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GIRIS VE AMAGC

Diabeti Kapadokyali Aretaeus (MO 81-138) buyuk miktar-
da tath bir idrar, biyiikk viicut, kasilmalar ve mesghur doktorlarin
ilaglariyla bile 6liim kaginilmaz bir hastalik olarak tanimlamistir.
Bu tanimlamadan 18 yiizyil sonra 1889’da von Mering ve Minkows-
ki kopeklerde pankreatomi yaparak, poliiiri, glukoziri, hiperglise-

mi ketoasidoz, koma ve 6limle biten pankreatik diyabeti kegfetti-
ler (75).

Bundan sonra pankreasin kan gsekerini disiiriicii bir madde-
yi (hormon) urettigi hipotezi destek buldu. Bouchardat, von Noor-
den, Allen, Joslin ve diger arastiricilar (1870-1923) kisa siireli agh-
gin glukoziiriyi azalttifin1 veya ortadan kaldirdigini, digik kalorili
bol lifli diyet ile kilo kaybinin ve yiizdesi yitksek kompleks karbo-
hidratlarin ketozisi baskiladigini gosterdiler. Bu yaklagimlar olduk-
¢a ilgi uyandirdi. Zira bu tavsiyeler ile gegirilen 1-2 yil gibi siire
sonunda hipergliseminin ve fazla kilolarin bityilkk 6lgiide Sniine ge-
¢ildi. Daha da 6nemlisi diabetik ketoasidoza meyil azaltilmis oldu.
Daha o6nceleri diabetik ketoasidoz veya beslenmede normal kilo-
nun % 60-70 altina disilmeden dolay: olusan 6lim yiizdesi gok

azalmig oldu. Nihayet Insilinin kesfi ve klinik kullanim:



(1921-1922) ile diyabetik ketoasidoz biiyilk oranda tedavi edilebi-
lir hale geldi, fakat 1941’lere kadar diabetten 6lim orani1 Ameri-
ka’da % 12-44 seviyelerindeydi. Bu oran yakin zamanda keton ci-
simlerin kan konsantrasyonlarinin tayini, tedavide optimal sivi,
elektrolit kullanim: ve antibiyotik tedavileriyle gelismis merkezler-

de % 2 seviyelerine kadar indirilebilmigtir (10).

Diabetik ketoasidoz vakalarinda kan pH’1 keton cisimleri-
nin artigina bagli olarak azalir ve hastalar ketoasidoz komasina gi-
rerler. Klinik tedavilerin yonlendirilmesinde, diagnostik agidan ke-
ton cisimlerinin belirtilmesi 6nemlidir. Gerek diabetik ketoasidoza
gidig ve diabetik ketoasidoz durumunda gerekse ketoasidozun gidi-
sinin takibinde iilkemizde genellikle idrar asetonu rutin analizler-
de semikantitatif olarak belirtilmektedir. Son zamanlarda siklikla
kullanilan idrar ve serum stripleri aseton veya asetoasetik asidi se-
mikantitatif olarak sodyum nitroprusiyat reaksiyonu ile belirtilmek-
tedir. Siphesiz nitroprusiyat testi ile keton cisimlerinin belirtilme-
si diabetik hastalarin ketoz durumlarinin takibinde yararlhdir. Fa-
kat bu yontemlerle keton cisimlerinin biilyik kismini olusturan P-—
hidroksibutirat (%70) gosterilemedigi gibi,test aseton igin asetoa-
setat ile kiyaslandifinda 5-10 kat daha az duyarli bir testtir. Aseto-
nun 5 mmol/L’nin altindaki serum degerlerinde pozitif sonug ver-
mesi de ¢ok nadirdir. Bu nedenler diginiildigiinde test ile asetoa-
setat’in belirtilmesi gok 6nem kazanmaktadir. Serum strip yéntem-
lerinden ketostix ile asetoasetat: duyarli belirtme sinir1 50-100
mg/L, Acetest igin bu sinir 25-50 mg/L seviy.felerindedir. Yoéntemin
lineerite aralif1 ise 1600 mg/L seviyesine kadardir. Ayrlca’ Ketos-
tix Levodopa’nin yitksek konsantrasyonunda hatali pozitif reaksi-
yon vermektedir. Idrar rengini etkileyen faktérlerde reaksiyonu et-

kileyebilmektedir (28).1liml1 ketonemi durumlarinda idrarla keton



cisimlerin kayb:i keton cisimlerin viicut tarafindan sentezlenen ve
tiketilen miktarin gok az bir kismidir. Tam bir bobrek esigi degeri-
de bulunamamigtir. Bu nedenle ketoneminin ketoniiriye gore terci-
hen belirtilmesi ketozisi géstermek agisindan klinik 6neme haizdir
(36). |

Bu durumlari géz 6niine alarak bu tez ¢aligmasinda éncelik-
le amacimiz giivenilir bir yontemle kanda keton cisimlerinin biiyiik
kismini olugturan B-hidroksibutirat ve asetoasetat: ayr:1 ayri kanti-
tatif tayin etmekti. Aglik, diabet ve akut alkol alinimi durumlarin-
da karacigerin oksidatif kapasitesi azalir, NAD/NADH oran: diiger

(28,74).Bu bilgilerin 15131 altinda diabetik ketoasidoz durumlarinda
NAD/NADH oraninin bir géstergesi olan B-hidroksibutirat/asetoa-
setat oraninin bulunup, kontrol grubuna kiyasla ne kadar degistigi-
ni gc'isterinek diger bir amacimizdi. Ketojeneze biiyik oranda ase-
til-KoA saglayan serbest yag asidlerinin diabetik ketoasidoz duru-
munda kanda hangi konsantrasyon araliginda degistigini géstermeyi-

de amagladik.

Tim bu amaglarimizi gergeklestirmek icin insanlarda dia-
bet olusumunun akut ve ilerleyen devrelerini i¢erecek bir takvime
gore deney hayvanlarinda islem yapmay: amagladik. Bunun igin si-
canlari Streptozotocin enjeksiyonundan sonra sirasiyla 48 saat, 1
hafta, 2 hafta, 3 hafta ve 4 hafta sonra sakrifiye edip, kan numune-
si almay: digindik. Bugine kadar bu gekilde diizenlenmemig bir
takvime gore tayin edecegimiz parametrelerin literatiire biyiik kat-

kis1 olacag kanisindaydik.



GENEL BILGILER

Ketojenez ve keton cisimleri

Ketojenez, karaciger hiicrelerinin mitokondrisinde olugur.
Iyi kontrol edilemeyen diabette ketojenezin artig1 temelde iki fak-

tore baglidir.

1 - Keton sentezinin 6n maddesi asetil-KoA’nin en biyik

vericisi olan serbest yag asidlerinin (FFA) karacigere biyik oran-

da sunulmasai.

2 - Serbest yag asidlerinin hepatik oksidasyonunun azaligi-

dir (39,40).

Adipoz dokuda lipoliz, insilin eksikliginin primer uyarisiy-
ken, buna kargilik glukagon fazlalig1 ise hepatik ketojenezin pri-
mer uyarisidir(30)Periferal lipoliz ile olugturulan plazma FFA arti-
stna FFA’nin hepatik alinimindaki artig eslik eder ve karacigere
alinan yag asidleri temelde iki metabolik yol izler. Ya sitoplazma-
da trigliserid, kolesterol ve fosfolipidlere esterlegir yada mitokond-
rial B- oksidasyon sonucunda keton cisimleri veya CO, ve H, O olus-

turur.



Ketojenez detayli olarak (§ekil 1) de gosterilmigtir (36).

FEA
ATP AG{lL -KoA
KoA \ SENTETAZ
\{ Esterlegtirme
Agil-KaA » Triagilqgliserol
(Asetil- .
/’- KoA) J/ p-Oksidasyon
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P e i el S T - -
7 < ~
’ H,0° M an N
/ \
i \
v : HMG -K oA f
=R 0O
setoasetil-KoA SENTAZ |
KnA |
TivoLAZ 5-Hidroksi-3-metil |
glutaril-KoA {
HIG-KoA] |
LivAZ ,
AsPtll KoA a /
pool A%etx]—KoA y;
P
Asetoasetat 4~
+
D(-V-35-HipROKSIRUTIRAT 7 NAPH+H
DEHIDRUGENAZ .
NAD

D(-)-3-Hidroksibutirat
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Sekil 1. Ketojenez.



Oncelikle yag asidlerinin oksidasyona ugramasi igin mito-
kondri igine girmesi gerekir. Bu basit bir transport olay: degildir.
Bugiin bilyiik 6lgiide aydinlatilmig olan k@rnitin bagimli, birden faz-
la enzimin yer aldig: bir transport geklidir(39,40).Transportun ilk
agsamasinda, yag asidi ATP ve Ko-A varliginda agil-KoA sentetaz
enzimi ile agil-KoA sekline aktiflenir. Olugan agil-KoA’ya karnitin
palmitoil transferaz I (CPT I) katalizi ile karnitin baglanarak
agil-karnitin olugturulur.Agil karnitin ise karnitin-agil karnitin
translokazi ile i¢ mitokondri membrani boyunca translokasyona ug-
ratilip, mitokondri igine adeta aktarilmiy olunur. Transport sistemi-
nin son agamasinda ise i¢ mitokondri membraninin i¢ kisminda bu-
lunan karnitin palmitoiltrasferaz II enzimi, transport edilen agil
karnitinden karnitini ayirir. Bu yolla yag asidi, agil KoA’s1 seklin-
de mitokondri igine transfer edilmis olunur (36).

Sekil 2’de bu metabolik yollar gésterilmistir (36).

Prs FFA
ATP + KoA
B Y S TR T . N
AMP + PP,
SENTETAZ : * Dis mitokondri
membrana
Agil-KoA KoA i1
Karnitia o Actl-
karnitin
KARNITIN |-
) opawmttotn-f o f L
TRANSFERAZ-I
_KARNITIN '
AGILKARNITIN . i¢ mitokondri
TRANSLOKAZ 4 membrani
KARNITIN :
e PALMITOTL TRANS
| FERAZ 11
,af"j;}f”’
Karnitin Agil-
Acil-KoA Koa karnitin

P-Oksidasyon

Sekil 2. Karnitin transport sistemi.



Bu transport sistemindeki enzimlerin aktivitesi, karnitin
konsantrasyonu ve translokasyon gibi faktdrler regillasyonda ¢ok
6nemlidirfi8,3849,78) Bu konu ketojenezin regillasyonu kisminda de-

tayli olarak ele alinacaktir.

Mitokondri igine transfer edilen agil-KoA,P - oksidasyon so-
nucu asetil- KoA’ya kadar pargalanir. Asetil-KoA / KoA oran: yiik-
sek ise asetoasetil - KoA olugumu yiiksektir. Bu da ketojenez yolun-
da 6nemli bir metabolitin yiiksek konsantrasyonda olmasi demek-
tir. Asetoasetil- KoA asetilKoA ile birleserek sentezde d6nemli bir
molekiil olan 3- hidroksi - 3 - metil glutaril - KoA (HMG - KoA)
olusur. HMG - KoA’ya Liyaz enziminin etkisiyle birinci keton ci-
sim olan asetoasetik asid olusur. Ondanda D (-) - 3-hidroksibutirat
dehidrogenaz enzim aktivitesi ile indirgenme sonucunda D (-) - 3 -
hidroksibutirik asid olusur. Buda ikinci keton cismidir. Ugiinci ke-
ton cismi ise asetoasetik asid’in spontan dekarboksilasyonu ile olu-

san asetondur. Bu metabolik yollar Sekil 3’de gosterilmigtir (36).

G
CH3 -C - CH3
Aseton

0
I N
CH3 -C - CH2 -COO0
Asetoasetat
_ D(-) -3-HIDROKSIBUTIRAT
NADH+H* DEHIDROJENAZ

NAD™* OH
CH3 - CH - CH2 - CO00o

D(-) -3-Hidroksibutirat

Sekil 3. Asetoasetat’tan, aseton ve P-hidroksibutirat’ln olugumu.



Keton cisimlerin formiilleri, kimyasal ve fiziksel bazi 6zelliklerine Tablo 1 de
deginilmigtir (28).

Tablo 1. Keton cisimlerinin formiilleri, bazi kimyasal ve fiziksel

6zellikleri.
Asetoasetik asid Aseton p- Hidr?gsibutirik
as
0 OH O
‘ El: " ] l c i OH
CH3 CHZCOH CH:3CCH3 CH3§:‘ HZC -
o 4H603 : C3H60 Cc 4H803
MW« 102.09 58.08 104.10
Kimyasal Sinffi:  Ketokarboksilik asid Keton Hidroks{i;arboksilik
asi
Kaynama Noktasi : (100'C de Asetona ve co; & ¢oziinir). 56.5C —
Erime Noktasi : ~ 36-37 C -94°C 45.5-48°C
Yodunludu : —_ 0,788(25°C) -

Keton cisimleri kelimesi, ketonlar ile karigtirilmamalidir.
Keton cisimlerinin hepsi formiillerinden de géruldugi gibi keton de-
gildirler. B-Hidroksibutirat ve asetoasetat karboksilik asid 6zelli-
gindedir. Keton cisimlerinin artigina bagli olarak kan pH’inin azal-
mas1 zayif asidik 6zellikteki bu keton cisimlerinden dolayidir. Ayri-
ca insan kaninda keton yapisinda bir¢ok molekil bulunmaktadir.

Bunlarin fonksiyon ve metabolizmalar: ise keton cisimlerinden ¢ok
farklidir.



Keton cisimlerinin giniimiize kadar mevcut olan 6nemli ta-
yin yontemleri agagidaki tablolarda 6zetlenmigtir (28).

Tablo 2 :

P - Hidroksibutirat

Tayin Yd&ntemleri

---------------------------------------------------------------------------------

---------------------------------------------------------------------------------

1- Kolorimetrik

2- Gas kromatagrafi

iki agamal: tayin :

3- Enzimatik

4- Kapilter
izotakoforez

Asid oksidasyon

pOHBA ——3 Aseloaselal

2,4-Dinitrofeni)
Hidrazin

Asetoasetat—— 3 Hidrazon
kompleksi

(san)

1.Endojen aselon 8igim

Asid dikromat
2.p.HB ——— 3 Aseton

2.tayinden 1.si gikantir.

BH8D
POHBO+NAD' __5 Asetoasetal

+NADH+H"?

Elektrikli alanda PHB dijer
bilegiklerden ayrilir ve potan-
siyel gradient dedektdrid ile
otglar.

Semikantitatif eski bir
yéntemdir.

Alev jyonizasyonu ile
kantitatif arastirmaya uygun
yéntem, spesifik deJildir.

Spekirofotometrik kantitatif,
giivenilir az numune gerekliren
hizh bir ydntem.

Hizli ve direk analiz imkan!
saflar, fakat rutin analize
uygun dejildir. Ayrica

iglem teknik tecriibe gerektirir.



Tablo 3:

1- Kolorimetrik
a.

b. Gerhardt testi:

2- Enzimatik

3- Gaz kromatografi

4- Radyokimya

5- Kapiller
izotakoforez

Asetoasetat

10

Ac Ac + CSFeNsNaZO -—» Renkli

(sodyum nitroprusiyat) bilegik

Ac Ac + l~‘eCl3 —> Kirmiza
renkli dria

HBD
+BHED waD*

+ BOHBA

AcAc+NADH+H

asid
Ac A¢ ———> Aseton + CO2

Aseton spesifik alikonma zaman:
ile tayin edilir.

asid 125
Ac Ac =——> Aseton + I - Cli
radyoaktif
iyodofoim

(gama okuyucuda dlgim)

Ac Ac diger bilegiklerden elektriki
alanda ayrilir potensiyel gradient
dedektdrii ile olgiilir.

Tayin Yontemleri (28).

fdrarda Asetoasetat:
semikantitatif belirten hizl1 bir
testtir.

Spesifik olmayan kalitatif,eski
bir testtir.

Spektrofotometrik kantitatif,
givenilir az numune gerektiren
hizll bir yontemdir.

Alev iyonizasyonu ile
kantitatif,glivenilir bir yéntem,
fakat rutinden gok aragtirma
amagli bir yontemdir.

Kantitatif aragtirma ydntemi
radyo izotop ile galigmay:
gerektirir.

Kantitatif potensiyometrik bir
yontem;teknik tecriibe
gerektirir.Rutin analizter igin
uygun degildir.
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Tablo 4: Aseton Tayin Yontemleri (28).

Metod Prensibi Ozellikleri
1- Coktiirme Civa tuzlar: ile ¢oktiiriilen aseton Yalniz Asetonu Slgen eski bir
Gravimetrik veya titrimetrik ydntemdir.
belirtilir.
0
2- Kolorimetrik CHO 'CH3 HC=CH-C-CH =CH Yalniz Asetonu dlgen nadir
_ kullapilan kantitati{ yéntem.
= +2H,0
CHg
Vantlin
3- Kolorimetrik NazFe(CN)sNO +Aseton —p Renkli Semikantitatif ydntem yalniz
Asetoasetat drin asetoasetata asetondan § kat

daha duyarlidir,

4-Gaz kromatografi Aseton alev iyonizan dedektdr ile Kantitatif rutin analiziere
direkt tayin edilir. uygun degildir.
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Ketojenezin Regiilasyonu

Ketojenezin diizenlenmesi tek bir metabolik yol veya tek
bir enzim regiilasyonu degil, birden fazla metabolik yolun ve fakto-
rin yer aldig1 bir regillasyondur. Regiillasyon basamaklarindan biri
Lipolizdir. Aglik ve kontrol edilemeyen diyabet ile yag dokusunda
lipolizin artig: insiilin eksiklifinin ve insiline zit yonde ¢aligan re-
gilasyon hormonlarinin fazlaliginin, hormona duyarli lipaz iizerine
kombine etkisi sonucudur (25). Bu etkilerle artan plazma ser-
best yag asidi (FFA) konsantrasyonu pasif olarak keton cisimleri-
nin olugmasini arttirir (3). Karaciger dolagimdaki FFA’lar1 kendi
iginde sirkiille ederken % 30 veya daha fazlasini tutma kabiliyetine
sahiptir. Substrat olarak uygun miktarda FFA bulundugunda karaci-
gerin asetoasetat ve B- hidroksibutirat olusturdugu izotopik deney-
lerle gosterilmigtir. Ayrica ayni yag ésidi konsantrasyonunda oksi-

dasyon insiilin ve karbohidratlarlada degigmektedir (33).

Perfiize sigan karacigeri ile yapilan ve agagidaki gekilde
gosterilen galigmada, ortalama aglik konsantrasyonu olan 0,7 mM
oleik asid ile a¢ birakilan siganlarda keton cisim dretimi grafikte

gosterilmigtir (51).



KETON (RETIMI
( p mol/100 g viicut agirligy)
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Burda beslenmenin sonlandi1f: ilk 6 saatten sonra belirtilen
yag asidi konsantrasyonu igin diisiik keton cisim iretimi gériliiyor,
fakat 6 —9. saatlerde ise keton lretimi hizla yiikseliyor. Adeta bu
zaman zarfinda perfiize karaciere yag asidinin ketojenik yolla giri-
sini arttiran bir olay oluyor. Yani maksimal ketojenez, aktiflegmisg

yag asidi oksidasyonu ile agikar olan bir hepatik metabolizma degi-

simine gereksinim duymaktadir (41).

sor II/I %\
100 | ,I { ’\I—#’I
\

50

k/ H“I
I B | | P
5 10 I5 20 25 30 48 96

ACLIK SAATLERT

Sekil 4. Aglik zamanina bagh keton cisim dretimi.
Sekilde gosterilen kesik gizgiler tekrar besleme ile degigen

keton cisim iiretimini gostermektedir.
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Hepatik metabolizmada yag asidi oksidasyonunun ve ketoje-
nezin primer regiilator kisminin, dig mitokondri membraninda loka-
lize karnitin palmitoil tranferaz I (CPT I) oldugu gérilmigtir. En-
zim uzun zincirli yag asidi mitokondrial girigimi regile etmektedir.
Karaciger tarafindan alinan yag asidleri ya sitoplazmada esterles-
me yada mitokondride oksidasyon yoluna sapacaklardir. Bu boélis-
menin orani aglhik durumunda biyik oranda oksidasyon yénindedir
(37,79). Onceleri trigliserid sentezinin inhibisyonunun yag asidi ok-
sidasyonunu arttirdif, yani kontrolin esterlesme yolundan oldugu
saniliyordu, fakat bugin bunun dogru olmadig: spesifik bir inhibitor
ile yag asidi oksidasyonunun bloke edilmesi sonucunda hemen yeni
trigliserid olusumu ile gosterildi (51). Diger bir ifadeyle esterles-
me yolunda intrinsik bir defekt yoktur, esterlesmenin azalmasi yag
asidi oksidasyonunun aktiflesmesi ile yag asidlerinin trigliserid sen-

tezinde baska yere gevrilmesidir.

Regiilator kisum ile ilgili olarak ilk deliller oktanik ve ole-
ik asidin hepatik metabolizmalarinin kargilagtirilmas: galigmalarin-
dan ¢ikmigtir (42,43). Uzun zincirli yag asidleri (oleat gibi) i¢ mi-
tokondri membranini gegemezler ve yag asidi oksidasyonu enzimle-
rini etkileyemezler. Bu bariyeri ge¢mek CPT D’in etkinligi altinda

uzun zincirli yag asidi agil grubunun karnitine transesterifikasyonu

ile mimkindir (4,22). Bu reaksiyonun tersi ise CPT II’in etkinli-
ginde olur. Buna kargilik oktanik asid gibi orta zincir uzunluga sa-
hip yag asidleri bu transport sisteminden bagimsiz olarak, serbest-
¢e i¢ membrani geger (17). Bundan dolay: oktanik asid igin oksidas-
yon orani temelde P- oksidasyon zincirinin kapasitesini yansitir. Ole-
ik asidin oksidasyonu ise ekstra mitokondrial uzun zincirli KoA’-

dan asetoasetat ve P- hidroksibutirat olusumuna kadar olan tim
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metabolik yolun hiz sinirlayici basamag: olan CPT I’in aktivitesini
yansitir. Oktanoik asidin asetil-KoA’ya oksidasyonunun ag¢liktan et-
kilenmedigi, oysa oleat oksidasyonunun tokluktan agliga 6 kat artti-
g1 gosterilmigtir (17,42,43). Buda CPT I’in regiilatér rolinii goste-
ren agik bir délildir.

Burda ii¢ durum daha diginilmigtir. Birincisi orta veya
uzun zincirli yag asidlerinin uptake oranlarinin karacigerde gerek
a¢ gerekse tok siganlarda farkli olmadigi, yani hepatositlere upta-
ke’ de bir regiillator kisim olmadigidir. Ikincisi asetil-KoA’ nin tri-
karboksilik asid sikliisiine ve uzun zincirli yag asidi sentezine girig
oran1 asetil-KoA’ nin ketojenezde kullanilma derecesini etkiledigi
halde, bu etkiler agligin indikledigi asetil-KoA olugturan B- oksi-
dasyon yaninda kiyaslandiginda ¢ok diigitk kalmaktadir (41,42,43).
Kantitatif olarak yag asidi sentezindeki azalma Krebs siklisiine,
asetil-KoA kaymasindan gok daha énemlidir (43). Oksaloasetat yet-
mezligi ketozis olugturacak primer bir sebep oldugu gergektir (27).
Ugiincii durum ise mitokondri membrani boyunca karnitin ve agil
karnitinin birbirine déniisimini saglayan karnitin agil karnitin
translokaz enzimi igindir. Her ne kadar karacigerde bu doniisiim
kapasitesi yiiksek olsa bile, bu kapasitenin genisletilmesi ve pri-
mer regiilatér rol oynamasi pek muhtemel degildir (63).

Glukagonun hepatik ketojenezde baglama sinyali verme
fonksiyonu vardir. CPT D’in regiillatér gorevi anlagildiktan sonra,
kontrol mekanizmasinin nasil oldugu sorusu giindeme geldi. Hepa-
tik metabolizmanin regiillasyonunda glukagoﬁ ve instlinin kargilikhh
etkileri giiphesiz 6nemlidir (74), fakat karbohidrat metabolizmas:

iizerindeki etkileri daha 6nemlidir (6,34). Buna karsilik Mc Garry
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ve galigma arkadaglar1 glukagonunda tek basina énemini géstermis-
lerdir (56). Bu ¢aligmada toklukta siganlara aghk konsantrasyonla-
r1 seviyesinde anti-insiilin serumu veya glukagon vererek hiperglise-

mi ve ketozis olugturmuglardir (Sekil 5).
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yesine etkileri. ‘
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Bu durumda glukagon seviyesi artmis, fakat artan glukagon
seviyesi insiillinin serbestlegsmesini stimiile ettiginden kisa siirede
artan glukoz ve FFA seviyeleri diigmistir. Arastiricilar siganlara
karaciger perfiizyonu yapip yag asidi verdiklerinde tamamen farkl
bir tablo ortaya ¢ikmigtir. Bu durum $ekil 6 da gosterilmigtir (15).
Buna gore karaciger keton cisimleri iiretimi, tedavi edilmeyen ve-
ya anti-insiilin serumu verilmeyen tokluk durumundaki siganlarda
digiktir. A¢lik durumunda tretim tokluga gore yaklagik 5 kati da-
ha yiiksek oranda olmaktadir. Anti-insiilinserumu, verilen siganla-
rin 3 saatlik asetoasetat ve P- hidroksibutirat seviyeleri adeta 24
saatlik agliga birakilan siganlarinkiyle parelellik arzetmektedirki
buda pek siirpriz bir sonug degildir. Burda siirpriz olan glukagonun
deneysel diabetik durumda olusturulan ketojeneze egdeger ketoje-
nezi karaciferi aktive ederek olusturmasidir. Plazma glukagonu art-
tirarak nonketotik hayvanlarda ketojenik karaciger husule getiril-
migtir. Bunun normal plazma insiilin seviyesinin Gstiindeki degerler-
dede bagarili olmasi 6nemli bir bulgudur (56). Kalitatif olarak ben-
zer degigiklikler yalniz 1 saatlik glukagon verilmesiylede olugturul-

mugtur. Ayrica insilinin lipoliz tizerine yaptigi blok asilarak suni
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Sekil 6 . Karaciger perfiizyonu yapilan siganlarin, degigik para-
metre kargi keton cisim iretimi.
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olarak kanda arttirilan FFA seviyesi ile karacigerin FFA alinimina
gegmesi saglanmigtir. Buda insilinin tam kapasite ile salgilandifn
siirece glukagonun in vivo etkilerinin hig bir zaman taktir edilebilir

seviyelerde olmayacaginin iyi bir gostergesidir (7,31,59,73).

Hernekadar glukagon hepatik ketojenez igin baglatic1 sin-
yal olarak tanimlansa bile diger katabolik hormonlarda bu prosesin
indiiklenmesinde rol almaktadir1,6,26,34,69,70). Glukagonun bu keto-
jenik etkisi diger hormonlar tarafindan hem in vivoda hem in vitro-
da iki katina ¢ikarilamaz. insanlarda da glukagonun ketojenik etki-
si farkli aragtiricilar tarafindan kanitlanmistir (19,24,57,74).

CPT I’in miktar: ketotik durumla, B- oksi:i‘asyon ve ketoje-
nez enzimlerinin artigina bagli olarak artmaz (11,76). Sican karaci-
gerinin dilue homojenatlarinda yiksek oranda keton cisim sentezi
yapilabilmistir ve sentez homojenati hazirlanan karacigerin 6nce-
den ketojenik veya nonketojenik olmasindan etkilenmemigstir (44).
Aragtiricilar bu durumda tokluktaki deney hayvanlarindan homoje-
natlarin hazirlanmas: esnasinda bir inhibe edici komponentin dilue
edildigi veya kayba ugradif: stiphesine kapildilar. Perfiize karaci-
ger denemelerinde laktat ve fruktozun 6nemli antiketojenik etkile-
ri ortaya ¢ikt1(42). Fakat karaciger homojenatlarinda bu ara iiriin-
lerin etkin olmadig: gozlendi. Daha sonra karaciger homojenatlarin-
da CPT I’ uzerine giigli inhibe edici etkinin uzun zincirli yag asidi
sentezinde 6nemli bagslangi¢ maddelerinden olan malonil-KoA oldu-
gu bulundu (50). Bundan sonra molekiliin yag asidi oksidasyonu, ke-
tojenez ve yag asidi sentezinde 6nemli regiilatdr role sahip oldugu
digiiniildd. Yag asidi sentez ve yikilig1 ayni anda olmuyor, bir subs-
trat mekanizmasina gore sentez aktive ediliyor veya inhibisyona ug-
ratiliyor. Ayrica malonil-KoA konsantrasyonu, glukagonun in vivo

verilmesiyle veya izole hepatosit ortamina eklenmesiyle akut ola-

rak digmektedir (8,9).
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Malonil-KoA’nin CPT aktivitesine ve yag asidi oksidasyonu-
na etkisi tipik bir deneyle gekil 7’de gosterilmigtir (15). Burda pal-
mitatin oksidasyonu 1.5 pM malonil-KoA ile % 50, 10 pM malo-
nil-KoA ile % 100’e varan oranda inhibisyona ugratilmigtir. Kala-
naz miktardaki CPT aktivitesi malonil-KoA ile inhibe edilemiyen
CPT II aktivitesinden kaynaklanmaktadir. Total CPT aktivitesinin
% 40 inhibisyonunda bile CPT I’in tamamen inhibe olduguda sap-
tanmigtir (48).
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Sekil 7. Malonil-KoA konsantrasyonunun CPT aktivitesine ve
~ palmitat oksidasyonuna etkisi.
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Malonil-KoA’nin fizyolojik rolii, aglik tokluk ve diabet du-
rumlarinda deney hayvanlarinin karacigerinde tayini sonucu gdste-
rilmigtir. Geligmis tekniklerle yapilan aragtirmalarda ketotik olgu-
lara, CPT’ in inhibisyon ve aktivasyon deger aralifinda malonil—
KoA diigiisiide eglik etmektedir (50). Malonil-KoA seviyesi deney-
se‘l olarak degistirildiginde, yag asidi oksidasyonu ve sentezi buna
uygun cevaplar vermektedir (45,55). Ayrica biraz enterasan bir bil-
gide olsa kalp ve iskelet kas1 gibi yag asidi okside edici dokularda
malonil-KoA bulunmustur. Oysaki bu dokular uzun zincirli yag asi-
di de novo sentezi yapmadiklari gibi malonil-KoA sentezi igin ge-
rekli asetil-KoA karboksilaz aktiviteside icermezler (48). S6z konu-
su olan bu malonil-KoA’nin kaynag: tam bilinmemekle beraber pro-
piyonil-KoA karboksilaz aktivitesi yolu ile artis s6z konusu olabi-
lir. CPT I’in aktivitesi karacigerde oldugu gibi ekstrahepatik doku-
lardada malonil-KoA ile inhibe edilebilir. Dolayisiyla malonil-KoA
ile yag asidi oksidasyonunun kontroli, yalniz karacigerle sinirlh ol-
mayan bir genel fenomenom oldugu olasiligi ¢ok artmistir (48,54)..
Aclikla karacigerde, kalpde ve iskelet kasinda malonil-KoA distsi
tablo 5 de gosterilmistir (15).

Tablo 5: Ag ve tok siganlarin karacier, kalp ve iskelet kaslan

malonil-KoA igerikleri

...............................................

Hayvanin Durumu Karaciger Kalp fskelet kast
Tok 7.5t 1.2 4.6 ¥ 0.49 2.1%0.22
24 saat ag 1.7 ¥ 0.45 1.4 ¥ 0.18 0.7 ¥ 0.09

48 saat ag 1.7 Y 0.87 1.3%0.4 0.4 ¥0.12
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Acghik ve kontrolsiiz diyabet ile malonil-KoA seviyesindeki
digiig glukagonun glikoliz iizerine yaptid: blok sonucu olusur. Zira
bu yolla sirasiyla glukoz 6- fosfat, piruvat, sitrat, asetil-KoA, malo-
nil-KoA olusumu zinciri durmugtur. Glikolizde inhibisyon, regiila-
tér ara iriin olan fruktoz-2,6-bisfosfatin azalmasi sonucudur (16).
Karacigerde malonil-KoA dugiigii aglikta siganlara laktat verilme-
siyle normal seviyelere yakin malonil-KoA seviyesi saglamak miim-
kiitn olmustur (2,45). Laktat burda metabolizmaya fosfofruktoki-
naz kismindan daha sonraki basamakta, yani glikolizin son basama-
ginda girer. Glukagon ve uzun zincirli yag asidleri asetil-KoA kar-
boksilazi direkt inhibe ettikleri halde bu etkiler sekonder etkiler-

dir ve geg olaylardir.

Aglik, kontrolsiiz diabet, glukagon ve anti-insiilin serumu
hepatik karnitin konsantrasyonunu arttiran ve buna parelel olarak
ketojenik kapasitenin yikselmesine sebep veren faktérlerdir (53).
Bazi arastirmalara goérede karnitin seviyesinin yikselmesi primer
regilatdor mekanizmay: olusturur, fakat ¢ok yiitksek karnitin seviye-
si gebe siganlarda yag asidi oksidasyonuna veya ketozise sebebiyet
vermemektedir (68). Bunun durumu normal glikojen depo seviyesi
ve normal malonil-KoA seviyesiyle agiklanir. Hamilelik boyunca
artmis hepatik karnitin konsantrasyonu, dogumdan hemen sonra fe-
tal karnitinin kaynag: oldugu ve anneden siit yoluyla yavruya trans-
fer edildigi gosterilmistir. Karnitin, CPT I'i aktive etmedigi halde,
artan konsantrasyonu yag asid oksidasyonunu, malonil-KoA diigisi
ile inhibe edilemeyen enzime etkiyle ézendirir. Karnitinin CPT I
reaksiyonundaki gozlenen Km degeri degisik dokularda 20 katin iis-

tiinde degigmektedir, fakat dokularin karnitin igerikleri dogru oran-
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tilidir (32,52). Zira en yiksek Km degeri en yiiksek oranda karni-
tin iceren dokularda bulunmustur. Insan kas hiicresinde karnitin
i¢gin yilksek Km degeri miyopatik ve sistemik karnitin eksikligi gibi
siddetli kas zayiflig1 olusturan hastaliklarda 6nemlidir, zira karaci-
gerde karnitin CPT I'i doygunluga ulasgtirmak igin gerekli doku kon-

santrasyonundan yiiksek seviyededir (32).

CPT I’in malonil-KoA tarafindan nasil inhibe edildiginin
mekanizmas: tam bilinmemektedir. Enzim komplike bir enzimdir
ve mitokondri membranindan ekstrakte edilince regiillasyon kapasi-
tesini kaybetmektedir. Mevcut kinetik galigmalar 1g13inda karnitin
ve uzun zincirli ya§ asidi agil-KoA si1 enzimin katalitik alt @nitesi-
ne baglanirken malonil-KoA regiilatér alt iiniteye baglanmaktadir
(Sekil 8). Biiyitk olasilikla katalitik ve regiilator kisimlar ayn1 poli-
peptid zinciri iizerindedir. flging olan bir nokta palmitoil-KoA reak-
siyon ig¢in substrat olurken, malonil-KoA’nin membrana baglanmasi-

nida inhibe etmektedir (60,61).

KAANITIN  PALMITOIL KoA MALONIL - KoA

iC MITOKONDRI MEMBRANI

CPT i

Sekil 8. CPT I’in muhtemel katalitik ve regiilatér kisimlarinin
gosterimi.
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CPT I’in ya} asidi oksidasyonu ve ketojenezdeki dnemi, de-
neysel diabetik ketoasidozun insiilin olmadigi zaman reaksiyonun
inhibitorleri tarafindan tersine dondirillebilecei gergegi ile ispat-
lanmigtir (46,47,72)».

Bu ¢ok sayida deneysel bulgular birlestirildiginde 6zet ola-
rak diyebilirizki tokluk durumunda yani yiiksek insilin, digik gluka-
gon seviyelerinde glikojen depolar:i devamlidir, glikoliz aktiftir ve
malonil-KoA seviyesi maksimaldir. Yiksek malonil-KoA seviyesi
uzun zincirli yag asidi sentezini saglar, yag asidleri trigliserid ha-
linde VLDL yapisina girerek depolanmak iizere ya3 dokusuna trans-
port edilir. Yag asidi oksidasyonu malonil-KoA tarafindan aninda

inhibe edilir. Yag asidi yikilim1 6nlenir.

Aclik veya kontrolsiiz diabet durum’larmda glukagon seviye-
si yiltksek ve insiilin seviyesi digiiktiir. Glikoliz inhibe olur. Malo-
nil-KoA seviyesi diiger, trigliserid sentezi azalir ve yag asidi oksi-
dasyonu izerindeki fren kalkar. Bu durumda hepatik karnitin sevi-
yesi yikselir, periferal yag depolarindan karacigere serbest yag asi-
di mobilasyonu artar. Saglikli insanlarda keton cisimleri konsan-
trasyonu 2-4 mM seviyelerine ulaginca insilin serbestlesmesi stimi-
le edilir, Lipoliz yolu modiile edilerek keto asidoz onlenir (35,58).
Insilin bagimli olgularda insilinin bu koruyucu mekanizmas1 orta-
dan kalkmigtir, serbest yag asidi konsantrasyonu aglik seviyeleri-
nin Ustiine ¢iktigindan keto asidoz ortaya ¢ikmigtir. Buna gére diye-
bilirizki karaciger yag asidi oksidasyonu ve ketojenez benzer gekil-
de aglik ve kontrolsiiz diabet durumlarinda aktiflenir. Bir kez akti-
ve edildiginde ketojenezin ne oranda olacag: serbest yag asidi diize-
yi ile belirlenir (15). Ketojenezin regillasyonu ile ilgili metaboliz-
ma $ekil 9 daki gibi gosterilebilir (36).
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Diabetik Ketoasidoz

, Diabetin hayati 6nemi haiz iki akut komplikasyonu vardair.
Biri diabetik ketoasidoz (DKA), digeri hiperglisemik hiperosmolar
nonketotik komadir (HHNC). DKA, insiillin bagimli diabetiklerde
siklikla olugur ve diabetik durumun ilk gostergesidir (71). DKA
mortalitesi bugin geligmiy merkezlerde % 2 seviyesindedir. Bu ora-
nin dilgiik tutulmasinda hekim kadar hastanin egitimi ve saghk hiz-
~metiveren sistemler ile haberlegmesi gok 6nemlidir. Diabetik keto-
asidozun olusumu insiilin eksikligi ile baglar, FFA serbestlesmesin-
de ve ketojenezdeki artig sonucunda kanda keton cisimleri artar ve
bir asidoz tablosu olugur. Insiilin eksikligi yalniz karaciger ve yag
dokusunda degil biitiin dokularda patolojik degisikliklere sebebiyet
verir. Bunun sonucunda g¢ok sayida komplikasyonla ortaya ¢ikan bir

tablo olusur.

Akut dekompanse diabet mellitus’un detaylh patofizyolojisi
80 kg yetigkin kisi var sayilarak, detayli olarak asagidaki tabloda
gosterilmigtir (10). |
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Diabetik ketoasidozda ve anormal aglik durumlarinda ke-
ton cisimlerinin iretimi kargilagtirildifinda, keton cisimlerinin
maksimal kullanim oranini, her iki grup iginde uzun siire aglikta
¢ok yiksek keton cisimleri seviyesi olan 10-12 mM’lik konsantras-
yon araliginda 2,3 mM/dak. /1,73 m olarak bulunmugtur (14). Ag-
lik keton cisimleri seviyesi aglik derecesine baglidir, fakat diabe-
tik ketoasidozis igin béyle bir sinirlama yoktur. Zira insilin eksikli-
ginde aglik durumunda oldugundan daha yiiksek FFA, yiiksek gluka-
gon seviyesi ve ketojenez s6z konusudur. Diabetiklerde keton cisim-
lerinin uzaklagtirilmasi ile ilgili bir defekt bugiine kadar saptanmé-
miastir. Dolayisiyla fazla olusturulan keton cisimleri kontrolsiiz ke-

toneminin temel faktoriadur,

Keton cisimlerinin konsantrasyonlarina bagli olarak ekstra-
hepatAik dokularda kullanimi s6z konusudur. 0,1 mM gibi disuk kon-
santrasyonda kaslar kandan keton cisimlerinin % 50’sini ekstrakte
edébilir, fakat 6-7 mM gibi yiksek konsantrasyonlarda kaslarin
ekstrakte etme kapasitesi % 1-2 oraninda olmaktadir. Beyin ise %
5-10 gibi dar oranlarda keton cisim konsantfasyonlarma yanit ver-
mektedir. Ilimlidan giddetli diabetik ketoasnidoz durumuna kadar
keton cisimleri doku substratlar: olarak kullanilabildigi gibi idrar
yoluyla, solunum yoluyla atilabilir. Ayrica DKA’da alanin glukone-
ojenezdeki doniligiimiine benzer olarak, aseton sirasiyla 1-hidroksi-

aseton (asetol), 1-2-propandiol (PPD), piruvat, oksaloasetat, fosfo-
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enolpiruvat iizerinden glukoza dontgimide s6z konusudur. Aslinda
DKA sirasinda olusan glukozun biyiik kism1 laktat, piruvat ve glise-
rolden gelmektedir (64,66). Diabetik ketoasetoz esnasinda a.asid-
lerden sentezlenen 1 g. lirliner nitrojen 3 g. glukoz iiretimine kargi-
Iiktir. Yani yetigkinlerde olusan glukoz >0,2 mM/Ak / 1,73 m de-
gerindedir. Asetondan olugan glukoz ise 0,02 mM/dk / 1,73 nt ,
degerindedirki yeni sentezlenen glukozun en azindan % 10’unu tem-
sil etmektedir. DKA’da ise bu deger 3 mM/dk./ 1,73 m seviyesin-

dedir.

Enerji bilangosu agisindan durum ele alinirsa 1 mol palmi-
tat’in tam oksidasyonu ile 129 mol ATP iiretildigi halde, palmitat
asetoasetat veya P-hidroksibutirat iizerinden metabolize edildigin-
de sirasiyla 33 mol ATP ve 21 mol ATP iiretilir. Buna gore ketoje-
nez ile karacigerin artan FFA’lari, total enerji masrafi arttirilma-
dan ve fazla oksidatif fosforilasyon ile de birlestirmeden okside

edilmis olunur (36).
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Streptozotocin (STZ) nin Kimyasal ve Fiziksel

Ozellikleri,STZ ile Diabetik Hayvan Caligmalari

Streptozotocin (STZ), onkolitik, onkojenik ve diabetojenik
6zelligi olan dar spektrumlu bir antibiotiktir(5,20).Molekiil agirlig:
265,22 olan STZ, 1959 yilinda streptomiyces achromogenes kiiltiir-
lerinden elde edildi (65). Kimyasal yapisi 2-deoksiglukozun N-me-

til-nitroziire tirevidir. CHZOH
{
0
H
H H
OH o
OH NO
) | |
|
H O
. ~ O
CaHlsto7 Erime Noktas:i : 115 "C
Mol Wt : 265.22 U.V maximum (etanolde) = 228 nm (E6360)
C: % 36.23 LD, : Siganlarda (1.V.) 137.7 mg/kg
H:% 5.70
N: % 15.84
0O: % 42.23
Streptozotocin

STZ’nin diabetojenik etkisi pankreas beta hiicrelerinin tah-
ribine dayanir. Hipergliseminin derecesi ve siiresi ilacin dozuna ve
deney hayvanina bagimlidir. Kedi, kopek, sican ve fare de kilo basi-

na 50 mg’hk doz diabet olusturmasi agisindan yeterli (65,67) iken
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tavyanda 300 mg (29) chinese hamster de 175 mg (12) gereklidir.

Glikoz metabolizmasina etkisi az Nembutal ile anestezi
edilmis Wistar siganlarinda STZ zerkini izleyen ilk 24 saat iginde
kan sekeri, serum insiilin ve glukagon diizeylerinin pentofazik bir
degisim gostererek kalici hiperglisemi (diabet) nin olu§tugu‘Dev-

rim ve arkadaglari tarafindan gésterilmistir (5).

Ozetle diyebiliriz ki, tek ve massif dozda kullanilan STZ,
beta hiicrelerinde tam hasarla birlikte insiiline bagimli diabeti olug-
turur. STZ dozu azaltilarak giinlerce tekrarlandiginda, her yoniyle

otoimmiin diabete benzeyen bir modelde olusturmak mimkindir

(5).
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Keton cisimlerinin ekstrahepatik dokular tarafindan

metabolik yakit olarak kullanimi

Ekstrahepatik dokuda asetoasetat’: asetil - KoA ya aktive

eden iki reaksiyon s6z konusudur.
1- Siiksinil - KoA ve asetoasetat, siiksinil - KoA - asetoase-

tat - KoA transferaz varlifinda, asetoasetil - KoA ve siiksinat’a do-

niigiir. Reaksiyon iki yonliidir.

(0]
i - - il
CH3 - - CI‘I2 -COO O0C - CH2 - C ~ SKoA
' Siksinil - KoA

Ac Ac
KoA transferaz

" i
CH, - C - CH,- C ~ SKoA "00C - CH, - CH, - COO’
Asetoasetil - KoA Siiksinat
2- Asetoasetat, KoA ve ATP asetoasetil - KOA sentetaz
varliginda aktif asetoasetil - KoA olusturulur. Reaksiyon tek yonli-

diir.
(0] KoA - SH (0] O
] . \ ] 0
CH -C-CH_-Co0O » CH -C-CH_-C ~ SKoA
3 2 7 3 2
ATP AMP + PPi Asetoasetil - KoA

Ac Ac
Bu yollarla olugan asetoasetil - KoA, KoA ve Tiyolaz enzi-
mi varliginda 2 asetil - KoA olugturmak iizere pargalanir

KoA - SH O

0 il
L“”‘”; 2 CH_ - C - SKoA

] .
CH3 -C - CHZCOO
Asetoasetil - KoA

Bu sekilde olusan asetil - KoA sitrik asid siklisiinde meta-

Asetil - KoA

bolize edilerek, enerji olusturur (36).
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GEREC VE YONTEMLER

Geregler

Martin Christ Osterode / Harz UJ,tip santrifaj, Sodvall
RT 6000 B santrifiij, Elektro-Mag su banyosu, Elektro-Mag vortex
karigtirici, Shimadzu 1201 UV-visible spektrofotometre, Schott pH
metre, Shimadzu Libror AEU-210 hassas terazi, Technicon

RA-1000 otoanalizor, ¢esitli plastik ve cam egyalar.

Kimyasal Maddeler

Tris (Hydroxymethyl) aminomethane (Fluka AG), Dibazik
sodyum fosfat (susuz, (Merck), NAD , (Sigma), B-NADH (Sigma),
b-hidroksibutirik asid (Sigma), Asetoasetik asid (Sigma), B-hidrok-
sibutirat dehidrojenaz (Sigma), Liquemine (Roche), Serum fizyolo-
jik (Baxter), Kloroforrh (Merck), Heptan (Merck), Metanol
(Merck), Etanol (Merck), Bakir Nitrat (Merck), Trietanolamin
(Merck), 1,5-difenil karbazid (Merck), Palmitik asid (BDH Chemi-
cals), Streptozotocin (Sigma), Eter (Merck), Glukoz enzimatik kiti
(Biotrol), Trigliserid tayin kiti (ELITECH), Laktat Ringer Serumu
(Baxter), Idrar ketostix (Ames), Perklorik asid (Merck), Potasyum
hidroksid (Merck), Universal indikatér kagidi (Merck), Hidroklo-
rik asid (Merck), '



33

Kimyasal Coézeltiler

-Tris (hidroksimetil) aminometan tamponu (0,1 M, pH
9,5) : 12, 11 g tris 900 ml distile suda ¢é6zilir, pH 9.5’a 0,1 M HCI
ile ayarlanir, 1 litreye tamamlanaur.

- NAD+géze1tisi :117 mmol/L

- B-Hidroksibutirat stok enzim ¢dzeltisi : (6,0 i /mg prote-
in, 3,5 mg protein /ml).

- B-Hidroksibutirat stok standardi : 20 mmol/L

- B-Hidroksibutirat galigma standardi : 2 mmol/L

- Dibazik Sodyum Fosfat (0,1 M, pH 7,0) : 14,2 g Na,H-
PO4800 ml’ye ¢ozilir, pH 7,0’a ayarlanir.

- B-NADH ¢ozeltisi : 0,01 mol/L

- Asetoasetat stok standardi : 10 mmol/L

- Asetoasetat galigma standardi: 1 mmol/L

- Kloroform : heptan : Metanol ¢ozeltisi (Hacim olarak
49: 49: 2)

- Bakir nitrat ¢ozeltisi : 0,1 mol/L

- Trietanolamin go6zeltisi : 0,2 mol/L

- Bakir nitrat trietanolamin g¢dzeltisi : (1/1, v/v

- 1,5-difenilkarbazidin etanoldeki ¢ozeltisi : 4g/L

- Palmitik asidin klorofom : heptan : metanol’deki stan-
dard gozeltileri (0,2, 0,4, 0,8 ve 1,0 mmol/L).

- Perklorik asid : % 30 gr.

- Potasyum Hidroksid : % 15 gr.

- Potasyum Hidroksid : % S gr.
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- Glukoz standard:i : 5,55 mmol/L

- Biotrol glukoz tayini liyofilizat : Amino-4-antipirin, Glu-
koz oksidaz, Peroksidaz igerir.

- Biotrol glukoz tayini tamponu : Fosfat tamponu Fenol ige-
rir.

- Perklorik asid : % 3,3 gr.

- Trigliserid standardi : % 200 mg

- Elitech trigliserid tayini liyofilizat : Lipoprotin lipazi,
Gliserokinaz, Gliserol-3-P oksidaz, Peroksidaz, Amino-4-antiprin,
ESPAS, ATP Mg* 2 icerir.

- Elitech trigliserid tayini tamponu : pH 7,5 Fosfat tampo-
nu.

- Laktat RingerVSolﬁsyonu : Litresinde sirasiyla 130 mEq
sodyum, 4 mEq potasyum, 3 mEq kalsiyum, 109 mEq kloriir ve 28
mEgq Laktat igerir. :

Deney hayvanlarina Streptozotocin (STZ)enjeksiyonu

Ooncesi yapilan iglemler.

Bu tez galigmasinda deney hayvani olarak I. U. Deney Tip
Aragtirma Merkezinden (DETAM) temin edilen Sprague Dawley
soyundan agirlifs 200-250 g olan geng erigkin erkek siganlar segil-
di. Siganlar iginde % 21 protein bulunan fare yemi (Yem Sanayi -
Topkapi) ile ad libidum beslendi. Her giin kafesleri temizlenip, ta-
ze gegme suyu verildi. Diabetik yapilacak su}anlara n = 20 olacak
§ekilde 2 gruba ayrilarak iglem yapildi. Kontrol grubunun ise tama-
mina (n=10) islem yapildi. Siganlarin her birinin tartim: yapilip,
kulaklarina gentik atma yontemiyle etiketlenip, her kafeste 4 sigan

olacak gekilde ayrildilar. Bu siganlarin sular1 kalmak, yemleri ise
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alinmak suretiyle 1 gece yaklagik 12 saat ag birakildilar. Ertesi sa-
bah baglangig kan gekeri degerleri tayini igin, siganlar sirayla igin-
de eterli pamuk bulunan kapali kaba alinip, anestezi etkisine ma-
ruz birakildilar. Anestezi altindaki siganlarin kan numunesi kuyruk
ucu kesme teknigi ile heparinize eppendorf tiplerine alindi. 2000
devirde 5 dakika santrifiij edilerek ayrilan plazmalardan Biotrol

kit yontemine gore aglik kan gsekeri tayini yapildi.

Deney hayvanlarimin STZ ile diabetik yapilmasi ve bir

aylhik takvime gore numunelerin toplanmasi.

Daha 6nce tanimlandif: sekilde eter anestezi altindaki si-
¢anlarin kuyruk ucundan kan alindiktan hemen sonra, penis venin-
den o6nceden hesaplandif: ilizere serum fizyolojik ile sulandirilan
' STZ kilogram bagina 65 mg olacak sekilde intravenéz (i. v.) olarak
verildi (23). Kontrol grubundaki siganlara benzer igslemler uygulan-
di, yalniz bu grupdaki siganlara penis veninden sadece hesaplanan
hacimlerde serum fizyolojik verildi. Siganlarin diabetik olup olma-
~digin1 anlamak igin 48 saat sonra stript yontemiyle idrar gekerine
ve keton cisimlerine bakildi. Idrarda geker ve keton cisimleri pozi-
tif bulundu. Ayrica hayvanlarda polidipsi, polifaji goriuldi. Tuketi-
len yem miktar: artt11 halde hayvanlarda kilo kayb: gozlendi. Bu-
na gére 48 saat iginde kalici diabet husule getirilmis olundu. STZ’-
nin i. v uygulamasindan sonra 5 gruba ayirdifimiz siganlara agagida-

ki stirelerde sakrifikasyon iglemi uygulandi.

1. grup STZ enjeksiyonundan 48 saat sonra (n=4)
2. grup " " 7 giin (n=4)
3. grup " " : 14 giin (n=4)
4. grup " " 21 gin (n=4)
5.

grup " " 30 giin (n=9)
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Numune toplanmasi ve tayinler icin 6n iglemler.

Siire sonunda bir giin dnceden 12 saat igin a¢ birakilan
sxganlar eter anestezi altinda sakrifiye edildi. Kan numuneleri
toraks agildiktan sonra sag ventrikiilden daha dnce heparinize
edilmig enjektorle alindi. Heparinize tiiplere aktarild: ve igin-
de buz bulunan su banyosunda bekletildi. En kisa siirede 4
C’de 3000 devirde 10 dakika santrifij edildi ve plazma ayrildi.
Bu plazmanin bir kismi1 aglik kan gekeri, FFA ve trigliserid
analizleri i¢in ayrildi. 1 ml plazma numunesi ise keton cisimle-
rinin tayini i¢in, deproteinizasyon iglemine tabii tutuldu. Bur-
da 1 ml plazmaya buzlu su ortaminda 1 ml % 30 luk perklorik
asid katilir ve vortex ile karigtirilir. 3000 devirde 10 dakika-
santrifiij edilir ve 1 ml siipernatan ayri1 bir santrifiij tiipiine ak-
tarilir.Universal pH indikatérii ile kontrol ederek, sirasiyla %
15 KOH ve % 5 KOH katilir ve siipernatan nétrallestirilir (pH
6-8). 15 dakika 4°C’de bekletilip, 3000 devirde 5 dakika santri-
fiij ederek ayrilan siipernatan P-hidroksibutirat ve asetoase-
tat’in enzimatik tayini i¢in hazir hale gelmig olur. Numune bu
sekilde 4 C’de 1 hafta saklanabilir (13,77).

P - Hidroksibutirik Asid Tayini

» B-Hidroksibutirat’in enzimatik tayini : P-hidroksibutiratin
pH 9.5’da tris tamponunda P-hidroksibutirat dehidrogenaz (P-
HDH) ile NAD varliginda oksitlenmesi prens‘ibine dayanir. Reaksi-
yon asagidaki sekildedir. ‘

. o +ﬁHDH +
B-D-hidroksibutirat + NAD —__; Asetoasetat + NAD" + H

pH 9,5

+
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Reaksiyon pH 9,5 da biiyiik oranda P-hidroksibutirat’in ase-
toasetat’a oksidasyonu yoniindedir. Reaksiyon derecesi 340 nm dal-

ga boyunda NADH absorpsiyon artig1 seklinde izlenebilir.

B-hidroksibutirat analizi igin reaksiyon kosullar1 agagida
belirtilmigtir (28)-

D I T . T R R L L I N L L L

Sicaklik 37°C

pH 9,5

Reaksiyondaki reaktiflerin Tris tamponu (0,1 mol/L)
baglangi¢c konsantrasyonlari B-NAD (2,2 mmol/L)

P-hidroksibutirat )
dehidrogenaz (30 U/L)

Numune hacminin fraksiyonu 0,09
Numune hacmi 25 pL
Dogrusal tayin sinirlar: 0,2 - 4 mmol/L

---------------------------------------------------------------------------------

Bu reaksiyon sartlarini saglamak igin 14,685 ml tris tampo-
nu (0,1 m) pH = 9,5, 0,3ml NAD* (117 mmol/ L), 0,215 ml P-hid-
roksibutirat dehidrogenaz (21 @ / ml) enzim preparat: karigtirilir
ve su banyosunda 30°C ye getirilir.Her seferinde 760 uL reaksiyon
karigimi1 spektrofotometre kiivetine alinir, absorbans1 kaydedilip,
75 pL numune ilave edilerek reaksiyon baglatilir. 5. saniyede 50.
saniyede okunan absorbans degerleri kaydedilir. Standartlar iginde
ayn1 iglem uygulanip, hesaplama a§agidaki sekilde yapilir. Hesapla-
mada iki okuma arasindaki absorbans fark: dikkate alinir. Bu fark

45 saniyelik okuma siiresine kargilik gelir.

A.Numune < Standart

mmol /L) = 1
- konsantrasyonu ( ol /L) mmol / L
A . Standart
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Asetoasetik Asid Tayini

Asetoasetat’in enzimatik tayini : Asetoasetatin pH 7,0 fos-
fat tamponunda, P-hidroksibutirat dehidrogenaz enzimi ile NADH
varliginda indirgenmesi prensibine dayanir. Reaksiyon agagidaki §e;
kildedir.

+ PHBD
_
pH 7,0

Asetoasetat + NADH + H P-Hidroksibutirat + NAD?

Reaksiyon pH 7,0°da biyiik oranda asetoasetatin indirgen-
mesi yoniindedir. Reaksiyon derecesi 340 nm dalga boyunda NADH

absorpsiyonu azalig1 seklinde izlenebilir.

Asetoasetat igin reaksiyon kogullari agagida belirtilmig-

.................................................................................

Sicaklik 37°C

pH 7.0

Reaksiyondaki reaktiflerin Na,HPO, - 0.1 mol/L
baslangi¢ konsantrasyonlar P - NADH - 0.2 mmol/L

B - hidroksibutirat
dehidrogenaz 30 U/L

Numune hacminin fraksiyonu 0.09
Numune hacmi 25 pL
Dogrusal tayin sinirlari 0.2 -4 mmol/L

Bu reaksiyon gartlarimi saglamak i¢in 2 mg NADH vial’ine
14,785 ml fosfat tamponu, 0,215 ml B-hidroksibutirat dehidrogenaz
(21 @ / ml) enzim preparat: karistirilir ve su banyosunda 30 °C’ye

getirilir. Her seferinde 760 uL reaksiyon karigimi spektrofotomet-
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re kiivetine alinir, absorbansi kaydedilip, 75 m!l numune ilave edile-
rek reaksiyon baglatir. 5. saniyede ve 65. saniyede okunan absor-
bans degerleri kaydedilir. Standartlar iginde ayn1 iglem uygulanip,

hesaplamaya gegilir.

A.Numune . Standart (mmol/L)= mmol /|
A.,Standart konsantrasyonu

Trigliserid Tayini

Plazma trigliserid konsantrasyonu asagidaki enzimatik
prensibe dayanan ELITECH kit yontemiyle yapilmistir.

Lipoprotein lipazt

Trigliserid + H20 s, Gliserol + Ya§ asidi
7

Gliserokinaz, Mg+2'

Gliserol  + ATP y Gliserol-3-P + ADP

Gli 1-3-P
Gliserol-3-P + O isero

H,0, + Dihidroksiaseton
oksidaz > 2 fosfat

2

P ksi
H202+Amino-4-Antipirin+ESPAS CLLbMT —» Kirmizi quinon + H20

ESPAS : N-Etil-N-Siilfopropil-n-anisidin

Caligma ¢o6zeltisi hazirlamak igin liyofilize vial igerigi 10
ml tampon ¢6zeltisinde ¢6zilir. Hazirlanan bu galigma ¢oézeltisin-
den 1’er ml sirasiyla kor, standart ve numune tiiplerine aktarilir.
Numune tiipine ayrica 10 pL plazma, standart tiipine ise % 200
mg’'lik standarttan 10 puL katilip karigtirilir. 37°C’de 5 dakika inkii-
be edilir ve 545 nm’de koriine karg1 absorbansi okunup; hesap yapi-

Iir.
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Hesap :

Numune Absorbanst

x 200 mg = % mg Trigliserid
Standart Absorbansi

Serbest Yag Asidi Tayini

FFA tayini Falholt ve arkadaslarinin yéntemine gore yapl-
migtir (62). Bu yontemde kloroform: heptan: metanol karigimina
ekstrakte edilen yag asidleri bakir nitrat-trietanolamin ile sabun-
lagtirilir ve olugan FFA - bakir sabunlari ortamdan ekstrakte edi-

lip, daha sonra 1,5 difenilkarbazid ile renklendirilir.

Bunun igin 50 pL plazma, 50 uL standart palmitat ¢ozelti-
si, 50 uL saf su (kor) 3 ayr1 cam kapakli santrifiij tipiine alinir, bu
tiplere 1 ml pH 6,4 olan fosfat tamponu ve 6 ml kloroform: hep-
tan: metanol karigim: katilir. 10 dakika karigtirmak suretiyle eks-
trakte edilir, fazlarin ayrilmas: igin 10 dk. 4000 devirde santrifij
edilir. Bundan 5 ml organik faz ayr1 kapakli santrifaj tipiine aktari-
lip, tizerine 2 ml ‘Cu(NO3)2-trietanolamin karigimindan katilir.
Tipler 10 dk. karigtirilmak suretiyle ekstrakte edilir ve 5 dk. 4000
devirde santrifiij edilerek tam bir faz ayrimi saglanir. 3 ml organik
. fazdan deney tiiplerine aktarilip, Gizerine 0,5 ml difenilkarbazid ve
0,1 ml trietanolamin katilir. 15 dakika renk olugumu igin beklenir
ve 550 nm’de kore kar§1 numuneler ve standartlar okunur.

Hesap :

Numune Absorbansi

Std l L = 1 L
Standart Absorbansi X mmol/ mmol/
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Ac¢hik Kan Sekeri Tayini

12 saat siireyle ag¢ birakilan deney hayvanlarinin aghik kan
sekeri tayini asagidaki reaksiyonlara dayanan biotrol kit yontemiy-

le yapildi.

Glukoz oksidaz

Glukoz + O2 » Glukonik asid + HZOZ'

Peroksidaz Renkli

21-1202 + Fenol + Amino-4,antipirin +4H20

“quinonimin

Caligyma reaktifi liyofilizatin tampon ¢odzelti iginde ¢ozil-
mesiyle hazirlanir. Hazirlanan bu reaktiften 1 ml daha 6nce sirasiy-
la 10 pL standart, plazma ve saf su igeren standart, test ve kor tiip-
lerine katilip, 370C’de 10 dakika inkiibe edilir. 1nkﬁbasyon sonunda
numune ve standart absorbanslari kore kargi1 500 nm’de okunur.

Asafidaki sekilde hesap yapalir.

Numune Absorbans:

x100 mg > dL = mg / dL.
Standart Absorbans:

fdrarda Keton Cisimleri ve Glukoz Belirtimi

Kuyruklar: gekilmek ve yﬁks‘ege atilmak suretiyle strese
maruz brirakilan siganlarin temiz naylon kapli bir kutuya yaptiklar:
idrar pastor pipeti ile gekilip, ketostix tGzerindeki glukoz ve keton
cisim belirtme alanina damlatildi1 30 - 60 sn arasindaki renk degisi-

mi standart ketostix renkleriyle kiyaslanarak semikantitatif deger-
lendirildi.

DU AN Lo Akl
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Bulgularin degerlendirilmesinde kullanilan formiller

Student’s t testi ;

oS gﬁyﬁk t_ (X4 — X5)
sD? kigik \fSD2 +5D?
Ny N2

Serbestlik derecesi = (n1+n2- 2)

2 SD .(n“- 1) + SD. (nz_-l)
Ortak SD” =

n1+n2-2
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BULGULAR VE TABLOLAR

Streptozotocin i.v enjeksiyonundan 48 saat sonra sakrifiye
edilen siganlarin plazmalarinda tayin edilen parametreler ve sonug-

lari tablo 7’de gosterilmistir.

Tablo 7 : Diabetik Grup ( 48 saat’ n = 4 ).

AKS POHBA AcAc  PBOHBA FFA TG
(%mg) (mmol/L) (mmol/L) AcAc (mEq/L) (%mg)
319 4.212 1.134 3.71 1.87 904
381 3.884 1.220 3.18 1.69 604
368 3.576 1.212 2.95 1.78 849
382 3.239 0.834 3.88 1.51 620

...............................................................................................

362.5%29.7 3.727%0.416 1.1t0.181 3.43%0.44 1.71%0.15 744.22154.5
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Streptozotocin i.v enjeksiyonundan 1 hafta ve 2 hafta sonra

sakrifiye edilen siganlarin plazmalarinda tayin edilen parametreler

ve sonuglari sirasiyla tablo 8 ’de ve tablo 9 ’da gosterilmigtir.

Tablo 8 : Diabetik Grup (1.hafta,n=4)

AKS$ POHBA AcAc  POHBA FFA TG
(%mg) (mmol/L) (mmol/L) AcAc (mEq/L) (%mg)
490 0.425 0.173 2.46 0.96 100
477 0.457 0.168 2.72 0.87 130
488 0.399 0.121 3.30 0.81 123
439 0.377 0.123 3.07 0.73 123
473.5t23.7  0.415%0.034  0.146+0.028 2.88:0.37  0.84%0.10 119%13.1
Tablo 9 : Diabetik Grup (2.hafta,n=4)

AKS$ BOHBA AcAc POHBA FFA TG
(%mg) (mmol/L) (mmol/L) AcAc (mEq/L) (Z%mg)
310 0.479 0.263 1.82 0.80 98
340 0.560 0.224 2.50 0.71 89
333 0.520 0.292 1.78 0.68 76
351 0.581 0.242 2.40 0.64 81
333.5%17.3  0.535+0.045  0.255%0.029 2.12:0.38  0.70%.0.07 86+9.6
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Streptozotocin i.v enjeksiyonundan 3 hafta ve 4 hafta sonra
sakrifiye edilen siganlarin plazmalarinda tayin edilen parametreler

ve sonuglar: sirasiyla tablo 10’da ve tablo 11°’de gosterilmigtir.

Tablo 10: Diabetik Grup (3.hafta,n=4)

AKS BOHBA AcAc POHBA FFA TG

(%emg) (mmol/L) (mmol/L) AcAc (mEq/L) (%mg)
340 0.453 0.222 2.04 0.66 75
361 0.562 0.280 2.01 0.64 71
335 0.505 0.197 2.56 0.67 69
354 0.378 0.156 2.42 0.59 83

347.5%12.1 047450078 0.214£0.052  2.2560.28  0.6410.04  74.5£6.2

Tablo 11: Diabetik Grup (4.hafta,n=9)

AKS POHGA AcAc POHGA FFA TG
(%mg) (mmol/L) (mmot/L)  ACAcC (mEq/L) (%mg)
379 0.409 0.160 2.55 0.54 72
332 0.334 0.144 2.32 0.59 63
344 0.464 0.240 1.93 0.57 87
385 0.384 0.176 2.18 0.65 80
341 0.512 0.224 2.29 0.57 59
368 0.490 0.208 2.36 0.51 62
388 ©0.384 0.160 2.40 0.61 66
350 0.457 0.192 2.38 ©0.70 92
342 0.420 0.176 239 0.54 65

358.7721.4 0.428%0.057 0.186%0.032 2.31%0.17 0.58+0.06 71.7%11.8
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Normal grupta bulunan 10 adet sigana, serum, fizyolojik i.v
enjeksiyonundan sirasiyla 48 saat (n=3), 1 hafta (n=3), 2 hafta
(n=4) sonra sakrifikasyon islemi uygulandi ve diabetik grublardaki

benzer parametreler igin tablo 12 *deki sonuglar bulundu.

Tablo 12: Normal Grup (n=10)

AKS BOHBA AcAc EOHBA FFA TG
(%mg) (mmol/L) (mmol/L) AcAc (mEq/L) (%mg)
48.Saat :
94 0.205 0.112 1.83 0.51 74
117 0.221 0.130 1.70 0.47 66
114 0.193 0.101 1.91 0.55 79
108.3%12.5 0.206%0.014 0.114F0.015 1.81%0.11 0.51%0.04 73%6.6
1. Hafta :
98 0.183 0.096 1.90 0.53 82
115 0.218 0.111 1.96 0.42 70
108 0.223 0.114 1.95 0.48 68
107+ 8.54 0.208+0.022 0.107%0.01 1.94+0.03 0.477%0.055  73.3t7.6
2. Hafta :
111 0.186 0.098 1.90 0.49 65
112 0.201 0.096 2.09 0.50 75
119 0.204 0.112 1.82 0.68 79
115 0.183 0.096 1.90 0.49 61
114.3%3.59 0.197+£0.01 0.102%0.09 1.94%F0.14 0.56¥0.11 73+7.2

Normal gruplardaki siganlarin timi igin ise agagidaki orta-

lama ve standart sapma degerleri bulunmugtur.

110.3%8.2 0.202%0.015 0.107%0.011 1.90%0.10 0.51%0.07 71.9%7.0
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Burda normallere iligkin 48.saat, 1.hafta ve 2.hafta deger-

leri kendi aralarinda kiyaslandifinda agagidaki t degerleri bulunur.

Tablo 13 : 48.saat, 1.hafta ve 2.hafta normal grup degerlerinin ki-

~yaslanmasi ile bulunan student’s t degerleri

AKS BOHBA  AcAc poHBA FFA TG
AcAc
:.81;3:‘; 0.153 -0.111 0.725  -2.004 0.848 -0.058
;?h;‘;ta; -0.795 1.327 1.489  -1.375 -0.575  -0.530
;:::g: -1.381 1.063 0.959  0.202 1121 0.550

Tayin edilen tim parametrelere iligkin bulunan student’s t
degerleri anlaml1 degildir (p<0.05). Buna gdére normal grubtaki si-
¢anlarin tayin edilen parametreleri zamanla degismemektedir. Bu
durumda normal grublardaki siganlar:1 tek grupta (n=10) toplaya-
rak, diabetik gruptaki sicanlarin tayin edilen parametreleri ile ki-

yashyabiliriz.

Bu duruma gore tek grupta toplanan normal grubun aglik
kan gekeri, P-hidroksibutirat, asetoasetat, p-hidroksibutirat/aseto-
asetat, serbest yag asidi ve trigliserid degerleri her bir diabetik
grubun benzer parametreleri ile kiyaslandiginda tablo 14 ’deki stu-

dent’s t degerleri bulunmustur.
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Tablo 14 . Normal ve diabetik gruplarin kiyaslanmasiyla bulunan stu-
dent’s t testi degerleri.

BOHBA
AK OHBA AcAc ———— FFA TG
$ P AcAc
Normal ve 48. saat -16.73  -16.92 -10.94  -6.92 -15.93  -8.70
diabetik gruplar
Normal ve 1.hafta -29.94  -11.89 22,74 -5.23 -6.22  -6.82
diabetik gruplar
Normal ve 2.hafta .24.68  -14.45 -9.89  -1.19 -4.85  -2.66
diabetik gruplar -
Normal ve 3.hafta -36.12  -6.92 -4.09  -2.53 -4.56  -0.68
diabetik gruplar
Normal ve 4.hafta .32.81  -11.51 -7.13  -6.21 -2.54 0.03

diabetik gruplar

Ayrica diabetik gruplar kendi iglerinde tayin edilen parametre-
ler agisindan kiyaslandifinda tablo 15 deki student’s t degerleri bulun-
musgtur,

Tablo 15 . Diabetik gruplarin kendi iglerinde kiyaslanmasiyla bulunan
student’s t testi degerleri.

POHBA
AK OHBA AcAc ~————— FFA TG
S P AcAc

48 saat ve 1.hafta -5.84 15.85 10.38 1.91 9.57  8.07
diabetik gruplar )
48 saat ve 2. LGl 1.69 15.24 9.19 4.52 11.96  8.51
diabetik gruplar
48 saat ve 3.hafta 0.94 15.35 9.39 4.53 13.60  8.66
diabetik gruplar
48 saat ve 4.hafta 0.23 15.77 9.99 4.95 14.19  8.69
diabetik gruplar
1.hafta ve 2.hafta 9.54 -4.25 .5.38 2.87 2.28  4.06
diabetik gruplar
1.hafta ve 3.bafta 9.48 -1.40 -2.29 2.70 3.92  6.15
diabetik gruplar
1.hafta ve 4.hafta 8.30 -0.53 -2.29 2.9 4.88  6.18
diabetik gruplar
2.hafta ve 3.hafta -1.33 1.34 1.39 -0.57 1.76  2.01
diabetik gruplar
2.hafta ve 4.hafta .2.25 3.62 3.79 -0.94 3.07  2.28
diabetik gruplar
3.hafta ve 4.hafta -1.21 1.06 0.97 -0.35 2.00  0.54

diabetik gruplar
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Tablo 16 . AGLIK KAN SEKERININ GRUPLARA GORE

DAGILIMI
% mg
600 -
400§
300"
."r--—m—w
2007
100 4"
DIABETIK GRUPLAR
3 NORMAL GRUP B3 48 saaT 1 HAFTA
2 HAFTA 8 HAFTA 4 HAFTA
Normal Grup : 110 * 8,2 (n=10)
Diabetik Grup (48.saat) : 362,5+ 29,7 (n= 4)
Diabetik Grup (1.hafta) : 473,5 + 23,7 (n= 4)
Diabetik Grup (2.hafta) : 333,52 17,3 (n= 4)
Diabetik Grup (3.hafta) : 347,5 X 12,1 (n= 4)

Diabetik Grup (4.hafta) : 358,7 % 21,4 (n= 9)

Plazma aglik kan sekeri agisindan normal grup ile diabetik
gruplar kiyaslandifinda, diabetik gruplarin aglik kan sekeri degeri
yiksek bulunmugtur ve istatistik olarak artig ¢ok ileri derecede an-
lamlidir (p<0,001). Buna gore STZ enjeksiyonu yapilan siganlarin
hepsi aglik kan gekeri agisindan 1 ay boyunca kalici diabetik hale

getirilebilmigtir.

Ayrica 1. hafta aglik kan sekeri degerleri ile diger diabe-
tik gurplar kiyaslandiginda, 1. hafta degerleri diger diabetik grup-

lardan yiiksektir ve artig ileri derecede anlamlidir (p< 001).
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Tablo 17 .PLAZMA BETA HIDROKSIBUTIRIK ASiT
KONSANTRASYONUNUN GRUPLARA DAGILIMI

mmol/L
4 —
54
o4
1
‘/
i T
DIABETIK GRUPLAR
] NORMAL GRUP B8 48 SAAT 1 HAFTA
2 HAFTA 3 HAFTA VA 4 HAF TA

Normal Grup : 0,202 * 0,015 (n=10)
Diabetik Grup (48.saat) : 3,727 * 0,416 (n= 4)
Diabetik Grup (l.hafta) : 0,415% 0,034 (n= 4)
Diabetik Grup (2.hafta) : 0,535 * 0,045 (n= 4)
Diabetik Grup (3.hafta) : 0,474 £ 0,078 (n= 4)
Diabetik Grup (4.hafta) : 0,428 = 0,057 (n=9)

Plazma PB-hidroksibutirik asid konsantrasyonu agisindan
normal grup ile diabetik gruplar kiyaslandiginda diabetik gruplarin
hepsinde B-hidroksibutirat konsantrasyonu yiiksek bulunmugtur. Ar-
tig istatistik olarak ¢ok ileri derecede anlamlidir (p<0,001). Ayri-
ca 48 saatlik diabetik grup, B-hidroksibutirat konsantrasyonu diger
diabetik gruplarin B-hidroksibutirat konsantrasyonu ile kiyaslandi-

ginda yiiksek bulunmustur. Artig istatistik olarak ¢ok ileri derece-
de anlamhidir (p<0,001).
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Tablo 18 . pLAZMA ASETOASETIK ASIT _
KONSANTRASYONUNUN GRUPLARA DAGILIMI

mmoi/L
1.2
14
) S— —
0.8 7
0.6 4
0.4
021
0
DIABETIK GRUPLAR
1 NORMAL GRUP B3 48 saAT 1 HAFTA
N 2 HAFTA 3 HAFTA 2 4 HAFTA
Normal Grup 0,107 0,011 (n=10)
Diabetik Grup (48.saat) : . 1,100 0,181 (n= 4)

Diabetik Grup (1.hafta) : 0,146 0,128 (n= 4)
Diabetik Grup (2.hafta) : 0,255 0,029 (n= 4)
Diabetik Grup (3.hafta) : 0,214 £ 0,052 (n= 4)
Diabetik Grup (4.hafta) : 0,186 % 0,032 (n= 9)

+ 1+ It

Plazma asetoasetat konsantrasyonu agisindan normal grup
ile diabetik gruplar kiyaslandiginda, diabetik gruplarin asetoasetat
konsantrasyonu yitksek bulunmugtur ;/e istatistik olarak artig ¢ok
ileri derecede anlamlidir (p<0,001). Ayrica 48 saatlik diabetik
grup asetoasetat konsantrasyonu diger diabetik gruplarin asetdase-
tat konsantrasyonu ile kiyaslandiginda yiksek bulunmugtur. Artis

istatistik olarak gok ileri derecede anlamlidir (p<0,001).
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Tablo 19 . PLAZMA BOHBA/AcAc ORANININ
GRUPLARA DAGILIMI

---------------------

\\
\

DIABETIK GRUPLAR

[ NORMAL GRUP B 48 SAAT 1 HAFTA
2 HAFTA 3 HAFTA G 4 HAFTA

Normal Grup : 1,90 + 0,10
Diabetik Grup (48.saat) : 3,43 * 0,44
Diabetik Grup (1.hafta) : 2,88 * 0,37
Diabetik Grup (2.hafta) : 2,12 ¥ 0,38
Diabetik Grup (3.hafta) : 2,25 * 0,28
Diabetik Grup (4.hafta) : 2,31 £ 0,17

Plazma P-hidroksibutirat/asetoasetat orani agisindan 48.
saat ve 1. hafta diabetik gruplar ile normal grup kiyaslandiginda,
bu diabetik gruplarin ﬁ-hidroksibutifat/asetoasetat orani yiksek
bulunmugtur ve istatistik olarak bu artiglar ¢ok ileri derecede an-
lamlidir (p<0,001).

Benzer kiyaslama diger diabetik gruplar ile normal grup
arasinda yapildiginda, istatistik olarak anlamli bir fark bulunama-

magtir (p<0,05).
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Tablo 20 . PLAZMA SERBEST YAG ASIDI _
KONSANTRASYONUNUN GRUPLARA DAGILIMI

mEq/L
2 -
164
1 -
Arw-—-—-”
051 | 1
O 3
DIABETIK GRUPLAR
‘CJ NORMAL GRUP BES 48 SAAT 1 HAFTA
NN 2 HAFTA 3 HAFTA A 4 HAFTA
Normal Grup : 0,51 £ 0,07 (n=10)
Diabetik Grup (48.saat) : 1,71 £ 0,15 (n= 4)
Diabetik Grup (1.hafta) : 0,84 * 0,10 (n= 4)
Diabetik Grup (2.hafta) : 0,70 * 0,07 (n= 4)
Diabetik Grup (3.hafta) : 0,64 = 0,04 (n= 4)
Diabetik Grup (4.hafta) : 0,58 = 0,06 (n=9)

Plazma ya} asidi konsantrasyonu aglsmdan normal grup ile
4. hafta diabetik grup hari¢ diger diabetik gruplar kiyaslandiginda,
bu diabetik gruplarin plazma serbest ya$ asidi konsantrasyonu yiik-
sek bulunmugtur. Bu artig istatistik olarak ¢ok ileri derecede an-
lamlidir (p<0,001).

Fakat 4. hafta diabetik grup ile normal grup plazma ser-
best yag asidi konsantrasyonu kiyaslandiinda, istatistik olarak an-

lamli bir fark bulunamamigtir (p<0.05).
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Tablo 21 .PLAZMA TRIGLISERID KONSANTRASYONUNUN
GRUPLARA DAGILIMI

% mg
800 -
600 4"
400"
200" 7
.
0 \\\\\\\\\\\\\\\\\\ T
DIABETIK GRUPLAR
[T ] NORMAL GRUP BEAE 48 saAT 1 HAF TA
2 HAFTA 3 HAFTA @z 4 HAFTA
Normal Grup : 7,9 * 7,0 (n=10)
Diabetik Grup (48.saat) : 744,2 * 154,5 (n= 4)
Diabetik Grup (1.hafta) : 119 % 13,1 (n= 4)
Diabetik Grup (2.hafta) : 86 * 96 (n= 4)
Diabetik Grup (3.hafta) : 74,5 ¥ 6,2 (n= 4)
Diabetik Grup (4.hafta) : 71,7 ¥ 11,8 (n=9)

Plazma trigliserid konsantrasyonu agisindan normal grup
ile 48. saat ve 1. hafta diabetik gruplari kiyaslandiginda, diabetik
gruplarin plazma trigliserid konsantrasyonu yiiksek bulunmugtur ve

istatistik olarak bu artiglar ¢ok ileri derecede anlamlidir (p

<0,001).

Ayrica 48. saat diabetik grup plazma trigliserid konsantras-
yonu ile diger diabetik gruplarin plazma trigliserid konsantrasyon-
lar1 kiyaslandiginda da, 48. saat diabetik grup plazma trigliserid
konsantrasyonu igin istatistik agidan gok ileri derecede anlamli bir

artig bulunmustur (p <0,001).
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Tim diabetik gruplarda ve normal grupta yer alan deney hayvan-
larinin baglangig ve sakrifikasyon oncesi afirlik degerleri ve sakrifikas-
yon dncesi idrar ketostix glukoz ve aseton sonuglar: tablo 22 de gosteril-
migtir.

Tablo 22 . Siganlarin sakrifikasyon dncesi ve sonrasi agirhik degerleri
ile idrar ketostix glukoz ve aseton sonuglari.

Baglangig Sakrifikasyon Afithik fark: Sakrifikasyon
agirhify 6ncesi afirhifn ve ortalamast 6ncesi ketostix
(gr.) (gr.) (%olarak) Glukozu Asetonu
Diabetik Grup 240 220 -8.0 + +
(48.saat) 230 204 -11.3 R + +
238 210 118 %7104 ¥
208 186 -10.6 + +
Diabetik Grup 250 195 -18.0 + -
(1.hafta) 212 155 -26.9 r + -
200 145 275 %223 )
234 195 -16.7 + -
Diabetik Grup 232 164 -29.3 + -
(2.hafta) 238 158 -33.6 . + -
240 166 308 %7297 )
216 162 -25.0 + -
Diabetik Grup 235 220 -6.4 + -
(3.hafta) 208 188 -9.6 ) + -
250 186 -25.6 %-17.5 + -
244 175 -28.3 + b,
Diabetik Grup 200 160 -20 + -
(4.hafta) 250 242 -3.2 + -
210 206 -0.2 + -
200 150 -25 + -
220 236 -7.3 + -
234 202 -13.7 + -
225 184 sz %19 -
200 184 -8.0 + -
210 210 0 + -
Normal Grup
48 saat 208 218 4.8 - - -
202 210 4.0 - -
220 232 5.5 %4.8 ) )
1.hafta 202 216 6.9 - -
218 228 4.6 - -
204 220 7.8 %6.4 ) )
2.hafta 218 234 7.3 - -
222 262 18.0 - -
230 274 19.0 %14 . ]
216 241 11.6 - -
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NORMAL SICAN 7 DIABETIK SICAN

KAN NUMUNESININ ALINMASI
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TARTISMA VE SONUGC

Caligmamizda diabetin hayati 6neme haiz akut komplikas-
yonlarindan biri olan diabetik ketoasidozu deney hayvanlarinda
olusturmak ve olugjan ketoasidoz tablosu gergevesinde ketoasidoz-
da klinik agidan 6nemli bazi parametreleri tayin edip, irdelemek
amaciyla oncelikle deney hayvanlarinda bir diabet modeli olugtur-
may1 planladik. Yontem kisminda detayl: olarak bahsettigimiz ge-
kilde spontan diabetik olmadiklar: dnceden aghk kan sekeri tayini
yapilarak anlagilan Sprague Dawley soyundan siganlara eter aneste-

zi altinda, Streptozotocin (STZ, 65 mg/kg) penis veninden enjekte
edildi (23).

STZ enjeksiyonundan 48 saat sonra tanimladifimiz progra-
ma gbére ilk grup deney hayvanlarimizi sakrifiye ettik. Buna gore
plazmada tayin edilen parametrelerin konsantrasyonlari sirasiyla
B-hidroksibutirat igin 3,728 * 0,41'7 mmol/L, asetoasetat igin
1,100 s 0,157 mmol/L, ag¢lik kan sekeri i¢in 362,5 + 29,7 mg/dL,
serbest yag asidi igin 1,71 * 0,15 mEq/L, trigliserid igin 744,2 *
154,5 mg/dL B-hidroksibutirat/asetoasetat oram icin 3,43 = 0,44
degefleri bulunmugtur. Bu parametreler yaninda idrarda ketostix
yontemiyle aseton ve glukoz pozitif bulunmug ve deney hayvanlarin-
da 48.saat sonunda polifaji, polidipsi olmasina ragmen % 10,4 kilo

kayb1 gozlenmistir.
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Bu sonuglara gore STZ enjeksiyonundan 48 saat sonra kali-
c1 bir diabet tablosu yaninda, bir ketoasidoz tablosuda olugturul-
mugtur. Bulunan sonuglar Hafert J F. ve arkadaglarinin farkli soy-
dan siganlarda ayni siirede tayin ettikleri B-hidroksibutirat ve aghk
kan gekeri degerleri ile paralellik arz etmektedir (21). 48 saatlik
STZ diabetik grupta tayin edilen parametréler ayn: siirede iglem
yapilan normal grup ile kiyaslandiinda, istatistik olarak g¢ok ileri
derecede anlamli artig bulunmustur (p<0.001). Burda STZ’nin
pankreas P-hiicresi iizerine yaptigi hasar sonucu insiillin sekresyonu
¢ok azalmis ve kanda insilin/glukagon orani digmigtiir. Bunun so-
nucunda insiline zit yonde ¢alisan hormon fazlaliginin hormona du-
yarh lipazi tizerine kombine etkisiyle lipoliz artmigtir. Buna artan
plazma serbest yag asidi konsantrasyonu eglik etmis ve pasif ola-
rak keton cisimlerinin olusumu artmastir (3,25,74). Artan plazma
trigliserid konsantrasyonu ise bu duruma paralel olarak karacige-

rin artan VLDL sentezinin bir sonucu oldugu kanaatindeyiz.

STZ enjeksiyonundan 7 giin sonra sakrifiye edilen deney
hayvanlarinin plazma keton cisimleri konsantrasyonu B-hidroksibu-
tirat igin 0,415 ¥ 0,034 mmol/L, asetoasetat igin 0,146 + 0,028
mmol/L degerlerinde bulunmustur. Bulunan bu degerler, 48 saat’-
lik diabetik grup keton cisimleri degerleri ile kiyaslandiginda ista-
tistik olarak gok ileri derecede anlamli bir disiis s6z konusudur.
(p<0.001). Buna karsilik 1. hafta aglik kan sekeri degerleri (473,5
* 23,7 mg/dL) 48. saat aghik kan sekeri degerleri (362,5 * 29,7)
ile klyaslandxgmda istatistik olarak ileri derecede anlamda bir ar-
t1g bulunmusgtur. STZ enjeksiyonundan 24 saat sonra deney hayvan-
larimizda artan 6liim oranini azaltmak amaciyla, 48. saat sakrifi-
kasyon igleminden sonra diger deney hayvanlarimiza bir kez deri al-

tina 3 ml Laktat Ringer (Baxter) soliisyonu enjeksiyonu yaptik. Ay-
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rica 3 giin siireyle igme sularina % 5 v/v Laktat Ringer igerecek ge-
kilde Laktat Ringer solisyonu kattik. Bu iglemle ketoasidozun sid-
deti azaltilirken, artmis glukoneojenez ortaminda glukoz olusumu-
na katkida bulundugumuz igin aglik kan gekeri degerleri 1. hafta di-
abetik grupta biraz daha yiiksek bulunmugtur. Diger diabetik grup-
larda bulunan aglik kan sekeri degerleri ise oldukga stabil ve yakla-

sik olarak ayn: konsantrasyonlarda bulunmugtur.

STZ enjeksiyonundan sonraki 2,3. ve 4. haftalarda plasma
yag asidi konsantrasyonu azalmakta, bu azaliga plazma keton cisim-
lerinin aza11’§1 eslik etmektedir. Fakat azalan total plazma keton ci-
simleri konsantrasyonu 4. hafta sonunda normal grup a¢lik keton ci-
simleri seviyelerine kadar digmemigtir. Istatistik olarak kiyaslandi-
ginda 1.2.3. ve 4. hafta plazma keton cisimleri konsantrasyonlari,
normal grup keton cisimleri konsantrasyonundan yiksektir ve artis
ileri derecede anlamlidir (p<0,01). Bu haftalardaki ketoz ilimlh
bir tablo géstermektedir. Idrara keton cisimleri bu dénemlerde ¢ik-
madlgi halde plazma keton cisimleri konsantrasyonu iliml1 yiiksek-
tirBuldugumuz bu sonug ketoneminin, ketonuriye tercihen belirtil-
mesi gerektigi digincesini (36) desteklemektedir. 2,3. ve 4. hafta-
larda deney hayvanlarinda kilo kayiplari azalmis, hatta 4. hafta ba-
z1 deney hayvanlari baslangig agirlik degerlerine yakin agirliklar 61-
gulmisgtiir. Kilo kaybindaki bu azaliy ile plazmada serbest yag asidi
konsantrasyonundaki azalig arasinda beklenildigi gibi bir paralellik
bulunmugtur. Ayrica 2,3. ve 4. hafta diabetik gruplarin B-hidroksi-
butirat/asetoasetat orani 48. saat ve 1. hafta diabetik gruplarin
B-hidroksibutirat/asetoasetet orani ile kiyaslandiginda 48.saat ve
1.hafta diabetik gruplarda bu oran, istatistik olarak gdk ileri dere-
cede anlamli yiiksek degerde bulunmustur (p<0,001). Dolayisiyla

ketozun giddetli oldugu donemlerde B-hidroksibutirat/asetoasetat
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oranida yiikselmistir, buna paralel olarak bu dénemde NAD/
NADH oranida normal gruba kiyasla diigmiis olmalidir (28). Fakat
ketozun 1liml1 oldugu 2.3. ve 4 haftalarda B-hidroksibutirat/aseto-
asetat oranlari, normal grupla istatistik olarak kiyaslandiginda far-
kin ileri derecede anlamli olmadig bulundu (p<0,05). Buna gore

iliml1 ketoz durumunda oran fazla degiymemektedir.

Galigmamizda STZ enjeksiyonu uygulamasi tek doz (65
mg/kg) seklinde yapilmigtir. Eger STZ enjeksiyonu bu tek doz uygu-
lamasindan sonraki donemlerde daha digiik dozlarda ve belli siire-
lerde uygulansaydi belkide 48. saatteki giddetli ketoasidoz tablosu
sonraki haftalardada devam edebilirdi. Zira bir kez verilen yiiksek
dozu (65 mg/kg) takiben, birden fazla digiik doz STZ uygulamala-
rinda daha yiiksek aglik kan sekeri degerlerine ulagilmigtir (5).

Sonug olarak galigmamizda STZ enjeksiyonu ile deney héy-
vanlarinda kalici bir diabet olugturulmug ve enjeksiyonu takip eden
48.saatte sakrifiye edilen deney hayvanlarindan tayin edilen yik-
sek plazma keton cisimleri konsantrasyonu ve yitksek B-hidroksibu-
tirat/asetoasetat oranina gdre ayrica 48.saatte diabetik ketoasidoz
tablosuda olusturdugumuzu sdyleyebiliriz. Tek ve massif dozda uy-
gulanan STZ enjeksiyonu, daha sonra diigik dozlardabelli araliklar-
la uygulamadigimiz i¢in ilk STZ enjeksiyonu takip eden 1.2.3. ve
4 .haftalarda i1liml1 bir ketoz yarattik. Bu iliml1 ketoz tablosunda id-
rara keton cisimi gikmadig1 halde, plazma keton cisimleri normalle-
re gore yiksek bulunmugtur. Bu yollada ketoneminin, ketonuriye
tercihen belirtilmesi tezini ispatlamig olduk. Ayrica Insilin/gluka-
gon oraninin kalic1 degigimi ile bir kez aktiflenen ketojenezin ne
oranda gergeklesecegini, serbest yag asidinin plazma konsantrasyo-

nunun belirledigini gostermis olduk.
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OZET

Bu tez ¢aliymasinda diabetin hayati dneme haiz akut komplikasyonu
olan diabetik asidozu teshis etmek ve takibini yapmak amaciyla giivenilir bir
yontemle kanda kantitatif keton cisimleri (P-hidroksibutirat, asetoasetat) tayi-
ni yapmay: amagladik. Bunun yaninda aym deney gruplarinda aglik kan sekeri,
trigliserid ve yag asidi tayini yapmay: da amacgladik.

Bu amaglannmizi gergeklestirmek iizere, Sprague-Dawley soyundan
geng, erigkin erkek siganlara penis veninden tek ve massif dozda (65mg/kg)
streptozotocin (STZ) enjeksiyonu yapildi. STZ enjeksiyonundan sirasiyla 48 sa-
at, 1 hafta, 2 hafta, 3 hafta ve 4 hafta sonra sakrifiye edilen siganlarin 12 saat-
lik aglik kan numuneleri alindi ve amagladi§imiz parametreler plazmada tayin
edildi.

STZ enjeksiyonundan 48 saat sonra sakrifiye edilen siganlarin plazma-
larinda tayin edilen aghik kan gekeri, ﬁ-hidroksibutirat, asetoasetat, trigliserid,
serbest yag asidi konsantrasyonlar: ve P-hidroksibutirat/asetoasetat orami nor-
mal ¢aligma grubuyla kiyaslandiginda istatistik olarak gok ileri derecede anlam-
Ih bir art1§ tespit edilmistir (p <0,001).

STZ enjeksiyonundan sonraki 1., 2., 3., ve 4. haftalarda sakrifiye edi-
len tiim gruplardaki siganlarin plazma aglik kan gekeri ve P-hidroksibutirat kon-
santrasyonlari, normal grup ile kiyaslandifinda istatistik olarak ¢ok ileri derece-
de anlamli bir artig bulunmugtur (p <0,001). Bunun yaninda asetoasctat konsan-
trasyonu igin 2. ve 4. hafta degerleri, normal grup ile kiyaslandiginda istatistik
olarak ¢ok ileri derecede anlamh (p <0,001), 3. hafta degerlerinin ileri derece-
de anlamli (p <0,01) ve 1. hafta degerlerinin anlamli (p <0,05) bir gekilde art-
mi§ oldufu gozlenmistir. Trigliserid konsantrasyonu igin 1. hafta degerleri nor-
mal grupla kiyaslandiginda ¢ok ileri derecede anlamh (p <0,001) ve 2. hafta de-
- gerleri ile anlam!s bir artig bulunmustur (p <0,05).

Bu istatistik sohuglanna gdre STZ enjeksiyonundan 48 saat sonra ar-
tan tim parametrelere gore deney hayvanlan diabetik ketoasidoza sokulmustur.
Idrarda keton ve glukoz pozitiftir. Daha sonraki haftalarda kan keton cisimleri
konsantrasyonu azalarak olay i1limli ketoz tablosuna déniigmistiir. idrarda keton
negatif glukoz pozitif bulunmugtur. Buna gore ketoasidozun takibinde ketonemi,
ketoniiriye tercihen belirtilmelidir.
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SUMMARY

The scope of this study was to estimate a reliable method for the quan-
titative measurement of the ketone bodies (P-hydroxybutyrate, acetoacetate) in
blood, in order to help for the diagnosis of diabetic ketoacidosis, the very impor-
tant acute complication of diabetes mellitus. Together with that we aimed to me-
asure the fasting blood glucose levels, triglycerides and fatty acid concentrati-
ons for the same subjects.

A massif dose (65 mg/kg) of streptozotocin (STZ) was injected via pe-
nis vein to young mature Sprague-Dawley rats. Fasting blood samples were ta-
ken 48 hours, one week, two weeks, three weeks and four weeks following the
STZ injection, and the parameters mentioned were tested in plasma.

A very highly Significant increase has been found compared to nor-
mal for the values taken for the fasting blood glucose, B-hydroxybutyrate, aceto-
acetate, triglycerate, free fatty acid levels and B-hydroxybutyrate/acetoacetate
ratio in the serum of subjects sacrified in 48 hours after the administration of
STZ (p<0.001).

There is a very highly Significant increase in fasting blood glucose
and B-hydroxybutyrate concentrations compared to the normal, for samples ta-
ken the first, second, third and fourth week of STZ administration (p<0.001).
On the other hand, there is a very highly Significant increase for the acetoace-
tate concentration for samples taken the first and second week (p<0.001), a
highly Significant one for the third week (p<0.01), and Significant one for
the fourth (p<0.05). The triglyceride concentration shows a very highly Sigaifi -
cant jncrease the first week (p<0.001) and a Significant one the second week
(p<0.05).

The evaluation of the statistical results show that 48 hours after the
STZ injection the subjects were in ketoacidosis. Both glucose and ketone bodies
were positive in urine. In the following weeks the ketone body concentration in
blood drops, forming a less severe ketose situation. Ketone was found negative
whereas glucose was positive in urine. The result is that, in order to follow a ke-

toacidosis situation, testing of ketonemia is preferable than testing ketonuria.
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