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METILGLIOKSAL VERILEN RATLARDA KARNOZINIiN ANTiOKSIDAN
OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI*
Investigation of Antioxidant Properties of Carnosine in Rats
Treated with Methlglyoxal

Fatma DAGLI', Cevat YAZICI?, Kader KOSE?

Ozet : Reaktif karbonil bilesiklerinden olan
metilglioksal (MGO) n, ileri glikasyon son iirtinleri
(advanced glycation end products;, AGE) i¢in bir
prekiirsor oldugu diisiiniilmekte ve AGE olusumu,
diyabetes  mellitus, ateroskleroz, yaslanma ve
Alzheimer gibi pek ¢ok hastaligin etiyopatogenezinden
sorumlu tutulmaktadwr. Diger taraftan endojen dipeptid
olan  karnozinin, antioksidan ve antiglikasyon
ozelliklere sahip oldugu ve bu etkileriyle, yukarida
belirtilen  hastaliklarin  énlenmesinde  faydall
olabilecegi ileri siiriilmektedir. Oksidatif ve karbonil
stres iizerine MGO’nun  muhtemel etkilerini
degerlendirmek ve karnozin varliginda, bu etkilerin ne
sekilde degisebilecegini arastirmak amaciyla yapilan
bu ¢alismada; dort gruba ayrilan erkek ratlara 10 giin
boyunca intraperitoneal olarak, her giin kg rat agirligi
basina 1 ml serum fizyolojik (Kontrol grubu), 50 mg
MGO (MGO grubu), 200 mg karnozin (Karnozin
grubu) ve 50 mg MGO/200 mg karnozin (MGO-
Karnozin grubu) uygulandi. Ratlardan elde edilen
plazma orneklerinde malondialdehit (MDA) ve protein
karbonil bilesikleri (PCC) diizeyleri tayin edildi. MGO
grubunda bulunan ratlarin zayifladiklar: ve MGO ile
birlikte verilen karnozinin kilo kaybini onemli olgiide
onledigi tespit edildi (p<0.05). MGO grubunda MDA
ve PCC seviyelerinin anlaml sekilde yiikseldigi
(p<0.05); MGO ile karnozinin kombine olarak verildigi
grupta MDA ve PCC seviyelerinin dnemli édlgiide
azaldigi  (p<0.05) belirlendi. Sonu¢ olarak,
patogenezinde AGE  olusumunun rol oynadigi
hastaliklarda karnozinin ilave bir terapotik ajan olarak
kullanilmas: onerilebilir.

Anahtar kelimeler: Metilglioksal, karnozin, oksidatif
stres, karbonil stres, rat.

Summary : Methylglyoxal (MGO), one of the reactive
carbonyl compounds, is thought to be a precursor for
advanced glycation end products (AGE) which are
responsible for disorders such as diabetes mellitus
and atherosclerosis. On the other hand carnosine,
endogen dipeptid, has been suggested to be useful for
preventing the disorders mentioned above due to its
antioxidant and antiglycation properties. In this
study, four groups of male rats were intraperitoneally
treated with daily 1 ml serum physiologic (control
group), 50 mg MGO (MGO group), 200 mg carnosine
(carnosine group) and 50 mg MGO/200 mg carnosine
(MGO-carnosine group), per kg of rat weight, for 10
days in order to investigate the effects of MGO on
oxidative and carbonyl stress and also whether these
effects may be influenced in the presence of
carnosine. The levels of malondialdehyde (MDA) and
protein carbonyl compounds (PCC) were measured in
plasma samples obtained from these groups.

Although weight-lose was observed in MGO given
rats, it was prevented in the presence of carnosine
(p<0.05). Plasma MDA and PCC levels were found to
be higher in MGO group (p<0.05); but these values
were significantly decreased in the group given MGO
together with carnosine (p<0.05). As a result, it may
be suggested that carnosine may be used as an
additional therapeutic agent in diseases which AGE
formation has a role in their pathogenesis.

Key words: Carnosine, methylglyoxal, rat,
malondialdehyde, protein carbonyl compounds.
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Enzimatik ve nonenzimatik reaksiyonlarla, hem
aerobik hem de anaerobik sartlarda olusabilen,
yapilarinda  karbonil grubu bulunduran 3-
deoksiglukozon (3-DG), glioksal, metilglioksal
(MGO), malondialdehit (MDA), 4-hidroksinonenal
(4-HNE) gibi bilesiklere, reaktif karbonil bilesikle-
1i (reactive carbonyl compounds; RCC) ad1 veril-
mekte (1) ve RCC, protein yapilarinda bulunan
arginin, lizin ve sistein artiklarinin amino ve tiyol
gruplart ile reaksiyona girerek protein iizerinde
karbonil gruplar1 (protein carbonyl compounds;
PCC)’ nin olusumuna neden olmaktadir (2). Orga-
nizmada RCC ve dolayisiyla PCC seviyelerinin
artmas1 da “karbonil stres” olarak tanimlanmakta-
dir (3).

Daha da o6nemlisi, bu modifiye protein yapilari,
glikasyon/glikoksidasyon olarak adlandirilan bir
dizi reaksiyonla intra- ve inter-molekiiler gapraz
baglanmalar yaparak, ileri glikasyon son firiinleri
(advanced glycation end products; AGE)’ni olus-
turmaktadir (1,3). Giiniimiizde, AGE olusumu ve
karbonil stres, diyabetes mellitus (DM),
ateroskleroz, yaslanma ve Alzheimer gibi pek ¢ok
hastaligin etiyopatogenezinden sorumlu tutulmak-
tadir (3).

Deney hayvanlartyla olusturulan diyabet modelle-
rinde (4) ve DM’li hastalarda (5), MDA, 4-HNE,
MGO, glioksal ve 3-DG gibi RCC diizeyleri yiik-
sek bulundugundan (4,5); toksik etki ve/veya
komplikasyonlarin hangi bilesikten, hangi oranda
ve hangi mekanizmalarla olustugunu belirlemek,
ancak her bir molekiiliin izole olarak kullanildigi,
deneysel c¢alismalarla ortaya konulabilir.
MGO’nun, doku ve plazmada baslica AGE
prekiirsorii olusu; DM hastalarinda yiiksek seviye-
lerde bulunmasi; karbonil stresin yani sira, serbest
oksijen radikalleri (SOR) iireterek oksidatif strese,
mutasyonlara ve apopitoza neden olmasi gibi pek
cok faktor (6), deneysel caligmalarda toksik ajan
olarak MGO kullanimina yol agmaktadir.

Diger taraftan, AGE olusumunu Onlemek igin,
cesitli farmakolojik ajanlar gelistirilmektedir.
Aminoguanidin, etanol gibi ajanlarla AGE olusu-
munun Onlenebilecegi gosterilmigse de (7,8); bu
ajanlarin noérotoksisite, vitamin B6 eksikligi gibi
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yan etkiler gostermesi, klinik kullanimlarini kisitla-
maktadir (8). Son yillarda endojen dipeptid olan
karnozinin, in vivo ve in vitro ¢aligmalarla, hem
antioksidan hem de antiglikasyon etkilere sahip
oldugu bildirilmektedir (9). Ancak, literatiirde
karnozinin, MGO ile indiiklenen protein modifi-
kasyonunu in vitro sartlarda onleyebildigi gosteril-
mesine ragmen (10,11), in vivo etkisini gosteren bir
¢aligma mevcut degildir.

Bu calisma, rat modeli {izerinde, giiniimiizde bir-
¢ok hastaligin etiyopatogenezine dahil edilen
oksidatif ve karbonil stres lizerine MGO’nun muh-
temel etkilerini degerlendirmek ve ayrica karnozin
varliginda, bu etkilerin ne sekilde degisebilecegini
aragtirmak amaciyla yapildi. Ratlardan elde edilen
plazma Orneklerinde oksidatif stres gostergesi olan
MDA ve protein oksidasyonunun gdstergesi olan
PCC diizeyleri tayin edildi.

GEREC ve YONTEM

Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Birimi tarafindan desteklenen ve Erciyes Universi-
tesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan onaylanan
bu calisma, Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik
Aragtirma Merkezi (DEKAM)’nde yapildi.

DEKAM’dan temin edilen Sprague—Dawley, 90-
120 giinliik, ortalama 250 gr agirliginda, 52 erkek
rat calisma grubunu olusturdu. Deney siiresince, 12
saat aydmlik/ karanlik 1g1k dongiisiinde, normal
oda sicakligi ve neminde tutulan ratlar, standart
pellet yem ve musluk suyu ile beslendi. Cevreye
uyumlarini saglamak amaciyla, ¢aligmaya baglama-
dan en az bir hafta 6nce, ratlar ayn1 deney ortamina
alind1.

Ratlara verilecek MGO ve karnozin dozunu, uygu-
lama siiresini ve seklini belirlemek amaciyla, 12
ratla yapilan 6n-galigmanin verilerine gore; ratlar,
MGO, karnozin ve MGO-karnozin uygulanan
gruplar ve kontrol olmak tizere, her biri 10 rat ice-
ren, 4 gruba ayrildi. Uygulama oncesi, calisma
stiresince (li¢ giin arayla) ve deney sonunda tartilan
ve ratlarin kilogram agirligi basma giinliik uygula-
nacak MGO ve/veya karnozin dozlari, her giin se-
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rum fizyolojik ile uygun sekilde diliie edilerek, 10
giin boyunca intraperitoneal olarak uygulandi
(Tablo I).

Son enjeksiyonu takiben, bir gece a¢ birakilan
ratlarin  kanlari, 80 mg/kg ketamin hidrokloriir
(Ketalar, Pfizer, 50 mg/ml’lik soliisyon) ve 10 mg/
kg ksilazin hidrokloriir (Rompun, Bayer, %2’lik
sollisyon) anestezisi altinda, abdominal aortadan
heparinize enjektore alindi. Kan 6rnekleri, +5°C’de
2000 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Elde edilen
plazma 6rnekleri, ¢alisma giiniine kadar, -20 °C’de
dondurularak saklandi.

Plazma MDA seviyeleri; Ohkawa ve ark (12) tara-
findan gelistirilen ve MDA’ nin, tiyobarbitiirik asit

Tablo 1. Calisma grubunu olusturan ratlarin deney plani

ile olusturdugu pembe kompleksin renk siddetinin
532 nm dalga boyunda 6lgiilmesi esasina dayanan
metoda gore tayin edildi. Plazma PCC diizeylerinin
ol¢timiinde, Reznick ve Packer (13) tarafindan gelis-
tirilen ve protein yapisinda bulunan karbonil grupla-
rmin  2.4-dinitrofenilhidrazin  ile olusturduklar
hidrazonlarin renk siddetinin 360 nm dalga boyunda
Olgiilmesine dayanan metod kullanildi. MDA ve
PCC diizeyleri, litre plazma basina mikromol olarak
verildi (mmol/L).

Istatistiki karsilastirma, “SPSS 10.0 for Windows”
bilgisayar paket programi ile eslestirilmis ¢ testi,
ANOVA ve post-ANOVA(Scheffe prosediir) testleri
kullanilarak yapildi. Tim istatistiki karsilastirmalar-
da, anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.

Grup Uygulanan Doz (mg/ kg rat agirhgi/giin)
Kontrol Serum fizyolojik (1 ml)

MGO 50 mg MGO

Karnozin 200 mg Karnozin

MGO-Karnozin

50 mg MGO/200 mg Karnozin

BULGULAR

Calisma sirasinda, MGO ve karnozin-MGO grupla-
rinda birer rat 61dii. Calisma 6ncesi, viicut agirligt
bakimindan, gruplar arasinda anlamli bir fark yoktu
(p>0.05). Caligmanin sonunda ratlarin viicut agir-
liklar1, galigma Oncesi degerleriyle karsilastirildi-
ginda; kontrol ve karnozin gruplarini olusturan
ratlarin agirliklarinin arttigr (p<0.05) ve benzer
sekilde karnozin-MGO grubundaki ratlarin da, ista-
tistiki onemi olmasa da, kilo aldiklar1 belirlendi.
Buna karsilik, MGO grubunda bulunan ratlarin
zayifladiklar1 tespit edildi (p<0.05). Calismanin
sonunda, gruplarin viicut agirliklar: birbiriyle kargi-
lastirildiginda, kontrol ve karnozin gruplari arasin-
da fark olmadigi (p>0.05); bu gruplarla karsilastiri-
lan MGO grubundaki ratlarin anlamli sekilde kilo
kaybettigi belirlendi (p<0.05). MGO-karnozin gru-
bunda, MGO ile birlikte verilen karnozinin kilo
kaybint 6nemli o6lgiide onledigi (p<0.05) ve bu
gruptaki ratlarin viicut agirligmin kontrol ve

karnozin gruplaridan farkli olmadigi (p>0.05) belir-
lendi (Tablo II). Ayrica, MGO grubunu olusturan
ratlarin giinliik aktivitelerinin azaldig1 ve uyaranlara
tepki vermedikleri gézlendi.

Calisma gruplarii olusturan ratlarin plazma MDA
ve PCC diizeyleri Tablo III’te gosterildi. Kontrol ve
karnozin gruplar1 arasinda plazma MDA ile PCC
bakimindan fark olmadigi (p>0.05); bu gruplarla
karsilastiritlan MGO grubunda ise MDA ve PCC’nin
yiikseldigi (p<0.05) ve hatta MGO grubu MDA de-
gerlerinin karnozin grubuna gore yaklasik 2 kat artti-
&1 tespit edildi (Tablo III).

Diger taraftan MGO grubuna goére, MGO ile
karnozinin kombine olarak verildigi grupta MDA ve
PCC seviyelerinin 6nemli dlgiide azaldigi (p<0.05)
ve bu grubun MDA ile PCC diizeyleri, sayisal olarak
daha yiiksek olsa bile, istatistiki bakimdan kontrol
ile karnozin gruplarindan farkli olmadigi (p>0.05)
saptandi (Tablo III).
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Tablo II. Ratlarin ¢aligma 6ncesi ve sonrasi viicut agirliklar

Gruplar n Rat Agirhg (g) t p
Once (X£SD) Sonra (X+SD)

Kontrol 10 251.6+8.4 256.1+7.3 3.16 p<0.012

Karnizon 10 242.7+20.2 249.8£15.0 3.33 p<0.009

MGO 9 252.0=+11.0 216.3 £17.4%* 8.35 p<0.005

Karnizon MGO 9 2604+ 11.1 265.7 £22.1° 0.893 p>0.005

ANOVA, post-ANOVA testi sonuglarina gore :
* : Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0.05
b : MGO grubu ile karsilastirildiginda p<0.05

Tablo III. Ratlarda plazma MDA ve PCC seviyeleri

a : Karnozin grubu ile karsilagtirildiginda p<0.05

Gruplar n MD?XEEIEIS;)I/L) PC((] X(:I;lsn];())l/L)
Kontrol 10 4.02 +1.60 7.36+1.82
Karnizon 10 3.44+1.05 8.79 + 1.81
MGO 9 6.72 £ 0.78** 12.76 + 0.91**
Karnizon MGO 9 2.67+0.59° 9.51+1.17°

ANOVA, post-ANOVA testi sonuglarina gore :
* : Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0.05
b : MGO grubu ile karsilastirildiginda p<0.05

TARTISMA

Giiniimiizde AGE olusumu ve karbonil stres, basta
DM komplikasyonlar1 olmak iizere ateroskleroz,
yaslanma, Alzheimer gibi hastaliklarin
etiyopatogenezinde rol oynamaktadir (3).

Karbohidrat, lipid gibi farkli biyomolekiillerden
olusan ¢ok sayidaki RCC’den hangisinin, 6zellikle
AGE olusumundan ve dolayisiyla patolojik tablola-
rin gelisiminden sorumlu oldugunu kesin olarak
belirlemek olduk¢a gilic olmasmna ragmen,;
MGO’nun AGE olusumu igin baglica prekiirsér
oldugu (14); DM hastalarinda yiiksek seviyelerde
bulundugu (5) ve 3-DG’ye gore proteinlerdeki
arginin artiklarina karsi 200 kat daha reaktif oldugu

a : Karnozin grubu ile karsilagtirildiginda p<0.05

(15) gosterilmistir. Bu nedenle, protein glikasyonu
ve oksidatif streste MGO’nun yerini daha iyi belir-
leyebilmek amaciyla, bu g¢aligmada toksik ajan
olarak tek basina MGO kullanilmugtir.

Oksidatif ve karbonil stresin tayininde, MDA, 4-
HNE gibi lipid peroksidasyonu firlinleri ile tiyol
oksidasyonu ve PCC gibi protein oksidasyon iiriin-
leri siklikla kullanilmaktadir (2). Literatiirde SOR,
MDA, PCC, tiyol bilesikleri (siilfidril gruplari,
GSH, sistein) ve antioksidan enzimler gibi para-
metreler lizerinden MGO etkilerini inceleyen in
vitro (16-18) ve in vivo (19,20) caligmalar,
MGO’nun oksidan-antioksidan sistem iizerine etki-
lerini agiklayan farkli mekanizmalar 6ne siirmekte-
dir.
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MGO ile muamele edilen ovalbiiminin, PCC igeri-
ginin arttigt  ve yiksek molekiill agirhikli
polipeptidlerin olustugu gosterilmistir (10). Esit
konsantrasyonda MGO, askorbik asit ve glioksal
ile inkiibe edilen sigir lens proteinlerinin serbest
tiyol igeriklerinin azaldigi ve PCC diizeylerinin
yiikseldigi gozlenmistir. En yiiksek PCC diizeyleri-
nin MGO ile elde edilmesi, protein
karbonilasyonuna neden olan en zararli RCC’nin
MGO oldugu fikrini dogurmustur (17). MGO’nun
protein yapisindaki arginin, lizin ve histidin artikla-
rin1 modifiye ettigi ve lizil -NH, ve histidil-
imidazol gruplariyla PCC olusturdugu bildirilmek-
tedir (21). Bu ¢alismada da, MGO verilen ratlarin
plazma PCC diizeylerinin kontrole gore yaklasik 2
kat arttig1 belirlendi. Daha da 6nemlisi, literatiirde-
ki in vitro caligmalara ilaveten; MGO’nun yiiksek
PCC diizeyleri iizerinden protein oksidasyonuna
yol agtigin1 gosteren bu ilk in vivo ¢alisma, diyabe-
ti de i¢ine alan birgok hastaligin etiyopatogenezinin
anlasilmasina katkida bulunacaktir.

MGO’nun oksidatif strese neden oldugunu MDA
iizerinden gosteren literatiirdeki tek in vivo calig-
mada, farelere ip olarak tek doz uygulanan
MGO’nun; 100 mg/kg ve istiindeki dozlarda kara-
ciger MDA seviyelerini artirdigi gosterilmistir
(19). Benzer sekilde, bu calismada da MGO’nun
plazma MDA diizeylerini arttirdig belirlendi.

AGE ve SOR olusumunu oOnlemek amaciyla
aminoguanidin, etanol, anjiotensin konverting en-
zim blokerleri gibi antioksidan ve/veya
antiglikasyon ozellik gosteren ¢esitli bilesiklerle
caligmalar yapilmasina ragmen (7,8); bu ajanlarin
norotoksisite, vitamin B6 eksikligi gibi yan etkiler
gostermesi, klinik kullanimlarini kisitlamaktadir
(8). Halbuki AGE olusumunu &nleyecek ajan, her
seyden Once endojen ve antioksidan 6zellikte olma-
I, RCC bilesiklerinin etkisini 6nlemeli, AGE olu-
san bolgelere kolayca ulasabilmeli ve, toksik olma-
malidir. Suda ¢oziinebilen endojen bir dipeptid
olan karnozin, bu &zelliklerin ¢oguna sahiptir ve
yara iyilesmesi, immiinostimiilasyon, tamponlama,
membranlar1 koruma ve yaslanmayi onleme gibi
iyi bilinen etkilerinin yani sira, son yillarda antiok-
sidan ve antiglikasyon &zellikleriyle de dikkat ¢ek-
mektedir (22). Bu nedenle patogenezinde AGE

bulunan hastaliklarin tedavisinde, karnozinin ideal
bir “anti-AGE” bilesigi olarak kullanilabilecegi
gOriigii, glin gegtikce onem kazanmaktadir (23,24).

Karnozinin, antioksidan ve antiglikasyon etkilerini
gosteren in vivo (25,26) ve in vitro ¢aligmalara
ilaveten (10,11); HO", LOO", O, '0,ve HOCI
gibi SOR tiirevleri ile direkt etkileserek hiicreye
ilave antioksidan gii¢ sagladig1 (22), ayrica metal
selasyonu yoluyla da antioksidan &zellik gosterdigi
(27,28) bildirilmektedir. Karnozinin, MDA ve
HOCI ile inkiibe edilen BSA, ovalbiimin ve a-
kristalin gibi model proteinlerde PCC olusumunu
ve endojen karbonil bilesikleriyle SOD, a-kristalin,
katalaz gibi proteinlerin olusturdugu in vitro
glikasyonu 6nledigi bildirilmekte (29) ve karnozin,
giintimiizde “dogal antiglikasyon ajan” olarak ta-
nimlanmaktadir  (24). Dahasi, antioksidan/
antiglikasyon etkileriyle rat beyin endotelyal hiic-
relerini  PB-amiloid toksisitesinden korumada;
anserin, B-alanin, SOD gibi diger endojen bilesikle-
re gore, karnozinin daha potent oldugu bildirilmis-
tir (30).

Karnozinin MGO ile modifiye edilen proteinler
iizerinde de antiglikasyon etkileri gosterilmistir.
MGO ile 1 ila 7 giin boyunca, 37 °C’de inkiibe
edilen ovalblimin {izerinde olusan karbonil sayisi-
nin, inkiibasyon siiresi uzadik¢a, intra- ve inter-
molekiiler ¢apraz baglanmalar nedeniyle giderek
azaldig: bildirilmekte ve ayni ortama ilave edilen
karnozinle, azalma oran1 %56’ya ulagsmaktadir
(10). Benzer bir ¢alismada, farkli konsantrasyon-
larda MGO ile inkiibe edilen ovalbiimin ve lizin
¢ozeltilerindeki kahverengilesme, elektroforetik
mobilitede azalma, molekiil agirhginda artma gibi
protein modifikasyonuna bagl  degisiklikler,
karnozin varliginda nlenebilmektedir (11).

Literatiirde MGO ve karnozinin birlikte kullanildi-
81 in vivo bir ¢alismaya rastlanilamamistir. Yukari-
da verilen in vitro galigmalarin bulgularint destek-
leyecek sekilde; bu ¢alismada da ratlara MGO ile
beraber verilen karnozinin, MGO ile yiikselen
plazma MDA ve PCC diizeylerini diisiirdiigii goz-
lenmistir. Karnozinin koruyucu etkilerinin bu in
vivo ¢alismayla gosterilmesi, hem literatiire biiyiik
katki saglayacak hem de karnozinin AGE ile iliski-
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li hastaliklarda antiglikasyon ajan1 olarak, standart
tedavi protokollerine eklenmesini giindeme getire-
bilecektir.

Bu caligmanin bulgular ve literatiir bilgileri birlik-
te degerlendirildiginde; endojen bir RCC olan
MGO’nun, yiiksek plazma MDA ve PCC degerle-
riyle yansitildigi gibi, lipid/protein oksidasyonuna
ve dolayisiyla AGE olusumuna neden oldugu sdy-
lenebilir. Benzer sekilde endojen bir dipeptid olan
karnozinin, antioksidan ve antiglikasyon 6zellikle-
riyle, MGO ile yiikselen plazma MDA ve PCC
degerlerini  diisiirdiigii, bdylece organizmay1
oksidasyondan koruyabilecegi one siiriilebilir.

Sonug olarak, etiyopatogenezinde AGE olusumu-
nun sorumlu tutuldugu hastaliklarda karnozinin
ilave bir terapdtik ajan olarak kullanilmasi 6nerile-
bilir.
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