U Glukozsuz %800 mg %800 mg Glukoz, 24 saat,
Glukoz 37°C’de inkiibasyon

0.05 0.024 0,03 0,034

0.10 0.055 0,063 0,07

0.15 0.079 0,088 0,092

0.20 0.125 0,143 0,149
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7.TARTISMA VE SONUCLAR

Sialidaz (N-Asetil noraminidaz), karbohidratlarin indirgen olmayan ucundan bir
terminal sialik asid kalintisint uzaklagtiran hidrolitik bir ekzoenzimdir. Organizmanin
bir glikoproteininden sialik asid kalintilarinin uzaklagmasi bu proteinin gesitli
fizyolojik  fonksiyonlarinda degigsimlere yol ag;abiimekte’dir. Bu nedenle
molekiillerden sialik asid kalintilarinin uzaklagtirilmasinda rol oynayan sialidazin
oldukga onemli fonksiyonlara sahip oldugu soylenebilir. Son zamanlarda biyolojik
sistemlerde desialilasyon olaylarinin 6nemli rol oynadigi patogenezlerden biri de
atherosklerozdur. LDL’de meydana gelen desialilasyonun atheroskleroz olusumunda
yer tutan etkenlerden biri oldugu bazi aragtirmalarda ifade edilmigtir. Diger yandan
organizmadaki mevcut ¢gok ¢esitli enzimlerin aktiviteleri tizerine farkl etkenlerin etki
ettigi bilinmektedir. Bu etkenler arasinda nonenzimatik glikozillenmenin olduk¢a
onemli bir yeri vardir. Proteinlerin N-terminal amino gruplarma ve lizin
aminoasidlerinin > amino gruplarina seker kalintilarinin fosforillenmis gekillerinin
serbest karbonil gruplart ile baglanmasi olan nonenzimatik glikozillenme bu

proteinlerin fizyolojik fonksiyonlarinda énemli degisimlere neden olmaktadir.

Organizmada bulunan enzimlerin iginde farkli tiirdeki birgok proteinin in vivo

ve in vitro ortamlarda nonenzimatik glikozillendigi g6sterilmigtir.

Nonenzimatik glikozillenme tizerine etki eden faktorlerin en énemlileri ortamin
PH’1, ortammn glukoz konsantrasyonu ve sire olarak gozikmektedir. Ortamin
PH’1mun 7’nin altinda olmasi nonenzimatik glikozillenmey1 arttirici bir unsur olarak
gorilmektedir. Diger yandan ortamin glukoz konsantrasyonunun artmasi, siirenin
uzamast ile nonenzimatik glikozillenme arasinda bir paralellik oldugu gosterilmistir.
In vitro ortamda glukoz konsantrasyonunun sialidaz akitvitesi iizerine etkilerini

inceleme amaciyla yapilan bu caligmada elde edilen bulgular istatiksel olarak
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degerlendirildiginde %200 mg ve %400 mg glukoz konsantrasyonlu ortamda hig bir
initenin aktivitesinde glukozsuz ortamda elde edilen aktivitelere gore anlamli bir fark
elde edilmemigtir. %800 mg glukoz konsantrasyonunda ise 0.20 U/L
konsantrasyonunda anlamli bir fark goriilmiigtiir. 24 saat inkiibasyonlu ortamda yine
%200 mg ve %400 mg glukoz konsantrasyonlarinda istatiksel agidan anlamli bir fark
yokken, %800 mg glukoz konsantrasyonlarinda 0.15 ve 0.20 iinitelerde anlamli bir
fark bulunmustur. Bu sonuglar kullanilan en yiiksek glukoz konsantrasyonunda gerek
hemen gerekse 24 saatlik bir inkiibasyonun sonucunda sialidaz aktivitesinde bir
degisim meydana  gelebilecegini  gostermektedir.  Yitksek  karbohidrat
konsantrasyonlarinda bazi enzimlerin aktivitelerini inceleyen g¢aligmalar yapilmigtir.
Ornegin, yayinlanmig bir tez g¢aligmasinda yiiksek konsantrasyondaki glukozun
elastazi aktive ettifine dair bulgular elde edilmigtir (S6nmez, 1990). Yine Pollak ve
arkadaglarinin yaptig1 in vitro bir galismada (Pollak, Coradello, Leban, Mava, 1983),
(Pollak, Schober, Lischka, 1984) yiiksek glukoz konsantrasyonunda alkali fosfataz
aktivitesinde bir artig oldugu gozlenmigtir. Ancak uzun siireli inkiibasyonlarda (48
saat ve yukars1) aktivitede bir azalma saptanmigtir. Benzer bir sonug yine alkali
fosfatazla yapilan bir tez galigmasinda da (Kal, 1989) elde edilmistir. Buna kargilik
AST aktivitesi iizerine glukoz konsantrasyonlarinin etkisini inceleyen bir bagka tez
¢alismasinda ise (Eminsoy (Karaduman), 1989) aktivitede bir azalma saptanmistir.
Yiksek glukoz konsantrasyonlarinda sialidaz aktivitesi tizerine bir galigmada elde
edilen bulgular, deneysel diabet modelinde siganlarda elde edilen (Sonmez,
Siier,Giingor,Kokoglu, Isbir, 1997) plazma ve sialidaz, karaciger sialidaz bulgulari,
diabetik ve nondiabetik kigilerde elde edilen plazma sialidaz diizeyleri yine diabetik
kisilerde yapilmig galigmalarda ldkosit sialidaz diizeylerinde bir artig bulgular ile bir
paralellik gosterilmektedir. Ortamin yiksek glukoz konsantrasyonunun bazi

enzimlerin aktiviteleri tizerine yapmig oldugu bu pozitif yonde etkinin mekanizmasi
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heniiz agiklanmg degildir. Belli ortamlarda glukozun bu enzimlerin aktivatorii gibi
bir fonksiyon gosterebilecegi diisiinelecegi gibi glukozun enzim iizerinde spesifik
baz1 bolgelere baglanmasi enzimin katalitik bolgesinin daha fonksiyonel bir

calismaya yol agmasina neden olabilir.
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