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GIRIS VE AMAC

Diabetes Mellitus (DM), insiilin salgilanmasi ve/veya insiilinin etkisindeki mutlak ya
da goreceli bozukluktan kaynaklanan ve hiperglisemiyle ortaya ¢ikan sendrom olarak
tanimlanmaktadir (1). DM uzun siireli komplikasyonlariyla kisinin yasam kalitesini diisiiren
bir hastaliktir. DM ve komplikasyonlarinin tedavisi, iilke ekonomisine yiik getirmektedir.
Amerika Birlesik Devletleri’nde 2002 yilinda diyabetin, 132 milyar dolar ulusal harcamaya
yol agtig1 hesaplanmistir (1,2).

Diyabette goriilen komplikasyonlarin nedenleri iginde {iizerinde en ¢ok durulan,
oksidatif hasardir (3). Son yillarda klinik tip alaninda reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve reaktif
nitrojen tiirleri (RNT)’nin rolleri hakkinda genis capta arastirmalar yapilmakta, bazi
hastaliklarin patogenezinde 6nemli role sahip olduklarina dair gii¢lii kanitlar bulunmaktadir
(4-6). ROT; elektron transfer zincirinde, fagositoz ve purin metabolizmasi gibi biyokimyasal
stiregler esnasinda iiretilmektedir (5). ROT kimyasal olarak daha stabil bir yapiya ulasmak
icin ¢esitli hiicresel bilesiklere elektron aktarmaya veya bilesiklerden proton koparmaya
meyillidirler. ROT’un asir1 tretimi doku hasarina yol agmaktadir (5,7). RNT; asimetrik
dimetil argininin etkisiyle nitrik oksit sentaz (NOS)’un inhibe olmasi ile iiretilmektedir.
Peroksizomal oksidazlar, nikotinamid diniikleotid (fosfat) oksidaz, ksantin oksidaz, NOS,
miyeloperoksidaz ve lipooksijenaz, ROT ve RNT’i olusturan biyokimyasal reaksiyonlar
katalizler. ROT ve RNT’nin etkisiyle olusan; DNA, protein ve lipidlerin kimyasal
modifikasyonlari, hiicredeki biyokimyasal ve molekiiler siirecleri olumsuz yonde etkiler (5,6).

Nitrik oksit radikali (NO") oldukga reaktif bir serbest radikaldir. Yar1 6mrii bir kag
saniyedir ve kolayca siiperoksit gibi serbest radikallerle birlesir. Biyolojik sistemlerde hizla

nitrit ve nitrata pargalanir. NO™nun siiperoksit radikali (O;") ile in vivo reaksiyonu sonucu
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olusan peroksinitrit (ONOO-) proteinlerdeki tirozin kalintilarinin nitrasyonuna yol agarak
nitrotirozin (NT) olusturur (7).

Nitrik oksit bagisiklik sisteminin  diizenlenmesi, diiz kaslarin  gevsemesi,
vazodilatasyon ve ndrotransmisyonu iceren ¢esitli fizyolojik siireclerde gorev alan énemli bir
sinyal molekiiliidiir (7,8). NO; L-argininden sitriilin olusumu sirasinda, L-argininin guanidino
nitrojen grubunun 5 elektron kaybr ile olusur. Bu reaksiyon NOS enzimi ile katalize edilir.
NOS’un; noéronal (nNOS), indiiklenebilir (INOS) ve endotelyal (eNOS), olmak iizere genetik
olarak {i¢ izoformu tespit edilmistir (7,9).

Reaktif oksijen tiirevlerinin olusumunu onlemek veya etkilerini azaltabilmek igin,
farkl1 etki mekanizmalarina sahip antioksidanlar ve kimyasal molekiiller siirekli olarak
gelistirilmektedir. Bunlar arasinda yer alan L-karnitin {izerinde, giiniimiizde devam eden
bir¢ok calisma bulunmaktadir.

L-Karnitin, (3-hidroksi-4-N-trimetilaminobiitirat), mitokondri membranindan uzun
zincirli yag asitlerinin transportunda gorev alan temel bir tasiyicidir. Karaciger ve bobrekte
proteine bagl lizil kalintilarindan sentezlenmektedir. Sentezi sirasinda metil vericisi olarak
S—adenozil metiyonin kullanilir (10). Eksikligi, olduk¢a nadir olmakla birlikte diyabet, siroz
ve kronik bobrek yetmezligi gibi kronik hastaliklarda goriiliir. Diyabetik olup retinopati,
noropati gibi komplikasyonlari olan hastalarda, L-karnitin eksikliginin daha sik goriildigii ve
L-karnitin eksikliginin bu komplikasyonlarin gelismesinde rol oynayabilecegi bildirilmektedir
(11,12). L-karnitin uygulamasinin hem saglikli hem de tip 2 DM’li bireylerde dokulara glukoz
almint arttirdigl, tip 2 DM’lilerde ayrica glukozun oksidasyonunu da arttirarak insiilin
hassasiyetini diizenledigi bildirilmistir (13). Ayrica L-karnitin kullanimimin hipertansif ve
normotansif ratlarda NO {iretimini arttirarak endotel bagimli relaksasyonu indiikledigi
gosterilmistir (14).

Literatiirde bildirilen deneysel diyabet ¢alismalarinda; L-propionil-karnitin tedavisinin
diyabetik sicanlarda kalp fonksiyonu, periferal sinir fonksiyonu ve vaskiiler kan akimi {izerine
olumlu etkileri gosterilmistir (15-17). Ancak, diyabette L-karnitinin NO metabolizmasi
tizerine etkisi net olarak agiklanmamastir.

Calismamizin amaci; streptozotosin (STZ) ile diyabet olusturulan siganlarda L-karnitin

tedavisinin plazma ve karacigerde NO metabolizmasi iizerine olan etkisini incelemektir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Herrera%20MD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12396307

GENEL BIiLGILER

DIABETES MELLITUS

Diabetes mellitus giiniimiiz insaninin yasam sartlarindan dolayir tiim diinyada hizla
yayilan, yiiksek mortalite ve morbidite riski tagiyan bir hastaliktir (18). Diinyada 2000 yilinda
171 milyon oldugu bildirilen diyabet olgularinin 2030 yilinda 366 milyona ulasacagi
ongoriilmektedir (19).

Ulusal hastalik yiikii ve maliyet etkinlik calisma final raporlarinda Tiirkiye’de ulusal
diizeyde 6liime neden olan ilk 10 hastalik i¢inde diyabet yer almaktadir (20).

Tiirkiye diyabet, hipertansiyon, obezite ve endokrinolojik hastaliklar prevelans
calismasi-1l (TURDEP-II) (21), 1997-98 yillarinda yapilan TURDEP-1 (22) g¢alismasinin
tekrar1 olarak planlanmis olup ayn1 merkezlerde gerceklestirilmistir. TURDEP-I’e gére DM
prevelanst %7.2 iken TURDEP II’de ise %13.7 olarak saptanmistir. Bu sonuglara gore
tilkemizde 12 yil iginde DM prevelansinda %90.28 artis olmustur.

TURDEP-I"de %10’un iizerindeki prevelansin goriildiigii yas grubu 45-49 iken
TURDEP-II’de 40—-44 olarak tespit edilmistir. Bu bulgu lilkemizde DM’nin baslangi¢ yasinin
5 yil 6ne geldigini gostermektedir.

Ulkemizde obezite ve diyabet giderek 6nemi artan toplum sagligi sorunlarindandir.
Gelecek kusaklarda bu sorunlarin azaltilabilmesi icin obezite ve diyabeti dnlemeye yonelik
yasam tarzini Ozendirici acil bir eylem plani olusturulmasi ve halkin bir an evvel
bilgilendirilerek, uygulamaya baslamasini saglamak gerekmektedir.

Diyabete neden olan sebepler ¢ok ¢esitlidir. Tablo 1’de DM nin etiyolojik siniflamasi

goriilmektedir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wild%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15111519

Tablo 1. Diyabetin etiyolojik siniflamasi (1)

I. Tip 1 diyabet E. Ilaglar veya kimyasallar
A. Immun aracilikli 1.Valcor
B. Idiyopatik 2.Pentamidin
Il. Tip 2 diyabet 3.Nikotinik asit
I11. Diger spesifik tipler 4.Glukokortikoidler
A. B-hiicre islevinin genetik defektleri 5.Tiroid hormonu
1.Kromozom 12, HNF-1a (MODY?3) 6.Diazoksit
2.Kromozom 7, glukokinaz (MODY2) 7.B-adrenerjik agonistler
3.Kromozom 20, HNF-4a (MODY1) 8.Tiazidler
4.Kromozom 13, insiilin promoter 9.Dilantin
faktor-1 (IPF-1, MODY4) 10.Gama-interferon
5.Kromozom 17, HNF-13 (MODY5) 11.Digerleri
6.Kromozom 2, NéroD1 (MODY®6) . Infeksiyonlar

7.Mitokondrial DNA 1.Konjenital rubella

8.Digerleri 2.Sitomegalovirus

B. Insiilin etkisinde genetik defektler 3.Digerleri
1.Tip A insiilin direnci G. Immun aracilikli diyabetin nadir
2.Leprechaunizm formlar

1.“Stiff-man” sendromu
2.Anti-insulin reseptor antikoru
3.Digerleri

H. Diyabetle iliskili diger genetik
sendromlar
1.Down Sendromu

2.Klinefelter Sendromu
3.Turner Sendromu
4.Wolfram Sendromu
5.Friedreich ataksisi
6.Huntington koresi

3.Rabson-Mendenhall sendromu
4.Lipoatrophic diabet
5.Digerleri

C. Ekzokrin pankreas hastaliklari
1.Pankreatit
2.Travma/Pankreatektomi
3.Neoplazi
4. Kistik fibroz
5.Hemokromatoz
6.Fibrokalkiiloz pankreatopati

7.D1ger'|er| 7.Laurence-Moon-Biedl Sendromu
D. Endokrin hastaliklar . . ]
. 8.Miyotonik distrofi
1.Akromegali .
2.Cushing’s Sendrom 9.Porfiria
3-Glljjka ?)nsoma u 10.Prader-Willi Sendromu
olUKag 11.Digerleri

4.Feokromositoma
5.Hipertirodizm
6.Somatostatinoma
7.Aldesteronoma
8.Digerleri

V. Gebelik diyabeti

Diyabet gelisiminde pankreas beta hiicrelerinin otoimmiin yikimina bagli olarak

gelisen insiilin eksikliginden; insiilin direncine kadar birgok siire¢ yer almaktadir (1).
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Diyabette goriilen karbonhidrat, lipid ve protein metabolizmasindaki anormallikler
hedef dokularda yetersiz insiilin etkisinden kaynaklanir. DM yasam boyu siirekli izlem ve
tedavi gerektiren, akut ve kronik komplikasyonlar1 nedeniyle hastanin yasam kalitesini
diisiiren kronik metabolik bir hastaliktir (1,18). Hiperglisemi, poliiiri, polidipsi, kilo kayb,
polifaji ve bulanik gérme gibi belirgin semptomlar1 igermektedir. Kronik hiperglisemi bazi
infeksiyonlara yatkinlifa ve biiyiime bozukluguna sebep olabilir. Kontrolsiiz diyabet,
ketoasidoz veya nonketotik hiperosmolar sendrom gibi akut ve hayati1 tehdit edici sonuglara
sebep olabilir. Diyabetin uzun dénem komplikasyonlari; potansiyel gérme kaybr ile seyreden
retinopati, bobrek yetmezligine Onciiliik eden nefropati, ayak {ilserlerine ve amputasyona
sebep olabilecek periferik noropati, gastrointestinal, genitoiiriner ve kardiyovaskiiler
semptomlara yol agan otonomik nodropati ve seksiiel disfonksiyondur. Diyabet hastalarinda
kalpte, beyin damarlarinda ve periferal arterlerde ateroskleroz insidansi artmistir ayni
zamanda hipertansiyon ve lipoprotein metabolizmasi anormallikleri siklikla gozlenmektedir
(2).

Oksidatif stresin diyabetin mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlarinin
patogenezinde anahtar rol oynadigini gosteren bulgularin sayis1 gittikge artmaktadir. Tip 2
diyabetli hastalarda; hiperglisemi, insiilin direnci, hiperinsiilinemi ve dislipidemi gibi bir¢ok
anormallige bagli olarak kiiciik ve biiyilkk damarlarin endotel hiicrelerinde, miyokardta
mitokondrial O, iiretiminin artmasina bagli olarak oksidatif stres gelisir.

Diyabetik komplikasyonlarin gelisiminde rol alan ROT iiretiminde artisa yol agan
patofizyolojik mekanizmalar arasinda poliol yolunun kullanilmasi, ileri glikasyon son iriinleri
olusumunda ve bu iiriinlerin reseptor ekspresyonunda artis, protein kinaz C izoformlarinin
aktivasyonu, heksozamin yolunun asir1 aktivasyonu yer almaktadir. Ayrica tip 2 diyabetik
bireylerde oksidatif stresin etkisiyle iki kritik anti-aterosklerotik enzim; eNOS ve prostasiklin

sentaz inaktive olmaktadir (23).

SERBEST RADIKALLER

Atomlardaki her orbitalde birbirine zit yonde hareket eden iki elektron bulunur.
Serbest radikaller, atomik veya molekiiler yapilarinda bir veya daha fazla sayida eslenmemis
tek elektron igeren kararsiz molekiillerdir. Serbest radikaller icerdikleri tek elektronlar
ciftlenme egiliminde oldugundan oldukga reaktiftirler. Bir serbest radikal, radikal olmayan bir

molekiille reaksiyona girerek yeni bir radikal olusturur ve zincir reaksiyonlar meydana

gelebilir (24).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Folli%20F%22%5BAuthor%5D

Serbest Radikal Tiirleri

Serbest radikalleri, oksijen merkezli ve oksijen merkezli olmayan serbest radikaller
olmak tizere iki smifa aymrmak miimkiindiir. Oksijen merkezli bilesiklerin bir kismi
eslesmemis elektron tasimadiklar1 i¢in radikal degildirler ancak radikal olusumunda yer
almakta ve direkt hasar olusturmaktadir. Bu nedenle radikal ve radikal olmayan oksijen
merkezli bilesiklerin hepsine birden ROT denir. Reaktif tiirler terimi ise reaktif nitrojen, klor,

brom merkezli tiirler i¢in de kullanilan genis bir terimdir (Tablo 2) (24).

Tablo 2. Serbest radikal ve radikal olmayan reaktif tiirler (24)

Serbest radikaller

Radikal olmayanlar

Reaktif oksijen tiirleri
Siiperoksit (O2")
Hidroksil (OH)
Hidroperoksil (HO,")
Karbonat (CO3")
Peroksil (RO;")
Alkoksil (RO

Karbon dioksit (CO,")
Singlet oksijen (O, '=g")

Reaktif Kklorin tiirleri
Atomik klorin (CI%)

Reaktif bromin tiirleri
Atomik bromin (Br)

Reaktif nitrojen tiirleri
Nitrik oksit (NO")
Nitrojen dioksit (NO")
Nitrat (NO3")

Reaktif oksijen tiirleri
Hidrojen peroksit (H20,)
Hipoklor6z asit (HOCI)
Hipobroméz asit (HOBr)
Ozon (O3)

Singlet oksijen (02 'Ag)
Organik peroksit (ROOH)
Peroksinitrit (ONOO )
Peroksinitrat (O,NOO)
Peroksinitroz asit (ONOOH)
Nitrozoperoksikarbonat (ONOOCO;)
Peroksomonokarbonat (HOOCO, )
Reaktif klorin tiirleri
Hipoklordz asit (HOOCI)
Nitril klorit (NO,CI)
Kloraminler

Klor gazi (Cly)

Klorin dioksit (CIO,)

Reaktif bromin tiirleri
Hipobroméz asit (HOBr)
Brom gaz1 (Bry)

Reaktif nitrojen tiirleri
Nitroz asit (HNOy)

Nitroksil anyonu (NO)
Nitrozil katyonu (NO™)
Dinitrojen tetraoksit (N2O4)
Dinitrojen trioksit (N2O3)
Peroksinitrit (ONOO )
Peroksinitrat (O,NOO )
Peroksinitroz asit (ONOOH)
Nitronyum katyonu (NO,")
AlKil peroksinitrit (ROONO)
AlKil peroksinitrat (RO,ONO)
Nitril klorid (NO,CI)
Peroksiasetil nitrat (CH3C(O)OONO,)




Reaktif oksijen tiirleri
1. Siiperoksit radikali (O"): Biyolojik sistemlerde en ¢ok bulunan oksijen radikali; siiperoksit

radikalidir. Molekiiler oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu meydana gelir.
0, +e — 0,

Yarilanma Omrii ¢ok kisa olup, oksidan etkisi zayif, fakat rediiktan etkisi ¢ok
giicliidiir. Serbest radikal olmasina ragmen hasar olusturucu bir tiir degildir. Asil 6nemi;
hidrojen peroksitin kaynagi ve gegis metal iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir. Ayrica NO' ile

reaksiyona girerek ONOO'i olusturur (24).

2. Hidrojen peroksit (H20,): Eslenmemis elektronu olmadigindan serbest radikal degildir.

Molekiiler oksijenin iki elektron indirgemesi ile olusur.
O, +2e + 2HY —m8 H,O,
Biyolojik sistemlerde H,0,’in asil kaynagi O, ’nin siiperoksit dismutaz tarafindan
katalizlenen dismutasyon reaksiyonudur. iki siiperoksit molekiilii iki proton alarak H,O, ve

molekiiler oksijeni olustururlar.

20,  + 2H" » H,0,+ 0O,

Hidrojen peroksit membranlardan gegebilen uzun dmiirlii bir oksidandir. Yeniden O,
ile reaksiyona girdiginde veya gegis metallerin varliginda daha toksik olan hidroksil radikali

('OH) olusumuna yol agtigindan dolay1 organizma igin potansiyel tehlike olusturur (6).

3. Hidroksil radikali (OH): En reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikalidir. ‘OH’nin
reaktivitesi o derece yiiksektir ki, olustugu hiicre boliimiinden daha uzaga difiizyona gerek
kalmadan derhal reaksiyona girer. Yar1 dmrii ¢ok kisadir. Onemli iki kaynagi Fenton ve

Haber-Weiss reaksiyonudur.

H,0, + Fe">————— Fe™® + ‘OH + OH (Fenton reaksiyonu)

Fe*?
H,0, + 0," ———»'OH+OH + 0, (Haber-Weiss reaksiyonu)
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Hidrojen peroksit, Fenton reaksiyonunda Fe™ ile etkileserek, Haber-Weiss
reaksiyonunda ise Fe*? varliginda O,” ile etkileserek ‘OH nin olusumuna yol acar. Eser

miktarda serbest demir Fenton/Haber-Weiss reaksiyonlarini katalizleyebilir (25,26).

4. Singlet oksijen (*Oy): Oksijen molekiiliiniin enerji almasi ile molekiiler oksijenin daha
reaktif bir tiirii olan singlet oksijenler olusur. Delta (O, 'Ag) ve sigma (O, 'Sg*) olmak iizere
iki tipi vardir. Delta tipinde daha fazla enerji vardir ve daha reaktiftir. Singlet oksijen bir
radikal olmayip, siklikla serbest oksijen radikalleri ile birlikte anilan reaktif oksijen tiiriidiir.

Serbest radikal reaksiyonlariyla tiretilebilir (24,27).

5. Hidroperoksit radikali (HO,"): Siiperoksit radikalinin protonlanmasiyla olusur. O, ’den
daha reaktiftir (24).

H* + O, » HO,

NITRIK OKSIT

Biyolojik sistemlerde ¢ok yonlii hiicre i¢i haberci olan NO, serbest radikal 6zelligine
sahiptir. Nitrojen merkezli bir radikal olarak bilinir. Diger radikal tiirlerin aksine NO”da
paylasilmamis elektron azot atomu iizerinde yerlesik degil, Sekil 1°deki gibi azot ve oksijen

atomlar1 tizerinde delokalize bir sekilde bulunur.

Sekil 1. Nitrik oksit radikali

Nitrik oksit radikalinin bu 6zelligi kendi reaktivitesini baskilar, stabilitesini arttirir ve
biyolojik kosullarda sentezlendigi yerden daha uzak mesafelere difiizyonunu kolaylastirir.

Nitrik oksitin yar1 6mrii sadece bir kag saniyedir ve kolayca O, gibi serbest
radikallerle birlesir. Biyolojik sistemlerde hizla nitrit ve nitrata pargalanir (7).

Nitrik oksitin, ¢oziiniir sitoplazmik guanilat siklaz enzimini aktive ettigi ve damar diiz
kaslarinda gevsemeye neden oldugu 1970’li yillarin sonlarindan beri bilinmekteydi (7). Daha
sonra endotel kaynakli gevseme faktorii olarak, ardindan da sinir sisteminde ndrotransmitter

ve immiin sistemde sitotoksik faktor olarak tanimlanmistir. Hemostazin hem otokrin hem de
8



parakrin mediatorii olan NO™nun bir¢ok dokudaki patofizyolojik olayla da ilgili oldugu
bildirilmistir (28,29).

Nitrik Oksitin Etkileri

Nitrik oksit, diiz kaslarin vazodilatasyonu, norotransmisyon, yara iyilesmesi,
inflamasyon, infeksiyon ve immiinite gibi bircok viicut fonksiyonunda kritik role sahiptir
(30). NO etkilerini direkt olarak gdstermesinin yaninda, O,” veya O, ile reaksiyona girmesi ile
olusan ROT yoluyla dolayli olarak da gosterebilir.

Diiz kaslarda NO, ¢oziinebilen guanilat siklazi uyararak GTP’den ¢cGMP olusumunda
rol oynar ve bu yolla bir¢ok fizyolojik etkiye aracilik eder. NO, trombosit kiimelesmesini ve
adezyonunu azaltarak, mast hiicre aracilikli inflamasyonu inhibe ederek ve 16kositler tizerinde
diizenleyici etkisiyle inflamatuvar siire¢lerde rol oynar. Ayrica NO, kendisinden olusan
reaktif tiirler araciligiyla antimikrobial 6zellik de gosterebilmektedir.

Nitrik oksitin biyolojik aktivitelerine aracilik eden molekiiler mekanizmalar:

1. NO, enzimlerin prostetik gruplarinda bulunan gegis metalleri ile reaksiyona girerek
bu enzimlerin aktivitesini diizenler.

2. NO proteinlerin sisteinil kalintilarinin  S-nitrozilasyonu ile g¢esitli enzimlerin
aktivitesini diizenler.

3. NO’nun O;" ile reaksiyonu sonucu olusan ONOO- nitratlayici bir ajan, giiglii bir
oksidan olup; protein, lipid, niikleik asitlerin yapisinin degismesine neden olur.

[lk mekanizma NO’nun direkt etki gdstermesini saglarken, diger iki mekanizma ise
dolayli etkilerine aracilik eder. NO’nun dogrudan etkileri diisiik konsantrasyonlarda

belirginken, dolayl etkileri ise yiiksek konsantrasyonlarda belirgindir (31).

Nitrik Oksit Sentezi
Nitrik oksit, L-argininden sitriilin olusumu sirasinda, L-argininin guanido nitrojen

grubunun 5 elektron oksidasyonuyla olusur (Sekil 2) (7,32).

|
HoNL_ _NH NN N _®
H 1 |
..»-fN 1 eq NADPH ('/'\” 0.5 eq NADPH ,--"\” . NG
| @ o ‘,‘._ @ .
H.N"" ~COOH HoN"" ~COOH HoN""~ ~COOH
L-arginin NC-hidroksi arginin Sitriilin

Sekil 2. Nitrik oksit sentezi (32)
NADPH: indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
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Nitrik oksit sentaz enzimi tarafindan katalize edilen ve iki agsamali olan bu reaksiyonda
argininden N®-hidroksi arginin olusumu sirasinda substratta 2 elektron kaybi, N-hidroksi
argininden NO ve sitriilin sentezi sirasinda ise ayni nitrojen atomunda 3 elektron kaybi daha
gerceklesir. Reaksiyon igin ortamda molekiiler oksijen ile kofaktor olarak hem, indirgenmis
nikotinamid adenin dinukleotid fosfat, flavin adenin dintkleotid, flavin mononikleotid,
tetrahidrobiopterin ve kalmodulin (CaM) bulunmasi1 gereken enzimin yapist Sekil 3’teki
gibidir (9).

NADPH
NADD+ Arginin
H+ 0,
Sitriilin
NO (veyaNO")

Sekil 3. Nitrik oksit sentaz enziminin yapisi ve koenzimleri (9)
BH,. Tetrahidrobiopterin; FAD: Flavin adenin diniikleotid; FMN: Flavin mononiikleotid; NADPH:
Indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotid fosfat; NO: Nitrik oksit;.O,: Molekiiler oksijen

Nitrik Oksit Sentazlar

Nitrik oksit sentaz enzimleri, yapisal NOS ve INOS olmak iizere iki ana gruba
ayrilirlar. Bu izoformlarin hepsi de homologtur.

Yapisal nitrik oksit sentaz: Yapisal enzimin eNOS ve nNOS olmak iizere 2 formu
vardir. nNOS dimerik yapida, 160-161 kDa molekiil agirlifinda sitoplazmik bir enzimdir.
eNOS yine dimerik yapida, agirlikli olarak hiicre zarinda bulunan, 133 kDa agirliginda olan
ve nNOS’tan farkli olarak aminoterminalinde miristoilasyon bolgesi igeren bir enzimdir (7,9).

Noronal ve endotelyal NOS izoenzimlerinin aktiviteleri diisiiktiir, dakikada miligram
enzim basina pikomol seviyesinde NO sentezlerler. Bu enzimler NO® {iretimi igin
Ca*?~kalmodulin kompleksine bagimlidir. Bu enzimlere CaM baglanmas igin sitoplazmik
Ca*? derisiminin 0.5 uM’n iistiine ¢ikmasi gerekir. Hiicre ici Ca™ konsantrasyonu azalmaya
basladig1 an inaktif forma gegerler ve kisa siireli NO sentezini katalizlerler (7).

Yapisal NOS enzimlerinin baglica bulunduklar: yerler ve etkileri soyledir;
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1. nNOS: Esas olarak sinir sisteminde bulunmakla beraber; adrenal bez ve
astrositlerde bulunan nNOS’un iirettigi NO; sinir sistemi ve noronlarda haberci
molekiil olarak kullanilir. Sinapslarin sekillenmesine yardimci olur, koku alma,
gérme, agriy1 algilama ve hafiza olusumunda gorev alir.

2. eNOS: Mast hiicreleri, trombositler, pankreasin beta adaciklar1 ve vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde bulunan eNOS’un {irettigi NO, diiz kaslarin gevsemesini saglayarak
kan basincini, kan akis hizim1 ve dolayisiyla kalp kasilmasini regiile eder.
Trombositlerin, adezyon ve agregasyonlarin1 inhibe eder. Endotel hiicresi ve

vaskiiler diiz kas hiicrelerinde antiproliferatif etkiye sahiptir (7,8).

Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz: 131 kDa agirhginda, sitoplazmik ve dimerik bir
enzimdir. Fagositik hiicrelerde bulunan iNOS’un indiiksiyonu lipopolisakkaritler ve
proinflamatuar sitokinlere bagimlidir. Uyarildiktan sonra transkripsiyonel olarak mRNA
artistyla enzim indiiklenir ve NO sentezini arttirarak hiicre aracili immiin cevapta rol alir.
Enzimin aktivitesi yiiksektir, indiiklendigi zaman NO iiretimi, yapisal formlardaki gibi kisa
siirmez, saatlerce hatta giinlerce nanomolar diizeylerde devam edebilir.

Kalmodulin, enzimin bir alt birimi gibi enzime baglidir ve noronal ve endotelyal NOS
izoenzimlerinin aksine enzime baglanmak i¢in kalsiyuma ihtiyag duymaz. CaM’nin enzimi
aktif formda tutmasi nedeniyle, iNOS bulundugu ortamda uzun siireli ve yiiksek derisimde

NO sentezini katalizler (7,8).

Nitrik oksit sentaz izoenzimlerinin yapisi: Nitrik oksit sentaz enzimleri 2 farkli bolge
igerirler (Sekil 4).

757 T 1433

Zn  Ca419 nNOS
NH -{ roz —Ji} AT SRt/ H e AT F \9&)— NADPH —COOH
221 49

’ zn ©C184 eNOS
P Cam , B
NH, Arginin/Hem/BH4 FMN| [FMN-—{ FAD NADPH —COOH
1 499 s18 715 742 1153
7 €200 iNOS
CamM s B _=S_—
NH, Arginin/Hem/BH4 FMNFMN|— FAD NADPH |-COOH

1 504 537 687 716 1203

Oksijenaz domaini Rediiktaz domaini

Sekil 4. Nitrik oksit sentaz izoenzimlerinin yapis1 (9)

BH4: Tetrahidrobiopterin; CaM: Kalmodulin; FAD: Flavin adenin diniikleotid; FMN: Flavin mononiikleotid;
Myr: Miristoilasyon; NADPH: Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat; eNOS: Endotelyal nitrik oksit sentaz;
iNOS: indiiklenebilir nitrik oksit sentaz; NNOS: Néronal nitrik oksit sentaz; Palm: Palmitoilasyon; PDZ:Post
synaptic density protein 95; Drosophila disc large tumor suppressor, zonula occludens-1 protein.
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Enzimin N-terminal bolgesi sitokrom P-450 oksidaza yapi ve fonksiyon olarak benzer
ve oksijenaz bolgesi olarak adlandirilir. Bu bdlgede hem grubu ve substrat baglama bolgeleri
bulunur. Tetrahidrobiopterin ve oksijen baglama bolgeleri de bu bolge tizerindedir. Oksijenaz
bolgesi altbirimler arasi etkilesimi sagladigindan, dimerizasyondan da sorumludur. NOS’un
C-terminal bolgesi ise yap1 ve fonksiyon olarak sitokrom P-450 rediiktaz enzimine benzer ve
rediiktaz bolgesi olarak adlandirilmigtir. Koenzimlerden nikotinamid adenin diniikleotid
fosfat, flavin adenin diniikleotid ve flavin mononiikleotid baglama bdlgeleri rediiktaz bolgesi

tizerindedir ve elektron akisindan sorumludur. CaM, NOS enzimlerine bu iki bdlge arasindan

baglanir (7, 9).

Nitrik Oksitin Yikilimi ve Depolanmasi

Nitrik oksit sentaz araciligiyla enzimatik olarak sentezlenen NO’nun metabolize
edilmesi i¢in 6zel bir enzim yoktur. Buna ragmen, NO ¢ok kisa siirede ortamdan uzaklastirilir.

Normal kosullarda NO diizeylerinin kontrolinde en o6nemli faktér NO ile
oksihemoglobin tepkimesidir. Hem grubu NO’yu elimine etmektedir. NO g¢ok hizla
membranlardan damar liimenine difiize olmaktadir. Boylece oksihemoglobinle reaksiyona

girer ve nitratlar ile methemoglobin (MetHb; Hb-Fe*?) olusur.

HbO, + NO — MetHb + NO3’
Aynmi zamanda NO, plazmada okside olarak nitritlere doniisebilir ve bu nitritler de
hemoglobin ile reaksiyona girerek nitratlara doniistir (33).
Oksihemoglobin ve NO arasindaki reaksiyonun sonucunda agi8a c¢ikan
methemoglobin ise methemoglobin rediiktaz enzimi tarafindan indirgenmis nikotinamid

adenin diniikleotid kullanilarak tekrar hemoglobine indirgenir (34).

Hb-Fe+3 + NADH+H" Methemoglobin reduktaz= Hb-Fe+2 + NAD*

Nitrik oksit, demir ile dinitrozil kompleksleri olusturup, hemoglobin gibi hem grubu
olan proteinlere baglanmaktadir. Bu sayede eritrositler, S-nitrozilasyonla ve
transnitrozilasyonla NO’nun taginmasini ve diger dokulara salinimini saglayabilmektedir (34).

Nitrik oksit depolanmasindaki diger bir mekanizma glutatyonun nitrozilizasyonu ile

S—nitroso-L-glutatyon olusturulmasidir. Glutatyon peroksidaz, tioredoksin rediiktaz ve
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y—glutamil transpeptidaz gibi enzimler aracihigi ile S-nitroso-L-glutatyondan NO
salimmaktadir (35,36).

Nitrik oksit olusumu ¢ok fazla oldugunda NO, bikarbonat ile reaksiyona girmekte ve
nitrozoperoksikarbonat olusturarak tiiketilmektedir (37).

SERBEST OKSIJEN RADIKALLERININ KAYNAKLARI
Serbest radikaller organizmada normal olarak meydana gelen oksidasyon ve
rediiksiyon reaksiyonlar1 sirasinda olustugu gibi ¢esitli dis kaynakli etkilerle de olusabilir.

Radikallerin kaynaklari, endojen ve eksojen olmak {izere ikiye ayrilmaktadir (Tablo 3).

Tablo 3. Serbest oksijen radikallerinin canh organizmadaki kaynaklari (38)

Endojen kaynaklar Eksojen kaynaklar

Mitokondriyal elektron tagsima zinciri Ilag oksidasyonlari

Endoplazmik retikulum ve niikleer Iyonize radyasyon

membrandaki elektron tasima zinciri Glines 15181

Oksidan enzimler X 1s1nlart

Fagositik hiicreler UV-1sinlar

Otooksidasyon reaksiyonlari Isik soku

Plazma membranlari Glutatyonu okside eden maddeler
Arasidonik asit yolu Ortam havas1 (sigara dumani, ozon, kiikiirt
Peroksizomlar dioksit, egzos gazlari)

SERBEST RADIKALLERIN ETKILERI

Fizyolojik sartlarda organizmada oksidan-antioksidan sistemler denge halindedir.
Serbest radikallerin canli sistemler i¢in hem yararli hem zararli etkileri bulunur. Diisiik
yogunlukta serbest radikal reaksiyonlari, bagisiklik sistemi hiicrelerinden nétrofil ve
makrofajlarin savunma mekanizmasi i¢in gerekli olsa da, yiiksek yogunluklart DNA, protein
ve lipidlerin kimyasal modifikasyonlari, hiicredeki biyokimyasal ve molekiiler siiregleri
olumsuz yonde etkileyerek doku hasari ve hiicre liimiine yol agmaktadir (5,18,39). DM,
aterogenez, amfizem, bronsit, Parkinson hastaligi, Duchenne tipi miiskiiler distrofi, gebelik
preeklampsisi, serviks kanseri, alkolik karaciger hastaligi, hemodiyaliz hastalari, akut renal

yetmezlik, Down sendromu, yaslanma, retrolental fibroplazi, serebrovaskiiler bozukluklar,
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iskemi-reperfiizyon hasar1 gibi durumlarda serbest radikallerin neden oldugu hiicre hasar1 s6z
konusudur (40).

Bir Oksidan Olarak Nitrik Oksitin Etkisi

Nitrik oksit, inflamatuar yanitin hem mediatori hem de diizenleyicisi olup,
inflamasyon sirasinda aktive olmus inflamatuar hiicrelerden iNOS araciligiyla fazla miktarda
NO* iiretilir. Uretilen NO®, aymi hiicrelerden iiretilen ROT ile birleserek patojenik
mikroorganizmalar i¢in toksik olan RNT’leri olusturur. iNOS tarafindan {iretilen yiiksek
miktardaki NO*’nun inflamatuar hiicrelerden iiretilen O," ile birleserek olusturdugu ONOO-
toksik 6zellikli RNT lerden biridir (41,42).

Siiperoksitin yar1 émrii NO*’dan daha uzundur. NO* ve O,  arasindaki reaksiyon,
stiperoksit dismutaz reaksiyonundan daha hizli olmasina ragmen, siiperoksit dismutaz enzim
miktarinin ¢ok daha yiikksek olmasi ONOO- olusumunu smirlandirir. Ancak NO®
konsantrasyonu arttiginda; NO® siiperoksit dismutaz ile yarigarak ONOO- olusumunu artirir
(43).

NO* + O,” — ONOO-~

ONOO"’in protonlanmast ile peroksinitr6z asit (ONOOH) meydana gelir (43).

ONOO- + H+ — ONOOH

Peroksinitr6z asit fizyolojik pH’da azot dioksit ve hidroksil radikalleri gibi serbest

radikallerin de bulundugu cesitli {irtinlere dontisiir.

ONOOH — OH- + NO,"
ONOOH — ‘OH + NO;’

Onciillerinden daha reaktif bir molekiil olan ONOO-’in; DNA hasari, diisiik dansiteli
lipoprotein oksidasyonu, izoprostan olusumu, tirozin nitrasyonu, akonitaz inhibisyonu ve
mitokondriyal solunumun baskilanmasi gibi sitotoksik etkileri vardir (42,43). ONOO-
proteinlerdeki tirozin kalintilarinin orto pozisyonunda nitrasyonu ile NT olusumuna yol agar.

Tirozinin geri doniisiimsiiz olarak nitrasyonu, tirozinin fosforillenmis ve fosforillenmemis
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formlarinin birbirine doniisiimiinii engelleyerek,

mekanizmalarmin diizenlenmesini etkiler (Sekil 5) (44,45).

R

OH
Tirozin
ATP

Protein Tirozin
Kinaz

ADP

R

O —PO*>

4-Fosfo-Tirozin

ONOO™

OH

3-Nitro-Tirozin

enzim aktivitesinin ve

Sekil 5. Nitrotirozin olusumu (45)
ONOO': Peroksinitrit.

ONOO- oksidasyonunun kararli son iriinii olmas1 nedeniyle NT Ol¢limiiniin NO*
bagimli in vivo hasarin tespitinde kullanisli bir belirteg oldugu bildirilmektedir (44).

Memeli hiicrelerinde okside proteinlerin tamir mekanizmalar1 smirli oldugu igin
hidroliz edilerek ortamdan uzaklastirilmas: gereklidir. Oksidatif streste giiclii oksidanlara
maruz kalinmasiyla hiicrelerdeki proteolitik kapasite yetersiz kalabilir. Bazi durumlarda
okside proteinler uygun bir sekilde yikima gidemez, diger yapilarla capraz baglar ve genis
hidrofobik baglar yaparlar. Hasarli proteinlerin birikimi sonucu hiicre normal fonksiyonlarini

yerine getiremez ve hiicre 6liimii ya da nekrozu gergeklesir (46).

ANTIOKSIDAN SISTEMLER

Dogrudan etki ile oksidanlari inaktif hale getiren maddelere "antioksidan" adi
verilmektedir. Genel olarak enzimatik antioksidanlar hiicre i¢inde, enzimatik olmayan
antioksidanlar ise hiicre disinda daha fazla etkilidir (47).

Antioksidanlarin oksidan molekiillere kars1 etki tipleri sunlardir:

1. Toplayici etki; Yeni radikal olusumunu engelleme ve olugsmus olan radikalleri daha
az zararli hale getirme,

2. Bastirici

etki; Oksidanlarla etkilesip onlara bir hidrojen atomu aktararak

aktivitelerini sondiirme ve inaktif hale getirme,
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3. Zincir kirict etki; Zincirleme olarak devam eden tepkimeleri belirli yerlerinden
kirarak oksidan etkiyi durdurma,

4. Onarici etki; Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin tamiri ve temizlenmesi.

Antioksidan etkili maddeleri yapilarina gére enzimler ve enzim olmayan
antioksidanlar olarak gruplandirabiliriz.

a) Antioksidan enzimler: Siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon

S-transferaz.

b) Enzim olmayan antioksidanlar: C vitamini, E vitamini, glutatyon, L-karnitin,

melatonin, karotenoidler, flavonoidler (40).

L-KARNITIN

Karnitin, B-hidroksi-y-N-trimetil aminobiitirik asit formiiliindedir. Primer olarak
karaciger ve bobreklerde proteine bagli lizil kalintilarinin S—adenozil metiyonin kullanilarak
ardisik 3 kez metillenmesi ile sentezlenir (10).

Karnitin D ve L formlarina sahip olup, dokularda sadece aktif olan L formu sentez
edilir. Viicut karnitininin %98’1 iskelet ve kalp kasinda, %1.6’s1 karaciger ve bobreklerde,
%0.6’s1 ise ekstraselliiler sivida bulunmaktadir (48). L-karnitin plazmada serbest ya da agcil-
karnitin olarak bulunur (49).

Karnitin sentezinde N°—trimetil-lizin ve y-biitirobetain olmak iizere iki primer ara
tirtinii vardir (50).

Askorbik asit karnitin sentezinin hidroksilasyon basamaklarinda kofaktor olarak rol
oynar (51).

L-karnitin lipid metabolizmas i¢in olduk¢a 6nemlidir. Yag asidi -oksidasyonu igin
diizenleyici kofaktdr gibi rol oynar. Uzun zincirli yag asitlerinin mitokondriyal membrandan
acil karnitin esterleri olarak gecisine yardimci olarak bir mekik gorevi gérmektedir. Ayrica
fazla acil gruplarinin viicuttan uzaklastirilmasinda ve hiicre i¢i Koenzim A (CoA) dengesinin
diizenlenmesinde rol oynar. Mitokondri i¢ine yag asidi taginmasinda bir azalma oldugunda
sitozolik trigliserid birikimi olur (52,53).

Yag asidi oksidasyonu enzimleri hayvan hiicrelerinde mitokondri matriksine
yerlesmistir. Yag asitlerinin oksidasyonu {i¢ ana basamakta gergeklesir: Aktivasyon,
mitokondriye taginma ve -oksidasyon.

Kandan hiicre sitoplazmasina gegen serbest yag asitleri mitokondri zarindan

gecebilmek i¢in Oncelikle sitoplamada aktive olmalidir. Uzun zincirli yag asidi mitokondri dig
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membranina bagli uzun zincir acil-CoA sentetaz tarafindan uzun zincir agil-CoA’ya
doniistiiriilerek aktive edilir.

Tkinci asamada  mitokondriyal dis membranda  bulunan karnitin:
palmitoilagiltransferaz-1 enzimi tarafindan aktive yag asidi karnitinin hidroksil grubuna
baglanarak agcilkarnitine donistiiriilir. Agil karnitin, mitokondriyal karnitin:agil karnitin
translokaz araciligi ile mitokondri i¢ membranindan geger. Karnitin:agil karnitin translokaz
bir kotransporterdir; agil karnitini sitozolden mitokondri matriksine tasirken serbest karnitini
mitokondri matriksinden sitozole tasir. Tasima isleminin son asamasinda i¢ mitokondri
membraninin matriks yiizeyinde bulunan karnitin:palmitoilagiltransferaz-Il agil karnitindeki
uzun zincirli yag asidini, mitokondri i¢i COA’ya aktarir ve agil-CoA olusur. Karnitin,
karnitin:acil karnitin translokaz tasiyicisi ile i¢ ve dis mitokondri zarlar1 arasindaki bosluga
geri doner.

Ucgiincii asamada agcil-CoA, B-oksidasyona ugrar ve olusan asetil-COA sitrik asit
dongiisiine dahil olur. B-oksidasyonda ve asetil-CoA’larin sitrik asit dongiisiinde kullanilmasi
reaksiyonlarinda agiga c¢ikan indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotid ve indirgenmis
flavin adenin diniikleotid’ler elektron transport zinciri ve oksidatif fosforilasyonda
kullanilarak ATP olusur (50,54 ).

Tip 1 ve tip 2 diyabetli hastalarla yapilan ¢alismalarda serum L-karnitin diizeyinin
azaldig1 bildirilmektedir (55,56). Saglikli ve diyabetik bireylerde 6glisemik-hiperinsiilinemik
klemp uygulamasinda akut hiperkarnitineminin nonoksidatif glukoz kullanimini arttirdig
bildirilmektedir (13).

Streptozotosin ile diyabet olusturulan farelerde karaciger ve serum L-karnitin
konsantrasyonlarinin  azaldigi gosterilmistir. Bu farelere ekzojen olarak L-karnitin
uygulamasinin yag asidi beta oksidasyonunu arttirdigi buna bagli olarak lipid sentezini
azaltarak karacigerde lipid birikimini Onledigi, karacigerden periferik dokulara tasinan
trigliserit miktarini azalttigi ve insiilin diizeylerini arttirdigi gosterilmistir (57).

L-karnitin ayn1 zamanda antioksidan bir molekiildiir. Giilgin’in (58) yaptig1 in vitro
calismada L-karnitinin, O," ve H,0; siipiiriicii ve metal selatlayic1 etkisi gosterilmistir. STZ
ile diyabet gelistirilmis siganlarda L—karnitin uygulamasinin antioksidan etkileri gosterilmistir

(59,60).
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STREPTOZOTOSIN

Deneysel hayvan caligmalarinda insanlardakine benzer diyabet olusturmak igin
kullanilan N-nitroso tiirevi D-glukozamin yapisinda bir maddedir (18). Agik formiilii Sekil
6’da goriilen STZ; 2-deoksi-D-glukozun C-2 pozisyonuna bagl bir metilnitrozotire yan zinciri
icermektedir. Kat1 halde yapisindaki glukoz molekiiliiniin konumuna goére o ve f
izomerlerinin karisimi seklindedir. Kati halde stabil degildir ve dondurulmus olarak

saklanmasi gerekir, 1siktan korunmalidir. Optimum stabilitesi i¢in pH 4-4.5 olmalidir (61).

Hy £
OH

Sekil 6. Streptozotosinin kimyasal yapisi (62).

Streptozotosin pankreas beta hiicrelerine direk etkisiyle toksiktir. Yapisinda bulunan
bir glukoz molekiilii sayesinde plazma membranindaki glukoz tastyicisina (GLUT2) baglanir,
molekiil; nitrozoiire boliimiinden ayrilir ve hiicre igine girerek toksisite gosterir (61). STZ,
oksidan maddeler meydana getirerek pankreas beta hiicrelerinin selektif olarak harabiyetine
neden olur. STZ nin hiicre i¢indeki temel etki yeri niikleer DNA’dir. DNA alkilasyonuna yol
acar, DNA hasar1 poli-ADP-ribozilasyon aktivasyonunu indiikler. Poli-ADP-ribozilasyonu,
hiicresel NAD" ve ATP azalmasina neden olur. STZ uygulanmasindan sonra gelisen ATP
yikimi ksantin oksidaz i¢in substrat saglayarak O,", H,O, ve “OH olusumuna yol agar. Bunun
yaninda STZ toksik miktarlarda NO® olusturarak akonitaz aktivitesinin inhibisyonu ile de
DNA hasarina yol acar. Tiim bunlarin sonucunda beta hiicreleri apopitoz veya nekroz yoluyla
oliir ve boylece diyabet gelisir (63).

Streptozotosinin efektif dozunu standardize etmek igin yapilan bir ¢alismada 3 farkli
STZ dozunun plazma glukoz seviyelerine ve Langerhans adaciklarina etkisi incelenmistir. 30
mg/kg STZ dozu verildiginde siganlarda ilimli degisiklikler gbzlenmis ve 7. giinde aglik kan
glukozu normal seviyelere donmiis ve adaciklarin da normal oldugu gézlenmistir. 50 mg/kg
STZ verildiginde siganlar i¢in bu dozun 6liimciil oldugu, hayatta kalan hayvanlarda da toksik

etkiler ve adaciklarda yapisal degisiklikler gozlenmistir. 40 mg/kg dozunda STZ’nin aclik
18



plazma glukozuna 1limli etkisi oldugu ve adaciklarda hiicresel seviyede etkili oldugu
gozlenmistir. Sonug olarak 40 mg/kg STZ dozunun diyabet modeli olusturmak igin optimal
doz oldugu bildirilmistir (64).
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GEREC VE YONTEMLER

Bu calisma; Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Yerel Etik Kurul onay1 alinarak Trakya
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyokimya Anabilim Dali arastirma

laboratuarinda gergeklestirildi (Ek-1).

DENEY HAYVANLARI

Agirliklar1 202-243 g arasinda degisen, standart kosullarda yetistirilen eriskin disi
Sprague Dawley siganlar Trakya Universitesi Deney Hayvanlar1 Birimi’nden temin edildi.
Sicanlar bazal diyet ile beslendiler. 22+2°C oda 1s1s1, %60 nem orani, 12 saat aydinlik/12 saat
karanlik ritim saglandi. Calismada 40 adet sican ortalama agirliklar1 esit olacak sekilde 4
gruba ayrildi. Grup 1 kontrol (n=10), grup 2 L-karnitin(n=10), grup 3 diyabet (n=10), grup 4
diyabet+L-karnitin (n=10) gruplar: olarak belirlendi.

Diyabet olusturmak igin, taze olarak pH 4.5 sitrat tamponu ile hazirlanan STZ (40
mg/kg) kullanildi. Grup 3 ve 4’teki siganlara tek doz STZ, grup 1 ve 2’deki siganlara ise es
zamanli olarak pH 4.5 sitrat tamponu soliisyonu intraperitoneal (ip) olarak verildi. STZ
uygulandiktan 72. saat sonra, sigcanlarin kan glukoz diizeyleri dl¢iildii ve 200 mg/dL’nin
tizerinde degeri olan siganlar diyabetik olarak kabul edildi. Grup 2 ve 4’teki siganlara
L—karnitin (500 mg/kg/gilin), grup 1 ve 3’tekilere ise %0.9’luk NaCl 15 giin boyunca ip olarak
uygulandi. Siganlara rampun (10 mg/kg) ve ketalar (50 mg/kg) anestezikleri uygulanarak,
sicanlarin batin 6n duvari insizyonla agilip diyaframdan kalbe ulasildi ve ponksiyonla kanlar1
alinarak sakrifiye edildi. Karaciger doku drnekleri alinarak, soguk %0.9’luk NacCl ile yikandi.

Heparinize plazma ve doku Ornekleri analiz giiniine kadar -80°C’de saklandi.
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Calismamizda plazmada NO ve NT diizeyleri, karacigerde NO diizeyleri ve iNOS

protein miktar 6l¢iildii.

KULLANILAN MALZEMELER

Kimyasal Maddeler

Akrilamid

N,N-Metilenbis-akrilamid
N,N,N,N-tetrametiletilendiamin (TEMED )
2-merkaptoetanol

Amonyum persiilfat

Bromofenol blue

Gliserol

Tween 20

Sodyum dodesil siilfat

Bovin serum albumin

Trizma Base

Glisin

Proteaz inhibitor kokteyli

Commasie blue R-250

Potasyum klortir

Sodyum kloriir

Yagsiz siit tozu

L-Karnitin

Metanol

Streptozotosin

Sitrik asit

Sodyum sitrat

Pre-stained Protein Standard

Rabbit anti-iNOS poliklonal antikor
Rabbit anti-beta aktin monoklonal antikor
Goat anti-Rabbit IgG, Alkalen Fosfataz konjugati
Kromojenik substrat (BCIP/NBT)
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(Merck-Almanya)
(Merck-Almanya)

(Sigma Aldrich-Cin)
(Sigma Aldrich-Almanya)
(Sigma Aldrich-Cin)
(Sigma Aldrich-USA)
(Sigma Aldrich-Almanya)
(Sigma Aldrich-USA)
(Sigma Aldrich-Japonya)
(Sigma Aldrich-USA)
(Sigma Aldrich-USA)
(Sigma Aldrich-Belgika)
(Sigma Aldrich-USA)
(Merck-Almanya)

(Sigma Aldrich-USA)
(Sigma Aldrich-USA)
(Sigma Aldrich-Isvigre)
(Sigma-Tau-italya)
(Merck-Almanya)

(Sigma Aldrich-Cin)
(Merck-Almanya)
(Merck-Almanya)
(Invitrogen-USA)

(Merck Millipore-Almanya)
(Merck Millipore-Almanya)
(Merck Millipore-Almanya)
(Invitrogen-USA)



Ponceau S soliisyon

Poliviniliden diflorid (PVDF) membran
Kromotografi filtre kagidi

Cinko siilfat

Sodyum hidroksit

Siilfanilamid

N-naftiletilendiamin dihidroklortir
Bakar siilfat

Hidroklorik asit (%37)

Sodyum borat

Kadmiyum grantil

Heparin (5.000 IU/ml)

Potasyum nitrat

Nitrotirozin ELISA kiti

Diger Alet ve Cam Malzemeler
Cam malzemeler
Distile su cihazi
Elektronik tart1
Homojenizator
Manyetik karistiric
Otomatik pipetler
pH metre
Western blot sistemi
Elektroforez
Giic kaynagi
Calkalayici
Goriintiileme Sistemi
Glukometre
Sogutmali santrifiij
Spektrofotometre
Vortex

Sallantili su banyosu
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(Santa Cruz-USA)
(Biorad-USA)
(Whatman-ingiltere)
(Merck-Almanya)
(Merck-Almanya)

(Sigma Aldrich-Almanya)
(Merck-Almanya)
(Pancreac-Ispanya)
(Merck-Almanya)
Merck-Almanya

(Sigma Aldrich-Almanya)
(Phanpharma S.A-Fransa)
(Merck-Almanya)
(Hycult biotechnology-Hollanda)

Deney tiipleri, balon jojeler, beherler
Niive, Almanya

Sartorius AG, Almanya

Heidolph DIAX 900

Ikamag RH-Staufen, Almanya
Eppendorf, Socorex, Microlit
Inolab pH level 1 WTW, Almanya
Bio-Rad-USA

Cleaver Scientific VS10-USA
Major Science MP-2000P- Tayvan
Heidolph Unimax 1010, Almanya
Infinity Capture, Fransa

Accu chek go-Roche

Hettich Universal 30RF, Almanya
Shimadzu UV-1700A, Japonya
Velp Scientificia, Almanya

GFL 1083, Almanya



BIYOKIMYASAL OLCUMLER

Nitrik Oksit Tayini

Cortas ve ark. nin (1990) tanimladiklart metoda gore spektrofotometrik olarak yapildi
(65). Plazmada nitratin nitrite doniisimii kadmiyum graniilleriyle saglandiktan sonra, NO
diizeyleri Griess ayiraci kullanilarak saptandi. Tiim O6rneklerde caligmalar iki kez tekrarlandi.
10 mM KNOj; stok standart ¢ozeltisi 10 mM sodyum borat iginde hazirlandi. Stok standart
¢ozeltisinden 25, 50, 100 ve 200 pmol/L konsantrasyonlarinda olmak {izere hazirlanan
calisma standartlari, ikiser kez ol¢iilerek kalibrasyon egrisi hazirlandi (Sekil 7).

Regresyon analizi ile kalibrasyon egrisinin denklemi bulundu, bu denklem kullanilarak
plazma ve karaciger doku 6rneklerindeki NO diizeyleri hesaplandi.

Nitrik oksit kalibrasyon egrisinin denklemi:

y=1.8545+1.421x

102,00

82,007

Absorbans
§
1

2,007

T T T T
2,50 22,50 4250 62,50 82,50

Sekil 7. Nitrik oksit standart grafigi

Bulunan plazma NO degerleri umol/L olarak, doku NO degerleri ise doku protein diizeyine

oranlanarak sonug¢lar umol/mg protein olarak ifade edildi.

23



Total Protein Tayini

Alkali ortamda proteinlerin peptid baglarinin bakir iyonlar1 ile kompleks olugturmasi
esasina dayanan deneyde bakir-peptid kompleksleri folin ayiraci ile reaksiyona girerek mavi-
mor renk olusturur (66).

Standart egrinin hazirlanmasi i¢in bovin serum albumini ile 1, 2, 3, 4 ve 5 g/L
konsantrasyonlarindaki standart ¢ozeltileri ikiser kez Olgiilerek, protein standart egrisi grafigi
cizildi (Sekil 8). Regresyon analizi ile saptanan formiil kullanilarak 6rneklerdeki protein
degerleri hesaplandi.

Protein standart egrisinin denklemi:

y =0.0384 + 0.1936x

1,000

800

6007

Absorbans

4007

,2007

T T T T T
1,00 2,00 3,00 4,00 5,00

Bovin serum albumin g/L

Sekil 8: Lowry yontemine gore protein standart grafigi.

Plazma NT Diizeyinin ELISA Yoéntemiyle Tayini

Plazma orneklerinde NT diizeyleri tayini, hycult biotechnology marka, HK501 no'lu
kit kullanilarak ¢ift sandvi¢ ELISA yontemi ile 6lgiildii. Tim 6rneklerde calismalar iki kez
tekrarlandi. 0, 2, 6, 19, 56, 167, 500 ve 1500 nM konsantrasyonda standart ¢ozeltileri ile
kalibrasyon egrisi ¢izildi (Sekil 9). Egriden yaralanarak plazma NT degerleri saptandi.
Sonuglar nmol/L olarak ifade edildi.
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Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz Miktar1 Tayini

Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid (SDS-PAGE) jel elektroforezi ve western blot

yonteminde kullanilan ¢ozeltiler:
1. 4 X Ayirma jeli tamponu: 1.5 M tris, pH: 8.8.
2.4 X Yiikleme jeli tamponu: 0.5 M tris, pH: 6.8.

Ayirma Jeli (%8’lik):

Monomer (Akrilamid:bisakrilamid) ¢ozeltisi (%30 T, %2.7 Chpis) 4 mL
4 X Ayirma jeli tamponu 3.75mL
%10 SDS 150 uL
Distile su 6.95 mL
TEMED 7.5 uL
%10 Amonyum persiilfat 150 uL
Yiikleme Jeli (%4°1ik):
Monomer (Akrilamid:bisakrilamid) ¢6zeltisi (%30 T, %2.7 Cpis) 1.33mL
4X Yikleme jeli tamponu 2.5mL
%10 SDS 100 pL
Distile su 597 mL
TEMED 5uL
%10 Amonyum persiilfat 100 pLb
3. Homojenizasyon tamponu: 20 mM tris, 0.15 M NaCl, 1/100 konsantrasyonda
proteaz inhibitdr kokteyli (sigma P8340), pH 7.5.
4. 2X Ornek uygulama tamponu:
4X Yiikleme jeli tamponu 2.5mL
%10 SDS 4 mL
Gliserol 2mL
2-Merkaptoetanol 1mL
Bromofenol blue 0.02g
Distile su 10 mL’ye
tamamlanir.
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5. 5X Tank tamponu: 0.025M tris, 0.192 M glisin, %0.1 SDS, pH 8.3, 5 kez
sulandirilarak kullanildu.

6. Aktarim tamponu: 25 mM tris, 192 mM glisin, 300 mL metanol, pH 8.3, 2 L.

7. Tris Buffer Saline-Tween (TBST): 0.5M tris, 1.67 M NaCl, %0.1 tween 20, pH 7.5,
1L

8. Bloklama tamponu: %S5 yagsiz siit tozu, TBST i¢inde hazirlandi.

9. Primer antikorlar: Anti iINOS (Millipore AB5382) 1/1000 oraninda, anti-beta aktin
(Millipore 04-1116) ise 1/500 oraninda taze bloklama tamponu ile diliie edilerek hazirlandu.

10. Sekonder antikor: Anti rabbit immiinglobulin G (Alkalen fosfataz konjuge)
(Millipore AP132A) 1/5000 oraninda, taze TBST ile diliie edilerek hazirlandi.

Karaciger Doku Orneklerinin Homojenizasyonu

Karacigerler tartilip, 1/10 oraninda homojenizasyon tamponu ile karistirilarak buz
tizerinde diisiik devirde homojenize edildi. Homojenize edilen 6rnekler, 10000xg’de +4°C’da
sogutmali santrifiijde 30 dakika siireyle santrifiij edildi. Western blot yonteminde her dérnekten
esit miktarda protein yiikleyebilmek i¢in, Lowry yoOntemiyle dokulardaki protein miktar
oOl¢iildii. Daha sonra 50 pl’lik boliimlere ayrilan siipernatanlar, SDS-PAGE ve western blot

yontemi uygulanana dek -80°C’de saklandi.

Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Calisma Laemmli’nin yontemi esas alinarak yapildi (67). % 8’lik ayirma jeli ve
%4’liikk yiikkleme jeli hazirlanip cam kasetlere dokiildii. Camlar elektroforez tankina
yerlestirildi. Camlar arasinda kalan bdlgeye katod tampon, tankin i¢ine ise anod tampon
dokiildii. Homojenatlar 6rnek tamponuyla 1/1 oraninda karistirilarak 5 dakika kaynatildi ve
kuyucuk basma son konsantrasyonu 50 pg protein olacak sekilde kuyucuklara uygulandi.
Tank giic kaynagina baglandi. Akim yiikleme jelini gegene kadar (yaklasik 30 dakika) 20
mA’de sabitlendi. Ardindan akim 30 mA’e yiikseltildi. Bromofenol mavisinden kaynaklanan

mavi bant, jelin altina 0.5 cm kalana dek yiirtitiildiikten sonra islem durduruldu.

Western Blot Yontemi
Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi ile o6rnekler jel iizerinde
proteinlerine ayrildi ve daha sonra 0.2 um poliviniliden diflorid membrana transfer edilmek

tizere transfer tankina alindi. 210 mA akimda 4 saat boyunca, yarim saatte bir buz
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degistirilerek manyetik karistirici lizerinde transfer siirdiiriildii. Transfer prosediirii sonrasi
membranlar bloklama tamponuna alindi ve bir gece boyunca +4°C’de buzdolabinda
calkalayici {izerinde inkiibe edildi. Membranlarin iNOS igeren kisimlari ile house-keeping
protein olan beta aktini igeren kisimlari ayri ayri iglem gérmek iizere, en bastaki ya da
ortadaki bir kuyucuga ytiklenen standart klavuz alinarak 50 kDa’1 gosteren bantin altindan
ikiye boliindli. Daha sonra membranlarin iist yaris1 anti-iNOS antikoru ile alt yarisi1 da anti-
beta aktin antikoru icinde 3 saat, devaminda sekonder antikorla 1 saat siire ile calkalayici
tizerinde inkiibe edildi. Daha sonra membranlar, kromojenik substrat ile bantlar belirinceye
kadar calkalayici lizerinde inkiibe edildi. Olusan bantlarin infinty capture cihazi ile fotografi
¢ekildi. Adobe Photoshop CS5 programi kullanilarak her numunenin iNOS ve beta aktin bant
yogunlugu olciildii. Western blot deneylerinde esit miktarda protein yiiklenildiginin kontroli
icin her hayvanin iNOS bandinin yogunlugu ayni numunenin beta aktin bandi yogunluguna

oranlandi.

ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Gruplar arasindaki farkliliklar, her bir gruptaki dagilim normal ve gruplar homojen
varyanslt ise Tek Yonli ANOVA varyans analizi ile, bu kosullarin herhangi birinin
saglanmadig1 durumlarda ise Kruskal Wallis test ile degerlendirildi. Varyans analizleri ile
gruplar arasinda farklilik oldugu tespit edilen parametrelerde ¢oklu karsilastirma testi olarak
Bonferroni yada Dunn post-hoc testleri kullanildi. Her bir grubun kendi iginde deney
stiresince viicut agirligi ve kan sekerindeki degisimler Paired t testi ile analiz edildi. Her bir
grupta degiskenlerin birbirleriyle iliskisini ortaya koymak icin Spearman korelasyon analizi
uygulandi. Elde edilen degerler ortalama+standart sapma (Ort+SS) olarak ifade edildi ve
p<0.05’in altindaki farkliliklar istatistiksel anlamli olarak kabul edildi. Istatistiksel analizler
Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik ve Tibbi Bilisim Anabilim Dalinca yapilmus
olup, analizlerde anabilim dalinin SPSS 20.0 lisanshi (Lisans No: 10240642) paket programi
kullanildi.
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BULGULAR

Gruplarin deney baslangicinda-sonunda ortalama agirliklar1 ve ortalama viicut agirligi

degisim yiizdeleri Tablo 4’te goriilmektedir.

Tablo 4. Kontrol,

(Ortalama+Standart sapma)

L-karnitin, diyabet ve diyabet+L-karnitin gruplarinin deney
baslangicinda-sonunda viicut agirhiklar: ve viicut agirhgr degisim yiizdesi

Viicut Agirhig (g)
Gruplar Deney Deney Degisim
Basinda Sonunda ' (%)}
Kontrol 225.90£28.50 | 226.00+26.12 0.18+2.40
(n=10)
L-Karnitin 224.90£14.82 | 228.20+19.49 1.3642.37
(n=10)
Diyabet 22440+19.06 | 189.10+23.64 "7 [-1589+573 ¥
(n=10) ;
Diyabet+L-karnitin | 226.40£12.19 | 199.70£17.66 -11.82£5.80 7
(n=10) '
p >0.05 <0.001" <0.001°

*: Tek Yonlii (ANOVA) Varyans Analizi ile degerlendirildi.
%: Kruskal Wallis test ile degerlendirildi.
*: Gruplar arasi karsilastirmalar Benforroni testi ile yapildu.
?: Gruplar aras1 karsilagtirmalar Dunn testi ile yapildi.

¥ Grup i¢i karsilastirmalar Paired t testi ile degerlendirildi
a: Kontrol grubuna gore karsilastirma yapildi.

b: L-Karnitin grubuna goére karsilagtirma yapildi.

*: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001

Kontrol, L-karnitin, diyabet ve diyabet+L-karnitin gruplarinin deney basinda viicut

agirliklart arasinda istatistiksel olarak fark yoktu (p>0.05).
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Kontrol, L-karnitin, diyabet ve diyabet+L-karnitin gruplarinin deney sonundaki
ortalama viicut agirligi degerleri, sirasiyla 226.00+£26.12, 228.20+19.49, 189.10+23.64 ve
199.70+17.66 g olarak ol¢iildii.

Kontrol ve L-karnitin gruplarimin arasinda, deney sonundaki viicut agirliklari
bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark yoktu. Diyabet grubunun deney sonundaki viicut
agirhigl, kontrol ve L-karnitin gruplarma gore anlamli derecede azalmisti (her ikisi igin,
p<0.01). Diyabet+L-karnitin grubunun deney sonundaki viicut agirligi, L-karnitin grubuna
gore anlamli olarak azalmist1 (p<0.05), ancak kontrol grubu ile arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark yoktu. Diyabet ve diyabet+L-karnitin gruplarinin, deney sonundaki viicut
agirliklar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu.

On sekiz giin siiren deney sonunda her bir grubu kendi i¢inde karsilastirdigimizda,
diyabet ve diyabet+L-karnitin grubundaki sicanlarda deney sonunda gbzlenen viicut
viicut agirhigindaki degisme anlamsizdi.

Viicut agirhigindaki ylizde degisim agisindan gruplart karsilagtirdigimizda kontrol ve
L-karnitin gruplarindaki hayvanlarda viicut agirliklar sirasiyla %0.18 ve %1.36 oraninda
artarken, diyabet ve diyabet+L-karnitin gruplarinda bulunan hayvanlar ise sirasiyla %15.89 ve
%11.82 oraninda azalmisti. Diyabet ve diyabet+L-karnitin gruplarinda bulunan hayvanlardaki
viicut agirligr kaybi, kontrol ve L-karnitin gruplarinda bulunan hayvanlardaki degisim ile
karsilastirildiginda anlamli idi (tlimii i¢in p<0.05).

Gruplarin STZ uygulandiktan sonraki 72. saatte ve deneyin sonunda tespit edilen kan
glukoz degerleri Tablo 5’de goriilmektedir.

Kontrol, L-karnitin, diyabet ve diyabet+L-karnitin gruplariin STZ uygulandiktan
sonraki 72. saatteki ortalama kan glukoz degerleri sirasiyla 135.5+11.41, 140.50+7.86,
431.2449.52 ve 493.8+42.9 mg/dL olarak dlgiildii.

Kontrol ve L-karnitin gruplari arasinda 72. saatteki kan glukoz degerleri bakimindan
istatistiksel olarak anlamli fark yoktu. Diyabet ve diyabet+L-karnitin gruplarinin 72. saatteki
kan glukoz degerleri, hem kontrol hem de L-karnitin gruplarma goére anlamli derecede
yiiksekti (tiimii i¢in p<0.05). Diyabet ile diyabet+L-karnitin gruplarimin 72. saatteki kan
glukoz degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu.

Kontrol, L-karnitin, diyabet ve diyabet+L-karnitin gruplarinin deney sonundaki
ortalama kan glukoz degerleri, sirasiyla 176.30+22.16, 172.8+14.18, 563.9+24.50 ve
504.3+19.04 mg/dL olarak oSlgiildii.
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Kontrol ve L-karnitin gruplari arasinda, deney sonundaki kan glukoz degeri
bakimindan anlamli fark yoktu. Diyabet ve diyabet+L-karnitin gruplarinin deney sonundaki
kan glukoz degerleri, kontrol ve L-karnitin gruplarina gére anlamli olarak yiiksekti (tiimii igin
p<0.001). Diyabet+L-karnitin grubunun deney sonundaki ortalama kan glukoz degeri diyabet
grubundan anlamli olarak diisiiktii (p<0.001).

Tablo 5. Kontrol, L-karnitin, diyabet ve diyabet+L-karnitin ve gruplarinin 72. saatte ve
deney sonundaki kan glukoz degerleri ve deney siiresince kan glukozundaki
degisim yiizdesi (OrtalamatStandart sapma)

Gruplar Kan Glukozu (mg/dL)

72. saatte * Deney Sonunda’ Degisim (%)’
Kontrol 135.5011.41 176.30+422.16 ¥ 30.09+12.93
(n=10)
L-karnitin | 140.50+7.86 172.80+14.18 ¥ 23.24+10.80
(n=10)
Diyabet | 431.20+49.52 " |563.90+24.50 = 7 32.21+14.81
(1210) gro
Diyabet+ |493.80+42.90 " |[504.30£19.04 = °7 7 | 2.95+11.02 ¥
L-karnitin
(n=10)
p <0.001° <0.001" <0.001"

Tek Yonlii (ANOVA) Varyans Analizi ile degerlendirildi.
Kruskal Wallis test ile degerlendirildi.

Gruplar arasi karsilagtirmalar Benforroni testi ile yapildi.
Gruplar arast karsilagtirmalar Dunn testi ile yapildi.

: Grup i¢i karsilagtirmalar Paired t testi ile degerlendirildi

: Kontrol grubuna gore karsilastirma yapildi.

. L-karnitin grubuna gore karsilagtirma yapildu.

wn ot —k A H

: Diyabet grubuna gore karsilagtirma yapildi.
: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001

* O T ®

Her bir grubu kendi iginde karsilastirdigimizda; kontrol, L-karnitin ve diyabet
grubunun 72. saatteki kan seker diizeyine gore deney sonundaki kan sekeri diizeyindeki artis
anlamli iken (tiimii i¢in p<0.001), diyabet+L-karnitin grubunda anlaml degildi.

Deney siiresince kan sekerindeki yiizde degisim bakimindan  gruplar
karsilastirdigimizda ise; kontrol, L-karnitin ve diyabet gruplari arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark yoktu. Diyabet grubunun kan glukoz degerlerindeki degisim yiizdesi
32.21+14.81, diyabet+L-karnitin  grubunun ise 2.95+11.02 olarak hesaplandu.
Diyabet+L—karnitin grubunun kan glukoz degerindeki degisim yiizdesi; kontrol, karnitin ve
diyabet grubuna gore anlamli derece diisiiktii (sirasiyla p<0.001, p<0.01 ve p<0.001).

Gruplarin plazma NO ve NT degerleri Tablo 6’da gériilmektedir.
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Tablo 6. Kontrol, L-karnitin, diyabet ve diyabet+L-karnitin gruplarimin plazma nitrik

oksit ve nitrotirozin degerleri (Ortalama+Standart sapma)

Gruplar Plazma NO* Plazma NT*
(umol/L) (nmol/L)
Kontrol 23.89+2.47 1.97+0.13
(n=10)
L-karnitin 24.38+2.68 1.50+0.22
(n=10)
Diyabet 26.65+4.64 2.50+0.33 o
(n=10)
Diyabet+L-karnitin 29.33+4.53 & 1.69+0.58 0
(n=10)
p® <0.05 <0.001

NO: Nitrik oksit; NT: Nitrotirozin
%: Kruskal Wallis test ile degerlendirildi.

*: Gruplar aras1 karsilastirmalar Dunn testi ile yapildi.
a: Kontrol grubuna gore karsilagtirma yapildi.
b: L-karnitin grubuna gore karsilastirma yapildi.
c: Diyabet grubuna gore karsilastirma yapild.
*: p<0.05
Kontrol, L-karnitin ve diyabet gruplarinin plazma NO degerleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark yoktu. Diyabet+L-karnitin grubunun ortalama plazma NO degeri
29.33+4.53 umol/L olarak bulundu ve kontrol grubuna gdre anlamli derecede yiiksekti
(p<0.05). Diyabet+L-karnitin grubu ile diyabet ve L-karnitin gruplari arasinda plazma NO
degeri bakimindan anlamli fark yoktu.
Kontrol, L-karnitin, diyabet ve diyabet+L-karnitin ve gruplarinin ortalama plazma NT
degerleri; sirasiyla 1.97+0.13, 1.50+0.22, 2.50+0.33 ve 1.69+0.58 nmol/L olarak bulundu.
Kontrol, L-karnitin ve diyabet+L-karnitin gruplarinin plazma NT degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark yoktu. Diyabet grubunun ortalama plazma NT degeri,
diyabet+L—karnitin ve L-karnitin gruplarma gore anlamli olarak yiiksekti (her ikisi i¢in
p<0.05), ancak kontrol grubu ile arasinda anlamli fark yoktu.

Calismamizda western blot yontemiyle ile iNOS proteinini, Sekil 10°da goriildiigii gibi
yaklasik 60 kDa civarinda tespit ettik.
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Diyabett  Kontrol  Diyabet Kontrol Diyabet
L-karnitin

Sekil 10. Baz1 sicanlarin western blot yontemi ile tespit edilen karaciger indiiklenebilir
nitrik oksit sentaz proteinleri

Gruplardaki bazi siganlara ait iNOS ve B-aktin goriintiileri Sekil 11°de gériilmektedir.

- Divabet+ .
Kontrol . . L-Karnitin
Diyabet L-kalrnitin

Sekil 11. Kontrol, diyabet, diyabet+L-karnitin ve L-karnitin gruplarindaki bazi
sicanlarin karaciger indiiklenebilir nitrik oksit sentaz ve p-aktin proteinleri

iNOS: Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz

Gruplarin karaciger dokusu iNOS/B-aktin oranlart, sirastyla Tablo 7°de goriilmektedir.

Tablo 7. Kontrol, diyabet, diyabet+L-karnitin ve L-karnitin gruplarmin karaciger
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz/ g-aktin oram (Ortalama+Standart sapma)

Gruplar Karaciger iNOS/f-aktin orani

Kontrol 1.74+0.37

(n=8)

L-karnitin 2.06+0.77

(n=8)

Diyabet 1.72+0.25

(n=8)

Diyabet+L-karnitin 2.01+0.14

(n=8)

p® >0.05

iNOS: Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz.
%: Kruskal Wallis test ile degerlendirildi.
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Gruplarinin karaciger dokusu iNOS/B-aktin oranlari arasinda anlamli fark saptanmadi

(p>0.05) (Sekil 12).

2,5

2
1,5
B Karaciger
iNOS/p-aktin orani
0,5
0

Kontrol L-karmitin Diyvabet Divabet+L-karmitin

(=

Sekil 12. Kontrol, L-karnitin, diyabet ve diyabet+L-karnitin gruplarmin karaciger
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz/p-aktin oram

iNOS: Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz.

Gruplarin karaciger dokusu NO degerleri sirasiyla Tablo 8’de goriilmektedir.

Tablo 8. Kontrol, diyabet, diyabet+L-karnitin ve L-karnitin gruplarimin karaciger nitrik
oksit degerleri (Ortalama+Standart sapma)

Gruplar Karaciger NO
(umol/g protein)

Kontrol 4.43£1.06
(n=8)
L-karnitin 5.71£1.60
(n=8)
Diyabet 4.10+1.30
(n=9)
Diyabet+L-karnitin 5.69+2.31
(n=10)
p° >0.05

NO: Nitrik oksit
%: Kruskal Wallis test ile degerlendirildi.

Gruplarin karaciger dokusu NO degerleri arasinda anlamli fark saptanmadi (p>0.05).

Yapilan korelasyon analizi sonucunda, parametreler arast korelasyona rastlanmamustir.
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Tim gruplardaki siganlarin her birinde saptanan 72. saatte ve deney sonunda kan
glukozu, deney basinda ve sonunda viicut agirligi, deney siiresince kan glukozu ve viicut
agirhigr degisim ylizdesi, plazma NO ve NT diizeyleri, karaciger dokusu NO diizeyi ve iNOS

protein miktar1 Tablo 9’da goriilmektedir.
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Tablo 9. Deney gruplarindaki si¢canlarin her birinde saptanan 72. saate ve deney sonunda kan glukozu, deney basinda ve sonunda viicut
agirh@, deney siiresince kan glukozu ve viicut agirh@ degisim yiizdesi, plazma nitrik oksit ve nitrotirozin diizeyleri, karaciger
dokusu nitrik oksit diizeyi ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz miktari

o | 2 Viicut Agirhg (g) Kan Glukozu (mg/dL) Plazma Plazma Karaciger Karaciger
%‘; S | Baslangic | Deney| Degisim | 72.saat | Deney | Degisim NO NT INOS/B-aktin NO
g % Sonu (%) Sonu (%) (umol/L) (nmol/L) (umol/g protein)
e
1 202 197 -2.48 137 193 40.88 23.32 1.70 1.70 4.43
2 190 193 1.58 155 198 27.74 25.08 2.00 2.18 2.60
3 193 199 3.11 137 166 21.17 23.68 2.10 5.57
= 4 240 249 3.75 115 128 11.30 27.55 2.10 1.54
=) 205 208 1.46 145 199 37.24 23.68 2.10 2.33 4.43
é 6 253 245 -3.16 120 183 52.50 25.79 2.00 1.23 3.65
7 238 237 -0.42 139 182 30.94 21.92 1.97 1.73
8 243 240 -1.23 132 182 37.88 26.14 1.80 1.42 4.13
9 219 222 1.37 136 152 11.76 18.75 2.00 4.63
10 276 270 -2.17 139 180 29.50 22.97 1.90 1.79 5.98
1 223 223 4.48 140 168 20.00 24.03 1.30 2.70
2 244 244 3.69 136 173 27.21 21.92 1.70 2.84 4.54
3 215 215 0.47 142 190 33.80 21.92 1.70 1.13 5.00
S|4 244 244 2.46 143 197 37.76 26.14 1.75
<5 247 247 4.86 158 157 -0.63 24.03 1.50 7.59
|6 211 211 -1.90 134 159 18.66 22.62 1.75 2.77 3.96
2|7 214 214 -0.93 131 170 29.77 26.84 1.45 2.22 8.16
8 214 214 -0.47 142 180 26.76 20.51 1.40 1.66 3.95
9 210 210 0.95 146 180 23.29 27.55 1.15 2.35 6.63
10 227 227 0.00 133 154 15.79 28.25 1.30 0.84 5.89

NO: Nitrik oksit; NT: Nitrotirozin; iNOS: Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz.
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Tablo 9 (devam). Deney gruplarindaki sicanlarin her birinde saptanan 72. saate ve deney sonunda kan glukozu, deney basinda ve
sonunda viicut agirhgi, deney siiresince kan glukozu ve viicut agirhgr degisim yiizdesi, plazma nitrik oksit ve
nitrotirozin diizeyleri, karaciger dokusu nitrik oksit diizeyi ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz miktari

| e Viicut Agirhg (g) Kan Glukozu (mg/dL) Plazma Plazma Karaciger Karaciger
=2 c | Baslangic | Deney | Degisim | 72.saat | Deney | Degisim NO NT INOS/B-aktin NO
2| 2 Sonu | (%) Sonu (%) (nmol/L) (nmol/L) (nmol/g protein)
O &8

1 200 143 | -28.50 431 600 39.21 28.95 2.20 1.32 2.42

2 196 171 | -12.76 454 575 26.65 32.47 2.80 1.67 5.46

3 222 190 | -14.41 524 522 -0.38 26.84 2.90 4.69
- |4 250 206 | -17.60 368 572 55.43 20.51 2.32 1.62
% 5 219 174 | -20.55 504 600 19.05 28.25 3.10 1.82 3.93
2|6 254 222 | -12.60 397 549 38.29 31.07 2.25 2.21 6.43
Q7 223 180 | -19.28 402 563 40.05 24.02 2.20 1.73 4.10

8 240 217 -9.58 396 540 36.36 21.21 2.20 2.79

9 223 200 | -10.31 414 557 34.54 32.00 2.50 1.62 2.93

10 217 188 | -13.36 422 561 32.94 21.21 2.55 1.79 4.18

1 225 225 -7.56 517 519 0.39 28.25 2.00 2.30 4.20
c |2 222 222 | -13.96 500 518 3.60 30.36 1.10 2.14 7.64
=13 227 227 | -10.57 443 526 18.74 34.50 2.20 1.86 2.89
< |4 209 209 | -17.22 436 493 13.07 24.73 1.15 2.01 7.82
ﬁ 5 209 209 | -16.27 549 494 -10.02 32.12 1.10 1.90 2.98
+ |6 227 227 | -15.42 505 471 -6.73 23.32 1.10 3.29
817 226 226 -6.64 559 478 -14.49 24.73 2.50 1.92 8.19
NE 240 240 -7.08 452 517 14.38 33.18 1.50 4.39
09 230 230 -2.61 509 517 1.57 35.99 2.50 1.98 8.03

10 249 249 | -20.88 468 510 8.97 26.14 1.70 1.99 7.49

NO: Nitrik oksit; NT: Nitrotirozin; iNOS: Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz.
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TARTISMA

Diyabetes mellitus, insiilinin mutlak eksikligi veya sentez/salgi bozuklugu ya da
reseptor/postreseptor diizeyde etkisinin yeterli olmamasi sonucu ortaya ¢ikan bir hastaliktir.
Hastaligin seyri sirasinda hipoglisemi, ketoasidoz, hiperglisemik hiperosmolar nonketotik
koma gibi akut ve nefropati, néropati, ateroskleroz gibi kronik komplikasyonlar gelismekte ve
diinyada her yil binlerce kisi diyabet komplikasyonlarindan 6lmektedir (1).

Oksidatif stres ve buna bagli olarak gelisen oksidatif hasar diyabetik
komplikasyonlarin en o6nemli nedenlerindendir (3). Pro-oksidanlar ile antioksidanlar
arasindaki dengenin pro-oksidanlar lehine bozulmasi oksidatif stres olarak tanimlanir (6).
Nitrozatif stres, oksidatif stres ile paralel seyretmektedir. NO, oksijen radikalleriyle tepkimeye
girerek ya da oksijenli ortamlarda oksitlenerek kendisinden ¢ok daha reaktif tiirlerin
olusumuna neden olur (32). ROT ve RNT, ateroskleroz, diyabet, hiperlipidemi ve
norodejeneretif hastaliklar gibi bir¢ok hastaligin patogenezinde dnemli rol oynamaktadir (4).

Reaktif oksijen tiirevlerinin olusumunu onlemek veya etkilerini azaltabilmek icin,
farkli etki mekanizmalarina sahip antioksidanlar kullanilmaktadir. L-karnitin, uzun zincirli
yag asitlerinin mitokondri membranindan transportunda tasiyict olarak rol oynayan ve
antioksidan ozellikleri olan bir molekiildiir (53). STZ ile diyabet gelistirilmis siganlarda
L—karnitin tedavisinin antioksidan etki gosterdigi bildirilmistir (59,60).

Streptozotosin N-nitroso tiirevi D-glukozamin yapisinda bir madde olup, pankreas beta
hiicrelerine direk etkisiyle toksiktir. Bu sebeple deneysel diyabet olusturmada yaygin olarak

kullanilmaktadir (18).
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Calismamizda diyabet modelinde L-karnitin tedavisinin plazma ve karacigerde NO
metabolizmasinda meydana gelen degisiklikleri saptamak amaglandi. Bu amagla hayvanlarin
72. saatte ve deney sonunda kan glukoz diizeylerini, deney basinda ve sonunda viicut
agirliklarini, karaciger dokusu NO diizeylerini ve iNOS protein miktarlarini ve plazma NO ve
NT diizeyleri ol¢iildii.

Literatiirde deneysel diyabet olusturmak i¢in farkli STZ dozlar1 kullanilmigtir.
Calismamizda ilk 6nce 50 mg/kg STZ dozu denenmis olup, biiyiik oranda hayvan 6liimiine
yol actig1 i¢in doz disiiriilmiistiir. Mythili ve ark. da (64) yaptiklari ¢alismada 50 mg/kg STZ
dozunun hayvanlar i¢in 6liimciil oldugunu, 40 mg/kg dozunun diyabet modeli olusturmak i¢in
optimal doz oldugunu bildirmislerdir. Bu sebeple ¢alismamizda 40 mg/kg STZ dozu
kullanilmustir.

Calismamizda STZ uygulanan deneklerin tiimiinde 72. saatte Olgililen kan glukoz
diizeyleri 200 mg/dL’den yiiksekti. Diyabet ve diyabet+L-karnitin gruplarinin 72. saatteki kan
glukoz diizeyleri, kontrol ve L-karnitin grubuna gore anlamli derecede (her iki grup igin
p<0.05) yiiksek oldugu goriildi. Bu bulgumuz diyabet modelinin olusturuldugunu
gostermektedir.

Her bir grup kendi ig¢inde karsilastirildiginda genel olarak deney siiresince tiim
gruplarin  kan sekerinde artisin anlamli  oldugu goriildi. Bununla beraber sadece
diyabet+L—karnitin grubundaki artis anlamsizdi. Ayrica diyabet+L-karnitin grubunun kan
glukoz degerindeki degisim yiizdesinin, diyabet grubuna gore anlamli derecede diisiik oldugu
gorlilmiistiir (p<0.001). Daha once yaptigimiz ¢caligmada da, L-karnitin tedavisinin diyabette
goriilen kan glukozundaki artis1 engelledigini bildirmistik (59). Literatiirde de diyabette
L—karnitin eksikliginin yerine konmasinin insiilin duyarliligin1 ve glikozun periferik dokular
tarafindan kullanimimin arttign gosterilmistir (11,13). Literatiir bilgisi ve calismamizin
bulgularina dayanarak, diyabette L-karnitin uygulamasimin karbonhidrat metabolizmasinin
diizenlenmesinde etkili oldugunu sdyleyebiliriz.

Deney stiresince hayvanlarin viicut agirliklar takip edildi ve deney sonunda gruplarin
viicut agirhigindaki  degisim ylizdeleri hesaplandi. Her bir grup kendi iginde
karsilastirildiginda; deney boyunca diyabet ve diyabet+L-karnitin gruplarinin viicut
agirhiklarindaki azalma anlamli iken, kontrol ve L-karnitin gruplarinda anlamli bir azalma
yoktu. Ayrica diyabet ve diyabet+L-karnitin gruplarinin viicut agirligindaki degisim ytizdeleri
negatif yonde iken, kontrol ve L-karnitin gruplarmminki pozitif yondeydi, bu bulgularimiz

deneysel diyabetin hayvanlarda kilo kaybina yol ac¢tigin1 géstermektedir.
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Diyabet ve diyabet+L-karnitin gruplarinin viicut agirhgr kaybinin, kontrol ve
L—karnitin gruplarina goére anlamli derecede fazla oldugu tespit edildi (her iki grup igin
p<0.05). Bununla birlikte diyabet+L-karnitin grubunun viicut agirligindaki degisim yiizdesi,
diyabet grubuna gore daha diisiik olmasina ragmen, bu oran istatistiksel olarak anlamli
degildi. Bu bulgumuz, L-karnitin tedavisinin az da olsa diyabetin yol ac¢tigi kilo kaybini
onledigini gostermektedir. Diyabette L—karnitin tedavisinin periferik dokularda glukoz
kullaniminm1 arttirmasi, enerji kaynagi olarak yaglarin kullanim ihtiyacinda azalmaya yol
acarak, kilo kaybinda yavaslamaya yol agmis olabilir.

Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz, 131 kDa agirhiginda, sitoplazmik ve dimerik bir
enzimdir. Uyarildiktan sonra transkripsiyonel olarak mRNA artisiyla enzim indiiklenir ve
indiiklendigi zaman NO® {iretimi, saatlerce hatta gilinlerce nanomolar diizeylerde devam
edebilir (7).

Calismamizda 131 kDa civarinda bant goremememize ragmen tiim gruplarda 60 kDa
civarinda iNOS antikoru ile reaksiyon veren bant tespit etmemiz, ilk etapta INOS antikoruna
kars1 capraz reaksiyon veren baska bir protein varligini akla getirmektedir. Ancak literatiirde
beyin dokusu homojenatlarinda pellet kisminda saptanan iNOS proteininin 130 kDa
civarinda, ¢oziinen fraksiyonda ise 60 kDa civarinda bant verdigi bildirilmistir (69).
Literatiirdeki bu bilgi ve bulgumuz 1s18inda ¢o6ziinen fraksiyonda buldugumuz 60 kDa
civarinda iINOS antikoru ile reaksiyon verdigini tespit ettigimiz protein bandinin iNOS’un
CaM bolgesinden yarilmasi ile olusan bir parcast (68) veya iNOS’un sitoplazmadaki
proteozomal yikim {irlinii olabilecegini diisiinmekteyiz (69).

Diger yandan 60 kDA’da buldugumuz bantlarin tespit edilen yogunlugu beta
aktininkine oranlandiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu. Bu
bulgular, bize tek doz STZ ile iNOS’un indiikklenmemis olabilecegi gibi, STZ uygulanmasi ile
iINOS indiiklenmis olsa bile 15 giinliikk deney siiresi boyunca iNOS proteininin yikima
ugrayarak normal diizeylerde 6l¢iilmiis olabilecegini diisiindiirmektedir.

Karacigerde NO, iNOS aktivitesi sonucu makrofajlarda {retilmektedir (7).
Calismamizda gruplar arasinda karaciger dokusu NO diizeyleri bakimindan istatistiksel olarak
anlamli fark yoktu. Bu bulgumuz, iNOS sonuglarimizla uyumlu olup, iNOS’un
indiiklenmemesi sebebiyle NO diizeylerinde fark olmadigint veya iNOS’un yikimi sonucunda
iNOS tarafindan tiretilen NO sentezinin durdugu ve iiretilmis olan NO’nun da yar1 dmriiniin

cok kisa olmasi nedeniyle de 15 giin sliren deney sonunda saptanamadigini diisiinmekteyiz.
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Literatiirde farkli dozlarda uygulanan STZ’nin karacigerde iNOS’u indiikledigi ve NO
diizeylerinin arttigi gosterilmistir. Ancak bu literatiirlerde c¢alismamizdan farkli olarak
siganlara genellikle 60, 65, 70 ve 75 mg/kg STZ dozu uygulandigi bildirilmektedir (70-73).
Calismamiza baslarken yaptigimiz denemelerde 50 mg/kg dozda dahi siganlarin kisa siirede
oldiiklerinin gozlemlenmesi nedeniyle calismamizda 40 mgkg STZ dozu kullanildi.
Bulgularimizin literatiirle farkli olmasinin nedeni, STZ nin diger ¢alismalara gore daha diisitk
dozda ve/veya tek doz olarak verilmesine bagl olabilir.

Nitrik oksit, damarlarda vazodilatasyona yol acar, trombosit kiimelesmesini ve
adezyonunu azaltarak, mast hiicre aracilikli inflamasyonu inhibe ederek ve 16kositler lizerinde
diizenleyici etkisiyle inflamatuvar siireclerde rol oynar (31). Bu fizyolojik etkilerinin yani sira
NO, O, ile reaksiyona girerek giiclii bir oksidan ve nitratlayict bir ajan olan ONOO=’i
olusturabilir. ONOO- de proteinlerdeki tirozin kalintilarini nitratlayarak NT olusturur. NT nin
ONOO- oksidasyonunun kararli son triiniidiir. Bu nedenle NT 6l¢timii, NO bagimli in vivo
hasarin tespitinde kullanisli bir belirtectir (44).

Caligmamizda, kontrol, diyabet ve L-karnitin gruplarinin plazma NO degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu. Diyabet+L-karnitin grubunun ortalama plazma
NO diizeyi kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek iken, diyabet ve L-karnitin gruplart ile
arasinda istatistiksel fark saptanmadi. Diyabet grubunun plazma NT degeri,
diyabet+L—karnitin ve L-karnitin gruplarina gore anlamli olarak yiiksekti (her ikisi i¢in
p<0.05). Bununla beraber diyabet grubunun plazma NT degeri, kontrol grubuna gore yiiksek
olmasina ragmen aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi.

Literatiirde STZ ile olusturulan diyabet modelindeki plazma NO ve NT diizeylerindeki
degisimlerle ile ilgili ¢eligkili sonug¢lar bulunmaktadir (74-77). Calismamizda diyabet
grubunun plazma NO ve NT diizeylerinin kontrol grubuna gére degismemesinin nedeninin,
iINOS diizeylerinde fark olmamasma bagli oldugunu diisiinmekteyiz. Literatiirde diyabet
modelinde plazma NO diizeyinin, kontrol grubuna gore azaldigini gosteren ¢aligmalar yer
almaktadir (74,76). Calismamizda diyabet grubunun plazma NO® diizeyinin kontrol grubuna
gore degismemis bulunmasi, iNOS’un yikilmasindan kaynaklanabilecegi gibi, diyabette
oksidatif stres nedeniyle artan O, ile birleserek ONOO- olusturdugu reaksiyonda, NO’nun
tiikketilmis olabilecegini diisiindiirmektedir. Diger yandan NO’ya gore daha uzun 6émiirlii olan
NT’nin, diyabetik grupta anlamli olmasa da yiiksek olusu bu diisiinceyi desteklemektedir.

Nitrotirozin molekiilii, NO’ya gore daha uzun 6miirlii ve daha stabil olmasina ragmen

literatiirde iINOS indiiksiyonundan 7 gilin sonra plazma NT diizeylerinin, bobrekler yoluyla
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viicuttan uzaklastirilarak, bazal diizeye geldigi bildirilmistir (78). Bu bilgi, calismamizda STZ
uygulamasiyla iNOS enzimi indiiklenmis olsa dahi, deney siiresince iNOS enzimi yikima
ugramis olabileceginden, 15 gilin sonra diyabet grubunun NT degeri kontrole gore yiiksek
olmasma ragmen iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulamayisimizi
aciklayabilir. Tawfik ve ark. (2006) deneysel diyabet modelinde diyabet grubunun NT
diizeyinin kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek oldugunu bildirmislerdir (76). Kayali
ve ark. (2003) ise, kronik diyabetik siganlarda yaptigi calismada diyabet ve kontrol
gruplariin NT diizeyleri arasinda fark bulunmadigini bildirmislerdir (77). Bu acidan
bulgumuz literatiir ile uyumludur.

Calismamizda Diyabet+L-karnitin grubunun plazma NO diizeylerinin diyabete gore
yiiksek olusu, eNOS aktivitesine bagli olabilir. Literatiirde L-karnitin tedavisinin farkli
modellerde endoteli koruyucu etkisi oldugu ve eNOS ekspresyonunu arttirdigt bildirilmistir
(79,80). eNOS tarafindan iiretilen diisiik miktardaki NO diyabette goriilen vaskiiler
komplikasyonlar1 azaltmada etkili olabilir.

Calismamizda L-karnitin tedavisi uygulanan diyabetik sicanlarda kontrol grubuna gore
plazma NO diizeyleri artarken, NT diizeyinde fark olmamasi bu grupta nitrozatif stresin
olusmadigina isaret etmektedir. Literatiirdeki bilgiler 1s18inda; bu gruptaki NO diizeyindeki
artisin iNOS aktivitesi ile olmayip eNOS aktivitesinin sonucu olabilecegini diisiinmekteyiz.
Diger yandan bulgularimiz; diyabetik sicanlarda L-Karnitin tedavisinin O," {iretimini
azalttigini, boylece ONOO- ve dolayisiyla NT olusumunu azalttigin1 da isaret etmektedir.
Tirozin aminoasidinin fenolik grubunun nitrasyonu, amino asidin polaritesini arttirir. Bu
kimyasal modifikasyon, aktiviteleri i¢in tirozin-bagimli olan enzimlerin inaktivasyonuna yol
acar. Proteinlere bagl olan tirozinler, tirozin kinaz enzimleri ile fosforile edilemediginden,
tirozin nitrasyonu hiicrede sinyal iletim yollarinda bozukluklara neden olabilir (7).
Calismamizda, L-karnitin tedavisinin diyabette NT olusumunu engellemede basarili oldugu
gorilmektedir.

Sonug olarak; 40 mg/kg STZ dozu ile olusturulan diyabet modelinde iNOS enziminin
indiiklenmemis ya da 15 giin sonunda iNOS enzimi yikima ugramis olabilir. NO ve NT
diizeylerinin de bu sebeple istatistiksel olarak farksiz oldugunu diistinmekteyiz. STZ ile
olusturulan diyabet modelinde iNOS enziminin ne kadar siire sonunda indiiklendigini ve
yikima ugradigimi gosteren bir ¢alismanin bulunmamasi nedeniyle, ¢alismamiz bdyle bir
aragtirmanin gerekliligini de ortaya koymaktadir. Ayrica L-karnitin tedavisinin diyabetik

hayvanlarda plazma NO diizeyini arttirdigini ve NT olusumunu azalttigin1 da bildirebiliriz.
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SONUCLAR

Bu calismada STZ ile olusturulan diyabet modelinde, karaciger ve plazmada NO

metabolizmasindaki degisiklikleri ve L-karnitin tedavisinin NO metabolizmasindaki

degisikliklere etkisini tespit etmeyi hedefledik. Bu amagla eriskin disi Sprague Dawley

sicanlar kontrol, L-karnitin, diyabet ve diyabet+L-karnitin olmak tizere 4 gruba ayrilarak

viicut agirliklart ve kan sekerleri oOlciildii, viicut agirhigi ve kan sekeri degisim ytizdeleri

hesaplandi, Karaciger dokusunda NO diizeyi ve iNOS protein miktari, plazmada NO ve NT

diizeyleri 6l¢iildii. Calismamizda elde edilen sonuglar sunlardir:

1.

Kontrol, L-karnitin, diyabet ve diyabet+L-karnitin gruplarinin deney basinda viicut
agirliklart arasinda istatistiksel olarak fark yoktu.

18 giinliik deney sonunda kontrol ile L-karnitin gruplarinin viicut agirliklar
arasinda fark yok iken diyabet grubundakilerin viicut agirliklari kontrol ve
L—karnitin gruplarindakilere gére anlamli derecede azalmisti.

Deney sonunda diyabet ve L-karnitin grubundaki siganlarin viicut agirliklar
arasinda fark yoktu. Bununla beraber L-karnitin ile tedavi edilen diyabetik
siganlarin viicut agirligr L-karnitin grubundakilere gére anlamli derecede azalmisti.
Diyabet+L-karnitin grubundaki siganlarin deney boyunca kaybettikleri viicut
agirligr anlamli iken, kontrol ve L-karnitin gruplarinin viicut agirligindaki degisme
anlamsizdu.

Hem diyabet grubunun hem de diyabet+L-karnitin grubunun viicut agirligi degisim

yiizdesi, kontrol ve L-karnitin gruplarina goére anlamli derecede yiiksekti.
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6. Diyabet ve diyabet+L-karnitin gruplarinin viicut agirligi degisim yiizdeleri arasinda
anlamli fark yoktu.

7. STZ uylamasinin ardindan 72. saatteki ortalama kan glukoz degerleri bakimindan
kontrol ile L—karnitin gruplar1 ve diyabet ve diyabet+L-karnitin gruplari arasinda
anlaml fark yoktu.

8. Diyabet ve diyabet+L-karnitin gruplarinin 72. saatteki kan glukoz degerleri, hem
kontrol hem de L-karnitin gruplarina gére anlamli derecede yiiksekti.

9. Kontrol ve L-karnitin gruplari arasinda deney sonundaki kan glukoz degeri
bakimindan anlaml fark yoktu.

10. Diyabet ve diyabet+L-karnitin gruplarinin deney sonundaki kan glukoz degerleri
hem kontrol hem de L-karnitin gruplarina gore anlamli olarak yiiksekti.

11. Diyabet+L-karnitin grubunun deney sonundaki kan glukoz degeri diyabet
grubundan anlamli olarak diisiiktii.

12. Kontrol, L-karnitin ve diyabet grubunun 72. saat ve deney sonundaki kan sekeri
diizeyindeki artis anlamli iken diyabet+L-karnitin grubundaki artis anlamli degildi.

13. Kontrol, L-karnitin ve diyabet gruplarinin deney boyunca kan glukoz
degerlerindeki degisim yiizdeleri arasinda anlamli fark yoktu.

14. Diyabet+L-karnitin grubunun kan glukoz degerindeki degisim yiizdesi kontrol,
karnitin ve diyabet grubuna gore anlamli derece diistiktii.

15. Sadece L-karnitin ile tedavi edilen diyabetik siganlarin plazma NO diizeyi kontrol
grubuna gore yiiksekti. Diger tiim gruplarin plazma NO diizeyleri arasinda fark
yoktu.

16. Kontrol, L-karnitin ve diyabet+L-karnitin gruplarinin plazma NT degerleri arasinda
anlaml fark yoktu.

17. Diyabetik si¢anlarin plazma NT diizeyi ile kontrol grubundakiler arasinda fark
yokken, L-karnitin ve diyabet+L-karnitin grubundaki siganlarinkinden anlamli
derecede yiiksekti.

18. Kontrol, L-karnitin, diyabet ve diyabet+L-karnitin gruplarinin karaciger dokusu
iNOS/B-aktin oranlari arasinda anlamli fark yoktu.

19. Kontrol, L-karnitin, diyabet ve diyabet+L-karnitin gruplarinin karaciger dokusu NO
degerleri arasinda anlamli fark yoktu.

Sonug olarak bulgularimiz; STZ ile gelistirilen diyabette 15. giin sonunda plazma ve

karaciger NO diizeyinin degismedigini, plazma NT diizeyinin arttigini, karacigerde iNOS
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protein miktarinin degismedigini, L-karnitin tedavisinin plazma NO diizeylerini arttirdigini,
NT olusumunu azalttigin1 ve karaciger NO ve iNOS proteini iizerine etkisi olmadigini

gostermistir.
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OZET

Bu c¢alismanin amaci, streptozotosin ile diyabet olusturulan siganlarda L-karnitinin
plazma ve karacigerde nitrik oksit metabolizmasi {izerine etkisini incelemektir.

Sprague Dawley disi sicanlar, kontrol, L-karnitin, diyabet ve diyabet+L-karnitin olmak
tizere rastgele gruplara ayrildi. Diyabet ve diyabet+L-karnitin gruplarina sitrat tamponunda
(pH 4.5) hazirlanmis tek doz streptozotosin (40 mg/kg) intraperitoneal olarak enjekte edildi.
Diger gruplara sitrat tamponu intraperitoneal olarak enjekte edildi. Streptozotosin
enjeksiyonundan 72 saat sonra 15 giin boyunca L-karnitin ve diyabet+L-karnitin gruplarina
L—karnitin (500 mg/kg/giin) verildi. Diger gruplara 15 giin boyunca serum fizyolojik
intraperitoneal olarak verildi. Kan glukozu (72. saatte ve deney sonunda), karaciger dokusu
nitrik oksit ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz, plazma nitrik oksit ve nitrotirozin diizeyleri
olgiildi.

Diyabetik gruplarin kan glukoz diizeyleri, diger gruplara gore anlamli derecede
yiiksekti. Diyabet+L-karnitin grubunun kan glukozu degisim yiizdesi, diger gruplara gore
diistiktii. Ayn1 zamanda plazma nitrik oksit diizeyi kontrol grubuna goére yiiksekti. Diyabet
grubunun plazma nitrotirozin diizeyi, L-karnitin uygulanan gruplara gore yiiksekti. Gruplarin
karaciger indiiklenebilir nitrik oksit sentaz ve nitrik oksit diizeyleri arasinda fark yoktu.

Sonug olarak calismamiz; deneysel diyabette 15. giin sonunda plazma ve karaciger
nitrik oksit ve karaciger indiiklenebilir nitrik oksit sentaz diizeylerinin degismedigini ancak
plazma nitrotirozin diizeyinin arttigin1 gosterdi. Diger yandan c¢alismamiz, L-Karnitinin
plazma nitrik oksit diizeylerinde artisa, plazma nitrotirozin diizeylerinde azalmaya neden

oldugunu, oysa karaciger nitrik oksit ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz diizeylerine etkisinin
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olmadigini gosterdi.
Anahtar kelimeler: Streptozotosin diyabet, L-karnitin, indiiklenebilir nitrik oksit

sentaz, nitrik oksit, nitrotirozin
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INVESTIGATION OF NITRIC OXIDE METABOLISM IN
STREPTOZOTOCIN INDUCED DIABETES

SUMMARY

The aim of this study is to investigate the effect of L-carnitine on plasma and liver
nitric oxide metabolism in streptozotocin-induced diabetic rats.

Sprague Dawley female rats were divided randomly into following groups: control,
L—carnitine, diabetes and diabetes+L-carnitine. Diabetes and diabetes+L-carnitine groups
were intraperitonally injected with a single dose of streptozotocin (40 mg/kg) prepared in the
citrate buffer (pH 4.5). Other groups were injected with only citrate buffer. 72 hours after the
streptozotocin injection, L-carnitine (500 mg/kg/day) was given intraperitoneally to
L—carnitine and diabetes+L-carnitine groups for 15 days. Physiological saline was given
intraperitoneally to the other groups for 15 days. Blood sugar (at 72 hours and the end of
experiment), liver nitric oxide and inducible nitric oxide synthase, plasma nitric oxide and
nitrotyrosine levels were measured.

Blood glucose levels in diabetic groups were higher compared with other groups.
Percentage change of blood glucose in diabetes+L—carnitine group was lower compared with
other groups. Also plasma nitric oxide levels in diabetes+L—carnitine group’s were higher
than control group. Plasma nitrotyrosine level of diabetes group was higher than that of
L—carnitine injected groups. There was no significant difference between the levels of liver
inducible nitric oxide synthase and nitric oxide in groups.

As a result, our study showed that plasma and liver nitric oxide and liver inducible

nitric oxide synthase levels don’t change significantly but plasma nitrotyrosine level is
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increased at the end of 15th day of experimental diabetes. On the other hand, our results also
showed that L-carnitine causes an increase in plasma nitric oxide levels and a decrease in
plasma nitrotyrosine levels whereas it has no effect on liver nitric oxide and inducible nitric

oxide synthase levels.
Key words: Streptozotocin diabetes, L-carnitine, inducible nitric oxide synthase, nitric

oxide, nitrotyrosine
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