Arastirma

Glukoz Metaboliti Metilglioksalin Vaskuler
Gevseme Yanitlarina Etkisi

IMPACT OF METHYLGLYOXAL, A METABOLITE OF GLUCOSE ON VASCULAR SMOOTH

MUSCLE RELAXATIONS

Saadet TURKSEVEN, Elif ERTUNA

Ege Universitesi Eczacilik Fakilltesi, Farmakoloji Anabilim Dalr

Saadet TURKSEVEN
Ege Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi
Farmakoloji AD

35100 Bornova/IZMIR

OZET

Amag: Diyabete bagl vaskiiler komplikasyonlarin gelisimiyle iliskili olan bir glukoz
metaboliti metilglioksalin endotelyumdan bagimsiz damar diiz kasi gevseme
yanitlarina olan etkisini saptamaktr.

Yontemler: Sican torasik aortalar1 organ kiiltiirii teknigi kullanilarak 24 saat siireyle
100, 300 veya 500 uM metilglioksal ile %5 CO2 igeren 37°C'lik steril inkiibatdrde inkiibe
edildi. 24 saatlik inkiibasyondan sonra aortik halkalar organ banyolarinda 10-6 M
noradrenalin ile onkastirmaya tabi tutulup nitrogliserin gevseme yamtlar1 alindi. Ay
konsantrasyon-yanit egrisi No-Nitro-L-arjinin varliginda tekrarlandi.

Bulgular: 100, 300 veya 500 pM metilglioksal uygulamasi, nitrogliserin ile indiiklenen
endotelyumdan bagimsiz gevseme yanitlarinda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel
olarak anlamli bir degisim gostermemistir. Ayrica metilglioksal inkiibasyonu
sonrasinda nitrogliserin Emaks yanitlar1 ve duyarliiginda herhangi bir fark saptana-
mamustir. Noe-Nitro-L-arjinin, Emaks yamtlarinda ve nitrogliserin duyarliliginda
istatistiksel olarak anlamli bir artis meydana getirmistir.

Sonug: Sican torasik aortasinda 24 saatlik organ kiiltiirti modelinde metilglioksal damar
diiz kas: gevseme yanitlarinda herhangi bir degisim olusturmamaktadir.

Anahtar sozciikler: Diabetes Mellitus, makrovaskiiler komplikasyonlar, sigan aortasi,
vazodilatasyon

SUMMARY

Objective: To determine the effect of methylglyoxal, a metabolite of glucose associated
with diabetes induced vascular complications, on endothelium-independent vascular
smooth muscle relaxations.

Methods: Rat thoracic aortas were incubated in a sterile incubator thermostated (37°C)
and gassed with 5% CO2 for 24h in the presence of 100, 300 or 500 M of methylglyoxal.
After 24h of methylglyoxal incubation, aortic rings were pre-contracted with 10-6 M
noradrenaline and endothelium-independent relaxation response curve was examined
in the absence or presence of No-Nitro-L-arginine.

Results: Treatment of endothelium intact rat aorta with 100, 300 or 500 uM of
methylglyoxal did not change endothelium-independent nitroglycerin induced
relaxation compared to control group. Indeed, Emax and the sensitivity of
concentration-response curve for nitroglycerin was not changed after methylglyoxal
treatment. In contrast, Ne-Nitro-L-arginine shifted the sensitivity of concentration-
response curve for nitroglycerin and Emax.
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Conclusion: In rat aortas, methylglyoxal does not affect endothelium-independent
relaxation in 24 hour organ culture model.
Key words: Diabetes Mellitus, macrovascular complications, rat aorta, vasodilation

Mikro ve makro vaskiiler hastaliklar diyabetin en

onemli komplikasyonlarindan olup biiyiik oranda
mortalite ve morbiditeden sorumludur. Vaskiiler hasta-
liklarin patojenezinde, endotelyum disfonksiyonu en er-
ken dénemde goriilen olaylardan olmakla birlikte bu pa-
tolojinin altinda yatan mekanizmalarin tamami heniiz
aydinlatilamamustir. Ileri glikasyon son tiiriinlerinin biri-
kimi ve Nitrik Oksit (NO) biyoyararlanimmin azalmasi
hiperglisemiye baglh olarak gelisen vaskiiler komplikas-

yonlardan sorumlu mekanizmalarin basinda gelir (1,2).

Glukoz metabolizmasi sirasinda olugan ve reaktif kar-
bonil ara {iriinlerinden olan Metilglioksal (MG), vaskiiler
diiz kas hiicreleri de dahil olmak iizere pek ¢ok memeli
hiicresinde dihidrooksiaseton fosfattan olusur (3). MG
vaskiiler yapida progresif hasara neden olan ileri
glikasyon son {iriinlerinin potent prekiirsoriidiir ve
hiperglisemik ortamda pek ¢ok hiicresel yolak tizerinden
tiretimi artar (4). MG primer olarak proteinlerin arjinin
residiileri ile reaksiyona girerek arj-pirimidin ve
hidroimidazolon olugmasina neden olur ve olusan bu
iirlinler diyabetik hastalarin bobrek arter duvarlarinda ve
aterosklerotik lezyonlarda gosterilmistir. Tip I ve Tip II
diyabetli hastalardan alinan plazma 6rneklerinde de MG
konsantrasyonunun artigini gosteren calismalar mevcut-

tur (5,6).

Bu calismanin amaci diyabete bagli makro ve mikro
vaskiiler hastaliklarla iligkisi oldugu gosterilen bir glukoz
metaboliti olan MG’nin si¢an aortasinda diiz kas gevseme

yanitlarina olan etkisini belirlemektir.

GEREC VE YONTEM

Deney hayvanlarinin hazirlanmas:

Calismada yaklasik 150-200 g agirhiginda Wistar tiirti
erkek siganlar kullanilmistir. Deneye baslamadan o6nce
sicanlar 4-5 giin kafeslerinde bekletilerek stabilizasyonlar:
saglanmistir. Denekler pentobarbitalin letal dozu (200
mg/kg i.p.) ile sakrifiye edildikten sonra, torasik aortalar
izole edilmistir. Bu ¢alisma ‘Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals’ kurallarina uygun sekilde ve Ege

Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik kurulu tarafindan

onaylanmis protokoller dogrultusunda yiiriitiilmiistiir.
Organ kiiltiirii

izole edilen torasik aortalar etrafim1 saran konnektif
dokulardan temizlendikten sonra yaklastk 2-3 mm’lik
aortik halkalar hazirlanmistir. Aortik halkalar penisilin,
streptomisin ve %5 oraninda fetal sigir serumu igeren
besleyici soliisyonda 24 saat siireyle, 100, 300 veya 500 uM
konsantrasyonda MG ile %5 CO: igeren ve sicaklig
37°C’de sabit tutulan steril inkiibatorde (MCO-18AIC,
Sanyo, Japonya) inkiibe edilmistir (7). Inkiibasyon so-
nunda aortik halkalar izole organ banyosu ¢alismalari i¢in
kullanilmistir. Calismada kullanilan kimyasal maddelerin

tiimii Sigma Aldrich’den temin edilmistir.
izole organ banyosu deneyleri

Diiz kasa bagimli gevseme yanitlar1 tizerinde MG'nin
etkisini degerlendirmek amaciyla farkli konsantrasyon-
larda MG ile 24 saat inkiibe edilen aortik halkalarda nit-
rogliserin konsantrasyon-yanit egrileri alinmustir. Inkiiba-
torden alinan torasik aorta halkalar1 %95 Oz ve %5 CO: ile
gazlandirilan, 25 ml hacminde, sicaklig1 37°C’de sabit tu-
tulan ve fizyolojik tuz ¢ozeltisi (Krebs (g/L): NaCl, 6.90;
K(l, 0.35; CaCl .2H20, 0.37; KH2PO4, 0.16; MgSO4.7H20,
0.30; NaHCO:s , 2.10; Glukoz, 2.00) igeren organ banyosuna
alinmustir. Ince paslanmaz celikten uygun bi¢imde hazir-
lanmis tiggen seklindeki klipsler halka seklindeki prepa-
ratlarin liimenleri i¢inden gegirilmistir. Her bir halkanin
liimeni iginden gecirilen iki klipsten biri damar1 sabitle-
mek igin organ banyosunun askisina, digeri ise uygun
uzunluktaki ip kullanilarak izometrik transdusira bag-
lanmistir. 15 dakikalik dengeleme déneminden sonra da-
mar halkalarina sigan aortasi i¢in optimal pasif gerilim
olan 2 g pasif gerilim kademeli olarak uygulanmigtir.
Ongerilim uygulanan damarlar 45 dakika stabilize edil-
miglerdir. Stabilizasyon sirasinda Krebs ¢ozeltisi her 15
dakikada bir degistirilmistir. Stabilizasyon periyodu so-
nunda 10 M noradrenalin ile 6nkastirma uygulanan da-

marlarda asetilkolin (10°-3.104 M) konsantrasyon-yanit



egrisi almarak damarlarin endotelli olup olmadiklarn
belirlenmisve c¢alismada kullanilan verilerin tamami
endotelli damarlardan elde edilmistir. Damar diiz kasina
10

onkastirma uygulanan aortalarda kontraksiyon platoya

bagimhi gevseme yamitlar M noradrenalin ile
ulastiktan sonra kiimiilatif nitrogliserin (10-°-3.105 M) uy-
gulamast ile belirlenmistir. Konsantrasyon-yanit egrisi NO
sentaz inhibitorii Nw-Nitro-L-arjinin (L-NNA) (10+ M, 30

dk) varliginda tekrarlanmistir.
Verilerin analizi

Tim veriler ortalama + ortalamanin standart hatasi
(Ort. + O.S.H.) olarak verilmistir ve “n” damarlarin izole
edildigi sican sayisini1 gostermektedir. Dokularin gevseme
yarnutlar1 6nkastiriciya verilen yanitin yiizdesi olarak ifade
edilmistir. Maksimum gevsemenin (Emaks) yarisini olustu-
ran konsantrasyonun negatif logaritmasi (-logECso veya
pD2) her agonist igin iteratif non-lineer regresyon kullani-
larak yapilmistir. Bunun i¢in Marquardt-Levendberg algo-
ritmasin1 kullanan GraphPad Prism 5.03 for Windows
(GraphPad Software, San Diego, CA) bilgisayar yazilimi
kullanilmistir. Verilerin analizi GraphPad Prism 5.03 for
Windows (GraphPad Software, San Diego, CA) prog-

raminda yapilmistir. Coklu karsilagtirmalar varyans analiz
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modiili ile gergeklestirilmistir (Two way analysis of
variance, ANOVA, Posthoc Bonferroni). Grup igi karsilas-
tirmalarda ortalamalar eglegtirilmis Student’s t-testi ile
0,05den kii¢lik bu-
kabul

analiz edilmistir. p degerleri

lundugunda fark istatistiksel olarak anlamli

edilmisgtir.
BULGULAR

MG'nin endotelyumden bagimsiz gevseme yanitlarina
olan etkisini incelemek amaciyla 100, 300 veya 500 uM
MG ile 24 saat inkiibe edilen aortalara 10* M noradrenalin
ile 6nkastirma uygulanip kiimiilatif nitrogliserin gevseme
yanitlar1 alimuastir (10° - 3.10°M). 100 ve 300 uM MG ile
inkiibe edilen arterlerde kontrol grubuna kiyasla diiz kasa
bagl gevseme yanitlarinda hafif bir azalma goriilmesine
ragmen bu azalma istatistiksel anlamlilik seviyesine ulas-
mamistir (Sekil 1,2). Benzer sekilde 500 uM MG ile 24 saat
muamele edilen damarlarda da kontrol grubu ile karsilas-
tirlldiginda gevseme yanitlarinda herhangi bir degisim
saptanmamistir (Sekil 3). Calismadan elde edilen veriler
farkli dozlarda MG inkiibasyonunun nitrogliserin Emaks
yanitlarini degistirmedigini gostermektedir (Tablo). Ay-
rica Tablo’da gorildiigl gibi nitrogliserin duyarliligt MG

inkiibasyonundan etkilenmemistir.

-~ 100 uM MG

L-NNA+100puM MG

-9 -8 -7 -6 -5
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Sekil 1. 24 saatlik, 100 pM MG inkiibasyonunun, 106 M noradrenalin ile 6nkastirmaya tabi tutulmus endotelli kontrol ve L-NNA uy-
gulanmis sican aortalarinda kiimiilatif nitrogliserin (10-3x10° M) gevseme yanitlar tizerindeki etkileri (n=5) (*p<0,01 ve **p<0,001 vs
Kontrol; +p<0,01 ve ++p<0,001 vs 100 uM MG, Two way ANOVA, Bonferroni coklu karsilastirma testi)
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Nitrogliserin gevseme yanitlart NO sentaz inhibitorii
L-NNA varliginda tekrarlanmustir. Bu amacla 24 saat 100,
300 ve 500 uM MG ile muamele edilen aortik halkalar,

lenmistir. L-NNA nitrogliserin gevsemelerini artirmistir
(Sekil 1-3). Ayrica nitrogliserin duyarliligi ve Emaks yanitla-

rinda istatistiksel olarak anlamli bir artisa neden olmustur

organ banyolarinda 104 M L-NNA ile 30 dakika inkiibe
edilerek nitrogliserin konsantrasyon-yanit egrileri belir-

(p<0,05), (Tablo).
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Sekil 2. 24 saatlik, 300 pM MG inkiibasyonunun, 106 M noradrenalin ile 6nkastirmaya tabi tutulmus endotelli kontrol ve L-NNA uy-
gulanmus sican aortalarinda kiimiilatif nitrogliserin (10-°-3x10° M) gevseme yanitlar1 tizerindeki etkileri (n=5) (*p<0,01 ve **p<0,001 vs
Kontrol; +p<0,01 ve ++p<0,001 vs 300 uM MG, Two way ANOVA, Bonferroni coklu karsilastirma testi)
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Sekil 3. 24 saatlik, 500 pM MG inkiibasyonunun, 106 M noradrenalin ile 6nkastirmaya tabi tutulmus endotelli kontrol ve L-NNA uy-
gulanmus sican aortalarinda kiimiilatif nitrogliserin (10-°-3x10° M) gevseme yanitlar1 tizerindeki etkileri (n=5) (*p<0,01 ve **p<0,001 vs
Kontrol; +p<0,01 ve ++p<0,001 vs 500 uM MG, Two way ANOVA, Bonferroni coklu karsilastirma testi)
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Tablo. Farkli konsantrasyonlarda MG inkiibasyonunun noradrenalin ile 6nkastirmaya tabi tutulmus aortik halkalarda kiimiilatif nit-
rogliserin (10-9-3x10-° M) Emaks yarutlar1 ve pD> degerleri tizerindeki etkileri (n=5)

Endotelli L-NNA

Nitrogliserin, pD,

Kontrol 7,13+ 0,15 7,46 +0,05*

100 uM MG 7,06£0,12 7,44 +0,10**

300 uM MG 740,14 7,45%0,04+

500 uM MG 7,24+0,09 7,68+0,08++
Nitrogliserin, E s (%)

Kontrol 92,03 + 3,65 113,97 £ 5,97*

100 uM MG 84,26 £4,73 105,42 £ 4,82**

300 uM MG 86,80 + 4,44 105,49+3,84+

500 uM MG 101,61+ 4,91 118,3+6,87++

*p<0,05 vs kontrol; **p<0,05 vs 100 uM MG; *p<0,05 vs 300 uM MG; +*p<0,05 vs 500 uM MG; Two way ANOVA, Bonferroni ¢oklu karsilastirma

testi sonrasi grup ici karsilastirmalarda eslestirilmis Student’s t-test

TARTISMA

Bu c¢alismada glukoz metaboliti MG'nin endotel-
yumdan bagimsiz damar diiz kas gevseme yanitlar
tizerindeki etkisi degerlendirilmistir. Tleri diizey glikasyon
son firiinlerinin prekiirsorii olan MG'nin uzun siireli
etkisini degerlendirmek igin bu ¢alismada organ kiiltiirii
Ozellikle uygu-

lamalarinda kimyasallarin uzun doénem etkilerini aragtir-

teknigi  kullanilmustir. ¢oklu doz
mak i¢in in vivo modellere gore pek ¢ok avantaja sahip
oldugu i¢in calismamizda organ kiiltiiri modeli tercih
edilmistir. Sican aortik halkalar1 100, 300 veya 500 uM
olmak tizere {i¢ farklt MG dozu ile 24 saat inkiibe edildik-
ten sonra alian nitrogliserin konsantrasyon-yanit egrileri,
uzun siire MG uygulamasinin damar diiz kas: gevseme
yanitlarmi degistirmedigini gostermistir. Ancak L-NNA

varliginda gevseme yanitlarinda artis gézlenmistir.

Sigan aortasinda yapilan bir ¢alismada 30 dakika MG
inkiibasyonunun ¢alismamizin aksine damar diiz kas gev-
seme yanitlarini artirdigr gosterilmistir (8). Bu ¢alismadan
elde edilen veriler MG'nin gevseme iizerindeki akut etkisi
hakkinda fikir vermektedir. Bizim c¢alismamizda ise
MG'nin gorece uzun dénem etkisini degerlendirmek icin
organ kiiltiirii teknigi kullanilmistir. Ozellikle hipertansi-
yon ve diyabetle iliskili olan vaskiiler hastaliklar kronik ve
progresif hastaliklar oldugu i¢in MG'nin uzun dénem

etkisini yansitan c¢alismalar bu patolojilerden sorumlu

olan mekanizmalarin aydinlatilmasi agisindan énemlidir.

Mezenterik arterlerde yapilan bazi ¢alismalarin bul-
gulart ise c¢alismamizin bulgularmi desteklemektedir
(9,10). Akut MG etkisinden farkl olarak, uzun siire MG ile
inkiibe edilen mezenterik arterlerde endotelyumdan ba-
gimsiz gevseme yanitlarinda herhangi bir degisim goz-
lenmemistir (9). Nefropati, noropati ve retinopati gibi
mikrovaskiiler hastaliklarin disinda diyabette makro-
vaskiiler komplikasyonlar da ¢ok sik goriilmektedir ve
aorta gibi bizim de ¢alismamizda kullandigimiz biiyiik
arterlerde yapilan arastirmalardan elde edilen veriler
makrovaskiiler komplikasyonlarin patojenezine 1sik tuta-
caktir (11).

Vaskiiler sistemde endotelyumdan saliverilen bazal
NO vaskiiler tonusun siirdiiriilmesini saglar (12,13). In
vitro sistemlerde yapilan ¢alismalar vaskiiler dokuyu me-
kanik olarak endotelsizlestirmenin veya farmakolojik
yolla NO sentazi inhibe etmenin NO donérlerine verilen
yanutlart degistirdigini gostermistir. Vaskiiler dokunun
endotelsizlegtirilmesi, vaskiiler diiz kasin vazodilator
ajanlara kars1 verdigi gevseme yanitlarinda ve duyarhili-
ginda artisa neden olur (14,15). Calismamizin verileri de
L-NNA varliginda nitrogliserin Emaks yanitlar1 ve duyarl-
likta artisa isaret etmektedir. Ancak farkli dozlarda 24 saat
MG inkiibasyonu L-NNA ile meydana gelen bu duyarlilik
artisinda herhangi bir degisiklik olusturmamaktadir.
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Kronik hiperglisemi intraseliiler MG ve reaktif oksijen
tiirlerinde artis olustururken NO etkisinde azalma mey-
dana getirir (16,17). Hiperglisemik ortamda MG'nin NO
etkisinde meydana getirdigi azalma MG veya MG kay-
nakli {irtinlerin NO veya NO sentaz iizerindeki direkt
etkisinden ¢ok MG aracili artan siiperoksit diizeyleri ile
acgiklanmaktadir (18,19). Uzun dénem MG uygulamasi
sican mezenterik arterlerinde noradrenalin ve KCl ile in-
diiklenen kasilma yanitlarini inhibe etmistir ve bu
inhibisyonun endotelsiz arterlerde daha fazla oldugu go-
riilmiistiir. Kasilma yanitlarinda goriilen inhibisyon anti-
oksidan ajan N-asetilsistein (NAC) varliginda ortadan
kalkmistir. Bu da NAC'in antioksidan etkisi veya MG'ye
dogrudan baglanmasi ile aciklanabilir (18,20).

Sonug¢ olarak, glukoz metaboliti ve ileri diizey
glikasyon son tiriinleri prekiirsorii MG ile 24 saat inkiibe
edilen aortalarda, endotelyumdan bagimsiz diiz kas gev-
seme yanitlarinda herhangi bir degisiklik goriilmemistir.
Buna aracilik eden mekanizmalarin aydinlatilmas: igin

ileri aragtirmalara ihtiyag vardir.
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