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1. GIRIS VE AMAC

Karnitin, hayvansal dokularda demir ve askorbata bagimli metabolik bir yolla,
metiyonin ve lizinden sentezlenen bir amino asittir. Karnitinin baglica fonksiyonu, -
oksidasyon yoluyla ATP iiretilebilmesi i¢in, uzun zincirli yag asitlerinin sitozolden
mitokondriye taginmasini saglamaktir (1).

Fetal donemden itibaren tim yasam boyunca dokularin enerji ihtiyaglarinin
karsilanmasinda, karnitin 6nemli rol oynamaktadir (2). Yetigkin bir insanda giinliik
karnitin gereksiniminin tigte biri endojen sentez yoluyla karsilanirken, tigte ikisi diyetle
alimmaktadir. Karnitinden fakir diyet alindifi zaman endojen sentez yoluyla eksiklik
kompanse edilebilmektedir (1). Bununla beraber, yeni dogamin karnitin sentezleme
kapasitesi diigiiktiir ve bu doénemde disaridan karnitin verilmesi hayati Gnem
tagimaktadir (3).

Soya mamalariyla beslenen (4) ve total parenteral niitrisyon uygulanan (5, 6)
infantlar tizerinde yapilan postmortem galigmalarda ve ayrica prematiire ratlarda (7);
anne siitii ile beslenen saglikli term infantlara nazaran, plazma (6) ve doku (5) karnitin
diizeylerinin daha diisiik-oldugu gosterilmistir. Bu nedenle siit karnitini, yeni doganin

metabolik ihtiyag¢larinin kargilanmasinda en biiyiik kaynaktir (8).



Siit karnitin konsantrasyonu bakimindan tiirler arasinda farkliliklar olmasina
ragmen (9); plazmaya gore siitte karnitin diizeylerinin daima daha yiiksek oldugu
bilinmektedir (9, 10). Bu durumu agiklamak amaciyla yapilan ¢aligmalarda, meme
dokusunun karnitini aktif transportla dolagimdan alabilecegi 6ne siirtilmiigtlir (3, 11).
Ayrica karnitinin bizzat meme dokusunda sentezlenip sentezlenmedigi arastirildiginda,
kesin bir sonuca varilamamgtir (12).

Karnitinin, insanlarda karaciger, bobrek ve beyinde sentezlendigi ve diger
dokulara kan dolagimiyla tagindigi, yillardir bilinmektedir (13). Bununla beraber,
karnitin 6nciilleri olan trimetillizin, hidroksitrimetillizin, butirobetain aldehit ve
butirobetainin sentezini katalizleyen tiim enzimlerin, beyin ve iskelet kaslari dabhil,
pekgok dokuda bulundugu gosterilmistir. Sentezin son basamagini, y-butirobetainin
karnitine doniisiimiinii, katalizleyen y-butirobetain hidroksilaz aktivitesi ise, giiniimiize
kadar sadece karaciger, bobrek ve beyinde tespit edilmistir. Bu nedenle, karnitin
biyosentezinin gostergesi olarak kabul edilen y-butirobetain hidroksilazin varhgy,
herhangi bir dokuda tespit edildigi taktirde; o dokuda karnitin sentezinin gergeklestigi
diisiintilebilir (14, 16).

Plazma/doku karnitin seviyeleri ve sentezi ile ilgili literatlir aragtirmasi
yapildiginda; gebelik Oncesi, gebelik ve laktasyon donemlerini birlikte igeren bir
calisma olmadig1 belirlendi.

Bu ¢aligmada, tavsan modeli kullamlarak, gebelik 6ncesi, gebelik ve laktasyon
dénemlerinde elde edilen karaciger ve meme dokulari ile plazma ve stit drneklerinde
karnitin seviyeleri dlgiildii. Ayrica plazmaya gore siitte daha yiiksek diizeyde bulunan
karnitinin, meme dokusunda sentezlenip sentezlenmedigini aragtirmak amaciyla; her tig
donemde elde edilen karaciger ve meme dokularinda, saflastirmay:r takiben, v-

butirobetain hidroksilaz aktivitesi tayin edildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. KARNITIN
Karnitin, yag asitlerinin oksidasyonunda 6nemli fonksiyonlari olan, 3-hidroksi-

4-N-trimetilammonium-butirat yapisina sahip bir amino asittir (1, 15):

oy
(CH;);N'*— C—C— C— COOH

! | |

H OH H

Bremer (16)’in derlemesinde bildirildigi gibi, karnitin ilk kez 1905 yilinda
birbirinden bagimsiz olarak Gulewitch, Krimberg ve Kutcher tarafindan hayvan
kaslarindan izole edilmistir. Iki yil sonra Krimberg, karnitinin 3-hidroksi-4-N-
trimetilammonium-butirat yapisinda olabilecegini ileri slirmiistiir. Tomita ve Sendju

tarafindan 1927 yilinda karnitinin kimyasal yapisi belirlenmis ve L-izomerinin dogal



karnitin formu oldugu bulunmugtur. Karnitinin bazi temel fonksiyonlarimn anlagilmasi
ise ancak 1952 yilinda gergeklesmistir. Carter ve ark., karnitinin Tenebrio molitor
kurtcugu igin bir bliylime faktorii oldugunu kesfetmisler ve bu fonksiyonundan dolay:
karnitine Vitamin Bt (T Tenebrio igin) adim vermiglerdir. Karnitin yetmezligi olan
Tenebrio larvalarimin a¢  birakilmasiyla, dolasimdaki yag orammmn arttigs
goriilmiistiir.1953 yilinda Friedman ve Fraenkel, karnitinin asetil-CoA tarafindan geri
doniigtimlii olarak asetillendigini, 1955 yilinda da Fritz,  karnitinin karaciger
homojenatlarinda yag asidi oksidasyonunu stimiile ettigini bildirmislerdir.

Karnitinin biyosentez mekanizmasi ile ilgili ilk ipucu, 1961 yilinda Bremer (17)
tarafindan elde edilmigtir. Bremer (17), karnitinde bulunan metil gruplarinin kolinden
degil metiyoninden geldigini bildirmistir. Aym1 yil Bremer (18) ile Lindstedt ve
Lindstedt (19) karnitine déniisen yapinin y-butirobetain oldugunu (y-aminobutirik asit
veya 7y-dimetilaminobutirat olmadigini) rapor etmislerdir. Bu bulgulara ragmen,
karnitinin yapisinda bulunan diger dort karbon zincirinin orijini ancak 10 yil sonra
ortaya konabilmistir. 1971 yilinda Horne ve ark. (20) Neurospora crassa (N. Crassa)
lizerinde yaptiklari ¢aligmalarla, karnitindeki dort karbonun lizinden kaynaklandigini
bildirmiglerdir.

Primer karnitin yetmezligi olan ilk vak’anin 1973 yilinda yayimlanmasiyla
karnitine olan ilgi giderek artmigtir (21).

Karnitin, tiim hayvan tiirlerinde, pek ¢ok mikroorganizma ve bitki tiirlerinde
bulunmaktadir. Karnitinin bulundugu hemen hemen tiim bolgelerde karnitin palmitoil
transferaz da bulunmaktadir. Farkl tiirlerde karnitin konsantrasyonu biiyiik degisiklikler
gostermektedir. Rat epididimal sivisinda karnitin konsantrasyonu 60 mM iken, insan

kasinda 3 mM civarindadir. Bitkilerdeki konsantrasyonu ise oldukg¢a diigtiktiir (16).




2.2. KARNITININ FONKSIYONLARI

a) Uzun Zincirli Yag Asitlerinin Taginmasi: Karnitinin en Onemli
fonksiyonu, B-oksidasyon i¢in, uzun zincirli yag asitlerinin mitokondriyal matrikse
taginmalarini saglamaktir. Lehninger ve Kennedy, 1948 yilinda yaptiklan g¢aligmalarla
yag asidi oksidasyonu enzimlerinin mitokondriyal matrikste yerlesmis olduklarim
bulmuslard: (15). Kandan sitozole gegen serbest yag asitleri mitokondriyal membranlari

direkt olarak gegemezler (22). Bunun igin, ii¢ asamali enzimatik reaksiyon basamaklari

ile karsilagihir (Sekil 1) (23)

Dig Membran I¢ Membran Matriks
Katnitin
AP+ PPi el e -
3 -0 . )]
I ,Y p : !
IV i m
"4 . |
1 [}
/ \ RPN
CoASH ‘ CoASH
Yag asidi +ATP
& gilkaritin/] 4 ilkarnitin

Sekil 1: Karnitin ile uzun zincirli yag asitlerinin mitokondriye taginmasi (23).

IIk asama, mitokondrinin dis membraninda bulunan agil-CoA sentetazlar
tarafindan katalizlenir:

Yag asidi + CoASH + ATP < Yag agil-CoA + AMP + PP;

A



Ag¢il-CoA sentetaz, yag asidinin karboksil grubu ile CoASH’in tiyol grubu
arasinda tiyoester yapinin olugmasim katalizleyerek yag agil-CoA meydana getirir. Yag
acil-CoA, asetil-CoA gibi yiiksek enerjili bir bilegiktir (24).

Kisa, orta ve uzun zincirli yag asitlerine farkli agil-CoA sentetaz izoenzimleri
etki ederler. Bu reaksiyonlar1 katalizleyen agil-CoA sentetazlarin yag asidi zincir
uzunluguna gore lokalizasyonlarn da farklidir. Uzun zincirli (>12 C) yag asitlerini
aktifleyen agil-CoA sentetazlar, mikrozomlar ve dis mitokondri membranlarinda
bulunur; orta ve kisa zincirli yag asitlerini aktifleyenler mitokondri matriksindedirler
(24, 25).

Dis mitokondriyal membranda olusan yag agil-CoA esterleri bu haliyle ig
mitokondriyal membram gegemezler. I¢ mitokondriyal membran, CoA-esterlerinin
transportu igin zincir uzunluklarina gére gegirgen bir bariyer olusturur. Agil-CoA’nin
mitokondriyal transferi karnitin agil transferaz sistemi tarafindan saglanir (26). Bunun
icin ikinci asamada yag agil grubu CoASH’dan koparilip karnitinin hidroksil grubuna
baglanir. Bu ikinci enzimatik reaksiyonu karnitin agiltransferaz I katalizler ve bu enzim
i¢ mitokondriyal membranin dig yiizeyinde bulunur.

Karacigerde ii¢ farkli karnitin agiltransferaz aktivitesi tespit edilmistir: Kisa
zincirli agil-CoA’lar igin karnitin asetiltransferaz (CAT), orta zincirli agil-CoA’lar igin
karnitin oktanoiltransferaz (COT) ve uzun zincirli agil-CoA’lar ig¢in de karnitin
palmitoiltransferaz (CPT). Bu karnitin agiltransferazlar arasinda, sadece CPT genellikle
mitokondriyaldir ve yag asitlerinin mitokondriyal oksidasyonunun ilk reaksiyonunu
katalizler (25).

Yag agilkarnitin esterleri, agilkarnitin/karnitin transport sistemi ile ig

mitokondriyal membrani ge¢ip matrikse ulagir (22, 27).



Ugiincli ve son asamada, yag agil grubu, karnitin aciltransferaz II enziminin
katalizledigi bir reaksiyonla, karnitinden intramitokondriyal CoASH’a aktarilir. Bu
enzim i¢ mitokondriyal membranin i¢ yiizeyinde bulunur. A¢iga ¢ikan serbest karnitin,
acilkarnitin/karnitin transport sistemiyle yeniden sitozole taginir (15).

Yag asitlerinin karnitinle taginmasi, mitokondriyal ve sitozolik CoASH
havuzlarinin birbirine karigmasini 6nlediginden, metabolik bakimdan, ayrica 6nem
kazanmaktadir. Ciinkii, mitokondriyal CoASH , yag asitlerinin yanisira, piriivat ve bazi
amino asitlerin yikiminda kullamilirken; sitozolik CoASH, yag asitlerinin sentezine
katilmaktadir (15).

Yag asidi oksidasyonunun major yeri mitokondriyal matriks olmasina ragmen,
belli hiicrelerde peroksizomlar da yag asitlerinin asetil-CoA’ya okside olmasini
saglayan enzimleri igermektedirler. Mitokondrilerden farkli olarak peroksizomlarda
sitrik asid déngiisii enzimleri olmadigindan, olusan asetil-CoA metabolize edilmeyip
mitokondrilere génderilmektedir (30).

Karnitin, peroksizomal yag asidi oksidasyonunda da rol almaktadir. Buna karsin
karnitin burada mitokondrilerde oldugu gibi yag acil gruplarimin organel igine
tasinmasindan sorumlu degildir. Izole peroksizomlarda karnitin asetiltransferaz ve
karnitin oktanoiltransferaz aktivitelerine rastlanmigtir. Bu bulgular, karnitinin yag asidi
metabolizmasinda bagka fonksiyonlarinin da olabilecegini  distindiirmistiir.
Mitokondrilerden farkli olarak peroksizomlardaki B-oksidasyonla ¢ok uzun zincirli yag
asitlerinin (22 karbondan daha uzun) zincir uzunluklar kisaltilir. Karnitin, zincir
uzunlugu kisaltilmis bu yag asitlerini  mitokondriyal [B-oksidasyon igin
peroksizomlardan matrikse tagir. Karnitin, hiicre kompartmanlar1 arasinda uzun zincitli

yag asitlerinin transferi i¢in gereklidir (3, 30, 31).



b) p-Oksidasyon Hizinin Diizenlenmesi: Yag acil-CoA {niteleri, mitokondriye
girmelerini takiben, mutlaka B-Oksidasyon yoluyla, asetil CoA initelerine okside
olurlar. Bu nedenle, yag asitlerinin karnitinle mitokondriye taginmalari, -Oksidasyon
hizinin diizenlenmesinde, hiz sirlayici basamak olarak kabul edilir. Allosterik bir
enzim olan CPT I’in aktivitesi, yag asidi sentezinde ilk ara iiriin olarak agia ¢ikan
malonil-CoA tarafindan inhibe edilmektedir (15).

McGarry ve ark. (28, 29), hepatik malonil-CoA, karnitin ve agil-CoA
diizeylerinin hormonal olarak kontrol edildigini ve bu diizenlemede insiilin ve
glukagonun 6nemli rol oynadiklarimi 6ne stirmiislerdir. S6yle ki, karbohidrattan zengin
gida alindify zaman, insiilinin glukagona oram: artar ve glukoz yag asitlerine
dontgtiiriilir. Bu doniisiim sirasinda, konsantrasyonu artan hepatik malonil-CoA, geri
déntistimli olarak CPT I'i inhibe eder. Dolayisiyla, malonil-CoA yag asidi
metabolizmasinda bir g¢esit koordinatér gorevi yapmaktadir. CPT I’in malonil-CoA
tarafindan allosterik inhibisyonu sonucunda, ketojenez ve B oksidasyon baskilanir. Tersi
durumunda, yani aglik ve diyabette oldugu gibi, insiilinin glukagona orani azaldiginda,
hepatik metabolizma glikolizisten glukoneogenezise geger ve yag asidi sentezi yavaslar.
Malonil-CoA diizeylerinin azalmasiyla CPT 1 inhibisyonu ortadan kalkar ve yag
asitlerinin mitokondriye geg¢isi hizlanir. Bunun sonucunda, keton yapilarinin
konsantrasyonu artar (29, 32).

c¢) Diger Fonksiyonlari: Karnitinin fonksiyonlann sadece yag asidi
metabolizmasiyla sinirli degildir. Karnitin, membran stabilizatoriidiir. Bu iglevinin uzun
zincirli Agil-CoA’lari mitokondri membranindan uzaklastirma yolu ile oldugu

distiniilmektedir (31).



Acil-CoA metabolizmasinda bir defekt oldugunda veya agil-CoA olusup daha
ileri metabolize edilemedigi durumlarda, agil gruplari karnitin tarafindan tutulur (31):

Karnitin agiltransferaz
Agil-CoA + Karnitin — Acilkarnitin + CoASH

Uzun zincirli agil-CoA’larin pek ¢ok yan etkileri vardir. Diisiik dozlarda adenilat
translokaz aktivitesini, daha yiiksek dozlarda da dikarboksilik asitlerin transportunu
inhibe etmektedir. Uzun zincirli agil-CoA’larin, ortamdan uzaklastirilamadiklar
durumlarda, siirfaktan etkilerinden dolayl, intraseliiler membranlarda kalici hasarlar
meydana gelebilmektedir. Karnitin agil-CoA’larin miktarim azaltarak, intraseliiler
membran biitiinligiinii saglamig olur. Karnitinin kardiyak iskemideki olumlu etkisi,
uzun zincirli agil-CoA’lar1 ortamdan uzaklagtirmasina baglidir. Serbest yag asitleri ve
uzun zincirli agil-CoA’larin ortamda birikmesi kardiyak iskemiye neden olmaktadir
(33).

Karnitin asetiltransferaz, piriivat veya yag asidi oksidasyonu sonucu olusan
asetil-CoA’nin asetilkarnitine doniistimiinti kolaylastirir. Artan asetilkarnitin, kardiyak
anoksinin bir habercisidir. Asetilkarnitinin idrar ve kanda Ol¢iilmesi ile kardiyak
iskeminin erken tanist konulabilir (34).

Karnitin, mitokondri iginde CoASH/asetil-CoA oranini sabit tutarak tampon
gorevi yapar (31). Ortamda serbest CoASH miktanmin artmasiyla, o-ketoglutarat
dehidrogenaz ve piruvat dehidrojenaz aktiviteleri yiikselir, bu da asetil-CoA’nin Krebs
dongiistine girigini arttirir ve sonugta ortamdaki CoASH/asetil-CoA orani belli bir

diizeyde tutulmus olur (35).



Gebelikte karnitin kullanimiyla, fetal akcigerde dipalmitoil fosfatidilkolin
(DPPC) diizeyi anlamli derecede artar. Bu nedenle karnitin, deksametazonla kombine
edildiginde fetal pulmoner matiirasyonu hizlandirir (36).

Alzheimer hastaligi, HIV enfeksiyonu, kronik yorgunluk sendromu gibi bazi
ciddi hastaliklarda karnitin uygulamasinin olumlu etkileri goérilmistiir. Karnitin
eksikliginde, tire siklusu enzimleri gen diizeyinde baskilanir ve sonugta hiperammonemi
goriiltir. Karnitin uygulanmasiyla bu durum diizelir (37).

L-Karnitin, mitojenik stimiilasyonu takiben lenfositlerin proliferasyonunu ve
polimorfoniikleer kemotaksisi artirir. Daha da Onemlisi, L-karnitin minimal
konsantrasyonlarda bile, lipidlerin indiikledigi immiinosiipresyonu nétralize etmektedir
(38).

Karnitin, termogeneziste de ©nemli bir rol oynamaktadir. Yeni doganlarda
kahverengi yag dokusu 1s1 tiretiminde oldukea etkilidir. Rat kahverengi yag dokusunda
dogumdan hemen sonra karnitin konsantrasyonu hizla artmaktadir ve 10. giin civarinda
pik yapip daha sonra azalmaktadir. Soguk iklimlerdeki ratlarda total karnitin miktari,
sicakhigin 25°C oldugu bolgelerdeki ratlara goére, yaklasik sekiz kat daha yiiksek

bulunmusgtur (39).

2.3. KARNITIN YETMEZLIGI

Karnitin yetmezligi ile ilgili sendromlarin tanimlanmasiyla, karnitin diizeyinin
Olgiilmesi giderek onem kazanmigtir. Karnitin yetmezligi iki genel formda
degerlendirilir: Miyopatik ve sistemik. Miyopatik formda karnitin yetmezligi kas ile
stnirhdir; diger dokular ve plazma karnitin diizeyleri normaldir. Muhtemelen primer

anomali karnitinin kas dokusuna transportuyla ilgilidir (21). Sistemik formda ise
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karnitin konsantrasyonu tiim dokularda ve kanda digtiktiir. Sistemik karnitin
yetmezliginin nedenleri arasinda prematiire infantlarda yetersiz sentez ve alim, uzun
slireli parenteral beslenme, bobrek yetmezligi, organik asidemiler ve Reye sendromu
sayilabilir. Diabetes Mellitus, malignensiler, miyokardiyal iskemi ve alkol altmminda da
karnitin metabolizmasinda degismeler meydana geldigi bildirilmistir (40)

Karnitin organik asitlerin detoksifikasyonu igin yagamsal bir 6neme sahiptir.
Doku karnitin diizeyinin diisiik olmasiyla intramiiskiiler lipid birikimi ve kas
gligsiizliigii goriilmektedir. Diyetle karnitin verilmesiyle bu semptomlar diizelmektedir.
Primer karnitin yetmezligi yaninda organik asidiiriler, kronik hemodiyaliz ve yiiksek

doz valproik asit uygulamalarinda da karnitin yetmezligi goriilmektedir (41, 42).

2.4. KARNITIN BIYOSENTEZI

Karnitin sadece memelilerin belirli dokularinda (karaciger, bébrek, beyin) degil,
pek ¢ok bakteriler ve mantarlar tarafindan da sentezlenebilmektedir (43).

Karnitin viicutta iki esansiyel amino asit olan metiyonin ve lizinden
ser;tezlenmektedir. Askorbat, niyasin, vitamin B¢ ve rediikte demir karnitin biyosentezi

icin gereklidir (43, 44).

2.4.1. Karnitin Biyosentezinin Basamaklari
Karnitin biyosentezinin basamaklari, sekil 2’de gosterildigi gibi 6zetlenebilir

(39):

2.4.1.1. Serbest ya da Proteine Bagh Lizinin Metilasyonu
Metil  vericisi olarak  S-adenozilmetiyoninin  kullanildigi = metilasyon

reaksiyonlari, N. crassa ve kamitin sentezleyen bakterilerde serbest lizin; hayvanlarda
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ise proteine bagli lizin tizerinden gerceklesir (16, 45). Vitamin Bj;’nin biyolojik aktif

formlar metilasyonu artirarak karnitin biyosentezini stimiile etmektedir (46).

WH . CH_—CH,—CH - CH5—CHNH 5 —COOCH (Prl.:lftein)
: 2 Lizity

1 | Proteisi (lizie) metil transferaz

+. r i .
H(CH,) 3 ~CHg ~CHp —CH, —CH2—CHNH,—COOH 4 Groeid

2 | 6:N-trimetillizin, 2-oxoglutarat
dioksijenaz
+ v

N(CH3) 3—CHy—CH,~CH 5 —CHOH —CHNH ,—COOH 3-hidroksi-6-1-
Wwri3/3 2 2 2 ! 2 \timetillizi

3 | 3-Hidroksi-8-N-trimetillizity
Aldolaz

+ v . :
‘ . Butirobet
N(CH3) 3 ~CH~CHy=CHy-CHO+CHaNH , -COOH iV,

4 lButjxob‘etain aldehid dehidrogenaz
+
N (CH33} 5-0H 5 _CH2_0H2 —CO0H Butirobetain

5 Butitahetaiti 2-oxoglutarat dicksijenaz
{ Butirobetait hidroksilag)
+

N(CH3) 3-CH, —CHOH~CH,—COOH Karnitity

Sekil 2: Karnitin biyosentezinin basamaklari (39).

Serbest ya da proteine bagli lizinin metilasyonunu katalizleyen enzimler
birbirinden farkhidir. Molekiil agirhg yaklagtk 22.000 dalton olan S-
Adenozilmetiyonin-6-N-L.  Lizin Metiltransferaz (EC.2.1.1.-), serbest lizinin
metilasyonunu saglar ve tek polipeptid zincirinden olusmaktadir. Ug metil grubunu da

aym enzim transfer etmektedir. 2.metil grubu l.metil grubundan bes kez ve 3.metil
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grubu da 2.metil grubundan ii¢ kez daha hizli bir sekilde transfer edilmektedir. Boylece
kismi metilasyona ugramis lizin birikimi 6nlenmis olmaktadir (16).

Hayvanlarda miyozin, aktin, kalmodiilin ve histonlardaki lizin rezidiilerinin
metilasyonu, Protein (Lizin) Metiltransferaz (EC 2.1.1.43) ile katalizlenir ve daha
sonra, metillenmis lizinler degredasyonla proteinlerden ayrilirlar. Bu enzime ratlarin
tiim dokularinda rastlanmigtir. Farkli proteinlerde mono-,di- ve trimetillizin bulunmakla

birlikte, sadece 6-N-trimetillizin (6-N-TML) karnitine déniismektedir (16, 44, 45).

2.4.1.2. 6-N-Trimetillizinin Hidroksilasyonu

Trimetillizin, 3-hidroksi-6-N-TML olusturmak iizere, 6-N-Trimetillizin, 2-
Oxoglutarat Dioksijenaz (EC 1.14.11.-) (6-N-Trimetil-L-Lizin Hidroksilaz)
tarafindan hidroksile olmaktadir. Bu enzim, bir non-hem ferr6z dioksijenazdir ve 2-
oxoglutarat (a-ketoglutarat) ile oksijeni ko-substrat olarak kullanir. Ferr6z iyonlar ve
askorbik asid enzimin optimal aktivitesi i¢in gereklidir. Bu enzimin reaksiyon
mekanizmasi karnitin biyosentezinin son basamagini katalizleyen y-butirobetain, 2-
oxoglutarat dioksijenaz (y-butirobetain hidroksilaz) ve diger a-ketoglutarat gerektiren
hidroksilaz enzimlerinkine benzemektedir (16, 47).

Ratlarda doku ekstraktinin mg proteini basina enzim aktivitesi bobrekte en fazla
iken bunu sirasiyla kalp, iskelet kasi ve karaciger izlemektedir. Dokularin total kiitleleri
karsilastirildiginda iskelet kasinin en yiiksek trimetillizin hidroksilaz aktivitesine sahip

oldugu goriiliir (47).
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2.4.1.3. y-Butirobetain Aldehit Olusumu
3-Hidroksi-6-N-Trimetillizin Aldolaz, substrati olan 3-hidroksi-6-N-TML’yi
butirobetain aldehit ve glisine doniistiirmektedir. Insan dokularinda bu enzimin en

yiiksek aktivitesine karacigerde rastlanmigtir (13).

2.4.1.4. y-Butirobetain Aldehidin y-Butirobetaine Oksidasyonu

y-butirobetain aldehid dehidrogenaz, butirobetain aldehidi butirobetaine
doniistiirmek tizere oksitler . Enzim butirobetain aldehit ve NAD" molekiillerine yiiksek
bir spesifiklik gostermektedir. Insan dokularinda bu enzimin en yiiksek aktivitesine

karaciger ve bobrek dokularinda rastlanmigtir (48).

2.4.1.5. y-Butirobetainin Karnitine Doniisiimii

y-Butirobetainin karnitine hidroksilasyonu y-butirobetain 2-oxoglutarat
dioksijenaz (y- butirobetain hidroksilazdir) (EC 1.14.11.1) ile gerceklesir (16). Bu
enzim karnitin biyosentezinin bir gistergesi olarak kabul edilmektedir. Herhangi bir

dokuda tesbit edilmesi orada karnitin biyosentezinin varligini gosterir (14, 16).

2.4.2. Karnitin Biyosentezinin Diizenlenmesi

Caligilan tiim canli organizmalarda, Tenebrionidae familyasi harig, karnitin
biyosentezinin mevcut oldugu gosterilmigtir. Bununla birlikte karnitin biyosentezinin
gergeklestigi organlar tiirlere gére farkliliklar gostermektedir. Yetigkin bir insanda
ihtiya¢ duyulan karnitin miktarinin timii endojen sentez yoluyla elde edilebilmektedir.

Karnitin biyosentez hizin1 etkileyen faktorler 3 ana baslik altinda toplanabilir (13):
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a) Protein Hidrolizi Sonucu Olusan Trimetillizin Miktari: Karnitin sentezi
i¢in, protein turnoveri ile yeterli miktarda 6-N-TML saglanmalidir. Miligram protein
bagina kas dokusu en fazla 6-N-TML igeren dokudur. Daha sonra sirasiyla kalp, bobrek,

karaciger ve beyin dokulan gelmektedir (16).

b) y-Butirobetainin Karnitin Biyosentezi Yapabilen Dokulara Transfer
Hizi: Karaciger dokusu 6-N-TML ve onun hidroksi tiirevlerini dolagimdan yavasga
almasina ragmen, y-butirobetaini hizlica almaktadir. Buna kargilik, bobrek dokusu 6-N-
TML’i daha hizli alip y-butirobetaine metabolize etmektedir. Olusan y-butirobetain
karnitine doniigmektedir veya dolasima gegip karaciger dokusu tarafindan alinip
karnitine doniistiiriilmektedir. Plazmadaki 6-N-TML’in alinmasi igin bdbrek dokusu
gereklidir. Burada bobrek dokusunun gorevi, tiretildigi dokuda kullaniimayan ve
dolasima gegen 6-N-TML’i alip karnitin biyosentezinde kullanmaktir. Karnitin
biyosentezi yapan diger dokular, bébrek dokusuna nazaran daha az oranda 6-N-TML’i

dolagimdan alip metabolize edebilmektedirler (14) (Sekil 3) (39).

—— e —— — e — e O o ——

{

Metillenmig protein

|

Matillenmig protein

| - D - ma S s o v

i coma e [ b e i Gkl e —— wmam o

6- N - Trimetillizin Trimetillizin
Y- Butirobetain <— Y~ Butirobetain < KButiruhetain
L _ Kamitin ———5—= _Kamitin_——————=> Kamitin _ _ __ _

Sekil 3: Karnitin ve y-butirobetainin dokular arasindaki dolagimi (39).
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Iskelet ve kalp kaslarinda sentezlenen y-butirobetain, dolasima kolaylikla
gecebilmektedir ve buradan karnitin sentezi yapabilen diger dokular tarafindan

alinmaktadir (13).

¢) 7y-Butirobetainin Hidroksilasyon Hizi: Butirobetain  (4-N,N,N;,-
trimetilaminobutanoat) karnitin biyosentezindeki en 6énemli prekorsiirdiir (49). Insan ve
ratlarin ¢aligilan tiim dokularinda, karnitin biyosentezinin y-butirobetaine kadar olan
basamaklarini katalizleyen tiim enzimlerin aktivitelerine rastlanmistir. y-Butirobetainin
karnitine doniisiimiinii katalizleyen y-butirobetain hidroksilaz aktivitesi, tiirlere ve
organlara gore segcicilik gostermektedir. Ayrica, y-butirobetain hidroksilaz enzim
aktivitesi yasla birlikte degisim gdstermektedir. Ratlarda bu enzimin aktivitesinde 3.-8.

glinler arasinda belirgin bir artiga rastlanmistir (14, 50).

Diyetle alinan karnitin, L-karnitin olmalidir. Ciinkii, D-karnitin veya DL-karnitin
dokulardaki karnitin diizeyini disiirmektedir. Bu etkisi muhtemelen L-karnitinin
transport mekanizmasini etkilemesine dayanmaktadir. Fazla miktarda alinan L-karnitin
y-butirobetain  hidroksilaz aktivitesini inhibe ederek, karnitin biyosentezini
engellemektedir. Oysa diyetteki y-butirobetain, hepatik y-butirobetain hidroksilaz
aktivitesini artirarak karnitin biyosentezini indiiklemektedir (51).

Plazma ve doku karnitin konsantrasyonu yag ve cinsiyete bagli degisiklikler
gostermektedir. Bayanlara nazaran erkeklerde karnitin diizeyi daha yiiksektir. Bunun
nedeni erkeklerde kas kitlesinin yiiksek olmasidir. Her iki cinsiyette de yasla birlikte
karnitin diizeyi artmaktadir. Karnitin konsantrasyonu agisindan cinsiyetler arasindaki

fark yasla birlikte azalma gosterir ve 45 yagindan sonra anlamli bir fark kalmaz (52).
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Atlar iizerinde yapilan ¢aligmalarda, plazma karnitin diizeylerinde sirkadyen
degisiklikler rapor edilmistir. Pik konsantrasyon 6gleden sonra elde edilmis ve sabah

olgtilen degerlerden yaklasik %30 fazla bulunmustur (53).

2.5. 7-BUTIROBETAIN HiDROKSILAZ

Beyin ve iskelet kaslar1 dahil, pek ¢ok hayvansal doku TML’den butirobetain
sentezine kadar gerekli olan enzimleri i¢ermekiedir. Diger taraflan y-butirobetainin
karnitine doniislimiinii katalizleyen y-butirobetainin hidroksilazin tiirlere ve dokulara
gore dagilimi farklidir. Calisilan, tiim tiirlerin karacigerinde y-butirobetainin hidroksilaz
aktivitesi belirlenmistir. Insanlarda karacigerin yani sira bobrek ve beyinde de bulunan
enzimin; hamster, tavsan, kedi ve rhesus maymunlarinin bébrek dokularinda; ratlarin da
testislerinde bulundugu bildirilmistir (14, 54).

Onceleri sadece, dokularin sitozoliinde bulundugu disiiniilen bu enzimin (55),
Paul ve ark. (46) tarafindan yapilan g¢aligmalarla peroksizomlarda da bulundugu
gosterilmistir. Ayrica, karacigerde trimetillizin’in y-butirobetaine doniisiimii hem
parankimal hem de non parankimal hiicrelerde meydana gelirken; y-butirobetainin
karnitine hidroksilasyonu sadece parankimal hiicrelerde olugmaktadir (56).

Pseudomonas, sigir karacigeri ve insan bobreginden oldukga yiiksek saflikta elde
edilen y-butirobetain hidroksilaz, benzer iki alt Uniteden olusan bir dimerdir; yapisinda
11 adet sistein ve 13 adet histidin kalintis1 bulunmaktadir. Bu kalintilar muhtemelen
demirin enzime baglanmasinda gorev alirlar. Fonksiyonel benzerlige karsin 2-
oxoglutarat-bagimli dioksijenazlarla yapisal bir benzerligi yoktur. Molekil agirlig:
saflagtirildig1 canli ve organ tiiriine gore degisiklik gostermektedir: Pseudomonas’ta her

bir alt birim i¢in 37 kilodalton (Kd), sigir karacigerinde 46 Kd ve insan bobreginde 42
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Kd olarak bulunmustur. Pek ¢ok metal y-butirobetain hidroksilaz enzimini inhibe

etmektedir. Bunlar arasinda: Sr, Ca, Mg, Cd, Zn, Hg sayilabilir (57, 58).

2.5.1. y-Butirobetain Hidroksilazin Etki Mekanizmasi
Enzim kosubstrat olarak a-ketoglutarat ve oksijene ihtiyag duymaktadir. Ayrica,
aktivitesi igin ferr6z iyonlar ve indirgeyici ajanlar da gereklidir. Bu reaksiyonda

askorbik asit en etkili indirgeyici ajandir. y-Butirobetain hidroksilaz, sitokyometrik

olarak y-butirobetaini karnitine doniistirmektedir (Sekil 4) (59).

y-Butirobetain + a-ketoglutarat + Oy4———» Karnitin + Suksinat + CO,

Ferrdz iyonlar, reaksiyondaki oksijen aktivasyonu i¢in; askorbik asitte ferroz
iyonlar: ile enzimdeki siilfhidril gruplarini oksidasyondan korumak igin gereklidir (60).
Oksijen burada hem karnitin ve hem de suksinatin yapisina girmektedir. Butirobetain ve
a-ketoglutarat arasinda peroksit kopriisiiniin olugmasiyla reaksiyon baslar. Bu yiizden
enzim bir dioksijenazdir ve oksijenleri suksinatin ve karnitinin yaptlarina
sokabilmektedir (16). Enzimin bir dioksijenaz oldugu, '®0, ile isaretleme yapilarak
gosterilmistir. Ote yandan o-ketoglutarat hidroksilasyonu saglayan tek o-ketoasittir ve
oksidatif dekarboksilasyonu ile molekiiler oksijenin rediiksiyonu igin iki elektron

saglamaktadir (59).
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Sekil 4: y-butirobetain hidroksilazin etki mekanizmasi (59).

Karacigerde y-butirobetain hidroksilaz aktivitesi yasa baglh degisiklikler
gostermektedir. Yeni doganda bu enzimin aktivitesi %12 civarinda iken, 2.5 yasinda
%30 ve 15 yas civarinda %100 olmaktadir. Karnitin biyosentezi ile ilgili diger

enzimlerin aktivitelerinde bdyle bir degisiklik gézlenmemistir (13).

2.5.2. y-Butirobetain Hidroksilaz Aktivitesini Etkileyen Faktorler
a) In Vitro Faktorler
1- Katalaz: Katalaz, in vitro olarak y-butirobetain hidroksilazin aktivitesini

yaklasik 300 kat artirmaktadir. Hidroksilasyon reaksiyonunu stimiile edebilen pek gok
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protein olmasina ragmen, higbiri katalaz kadar etkili degildir. y-Butirobetain hidroksilaz
aktivitesinin Ol¢limiinde katalazin varligi, hem hidroksilazin katalitik aktivitesini
stimiile etmekte hem de hidrojen peroksit tarafindan enzimin inaktivasyonunu
Onlemektedir. Nitekim y-butirobetain hidroksilaz, katalaz veya diger az etkili protein
aktivatorleri bulunmadigi zaman, y-butirobetainin hidroksilasyonunu
saglayamamaktadir (60, 61).

2- Hidroksil radikal tutuculari: Sodyum format, sodyum benzoat, triptofan ve
dimetil stilfoksit gibi hidroksil radikal tutuculari, enzimin inaktivasyonunu onlemede
herhangi bir etkiye sahip degildir (57).

3- Hidrojen peroksit: /n vitro olarak, ilave edilen H,O, bakterilerden
saflagtinlan y-butirobetain hidrosilaz enzimini inhibe etmektedir. Benzer sekilde
askorbatin otooksidasyonu veya glukozun glukoz oksidaz tarafindan oksidasyonu
sonucu olusan H,O, de ayni etkiyi gostermektedir (57).

b) in Vive Faktérler

1- Histidin: Tim amino asitler icinde sadece histidin, hidroksilaz aktivitesini
stimiile etmektedir. Non protein koruyucu ajanlar iginde sadece histidin ve ditiotreitol
10 mM konsantrasyonda etkilidirler (57).

2- Askorbat: Askorbat eksikligi olan skorbiitik kobaylarda karaciger, bobrek,
kalp ve iskelet kaslarindaki karnitin diizeyleri anlamli olarak azalirken serum ve beyin
dokusu bu durumdan etkilenmemektedir. Karnitin miktarindaki bir azalma hiicrenin yag
asitlerini okside edebilme kapasitesini de diistirmektedir. Skorbiitiin erken belirtileri
olan yorgunluk ve halsizlik muhtemelen karnitin yetmezligine baglh olabilir. Askorbat

karnitin biyosentezinde o-ketoglutarat gerektiren iki dioksijenaz enzim olan 6-N-

trimetillizin hidroksilaz ve y-butirobetain hidroksilaz enzimlerinin kofaktoriidiir (62).
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Ayrica, y-butirobetain hidroksilazin in vitro 6l¢limlerinde en Onemli rediiktan
madde L-askorbattir. Diklorofenol indofenol, glutatyon, merkaptoetanol ve dithiotreitol
gibi diger rediiktanlar L-askorbatin yerini tutamazlar. Ciinkii, L-askorbat y-butirobetain

hidroksilaz igin oldukga spesifiktir (57).

2.6. DOKULARDA KARNITIN BIYOSENTEZININ VARLIGINI
OLCMEYE DAYANAN YONTEMLER
Dokularda karnitin biyosentezi aragtirilirken oncelikle y-butirobetain hidroksilaz

aktivitesinin gosterilmesi gerekir (14, 16).

2.6.1. y-Butirobetain Hidroksilazin Saflastirilmasi

y-butirobetain hidroksilaz genellikle Pseudomonas sp. AK1’den izole edilmistir
(63). Canli organizmalarin ¢ogu, karnitin biyosentezini gerceklestirebilmektedir. Tiim
memelilerde karaciger dokusu, karnitin biyosentezini ger¢eklestirebilmektedir. Farkli
canli tiirlerinde karaciger disindaki organlarda da (bobrek, beyin, epididim(?), iskelet
kasi(?) gibi) y-butirobetain hidroksilaz aktivitesine rastlanmistir. Fakat vy-butirobetain
hidroksilaz daha gok karaciger dokusundan saflastirilmistir (60).

Karaciger dokusu ve pseudomonas sp. AK! bakterilerinden y-butirobetain
hidroksilaz saflagtirilirken, genel olarak protein saflagtirmada kullanilan yéntemlerden
faydalanilir. Bunlardan bazilar1; organik ¢oziiciilerle ekstraksiyon, fraksiyonel
presipitasyon, ultrasantrifiigasyon, kolon kromatografisi, diyaliz, elektroforez gibi
yontemlerdir. Saflastirilmast istenen proteinin ozelliklerine gore bu yontemlerden
birkagt birbirini takip edecek sekilde kullanilabilmektedir (64). Bu enzimin kismi

saflagtirilmast  teknik olarak daha kolay oldugundan genellikle biyosentez
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aragtirmalarinda tercih edilmektedir. Bu islemlerden 6nce doku homojenatlarinin dogru

bir gekilde hazirlanmas gerekmektedir.

2.6.1.1. Doku Homojenatlarmmin Hazirlanmasi (65)

Doku homojenatlarinin hazirlanmasinda enzimatik, mekanik veya bunlarin
kombinasyonu olan teknikler kullanilabilir. Genel olarak miimkiin oldugunca asiri
basing olusturan french press, bread mill veya ultrasonikasyon gibi mekanik teknikleri
kullanmamak gerekir. Yiiksek basinglarda enzimler ireverzibl olarak denatiire
olmaktadir.

Enzimin saflagtirilacagi dokular enzimatik olarak pargalanmali ve daha sonra
homojenizator kullanilmalidir. Dokuyu parcalamak igin en ¢ok kollajenazdan
yararlanilir. Bu enzim yoksa tripsin, elastaz, pronaz gibi enzimler kullanlabilir.

Enzimatik metodlar kullanilmayacak ise, doku kii¢iik pargalara ayrilmali ve
miimkiin oldugu kadar yag ve bag dokulari uzaklastirilmahdir. Karaciger gibi yumusak
dokular teflon pistonlu Potter-Elvehjem homojenizatorii ile homojenize edilebilirler.
Iskelet kasi, kalp kas1 veya bag dokudan zengin diger dokularin homojenizasyonu igin
dokular oncelikle blenderden gecirilmelidir (Waring Blender). 15 saniyelik 3 veya 4
dénme islemi yeterlidir. Elde edilen bu ekstrakt daha sonra yaklasik 30 dk boyunca
karigtirildiktan sonra santrifiij edilir (20 dk boyunca 1000xg). Homojenizasyon
isleminde kullanilan soltisyon, ekstraktin cinsine gore degismektedir.

Homojenizasyon sirasinda enzimin denatiirasyonunu minimuma indirmek ve

proteinazlarin aktivitesini azaltmak igin sicaklik +4°C civarinda tutulmalidir.
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Uygun homojenat hazirlandiktan sonra enzim saflagtirilabilir. Fraksiyonel
presipitasyon islemi yapilacak ise, enzimin hangi fraksiyonda bulundugunun bilinmesi

gerekir.

2.6.1.2. Fraksiyonel Presipitasyon (64)

Presipite olan proteinler kolaylikla goriilebilir hale gelirler ve daha diisiik xg
kuvvetlerinde santrifiigasyonla ayrilabilirler. Proteinlerin yiizeyindeki hidrofilik ve
hidrofobik rezidiilerin dagilimu, farkli ¢éziiciilerdeki ¢6ziiniirliigiinii belirler. Coziiciiniin
iyonik gticti, pH’s1, ortamin sicakligi veya bunlarin kombinasyonlarinin degisimiyle
proteinlerin ¢6ziintirligii degistirilebilir.

Enzimlerin g¢ogu sitozolde ¢o6ziinebilir halde olduklarindan fizyolojik tuz
konsantrasyonlarinda, 0.15-0.2 M civarindaki iyonik giigte ve yaklagik notral pH’da
oldukga ¢6ziilebilir durumdadirlar. In vitro olarak, bu sartlarin degistirilmesi oldukca
kolaydir. Ortamdaki tuz konsantrasyonunun degistirilmesiyle karigim igerisinde bulunan
cesitli proteinleri birbirinden ayirmak mumkiindiir. Burada Onemli olan nokta,
saflagtirilmak istenen proteinin hangi fraksiyonda oldugunun bilinmesidir.

Verilen sabit pH ve sicaklikta, ortamdaki tuz konsantrasyonunun artiriimasiyla
proteinlerin ¢6ziiniirliigii artabilir. Bu olay "salting in" olarak bilinmektedir. Dillisyon
veya diyaliz gibi bu prosesin tersi islemlerle enzimler saflastirilabilir. Salting in,
proteinin dig ylizeyindeki yiikk dagilimina ve ¢oziicii ile protein arasindaki polar
etkilesimlere baglidir.

Ortamdaki ¢ok yiiksek tuz konsantrasyonlarinda ¢6ziiniirliigii azalan proteinler
presipite olabilirler ve bu durum ''salting out" olarak bilinmektedir. Salting out olayi,

genellikle proteinlerin hidrofobik &zelliklerine ve hidrofobik etkilesimlere baghdir.
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Yiikksek tuz konsantrasyonlarmda ortamdaki su, tuzun hidratasyonu ig¢in

kullanilacagindan, proteinin ¢6ziinebilecegi ortam azalir ve proteinler presipite olur.
Salting out isleminde dikkat edilmesi gereken bazi 6nemli noktalar vardir.

Bunlardan en 6nemlisi kullanilan tuzun 6zelligidir. En ¢ok tercih edilenler siilfat, fosfat,

sitrat gibi polianyonik tuzlardir.

2.6.1.3. Diyaliz (64)

Uygun diyaliz torbalarimin kullamilmasiyla, numunedeki istenmeyen diisiik
molekiiler agirlikli bilesikler tampon ile yer degistirir. Burada bellirleyici olan faktor
osmotik kuvvetlerdir. Farkli biiyiikliiklerde diyaliz torbalari mevcut olmasina ragmen,
daha ¢ok 15.000-20.000 daltondan biiyilk molekiilleri geg¢irmeyen torbalar kullanilir.
Dolayisiyla, diyaliz edilecek numunelerde bu nokta g6z 6niine alinmalidir. Por ¢apindan
daha diisiik ¢apli molekiiller difiizyonla iki tarafa da gegerek, belli bir siire sonra
dengeye ulasirlar. Numunedeki endojen tuzlar sadece bir diyaliz islemiyle yeterince
uzaklagtirilamazlar. Kural olarak en az bir kez diyaliz tamponunun degistirilmesi ve

homojenizasyonunun saglanmasi igin siirekli olarak karistirilmasi gerekir.
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3. MATERYAL VE METOT

Bu ¢alisma, 1 ocak ile 20 agustos 2000 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi
Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali ve Erciyes Universitesi Hakan Cetinsaya

Deneysel ve Klinik Aragtirma Merkezinde yapildi.

3.1. MATERYAL

Biyokimyasal olgiimlerde, Sigma, Merck ve Carlo Erba marka analitik saflikta
ve Kkarnitin Ol¢limiinde, bunlara ek olarak HPLC Kkalitesinde, kimyasal maddeler
kulllanild:.

Deneylerde biyopsi setleri, homojenizatér (Bilser), HPLC sistemi (Jasco)
sogutmali santrifiij (zaman ayarli ve programlanabilen, Sigma30K), spektrofotometre

(Shimadzu), hassas terazi (And), pH metre (Hanna), manyetik karistirict (Niive), su
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banyosu (Kottermann), etiiv (Dedeoglu), vorteks (Medtek), mikropipetler (Htl), vakum
pompast (Sartorius), membran filtreleri (0.45 pm por ¢apli; Milipore), diyaliz
membranlari (Sigma) kullanildi.

Biyopsi setleri, Gevher Nesibe Hastanesi sterilizasyon iinitesinde etilen oksit
gazi kullamlarak sterilize edildi. Tiip, cam pipet, beherglas, cam balon, balon joje,
meziir, gibi cam malzemeler ve polistiren tiipler deiyonize su ile yikanip, 24 saat
%20’lik HNOj3 ¢ozeltisi iginde bekletildikten sonra, ii¢ kez deiyonize sudan gegirilerek
demineralize edildi. Deneylerde kullanilan ¢6zeltiler, tridistile deiyonize su kullanilarak
hazirlandi.

Bu c¢alismada, Ankara Tavukguluk Arastirma Enstitiisiinden ve Cumbhuriyet
Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Aragtirma Merkezinden temin edilen, 6 - 8 aylik
yaklasik 2.5 kg agirhiginda 21 adet (17 disi, 4 erkek) New Zeland cinsi tavsan kullanildi.
Calisma sliresince Once gruplar halinde kafeslerde barindirilan hayva.nlar,
ciftlestirildikten sonra ayr kafeslere alindi. Tavsanlar, standart pelet yem ve musluk
suyu ile beslendi.

Gebelik oncesi (kuru donem), gebelik (10-13. ve 20-23. giinlerde) ve laktasyon
(postpartum 4. giinde) donemlerinde (66), tavsanlardan karaciger ve meme dokusu ile

plazma ve siit (laktasyon déneminde) numuneleri, asagida agiklandig bigimde alindi.

Kan Numunelerinin Allnmasi
Tavsanlardan gebelik Oncesi, gebelik ve laktasyon donemlerinde, kulak
venlerinden EDTA’l1 tiiplere 2ml kan alindi ve karnitin 6lgiimii igin, 6n hazirhk

yapilincaya kadar yaklagik 1 saat buz iizerinde bekletildi.
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Karaciger ve Meme Dokusu Numunelerinin Alinmasi

On hazirhk: Kullanilacak biyopsi setleri bir giin 6nceden etilen oksit gazi ile
sterilize edildi. Operasyondan 6nce hayvanlar tartild:.

Biyopsinin alinmasi: Tavsanlardan doku 6rneklerinin elde edilmesinde, agik
biyopsi teknigi uygulandi. Hayvanlara 10mg/kg dozunda ketamin (Ketalar) ve 3mg/kg
dozunda da xylazin (Rompun) IM olarak enjekte edildi (67). Genel anestezi
saglandiktan sonra, hayvanin karin bélgesi hizlica trag edildi ve sag tarafta son kosta
tespit edildi. Son kostadan yaklagik 1 cm asagida ve linea mediana anterior’a 1-1.5 cm
mesafedeki nokta, biyopsi noktasi olarak belirlendi. Bu bdlgede son kostaya paralel
yaklagik bir cm uzunlugunda bir insizyon yapildi. Cilt ve cilt alti dokular gegildikten
sonra abdominal kas disseke edildi ve karacigere ulagildi. Yaklagik 0.2-0.3 g karaciger
dokusu alindiktan sonra, meme dokusu da aym seansta alindi ve kanama kontroli
yapilarak ilgili dokulara uygun sekilde stiir atildiktan sonra isleme son verildi. Tiim bu
islemler yaklasik 15 dk kadar siirdii. Alman karaciger ve meme biyopsileri karnitin

ol¢limii ve enzim saflagtirma iglemi baglatilincaya kadar buz tizerinde bekletildi (68).

Siit Numunelerinin Alinmasi

Postpartum 4. giinde tavsanlardan yaklasik 1ml siit sagilarak alindi ve karnitin

6l¢iimii igin, 6n hazirlik yapilincaya kadar buz tizerinde bekletildi.
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3.2. METOT

3.2.1. KARNITIN OLCUMU

Plazma, doku ve siit numunelerinde bulunan serbest, agil ve total karnitin
seviyelerinin Slglimiinde, Arakawa ve ark. (69) tarafindan gelistirilen izokratik elusyon
sistemi ile revers faz yiiksek performansli likit kromatografisi (HPLC) metodu
kullanildi. Metodun laboratuvarimizda bulunan HPLC cihazina uygulanmasi sirasinda,
enjekte edilen numune voliimii ve mobil faz akis hizi gibi bazi parametrelerde
modifikasyonlar yapildu.

Metodun prensibi, serbest karnitin konsantrasyonu ile CoASH arasindaki
sitokyometrik iligkiye dayanmaktadir. Deney ortamina karnitin asetiltransferazin ilave
edilmesiyle serbest karnitin, asetil-CoA ile reaksiyona girer ve asetilkarnitin ile serbest

CoASH olusur. Bu reaksiyon goyle verilebilir:

L- Karnitin + Asetil-CoA < Asetil-L-karnitin + CoASH
Reaksiyon denkleminde goriildiigii gibi, CoASH serbest karnitin ile
sitokyometrik olarak iligkilidir. Serbest CoASH, HPLC sisteminde ayristirildiginda
konsantrasyonuyla orantil1 olarak pik yapmaktadir. Dolayisiyla numunelerdeki CoASH
konsantrasyonlari, standartlarin pikleri ile Kkarsilagtirilarak HPLC sisteminde
hesaplanabilmektedir. Sonug¢ olarak, hesaplanan CoASH konsantrasyonlar: lizerinden

numunelerdeki karnitin konsantrasyonlar: elde edilebilir.

HPLC Sistemi
Tiim karnitin 6lgtimlerinde kullanilan HPLC sistemi, pompa (Jasco JC  980),

UV/VIS detektsr (Jasco JC  975), 6n kolon filtresi, analitik HPLC kolonu (C8,
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4.6x240mm boyutlarinda ve 100 °A por ¢apli), enjeksiyon sistemi (Rheodyne injector
ve 20 pl numune lupu) ve Dizge Analitik A.S. kromatografi programi kullanan bir

bilgisayar iinitesinden (ChromaSimple) olugsmaktadir.

Cozeltiler
1. Mobil faz (0.6 ml/dk akis hizinda) 190 mM KH,PO4 ( %13 v/v, HPLC grade

metanol ilave edilerek hazirlands).

N

. %6°lik perklorik asit

.4.0; 1.0; 0.1N potasyum hidroksit

(98]

4.5 mM EDTA

9]

. 100 pM Asetil-CoA

6. 100 mM Fosfat tamponu (pH 7.5)

~J

.50 pM CoASH

8. L-Karnitin stok standart ¢6zeltisi, 10 mM

Nel

. L-Karnitin ¢aligma standartlar1 (1000, 500, 300, 200, 100, 50, 20, 10, 5, 2.5
uM)

Tridistile deiyonize su ve mobil faz, vakumlu pompa ile 0.45um filtreden
siiziildiikten sonra, HPLC sisteminde kullanildi. Filtrasyon sistemi olarak pompa
(Sartorius), nuche erleni ve 0.45 pum por ¢apli membranlardan olusan diizenek
kullanild.

Numune enjeksiyonundan once analitik HPLC kolonundan yaklagik 1.5 saat
boyunca 0.6 ml/dk. hizinda mobil faz gegirilip sistem dengeye getirildi (69).

Mobil faz 0.6 ml/dk. akis hizinda iken 50 nmol/ml konsantrasyonda hazirlanan

CoASH soliisyonu sisteme enjekte edildi ve HPLC’de 324 nm dalga boyunda CoASH
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pikinin net olarak tespit edilmesi saglandi ($ekil 5). Daha sonra karnitin ¢aligma

standartlarindan enzimatik tepkime ile elde edilen CoASH pikleri standart olarak

kullamidi.

“ ' Number of data read: 5564

Number of detected peaks: 3

Voltage (mVolt)

39.188
34.913
30.638 -
26.362
22.087
17.812

¢ 13.537
9.262
4,987 -

0.712 E " ........ B I T T IR TR SUPE PN PSP

)

3564, ol -l 2.
00000 70563 4012661689 82351102814 12,3377 14,3940 16.4503 185066 20,5629
Time (min)

[ SN E U
[
'
'
[
'
¥ B
- e el —f - -
[
'
'
'
'
s
L

]

1

1

'

[

'

-

|

'

1

[

1

'
-~ - >

Sekil 5. CoASH kromatogrami.

Plazma Serbest, Agil ve Total Karnitin Ol¢iimii i¢in On islemler

Buz iizerinde bekletilen kan numuneleri, +4°C’ye ayarlanmig sogutmali
santrifiijde 4000 rpm’de 5 dk. santrifiij edildi. Alinan plazmalara iki voliim (v/v) soguk
%6 HCIO, ilave edilip vorteksle iyice kargtirildi.. Daha sonra soputmali santrifiij

kullanilarak 10 dk. 5.000g’de santriftij edildi. Siipernatan alindiktan sonra, geriye kalan

pellet kismina plazmann ilk voliimiine gdre iki voliim soguk %3 HCIO4 ilave edilip
vorteks ile iyice kangtirildt. Tekrar santrifiij edildikten sonra elde edilen siipernatan ilk

siipernatan ile birlestirilip alikotlar halinde analize kadar —20°C’de sakland (69).

Doku Serbest, A¢il ve Total Karnitin Olgiimii Igin On Islemler

Biyopsi sonucu aliup buz iizerinde bekletilen karacier dokusu hemen tartidi.
Meme dokusu, siitiin uzaklagtirlmast igin ¢ kez sopuk fosfat tamponu ile yikand: ve

daha sonra tartildi. Hazirlanan dokular homojenizator ile 4 volim (w/v) %6’lik
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soguk HCIO, igerisinde homojenize edildi. Homojenat 10 dk. 5.000g’de santrifiij
edildi. Stipernatan alindiktan sonra geriye kalan pellet"e dokunun ilk agirlhigina gére 4
volim (w/v) %3’liikk soguk HCIOy ilave edildi ve vorteks ile iyice karistirildi. Tekrar
santiftij edildikten sonra elde edilen siipernatan ilk siipernatan ile birlestirilip analize

kadar —20°C’de saklandi.

Siit Serbest, Agil ve Total Karnitin Olgiimii i¢in On islemler:

Postpartum 4. giinde tavsanlardan alinip buz iizerinde bekletilen yaklasik 1 ml
siit tridistile su ile 6 kez sulandirildi. Elde edilen diliie siite iki voliim %6’lik soguk
HCIOy ilave edildi. Vorteks ile iyice karigtirildiktan sonra 5000g’de 10 dk santrifiij
edildi. Siipernatan kism alindiktan sonra geriye kalan pellet kismina siitiin ilk voliimiine
gore iki voliim %3 HCIO4 yeniden ilave edildi ve vorteks ile iyice karistirildi. Daha
sonra yeniden santifiij edildi ve elde edilen siipernatan ilk siipernatan ile birlestirilip
analize kadar — 20°C’de sakland1.

Calisma

Serbest ve total karnitin Olgiimiinde kullanilmak {izere, -20°C’deki derin
dondurucuda bekletilen alikotlar oda sicakligina getirilmek iizere disariya alindi.

Total karnitin tayini yapilacak alikotlarda, agilkarnitinin hidrolizi i¢in, 1 ml
numune 1 ml IN KOH ile karigtirilip 30 dk boyunca 25°C’de inkiibe edildikten sonra
%6’lik HCIO4 kullanilarak pH 7°ye ayarlandi. Serbest karnitin tayini yapilacak
numunelerin pH’lar1 ise KOH ile (4.0, 1.0, 0.1 N) 7’ye ayarlandi.

PH ayarindan sonra numuneler 30 dk boyunca buz iizerinde bekletildi. Cokelti
halinde olugan KClO4’tin uzaklagstiriimasi i¢in +4° C’de 10 dk 5000g’de santrifiij edildi.

Daha sonra siipernatan kismi 0.45um por ¢apl filtreden gegirilip enzimatik reaksiyonda
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serbest karnitin kayna@i olarak kullanildi. Final voliim 1ml olacak sekilde asagidaki
soliisyonlan igeren reaksiyon karigimi hazirlandi (69, 70): 0.5 pmol EDTA, 10 pmol
Fosfat tamponu (pH 7.5), 40 nmol Asetil CoA, numune (plazma / siit / doku)
slipernatani.

Reaksiyon , ortama 1 Unite karnitin asetiltransferaz ilave edilmesiyle baglatild:.
30 dk 25°C’de inkiibe edildikten sonra H3PO4 kullanilarak pH 2’ye ayarlandi. Uygun
enzim korii, ayn1 ortama karnitin asetiltransferaz eklenmeden hazirland:.

Inkiibasyon kangimlari, pH ayarlamalarindan hemen sonra, HPLC sistemine

enjekte edildi ve 324 nm dalga boyunda herbirine ait pik alanlar kaydedildi.

Degerlendirme
HPLC sisteminde, plazma/ siit /doku numuneleriyle elde edilen pik alanlarindan
serbest ve total karnitin diizeylerine gegebilmek igin; karnitin g¢aligma standartlarindan

enzimatik tepkime ile elde edilen CoASH pikleri kullanildi.

Plazma ve Siit Numuneleri I¢in Standart Serinin Hazirlanmasi

Onceden hazirlanan 10mmol/L. konsantrasyondaki stok karnitin standart
¢Ozeltisinden diliisyonlar yapilarak 200 pmol/L, 100 pmol/L, 50 pumol/L, 20 umol/L,
10 pmol/L, 5 pumol/L, 2.5 umol/L konsantrasyonlarda olacak sekilde standart seri
hazirlandr.

Enzimatik tepkime sonrasinda bu standartlar siras: ile HPLC sistemine enjekte
edilerek her biri igin CoASH piki tespit edildi; piklerin alanlarina gore standart egri

HPLC cihazindaki bilgisayardan elde edildi (Sekil 6).
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1000 y = 4,6028x + 11,585
1 R2 = 0,9936

Pik alani

0 50 100 150 200 250

Konsantrasyon (nmol/ml)

Sekil 6: Plazma ve siit serbest karnitin standart egrisi.

Doku Numuneleri i¢in Standart Serinin Hazirlanmasi

Onceden hazirlanan 10mmol/L.  konsantrasyondaki stok karnitin standart
¢ozeltisinden diliisyonlar yapilarak 1000 pmol/L, 500 pmol/L, 300 pmol/L, 200
pmol/L, 100 pmol/L konsantrasyonlarda olacak sekilde standart seri hazirlandi. Her bir
standart ¢6zelti, yukarida anlatildig: sekilde numune gibi ¢alisildi ve pik alanlarina gére

standart egri HPLC cihazindaki bilgisayardan elde edildi (Sekil 7).

y = 3,6581x + 138,24
R2 = 0,9995

Pik alani
N
(@)
o
(e ]
1

0 200 400 600 800 1000 1200

Konsantrasyon (nmol/ml)

Sekil 7: Doku serbest karnitin standart egrisi.
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Hesaplama
Plazma /siit /doku numunelerine ait pik alanlari, standart seri grafiklerinden

degerlendirilerek, serbest ve total karnitin konsantrasyonlarina gegildi (Sekil 8).

Number of data read: 7507
Number of detected peaks: 2
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Sekil 8. Plazma serbest karnitin kromatogrami.

Bulunan degerler, numunelerin ¢alisiilmas: sirasinda yapilan islemler (6n
hazirlik, hidroliz, notralizasyon)’e kargilik gelen diliisyon faktorleriyle carpildi. Serbest
ve total karnitin seviyeleri, plazma ve siit numunelerinde nmol/ml; karaciger ve meme
dokularinda nmol/gr yas doku seklinde verildi.

Plazma, siit ve doku numunelerinde 6lgiilen total karnitin degerlerinden serbest
karnitin degerleri ¢ikarilarak agilkarnitin degerleri bulundu.

Caligmada kullamlan HPLC ile karnitin 6l¢iim metodunun CV (varyasyon
katsayis1) degeri, plazma ‘numunesi 15 kez caligilarak hesaplandi ve %4.02 olarak

bulundu (Tablo I).
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Tablo I: Calismada kullanilan serbest karnitin metodunun CV

(varyasyon katsayis1) degeri.

Plazma serbest karnitini (nmol/ml)

Olgiim sayist X£SD CV(%)

i5 48.5+1.95 4.02

3.2.2. KARACIGER VE MEME DOKULARINDA y-BUTIROBETAIN

HIiDROKSILAZ AKTiVITESININ TAYINI

3.2.2.1. Enzimin Saflagtirilmasi

y-Butirobetain hidroksilaz enziminin saflagtirilmasinda Daveluy ve ark. (71)
tarafindan gelistirilen metot kullanldi.

Doku homojenatlarimin hazirlanmasi, amonyum siilfat presipitasyonu, santrifiij

islemleri ve diyaliz gibi saflastirma basamaklari, +4°C’de gerceklestirildi.

Doku Homojenatlarimin Hazirlanmasi

Biyopsi ile alinan ve -20°C’de derin dondurucuda bekletilen karaciger ve meme
dokular1 homojenize edilmek iizere digariya alimp buzun {izerinde bekletildi. Meme
dokusunda, Kkaraciger dokusuna kiyasla daha fazla bag dokusu bulundugundan
homojenizasyon isleminden 6nce kiigiik pargalara ayrildi. Tartilan dokular, asagidaki
soliisyonlari igeren karigim iginde (3/10 w/v) teflon uglu homojenizator kullanilarak

homojenize edildiler.
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1. 210 mM mannitol

2. 70 mM sukroz

3.0.1lmM EDTA

4. 0.1 mM Dithiotreitol

Hazirlanan homojenat 17.000g de 10 dk santrifuj edilerek siipernatan kismi
alindi.

Amonyum Siilfat Presipitasyonu

Stipernatanlara, agagidaki formiil kullanilarak %45 doygunluga ulagacak sekilde
her bir numune i¢in ayr1 ayr katt amonyum siilfat hesaplanarak hassas terazide tartildi

ve kademeli olarak ilave edilip karistirildi (64).

533x(S,— S1)

g =]
100 - 0.3xS,

g: Cozeltiye ilave edilecek amonyum stilfat miktar1 (litrede gram olarak)
S: Amonyum siilfatin ilk satiirasyonu (% cinsinden)

S,: Amonyum siilfatin ikinci satiirasyonu (% cinsinden)

Elde edilen bu karisim 27.000g’de 5 dk santrifuj edildi. Stipernatan kisimlart
ayrn tiiplere alind1 ve miktarlar1 kaydedildi. Daha sonra, siipernatanlara konsantrasyonu
100mM olacak sekilde ayr1 ayr1 KCI tartilip eklendi. Bu sirada %45 olan amonyum
siilfat saturasyonu %50’ye ¢ikt1. Presipite olan protein fraksiyonu yeniden 27.000g’de 5
dk santrifiij edilerek ayrildi. Bu basamakta elde edilen siipernatanlar ayr1 tiiplere alindi
ve ayni formiil kullanilarak %50 olan amonyum siilfat satiirasyonu %60’a ¢ikarildi. Bu

basamakta ayrilan protein, diyaliz i¢in kullanildi.
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Diyaliz

Amonyum siilfat presipitasyonundan sonra elde edilen protein fraksiyonu
maksimum12.000 daltona kadar olan molekiilleri gegirebilen diyaliz torbalar iginde bir
gece boyunca sabit hizda karistirma ile 75 mM KCIl, 25 mM potasyum fosfat tamponu
pH 7.4, 0.1 mM dithiothreitol, 50 uM EDTA iceren karigima kars1 diyaliz edildi (64,
71):

Bu agamada, hidroksilaz aktivitesinin -20°C’de haftalarca stabil oldugu

bildirildiginden (71); diyalizatlar, ¢aligma giiniine kadar —20°C’de bekletildi.

3.2.2.2. Saflastirilan Enzimin Karnitin (Uriin) Uzerinden Aktivite Tayini

y-Butyrobetain hidroksilaz aktivitesi tayininde Lindstedt (60) tarafindan
gelistirilen ve Rebouche ve Engel (13) tarafindan modifiye edilen metot kullanildi.
Metodun laboratuvarimizda uygulanmasi sirasinda da bazi modifikasyonlar yapildi.

Metodun Prensibi, reaksiyon denkleminde goriildiigi gibi, y-butyrobetain
hidroksilaz tarafindan, y-butirobetainin hidroksilasyonuyla olusan karnitin (iiriin)

miktarinin 6lgiilmesine dayanmaktadir (13, 72).

y-Butirobetain + o-ketoglutarat +O, = Karnitin + Suksinat + CO,

Cozeltiler
1. 20 mM Potasyum fosfat tamponu (pH 7.0)
2. 20 mM KClI

3. 3 mM a-Ketoglutarat
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4. 10 mM Sodyum askorbat
5. 0.4 mM FeSO4

6. 0.4 mg Katalaz

7. 1 mM y-Butyrobetain

8. 0.1 mM Dithiothreitol

Buradaki degerler deney tiipiindeki konsantrasyonlardur.

Calisma

(alisma sirasinda, karaciger ve meme dokularindan kismi olarak saflastirilan
enzim (diyalizat), y-butyrobetain hidroksilaz kaynag1 ve y-butyrobetain, substrat olarak
kullamlds.

Final volim 0.5 ml olacak sekilde yukarida konsantrasyonlart verilen
soliisyonlardan olugan karisim hazirlandi. Daha sonra, ortama diyalizat eklenmesiyle
reaksiyon baglatildi. Numuneler 37°C de 30 dk inkiibe edildi ve inkiibasyon boyunca
hafifce kanistirildi. Inkiibasyon tiiplerine sirasiyla 0.25ml 0.1 N Ba(OH), ve %1.67
ZnSQ, ilave edilerek yapilan deproteinizasyon ile reaksiyon durduruldu. Tiiplerin
+4°C’de 4000 rpm’de 5 dk Santrifiijlenmesiyle elde edilen siipernatanda serbest

karnitin tayini yapildi (69).

Degerlendirme

HPLC sisteminde elde edilen pik alanlari, standart seri grafigi (Sekil 7)’nden
degerlendirilerek, numunelerdeki serbest karnitin konsantrasyonu bulundu. Serbest
karnitin degeri, Lowry (73) metoduna gére diyalizatlarda tayin edilen protein miktarina

boliinerek, mg protein basmna karnitin degerlerine gegildi. Inkiibasyon siiresi 30 dk
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oldugundan, dk.’da olugan {(riin miktar1 hesaplandi ve enzim aktivitesi,

pmolkarnitin/dk/mg protein olarak verildi.

3.2.3. PROTEIN TAYINI

Karaciger ve meme dokulaﬁndan elde edilen diyalizatlardaki protein miktari,
Lowry (73) metoduna gore tayin edildi. Metodun prensibi, proteinlerin alkali ortamda
bakir iyonlari ile olusturduklari kompleksin, fosfomolibdik-fosfotungustik reaktifi
(folin-ciocalteu-fenol reaktifi)’ni indirgemesi esasina dayanir. Olugan mavi rengin

siddeti, protein konsantrasyonu ile orantilidir.

Ciizelﬁler

A: %2 NayCO; (0,1 N NaOH iginde hazirland.)

B: %0,5 CuS04.5H,0 (%1 Na-K tartarat ¢ozeltisi i¢inde hazirlandi.)

C: Alkali bakir ¢ozeltisi (protein ¢ozeltisi). 50 hacim A reaktifi, 1 hacim B

reaktifi ile karistirildi. Bu ¢ozelti deney esnasinda hazirlamp taze kullanildi.

Protein Stok Standart Cozeltisi: %250 mg’lik Bovin Serum Albumin (BSA).

250 mg BSA %9’luk NaCl iginde ¢oziiliip 100 ml’ye tamamlandi.

Folin-Ciocalteu-Fenol ¢ozeltisi
1. Sodyum tungustat 100 gr

2. Sodyum molibdat 25 gr

3. Tridistile su 700 ml

4. Konsantre HCI 100 ml

5. %385 H3PO4 50 ml
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Cam balon i¢inde hazirlanan bu karisim geri sogutuculu sistemde 10 saat
kaynatild1 ve daha sonra iizerine,

1. Lityum siilfat 150 gr

2. Distile su 50 ml

3. Brom 1-2 damla
ilave edilip tekrar 1 saat kaynatildu.

Hacim tridistile suyla 1000 ml’ye tamamlanip filtre kagidiyla siiziildi. Bu arada
bromun fazlasi uzaklastirilmig olur. Elde edilen ¢6zelti altin sarisi renginde olup, koyu
renkli sisede, +4°C’de saklanmalidir.

Folin-Ciocalteu-Fenol reaktifi kullamilmadan 6nce, 1IN NaOH ile titre edildi ve

konsantrasyonu 1N olacak sekilde tridistile suyla diliie edildi.

Cahisma

Oda sicakligina getirilen diyalizat numuneleri tridistile su ile 1/5 oraninda diliie
edildiler.

Deney tiiplerine sirastyla 0,3 ml dilie diyalizat ve 0,3 ml protein ¢ozeltisi
pipetlenerek vorteksle iyice karistirildi ve 15 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Daha
sonra tiiplere 0,3 ml diliie Folin-Ciocalteu-Fenol reaktifi ilave edilerek vorteksle hemen
karistirtldi. Oda sicaklifinda tekrar 30 dk inkiibe edilen tiiplerde olusan rengin siddeti,
spektrofotometrede 750 nm dalga boyunda, distile suyla hazirlanmis kére kars1 okundu.

Degerlendirme, standart egri lizerinden yapildi.

Standart serinin hazirlanmasi
BSA stok standardi (%250mg) kullamilarak, konsantrasyonlari 0.025, 0.050,

0.10, 0.20, 0.30, 0.50, 0.75 mg/ml olacak sekilde standart seri hazirlandi. Her bir
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standart, numune gibi ¢alisildi; elde edilen verilere gore standart egri ¢izildi (Sekil 9).

Tiim numuneler ve standart seri ¢ift galisilarak, ortalama degerleri alindu.

0.5 y = 0,5403x - 0,0015
R2 = 0,9987
0,4
0.3
3
0.2
0,1
0 R S T - il 1
0 0.2 0,4 0,6 0.8

konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 9: Protein tayini igin kullanilan standart egri.

Degerlendirme
Standart seri grafigi kullanilarak, diltie diyalizatlarin protein miktarlan
belirlendi. Bu degerler, diliisyon faktorii ile ¢arpilarak protein miktarlart hesaplandi.

Sonuglar mg/ml seklinde verildi.

3.2.4. ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Tiim standart egrilerin ¢izimi sirasinda, regresyon analizi yapildi. Gruplarin
karsilastirilmasi sirasinda, SPSS for windows 8.0 (Statistical Packages for Social
Sciences; SPSS Inc, Chicago, Illinois, USA) paket bilgisayar programi kullanilarak
ANOVA ve student t testleri uygulandi. ANOVA testi sonucunda F degeri onemli
bulundugunda post ANOVA testinin Scheffe prosediirii uygulandi. Anlamlihik dizeyi

p<0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Ankara Tavukguluk Arastirma Enstitiisi ve Cumhuriyet Universitesi Tip
Fakiiltesi Deneysel Arastirma Merkezinden temin edilen, 21 adet New Zeland cinsi (17
adet disi, 4 adet erkek) tavsan deneysel galigmalarimizda kullamldi. Hayvanlardan
gebelik oncesi (kuru donem), gebelik (10-13. ve 20-23. giinlerde) ve laktasyon
(postpartum 4..glinde) dénemlerinde (66) numuneler alindi.

Gebeligin 20-23. giinlerinde tavsanlardan karaciger biyopsisi alinirken, ilerlemis
olan gebelikten dolay1 organlar yer degistirdiginden iki tavsanda karacigere ulasilamadi.
Bu iki tavsanda daha fazla strese yol agmamak igin biyopsi alma islemine son verildi.
Dolayisiyla bu gruba ait denek sayisi 15°e indirildi. Caligma sirasinda, gebelik 6ncesi ve
gebeligin 10-13. giinleri arasinda alinan iki adet meme biyopsisinin karnitin tayini ve

enzim saflagtirma i¢in yeterli olmadigi gériildii. Bu iki denekten alinan biyopsiler
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calismadan ¢ikarildi ve bu gruplara ait denek sayisi 16’ya indirildi. Calisma siiresi
boyunca, alinan biyopsilerden dolay1 hayvanlarda herhangi bir komplikasyona
rastlanmadi. Caligilan tim parametreler Ek Tablo 1-17°de g6sterilmistir.

Gebelik 6ncesi, gebelik ve laktasyon donemlerindeki tavsanlardan alinan plazma
numunelerinde olgiilen serbest, agil ve total karnitin degerleri aritmetik ortalama +

standart sapma (X+SD) seklinde Tablo II’de ve grafik halinde sekil 10°da gosterildi.

Gebelik 6ncesi degerleri, kontrol olarak kullanildi.

Tablo II: Gebelik 6ncesi, gebelik ve laktasyon dénemlerinde plazma serbest, agil ve total

karnitin degerleri

Gebelik dncesi Gebelik dénemi Laktasyon
Parametreler (n: 17) dénemi F
10-13. giin 20-23.giin (Postpartum 4.
(n: 17) (n: 17) glin) (n:17)
Serbest karnitin 39.0+4.5 377+42 753 + 4.2%P 53.6 + 4.1%%¢ 123.7
(nmol/ml)
Agilkarnitin 137420 13.1+£22 128+18 | 672453 | 12110
(nmol/ml)
Total karnitin 526%5.5 50.8+5.5 38.1+50%° |1208+9.0%° 575.0
(nmol/m})

istatistiksel olarak anlamli bulgular: a: Kontrol grubu; b: Gebeligin 10-13. giinleri; c: Gebeligin
20-23. giinleri ile diger gruplarin karsilastirtlmasiyla elde edildi, (a, b, c: p<0.001).

140 —e— Serbest karnitin

’—g 420 | —a— Agilkarnitin

E 100 | —a&— Total karnitin

(=

£ 80

>

2 60

§ 40 |

g

¥ 201 - -

0 - I B

Gebelik Gebelik Gebelik Laktasyon
Oncesi (10-13.gtin)  (20-23. gin) Dénemi

Sekil 10. Gebelik 6ncesi, gebelik ve laktasyon donemlerinde plazma serbest,

agil ve total karnitin diizeylerindeki degismeler.
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Tablo ve sekilde goriildiigi gibi gebeligin 10-13. giinleri arasinda alinan plazma
orneklerinde olgtlen serbest karnitin degerleri, gebelik Oncesi  serbest karnitin
degerlerine nazaran daha diigiik olmasina ragmen, bu iki grup karsilastirildiginda
aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig goriildi (P>0.05). Buna karsilik
gebeligin 20-23. giinleri arasinda &lgiilen plazma serbest karnitin degerlerinin, gebelik
oncesi ve gebeligin 10-13. giinlerinde elde edilen degerlere gére dnemli dlgiide azaldig
gozlendi. Aradaki bu fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.001). Laktasyon
doneminde elde edilen plazma serbest karnitin diizeyine bakildiginda, gebelik ncesi ve
gebelik donemlerinde elde edilen plazma serbest karnitin degerlerine nazaran 6nemli
Olcude arttigs goriildii. Gruplar karsilastirildiginda aradaki fark istatistiki olarak anlamli
bulundu (p<0.001).

Istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte, gebelik siiresince plazma
acilkarnitin degerlerinde, serbest karnitin degerlerine benzer diisme goézlendi.
Postpartum dénemde plazma agilkarnitin diizeyi cok hizli bir artig gostererek gebelik
oncesi ve gebelik siiresince elde edilen plazma agilkarnitin degerlerinden daha yiiksek
bulundu (p<0.001). Daha da 6nemlisi, postpartum plazma agilkarnitin degeri ayni
donemde 6lgiilen plazma serbest karnitin degerinden daha yiiksek bulundu. Normalde,
agilkarnitinin serbest karnitine oranm1 %40°1n altinda iken, laktasyon doneminde %125’e
kadar yiikseldi.

Plazma total karnitin degeri serbest karnitin gibi gebelik siiresince azaldu.
Gebeligin 10-13. giinlerinde alinan plazma numunelerinde 6lgiilen total karnitin degeri,
gebelik Oncesi doneme kiyasla diigiik bulunmasina ragmen, aradaki fark istatistiki
olarak anlamli goriilmedi (p>0.05). Gebeligin 20-23. giinlerinde ise, plazma total

karnitin degerindeki azalmanin giderek hizlandig1 gortildi. Gruplar karsilastirildiginda,
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bu donemde Olgiilen plazma total karnitin degerlerinin, gebelik Oncesi ve gebeligin
10-13. giinleri arasinda &lgiilen plazma total karnitin degerlerine nazaran istatistiksel
olarak daha diisiik oldug goriildii (p<0.001). Laktasyon déneminde 6lgiilen plazma total
karnitin degerleri gebelik 6ncesi ve gebelik siiresince 6lgiilen degerlere nazaran 6nemli
Olgtide yiikseldigi ve gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu
goriildii (p<0.001).

Gebelik oncesi, gebelik ve laktasyon donemlerinde tavsanlarin karaciger
dokularinda 6lgiilen serbest, agil ve total karnitin degerleri, X+SD seklinde Tablo III’te
ve karnitin diizeylerindeki degisimler sekil 11°de gosterildi. Gebelik oncesi degerleri

kontrol olarak kullanildi.

Tablo III: Gebelik oncesi, gebelik ve laktasyon dénemlerinde karaciger dokusu serbest, agil ve

total karnitin degerleri.

Gebelik Gebelik donemi Laktasyon
Parametreler oncesi donemi F
n:17) 10-13. giin 20-23.giin (Postpartum 4.
(n:17) (n:15) giin) (n:17)
Serbest karnitin | 286 + 36 302 +28 307 £ 28 487 + 29 +° 163.5
(nmol/g yas doku)
Agilkarnitin 89+9.3 97+ 8.3 105+9.4°% | 392+26%>° 1563.1
{nmol/g yas doku)
Total karnitin 375+ 43 399 + 33 418 + 35 879 + 38 *0° 688.5
(nmol/g yas doku)

Istatistiksel olarak anlamli bulgular: a: Kontrol grubu; b: Gebeligin 10-13. giinleri; c: Gebeligin

20-23. giinleri ile diger gruplarin karsilagtiriimasiyla elde edildi , (a, b, c: p<0.001).
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Sekil 11: Gebelik dncesi, gebelik ve laktasyon dénemlerinde karaciger dokusu

serbest, agil ve total karnitin diizeylerindeki degisimler.

Tablo ve sekilde gosterildigi gibi, karaciger serbest karnitin degerlerinin gebelik
sliresince ¢nemli oranda degismedigi fakat laktasyon doneminde en yiiksek diizeye
ulastifn gozlendi. Gebeligin 10-13. glinleri arasinda karaciger dokularinda serbest
karnitin diizeyinin, gebelik 6ncesi doneme gore yiiksek olmasina ragmen, aradaki farkin
istatistiki olarak anlamli olmadig1 goriildii (p>0.05). Gebeligin 20-23. giinleri arasinda
serbest karnitin diizeyinin, gebelik 6ncesi ve gebeligin 10-13. giinleri arasinda &lgiilen
serbest karnitin dilizeylerinden daha yiikksek olmasina ragmen; bu gruplar
karsilastirildiginda, aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi goriildu
(p>0.05). Buna karsilik laktasyon doneminde alinan karaciger dokularinda serbest
karnitin degerlerinin, gebelik 6ncesi ve gebelik siiresince oOlgiilen serbest karnitin
diizeylerine gére 6nemli dlgtide yiikseldigi gozlendi (p<0.001).

Gebelik siiresince karaciger agilkarnitin degerleri, gebelik 6ncesi doneme gore
siirekli bir artis kaydetti. Gebelik Oncesi ve gebeligin 10-13. giinlerine ait karaciger
acilkarnitin degerleri karsilastirildiginda, aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 gozlendi (p>0.05). Gebeligin 20-23. giinlerinde &lgiilen karaciger agilkartin
degerlerinin, gebelik éncesi degerlerinden daha yiiksek oldugu (p<0.001); buna kargilik

gebeligin 10-13. giinlerine ait degerlerden istatistiki olarak farkli olmadig1 gozlendi
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(p>0.05). Laktasyon donemi karacigér acilkarnitin diizeylerinin, gebelik Oncesi ve
gebelik donemlerine ait degerlerden 6nemli 6lgiide yiiksek oldugu gériildii (p<0.001).

Laktasyon doneminde karaciger agilkarnitin diizeyindeki artig, serbest karnitine
kiyasla oldukga yiiksek bulundu. Gebelik oOncesi ve gebelik siiresince yapilan
Olgtimlerde, agilkarnitinin serbest karnitine orami %40’1n altinda iken laktasyon
déneminde %80 civarinda oldugu gozlendi.

Istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte, gebelik oncesi ve gebelik
siiresince total karnitin diizeyleri, serbest ve agilkarnitin gibi gebelik boyunca siirekli
artts kaydetti (p>0.05). Gebelik Oncesi ve gebelik siiresince Olgiilen degerlerle
karsilastirildiginda laktasyon dénemi karaciger total karnitin diizeylerindeki artigin
istatistiki olarak anlamli oldugu goriildi (p<0.001).

Gebelik oOncesi, gebelik ve laktasyon donemlerinde tavsanlarin meme
dokularinda dlgiilen serbest, agil ve total karnitin degerleri X+SD seklinde tablo IV’te
verildi. Ayrica ii¢ dénem boyunca, karnitin diizeylerinde g6zlenen degisiklikler, sekil

12’de gosterildi. Gebelik dncesi degerler, kontrol olarak kullanild:.

Tablo IV: Gebelik dncesi, gebelik ve laktasyon dénemlerinde meme dokusu serbest, agil ve

total karnitin degerleri

Gebelik Gebelik donemi Laktasyon
Parametreler dncesi dénemi F
(n:16) 10-13. giin 20-23.giin (Postpartum 4.
(n:16) (n:17) giin) (n:17)
Serbest karnitin 240 + 25 238 +22 245+ 19 342 +23 %5 86.0
(nmol/g yas doku)
Agilkarnitin 75+ 10 72192 74+85 24321 | 6925
(nmol/g yas doku)
Total kamitin | 314 +31 310 £26 319424 | 589+31%%° | 3692
(nmol/g yas doku)

Istatistiksel olarak anlamli bulgular: a: Kontrol grubu; b: Gebeligin 10-13. giinleri; c: Gebeligin
20-23. giinleri ile diger gruplarin karsilagtiriimasiyla elde edildi, (a, b, ¢: p<0.001).
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Sekil 12: Gebelik oncesi, gebelik ve laktasyon dénemlerinde meme dokusu

serbest, agil ve total karnitin diizeylerindeki degismeler.

Tablo ve sekilde goriildiigii gibi gebelik Oncesi, gebeligin 10-13. ve 20-23.
giinleri arasinda meme dokularinda yapilan serbest karnitin &lglimlerinde elde edilen
degerler birbirleri ile karsilastinidiginda, gruplar arasinda istatistiki olarak anlamli bir
fark olmadigi goriildii (p>0.05). Oysa, laktasyon déneminde elde edilen meme serbest
karnitin degerlerinin, gebelik oncesi ve gebelik dénemlerinde elde edilen verilere
kiyasla onemli 6lgiide yiiksek oldugu goriildii (p<0.001).

Gebelik Oncesi, gebelik ve laktasyon donemlerine ait meme agilkarnitin
degerlerinde, serbest karnitine benzer degisiklikler meydana geldi. Fakat laktasyon
doneminde meme agilkarnitin diizeyindeki artisin serbest karnitine nazaran olduk¢a
yiiksek oldugu gozlendi. Gebelik oncesi, gebeligin 10-13 ve 20-23. giinlerinde elde
edilen acilkarnitin diizeylerinin olusturdugu gruplar karsilagtinldiginda, aralarinda
istatistiki olarak anlamli bir fark olmadigi gorildii (p>0.05). Laktasyon doneminde,
diger iki doneme gore, agilkarnitin degerlerinde 6nemli 6lgiide bir yiikselme oldugu

tespit edildi (p<0.001).
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Gebelik Oncesi ve gebeligin 10-13. ve 20-23. giinlerine ait total karnitin
diizeyleri, birbirleri ile karsilastirildiginda, aralarindaki farkin istatistiki olarak anlamli
olmadig goriildii (p>0.05). Laktasyon déneminde total karnin diizeyinin, gebelik éncesi
ve gebelik siiresince 6l¢iilen meme total karnitin diizeylerine gére onemli Slgiide yiiksek
oldugu gorildii (p<0.001).

Laktasyon doneminde tavsanlardan sagimla elde edilen siit numunelerinde
olgiilen serbest, agil ve total karnitin miktarlart X+SD seklinde Tablo V’te verildi. Siit
serbest, agil ve total karnitin degerleri, laktasyon d6neminde alinan plazma

numunelerinde dlgiilen serbest, agil ve total karnitin degerleri ile karsilastirildi.

Tablo V: Laktasyon donemi siit ve plazma serbest,agil ve total karnitin degerleri.

Parametreler
Laktsyon ddnemi (n:17)
Siit Plazma
Serbest karnitin (nmol/mi) 779469 53.6+4.1°
Agilkarnitin (nmol/ml) 72.9+£6.4 67.2£53
Total karnitin (nmol/mI) 151.1+12.0 120.8 +9.0°

Istatistiksel olarak anlamli bulgular: a: p<0.001.

Plazmaya gore, siit numunelerinden elde edilen serbest ve total karnitin
degerlerinin 6nemli Olgiide yliksek oldugu gézlendi (p<0.001). Buna karsin, siit ve
plazma agilkarnitin diizeyleri arasindaki farkin istatistiki yonden anlamli olmadig: tespit

edildi (p>0.05).

Gebelik 6ncesi, gebelik (10-13 ve 20-23. giinlerinde) ve laktasyon doneminde eg
zamanli olarak alinan karacifer ve meme biyopsilerinde tayin edilen y-butirobetain
hidroksilaz aktiviteleri X+SD seklinde Tablo VI’da sunuldu. Ayrica enzim

aktivitelerinde gozlenen degisikliklere, sekil 13’te gosterildi.
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Tablo VI: Gebelik oncesi, gebelik ve laktasyon dénemlerinde karaciger ve meme

dokusu y-butirobetain hidroksilaz aktivitesi degerleri

Gebelik donemi Laktasyon F
Parametreler Gebelik 6ncesi -dénemi
(n: 16) 10-13. giin 20-23.glin (Postpartum 4.
(n. 16) (n:15) giin) (n:17)
Karaciger . 221+30.0 235+28.0 |252+28.7%° | 361 +27.4%°¢ | 84l

{(pmol/dk/mg protein)

Meme Saptanamadi Saptanamadi | Saptanamadi 742 +7.0
(pmol/dk/mg protein)

istatistiksel olarak anlamli bulgular: a: Kontrol grubu; b: Gebeligin 10-13. giinleri; c: Gebeligin

20-23. giinleri ile diger gruplarin karsilastirilmasiyla elde edildi, (a, b, ¢: p<0.001).

400 - —e— Karaciger

350 - —a— Meme

300 |
250
200 -
150 -
100
50 -

0 +- —— ~ O : G
Gebelik Gebelik Gebelik Laktasyon
dncesi (10-13.gun) (20-23.gun) Dénemi

Aktivite (pmol/dk/mg protein

Sekil 13: Gebelik oncesi, gebelik ve laktasyon dénemlerinde karaciger ve meme dokusu

y-butirobetain hidroksilaz aktivitesindeki degismeler

Tablo ve sekilde goriildiigii gibi, gebelik Oncesi donemde alinan karaciger
dokularinda olgiilen y-butirobetain hidroksilaz aktivitesi, gebeligin 10-13. giinlerinde
elde edilen degerlere gore yiiksek olmasina ragmen aralarindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi (p>0.05). Buna karsin gebeligin 20-23. giinleri arasinda tayin edilen
y-butirobetain hidroksilaz aktivitesi degerlerinin gebelik oncesi ve gebeligin 10-13.

glinleri arasinda elde edilen degerlere kiyasla giderek yiikseldigi ve gruplar
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karsilagtirildiginda aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi
(P<0.001).

Laktasyon doneminde karaciger dokularinda olgiilen y-butirobetain hidroksilaz
aktivitesinin, daha 6nce Olgiilen (gebelik 6ncesi ve gebelik boyunca) tiim degerlerden
istatistiki olarak daha yiiksek oldugu gozlendi (p<0.001).

Gebelik oncesi, gebeligin 10-13 ve 20-23. giinleri arasinda alinan meme
dokularinda, fy-butirobetain hidroksilaz aktivitesi tayin edilemedi. Buna Kkarsin,
laktasyon donemine ait meme dokularinda enzim aktivitesi, 74.2 £ 7.0 pmol/dk/mg

protein olarak bulundu.
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5. TARTISMA

Tavsanlar {izerinde yapilan bu c¢alismada, gebelik 6ncesi, gebelik ve laktasyon
donemlerinde elde edilen karaciger ve meme dokulari ile plazma ve siit 6rneklerinde karnitin
seviyeleri Olciildi. Ayrica plazmaya gore siitte daha yiiksek diizeyde bulunan karnitinin,
meme dokusunda sentezlenip sentezlenmedigini arastirmak amaciyla; her ii¢ dénemde eide
edilen karaciger ve meme dokularinda, saflagtirmay1 takiben, y-butirobetain hidroksilaz
aktivitesi tayin edildi.

Karnitin ile ilgili ¢aligmalarda deney hayvaninin se¢imi olduk¢a 6nemlidir. Ciinki,
degisik hayvan tiirlerinde Kkarnitin diizeyleri arasinda biiyiik farklar olmakla birlikte
biyosentezi gergeklestiren organlar da farklidir (14). Dolayisiyla galigmanin tibbi yénden
uygulanabilir olmasi igin lipit metabolizmasi insana en yakin olan deney hayvanlarindan
birinin segilmesi gerekir (25).

Insan lipit metabolizmasina yakin benzerligi ve gebelik siiresinin kisa olmasi

nedeniyle bu ¢alismada, deney hayvam olarak tavsan kullamildi. Tavsanlarda gebelik siiresi
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(30-32 giin), insanlara kiyasla kisa oldugundan, sik araliklarla numune alinmas: gebe tavsanda
strese neden olabilecegi gibi, komplikasyonlarin gelismesine de zemin hazrlayabilir. Bu
nedenle gebeligin 10-13 ve 20-23. glinleri arasinda olmak {izere, gebelik siiresince
tavsanlardan sadece iki kez numune alindi. Dils ve Carey (66), yaptiklari g¢aligmada,
tavsanlarda postpartum 4. giinde meme dokusunda lipid dﬁzeyinin en yiiksek seviyeye
ulastigim bildirdiklerinden postpartum 4. giinde karnitin diizeyinin daha yiiksek olmasi
beklenebilir. Bu nedenle, laktasyon donemindeki tavsanlardan, postpartum 4. giinde
numuneler alindi.

Perkiitanedz karaciger biyopsisi, agik biyopsiye nazaran daha giivenli ve daha az
travmatik olmasina ragmen saflagtirma ve diger biyokimyasal yéntemler i¢in yeterli dokunun
elde edilmesi bakimindan uygun degildir. Bu nedenle, bu ¢alismada tavsanlarin karaciger ve
meme dokularina agik biyopsi teknigi uygulandi (74). Eter anestezisi yapilan ratlarda,
dekapite edilenlere gore, plazma serbest ve total karnitin diizeyi artarken hepatik diizeylerde
azalma meydana gelmektedir (75). Bu nedenle, biyopsi sirasinda eter anestezisi yerine .
ketamin (Ketalar) ve xylazin (Rompun) ile anestezi saglandi (67).

Karnitin tayininde, genellikle Marquis ve Fritz (76) tarafindan gelistirilen ve 5,5'-
dithiobis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB)’nin kullanildig1 enzimatik spektrofotometrik metotlar
veya Cederbal ve Lindstedt (77) tarafindan gelistirilen ve modifiye edilen [1-"*C]asetil-
CoA’nin kullanildig1 radyoizotopik enzimatik metotlar kullanilmaktadar.

DTNB ile karnitin tayininin, kolay uygulanabilir bir metot olmasina ragmen, bazi
sakincalar1 da bulunmaktadir: Karnitinin diizeyinin diigik oldugu idrar ve serumda
numunelerinde, dogru sonug verememektedir. Ayrica bu metot, tiyol bilesiklerinden fazla
etkilendiginden, karaciger gibi tiyolden zengin dokularda, ¢ok siddetli renk olusumu

nedeniyle yanhis sonuglar verebilir (78).
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Tiyol bilesiklerinden etkilenmeyen ve oldukga hassas olan radyoizotopik metotlarda
ise , pahali radyoizotoplara ve komplike prosediirlere ihtiyag duyulmaktadir(57).

Bu ¢aligmada karnitin tayini i¢in, laboratuvarimizda bulunan HPLC cihaz kullanildu.
HPLC ile karnitin olglimiinde en ¢ok kullamlan yontem olan gradiyent sistemi, oldukga
zaman alici ve komplekstir; bir numune igin yaklagik 60 dk’lik zamana ihtiyag duyulmaktadr.
Ayn1 zamanda kolon sicakligt da 40°C olmalidir (79). Oysa bu ¢alismada kullanilan izokratik
clusyon sistemi olduk¢a hizli ve kolay uygulanabilir oldugundan hem zamandan tasarruf
saglanmakta hem de kolon isitic1 firina gerek duyulmamaktadir. Ayrica metodun sensitivitesi
radyoenzimatik metotlara yakindir (69). Bu nedenle HPLC bulunan laboratuvarlarda karnitin
olglimil icin, izokratik elusyon sistemli revers faz HPLC metodu tercih edilebilir.

Literatiir aragtirmasi yapildiginda, karnitin ile ilgili caligmalarin, gerek insanlarda
gerek deney hayvanlarinda, gebeligin son déneminde yogunlastigi; gebeligin tiim dénemlerini
kapsayan genis ¢alismalarin olmadig belirlendi (80, 81). Bu nedenle gebelik dncesi, gebelik
ve laktasyon donemlerini igeren bu galiymanin, karnitin ile ilgili arastirmalara biiyiik katki
saglayacagi diisiiniilebilir.

Plazmaya gore, idrar karnitin konsantrasyonu biiyiik degisiklikler gdstermektedir.
Idrar karnitini egzersiz, aghk, obezite ve menstriiel siklus gibi pek ok faktdrden
etkilenebildiginden; biyolojik sivilar igerisinde, karnitin diizeyini belirlemek amaciyla
plazma tercih edilebilir (82).

Bu ¢alismada, tavsanlarin gebelik oOncesi plazma serbest, agil ve total karnitin
diizeyleri sirasiyla 39+4.5, 13.742.0 ve 52.6%5.5 nmol/ml olarak &l¢iildii. Bargen-Locker ve
ark. (80) gebe olmayan bayanlarda plazma serbest, agil ve total karnitin degerlerini sirasiyla
42.4111.6, 13.5+11.0 ve 57.5£8.3 nmol/ml; Boulat ve ark. (52) da sirasiyla 31.746.9,
6.4713.3 ve 38.1+£7.6 nmol/ml olarak bildirmislerdir. Literatiirle karsilagtirma yapildiginda,

tavsan plazma karnitin degerlerinin insan karnitin diizeylerine yakin oldugu goriilmektedir.
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Bu c¢aligmada, gebelik o6ncesi doneme go6re, plazma serbest ve total karnitin
diizeylerinin, gebeligin ilerlemesiyle birlikte azaldigi; agilkarnitin diizeylerinin gebelik
siiresince degismedigi; fakat laktasyon doneminde her {i¢ karnitin diizeyinin de arttigi
gorilda.

Gebe bayanlarda, gebe olmayanlara gore, plazma serbest, acil ve total karnitin
diizeylerinin daha disiik oldugu (80, 83) ve gebeligin ilerlemesine paralel olarak, idrarla
atilan karnitin miktarimin da azaldigi (83) bildirilmektedir. Schoderbeck ve ark. (84),
gestasyonun 12. haftasindan itibaren maternal kanda karnitin diizeyinin azaldigin1 ve bu
azalmanin serbest karnitin fraksiyonunda oldugunu one siirmiglerdir. Genger ve ark. (85) da
gebeligin 1. trimestrinde maternal plazma serbest karnitin diizeyinde ani bir azalmanin
meydana geldigini; 2. ve 3. trimestrlerde ise, bu azalmanin daha yavag fakat siireklilik
gosterdigini bildirmislerdir.

Hahn ve ark.(81), perinatal dénemde rat, kobay ve koyunlarda plazma karnitin,
asetilkarnitin ve B-hidroksibutirat diizeylerini yiiksek bulurlarken tavsanlarda bu degerlerin
degismedigini gozlemislerdir. Yine aym ¢alismada fetus degerlerine bakildiginda, karnitinin
tavsan ve kobay fetuslarinda yiikseldigi fakat rat ve koyun fetuslarinda degismedigi
bulunmustur.

Literatiirle uyumlu olarak, bu ¢alismanin bulgularina goére, gebelik siiresince plazma
serbest karnitin diizeylerinin giderek azaldigi; agilkarnitin diizeylerinin ise degismeyebilecegi
sOylenebilir.

Aclik, gebelik, metabolik degisiklikler, alloksan ile olugturulan diyabet, kolin eksikligi
gibi stres durumlari ve bliyiik cerrahi girisimlerde karnitin turnoveri arttigi i¢in plazma
karnitin havuzunda azalma meydana gelmektedir (86, 87). Gebelik sirasindaplazma karnitin
diizeylerinin diismesinde voliim artigina bagli nispi dilisyon, karnitinin plasenta yoluyla

fetusa transferi ve hormonal degigiklikler rol oynayabilir.
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Gebelik stiresince plazma voliim artigi, bazi metabolitlerin konsantrasyonlarinda
goreceli bir azalmaya neden olabilmektedir. Insanlarda gebelik boyunca maternal kan
volimiintin %40, oraninda plazma voliimiiniin %45-%55 oraninda ve eritrosit kitlgsinin de
%20-%30 oraninda arttif1 bildirilmektedir (85). Prince (88), 28-29 giinlilk gebe tavsanlarda
yaptifi calijmada plazma voliimii ve eritrosit miktarinin, gebe olmayan tavsanlara gore
sirastyla %7 ve %10 oraninda daha yiiksek oldugunu belirtmistir. Nuwayhid (89) de
tavsanlarda gebeligin farkli donemlerinde yaptign caligmalarda kan, plazma ve eritrosit
hacimlerinin gebelik boyunca siirekli artig gésterdigini ve bu artisin gebeligin 3. trimestrinde
en yiiksek diizeye giktigini bildirmigtir.

Gebelikte kan voliimii artisim etkileyen pek gok faktor bulunmaktadir. Ostrojen artiss,
renin anjiyotensin sistemini stimiile etmektedir ve bunu takiben artan aldosteron sodyum ve
su retansiyonuna neden olmaktadir. Koryonik somatomammotropin basta olmak {izere,
prolaktin ve progesteron da eritropoiezisi uyarmaktadir (90, 91).

Gebelik sirasinda plasenta yolu ile metabolitlerin fetusa tasindigi bilinmektedir. Pek
¢ok tiirde serbest yag asitleri, plasentadan kolaylikla gecemezken insan, kobay ve tavsanlarda
bu gegisin daha kolay oldugu bildirilmistir (25). Karnitinin plasental transferi heniiz tam
olarak anlagilamamistir. Koyun plasentasinda karnitin transferi olduk¢a yavas; buna karsilik
kobaylarda hizlidir (92).

Schmidt-Sommerfeld ve ark (93) tarafindan, umblikal kanda serbest karnitinin
maternal ventz kana gore, daha yiiksek diizeyde oldugu ve her iki kan diizeyleri arasinda
giiclii bir korelasyonun bulundugu gosterilmistir. Bu arastirmacilar, plasenta L-karnitin ile
perfiize edildiginde fetal ve maternal dolagimda kisa zincirli agilkarnitin diizeylerinin arttiginy;
diger yandan plasenta L-agilkarnitin ile perfiize edildigi zaman serbest karnitin diizeylerinin

arttigim gozlediklerinden; ve ayrica, plasentada karnitin asetiltransferaz ve palmitoiltransferaz
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aktivitelerini belirlediklerinden; plasentanin perinatal karnitin metabolizmasina aktif olarak
katildigini 6ne stirmiisterdir.

Novak ve ark. (94), gebeligin 33-40. haftalar1 arasinda amniyotik sivida agilkarnitin
konsantrasyonunun azaldigim, prematiir dogum eylemi sirasinda kord kaminda agilkarnitin
konsantrasyonunun yiikseldigini ve dogumdan hemen sonra fetal plazmada agilkarnitin
konsantrasyonunun hizli bir sekilde arttigini bildirmislerdir. Amniyotik sividaki karnitin
konsantrasyonun diigiik olmasini, term dénemde maternal karnitin konsantrasyonunun diisiik
olmasina ve fetal lesitin/sfingomiyelin oraninin artmasina baglayan arastirmacilar, insan term
plasentasinin karnitin metabolizmasinda 6nemli fonksiyonlari olabilecegini 6ne siirmiiglerdir.

Plasentadan fetusa gecen karnitin miktar1 dikkate alindiginda, teorik olarak fetal
biyosentezin gerekli olmadig ileri siiriilmiistiir (93). Karnitin, plasentadan serbest karnitin,
asetilkarnitin ve diger kisa zincirli agilkarnitinler seklinde transfer olabilmektedir (95).
Schmidt-Sommerfeld ve ark.(93), yaptiklart galigmalara dayanarak, maternal fetal karnitin
transportunun ekstraseliiler kanallar yoluyla ve pasif diflizyonla gergeklestigini, aktif bir
transport sisteminin bulunmadigini ileri stirmiislerdir.

Gebelik siiresince plazma karnitin diizeyindeki azalmay: etkileyen diger 6nemli bir
faktor, hormonal degisiklikler olabilir. Ratlarda (96) ve insanlarda (97) yapilan galigmalarda
bilyiime hormonu (96, 97) ve prolaktin (97) diizeylerinin gebelik stiresince siirekli yiikseldigi
bildirilmistir. Goodman ve ark. (98), yaptiklar: ¢aligmalarda, plazma karnitin regiilasyonunda,
biiyiime hormonu ve prolaktinin énemli rol aldiklarini bildirmislerdir. Hipofizektomi yapilmig
disi ratlara, fizyolojik dozda prolaktin verildiginde plazma karnitin diizeyinin %24; bliylime
hormonu uygulandiginda ise %9 oraninda azaldif1 gosterilmistir.

Ratlar iizerinde yapilan ¢aligmalarda, plazma Ostrojen ve karnitin konsantrasyonlari
arasinda da ters bir iligki oldugu bildirilmistir (9). Weinstein ve ark. (99)’'na gore,

etinildstradiol verilen ratlarda karnitin palmitoiltransferaz aktivitesinde azalma meydana
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gelmektedir. Bach ve ark. (100), oral kontraseptif alan kadinlarda plazma karnitin diizeyinin
disiik oldugunu bildirmislerdir.

Bu literatiir bilgilerine dayanarak, gebelik déneminde tavsanlarin plazmasinda serbest
ve total karnitin diizeylerinin giderek azalmasi; gebelik siiresince etinildstradiol, bilylime
hormonu ve prolaktin seviyelerinin yiikselmesine, hormonal degisikliklere bagl olarak
plazma voliimiindeki artiga ve karnitinin plasental transferine bagl olabilir.

Bu galismada, gebelik siiresince karaciger serbest ve total karnitin diizeylerinin
degismedigi; buna karsilik agilkarnitin diizeylerinin, gebeligin 20-23. giinlerinden itibaren
anlamli derecede yiikseldigi; ve laktasyon doneminde ise her ii¢ karnitin diizeyinde de artig
oldugu gozlendi.

Literatlirde karaciger karnitin diizeyleri ile ilgili, birbiriyle geliskili ve az sayida
calisma mevcuttur (12, 101). Erfle ve ark (101), kuru ve geg laktasyon donemlerinde bulunan
ineklerde karaciger total karnitin diizeyleri arasinda fark olmadigini; buna karsilik ketotik
ineklerde karaciger karnitin diizeylerinin 6nemli ¢lglide yiikseldigini bildirmislerdir. Diger
taraftan Robles-Valdes ve ark.(12), ratlar lizerinde yaptiklar1 c¢aligmada, gebeligin geg
donemlerinde karaciger serbest ve total karnitin diizeylerinin arttigini ve bu artisin dogumdan
sonra olduk¢a hizlandigini bildirmislerdir. Dogumdan 1-2 giin sonra karaciger karnitin diizeyi
gebe olmayan ratlardan 2,6 kez daha yiiksek bulunmustur. Bu ¢alismada laktasyon déneminde
karaciger karnitin diizeylerinde gézlenen artisin Robles-Valdes ve ark (12)’nin ¢aligmasi ile
uyumlu oldugu sdylenebilir.

Plazmaya benzer sekilde, karaciger karnitin diizeylerinin de hormonal degisikliklerden
etkilendigi distinilebilir. Parvin ve ark (102), prolaktin, bilylime hormonu ve
adrenokortikotrop hormon iireten hipofiz tiimérii gelisen ratlarda, karaciger karnitin diizeyinin
yiikseldigini bildirmiglerdir. Ayrica Goodman ve ark. (98), hipofizektomi yapilmis disi

ratlara, fizyolojik dozlarda uygulanan prolaktin ile hepatik karnitin diizeyinin %16, biiylime
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hormonu ile %36 oraninda yiikseldigini tespit ederek, karaciger karnitin regiilasyonunda,
biiyiime hormonu ve prolaktinin énemli rol oynayabileceklerini 6ne stirmiislerdir. Goodman
ve ark (98)’na gore, bu iki hormon, karaciger tarafindan dolagimdan karnitin alinmasin
uyartyor olabilir. Bu goriisii destekler sekilde ratlarda (103) ve farelerde (104), gebeligin
ilerlemesiyle birlikte karacigerde prolaktin reseptdr sayisimn yiikseldigi; yine farelerde
ozellikle gebeligin ikinci yarisinda daha belirgin olmak iizere karaciger ve serumda biiyiime
hormonu ve biiylime hormonu baglayic1 protein konsantrasyonlarinda 6nemli 6lglide artig
oldugu (105) bildirilmistir. Bu bilgilere dayanarak, gebelik doneminde tavsanlarda karaciger
karnitin diizeylerinde gézlenen artisin; gebelik siiresince gittikge yiikselen biiyiime hormonu
ve prolaktin etkisiyle karaciger karnitin sentez hizinda ve/veya dolagimdan karnitin
aliniminda bir artis olabilecegi diistiniilebilir.

Karaciger, karnitin biyosentezinde merkezi role sahip olmasina ragmen; iskelet kasi,
ve bébrekler gibi organlar da karnitin metabolizmasinda 6nemli fonksiyonlar tistlenmektedir.
Sirotik ratlarda karnitin biyosentezinin azaldigini gézleyen Krahenbuhl ve ark. (50), bu
azalmanin, karaciger dokusundaki hasardan ziyade bobrek ve iskelet kasindaki proteine baglh
trimetillizinin ~ y-butirobetaine  dontigiimiindeki  yetersizlikten kaynaklandigim  ileri
stirmiiglerdir. Dolayisiyla, karnitin metabolizmasinin kontroliinde sadece karacigerin degil,
bagka organlarin da dnemli roller iistlenebilecegi diisiintilebilir.

Literatiirde kuru ve gebelik dénemlerini igeren, meme dokusu karnitin diizeyleri ile
ilgili ¢ok az sayida g¢aligma olmasina ragmen; laktasyon déneminde bulunan ineklerde (101)
ve kecilerde (11), meme dokusu total karnitin diizeylerinin plazmaya goére yiiksek oldugu
belirlenmis ve meme dokusunda karnitin igin aktif transport sisteminin bulunabilecegi 6ne
stiriilmiistiir (11). Bu g¢alismada da laktasyon d6éneminde literatiire benzer bulgular elde

edilmistir.
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Ratlarda (103) ve koyunlarda (106), gebeligin ilerlemesine paralel olarak, karacigerin
yani sira (103), meme dokusunda (103, 106) da prolaktin reseptor sayisi artmaktadir.
Koyunlarda gebeligin 3. ayindan itibaren bu artigin bir plato yaptig1 ve laktasyonla birlikte
yeniden yiikseldigi (106); buna karsilik laktasyon donemindeki ratlarda, reseptér sayisinin
karacigerde azalirken meme dokusunda daha da arttig1 bildirilmistir (103).

Karacigerde oldugu gibi, meme dokusunda da, gebelik siiresince artan hormonal
aktivite, ya sentez ya da aktif transport yoluyla, yliksek karnitin konsantrasyonundan sorumlu
olabilir.

Bu g¢aligmada karaciger y-butirobetain hidroksilaz aktivitesinde gebeligin 20-23.
giinlerinden itibaren anlamlt artig oldugu ve laktasyon doneminde bu artisin devam ettigi
goriildii. Gebelik 6ncesi ve gebelik siiresince yapilan olglimlerde meme dokusunda karnitin
biyosentezinin bir gostergesi olan y-butirobetain hidroksilaz aktivitesi tespit edilemedi. Fakat
laktasyon doneminde, meme dokusunda y-butirobetain hidroksilaz aktivitesinin varlig
belirlendi. Literatiirde gebeligin herhangi bir déneminde veya laktasyonda bu enzim aktivitesi
ile ilgili bir ¢calisma olmadigindan, ¢alismanin bulgular literatiirle karsilagtirilamadi.

Literatiire gore, gebelik boyunca konsantrasyonu giderek artan bilytime hormonu ve
prolaktinin  karaciger ve meme dokularindaki karnitin metabolizmasim etkiledikleri
varsayilirsa, karnitin biyosentezini gergeklestiren y-butirobetain hidroksilaz —aktivitesini de
etkileyebilecekleri diisiiniilebilir.

Diger taraftan Pande ve Parvin (72), tiroksinin karacigerde y-butirobetain hidroksilaz
aktivitesini ve karnitin diizeylerini artirdigini; buna karsilik kalp ve iskelet kasi karnitin
diizeylerini ve idrarla atilimini etkilemedigini bildirmislerdir. Rebouche (14) da y-butirobetain
hidroksilaz aktivitesinin heniiz agiklanamayan bir mekanizma ile diyetle alinan tiroksin

tarafindan artirildigini gostermistir.
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Gebeligin ilk trimestrinde total T3 ve T4 diizeylerinin yiikseldigi bilinmektedir. Artan
tiroksin, gebelik strasinda y-butirobetain hidroksilaz aktivitesinin yiikselmesine katkida
bulunabilir.

Robles-Valdes ve ark. (12), ratlarin karaciger ve meme dokularinda karnitin
biyosentezini arastirmak amaciyla yaptiklari ¢aligmada, sentezle ilgili higbir enzim aktivitesi
tayin etmeksizin, sadece y-butirobetaini doku homojenatlariyla inkiibe ettiklerinde; karaciger
homojenatlarinda y-butirobetainin %7’sinin karnitine dontigtiigiinii; meme dokusunda ise
bdyle bir doniisiimiin olmadigin1 gézlemislerdir.

In vitro y-butirobetain hidroksilaz aktivitesini aragtirirken, enzimin saflastiriimasi
calismanin giivenilirligi agisindan dnemlidir. Ng (57)’nin ¢alismasinda, enzim kaynag olarak
Pseudomonas sp AK1 homojenat: kullanildiginda, mg protein bagina 0.72 U’lik aktivite; buna
karsilik saflagtinlmis enzim kullamldiginda, mg protein bagina 35.9 U’lik aktivite elde
edilmigtir.

Bu ¢alismada, laktasyon doneminde tavsanlardan alinan siitte serbest ve total karnitin
diizeylerinin plazma numunelerinden yaklagik iki kat daha yiiksek oldugu goriildii. Yapilan
tiim ¢alismalarda siit karnitin konsantrasyonun daima plazma karnitin konsantrasyonundan
daha yiiksek oldugu gézlenmistir (9, 10, 11). Siit karnitin diizeyleri agisindan tiirler arasinda
fark oldugunu ileri siiren Pen ve ark (9), siit total karnitin konsantrasyonunu koyunlarda 943,
ineklerde 169, kegilerde 136, atlarda 75 ve insanda 65 nmol/ml olarak bildirmislerdir. Baska
bir ¢alismada da siit total karnitin diizeyi ineklerde 117, kegilerde 101, ve koyunlarda 872
nmol/ml olarak bulunmustur (11). Bununla birlikte, farkli donemlerde ve aym: deneklerde
olgiilen plazma ve siit karnitin konsantrasyonlar1 arasinda bir korelasyon bulunamamustir.

Serbest karnitinin total karnitine orani ele alindiginda tiirler arasinda farklar bulunmaktadir.
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Siit karnitin konsantrasyonun plazmaya gore daha yiiksek olmasinin bazi nedenleri
olabilir: Meme dokusu aktif transportla karnitini dolasimdan alabilir veya kendisi
sentezleyebilir ya da her ikisi birden meme dokusunda gergeklesiyor olabilir. Meme
dokusunun karnitini dolasimdan aktif transportla aldigi bilinmesine karsin, biyosentezi
gergeklestirip gerceklestiremedigi heniiz kesinlik kazanmamaigtir.

Calismada elde edilen tiim bulgular birlikte degerlendirildiginde, gebelik stiresince
meydana gelen hormonal degisikliklerin plazma ve doku karnitin diizeylerini
etkileyebilecekleri sOylenebilir. Ayrica, meme dokusundan saflastirilarak tayin edilen y-
butirobetain hidroksilaz aktivitesi ile ilgili bulgular; laktasyon déneminde meme dokusunda
karnitin biyosentezinin olabilecegi goriigiinii onemli ol¢lide desteklemekte ve bu konuda

yapilacak yeni ¢aligmalara 151k tutmaktadir.
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6. SONUCLAR

Gebelik siiresince:
*Plazma serbest ve total  karnitin konsantrasyonu azaldi fakat agilkarnitin
konsantrasyonu degismedi.
*Karaciger dokusunda serbest ve total karnitin konsantrasyonu degismedi.
*Meme dokusunda serbest, agil ve total karnitin konsantrasyonu degismedi.
*Karaciger dokusunda gama-butirobetain hidroksilaz aktivitesi artti.

*Meme dokusunda gama-butirobetain hidroksilaz aktivitesi saptanamadi.

Laktasyon déneminde:

*Plazma, karaciger ve meme dokularinda karnitin konsantrasyonu 6memli 6lgiide artti.
*Karacigerde gama-butirobetain hidroksilaz aktivitesindeki artig devam etti.
*Meme dokusunda gama-butirobetain hidroksilaz aktivitesi saptandi.

*Siit karnitin konsantrasyonu plazmaya goére oldukga yiikseldi.
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7. OZET

Gebelik ve laktasyon donemlerinin doku ve biyolojik sivilarinda karnitin diizeylerinin
nasil etkilendigini incelemek ve ayrica meme dokusunda karnitin biyosentezinin olup
olmadigim aragtirmak amaciyla, tavsanlar tizerinde yapilan bu ¢aligma da; gebelik oncesi,
gebelik ve laktasyon donemlerinde plazma, karaciger ve meme dokularinda serbest, agil ve
total karnitin diizeyleri tayin edildi. Ayrica her ti¢ donemde karaciger ve meme dokularinda,
v-butirobetaini karnitine doniistiiren, y-butirobetaine hidroksilaz aktivitesi tayin edildi.
Laktasyon déneminde, bunlara ilaveten siit karnitin konsantrasyonu da 6lgiildii.

Gebelik siiresince, plazma serbest ve total karnitin diizeyinde azalma goriildii. Bununla
birlikte meme ve karaciger dokularinda, karnitin konsantrasyonu anlamli olarak degismedi.

Gebelik ve laktasyon dénemlerinde, karaciger y-butirobetain hidroksilaz aktivitesinin

gebelik 6ncesi doneme gore arttifn tespit edildi. Meme dokusunda ise gebelik Oncesi ve
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gebelik siiresince tayin edilemeyen y-butirobetain hidroksilaz aktivitesi, laktasyon déneminde
tespit edildi.

Elde edilen verilere dayanarak, ozellikle laktasyon doneminde, karacigerin karnitin
sentezleme kapasitesinin arttig1; meme dokusunda da tespit edilen y-butirobetain hidroksilaz
akyivitesi nedeniyle, karnitinin sentezlenebilecegi ve bu enzimin yiiksek siit karnitin

konsantrasyonundan sorumlu olabilecegi s6ylenebilir.
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8. SUMMARY

This study was designed to investigate carnitine content in tissues and biological
fluids during pregnancy and lactation period, and also to determine the availability of
mammary gland to synthesize carnitin in rabbits.

Plasma, liver and mammary gland levels of total and free carnitine and acylcarnitine
were determined in non-pregnant, pregnant and lactating rabbits. Activity of y-butyrobetaine
hydroxylase, hydroxylate y-butyrobetaine forming carnitine, were also determined in the liver
and mammary gland in non-pregnant, pregnant and lactating rabbits. In addition carnitine
concentration in rriilk of lactating rabbits were measured.

During pregnancy, plasma total and free carnitine levels decreased. On the other hand
no statistically significant differences were observed between carnitine concentration in the
liver and mammary gland. Milk carnitine concentrations were higher than plasma in lactation

period.
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In late pregnancy and early lactation period, rabbit liver had high activity of vy-
butyrobetaine hydroxylase. Non-pregnant (dry) and pregnant rabbit mammary gland exhibited
no capacity to hydroxylate y-butyrobetaine. But during lactation period, y-butyrobetaine
hydroxylation, forming carnitine, occurs in mammary gland.

We obtained data indicating that mammary gland from lactating rabbits have capacity
for the synthesis of carnitine, and this may be responsible of high carnitine concentration in
milk. The mechanisms responsible for production of elevated carnitine levels in liver and
mammary gland during pregnancy and lactation period may be controlled by different

hormones.
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10. EK TABLOLAR

Ek Tablo 1: Gebelik 6ncesi plazma karnitin degerleri.

Tavsan No  Serbest karnitin Acilkarnitin Total karnitin
(nmol/ml) (nmol/ml) (nmol/ml)
1 42.1 13.6 55.7
2 374 12.5 49.9
3 39.7 16.8 56.5
4 34.6 14.3 48.9
5 41.0 15.8 56.8
6 36.8 11.2 48.0
7 43.3 17.4 60.7
8 40.1 11.9 52.0
9 38.0 16.7 54.7
10 42.3 13.1 55.4
11 37.2 133 50.5
12 40.2 13.8 54.0
13 314 10.8 42.2
14 28.0 12.3 40.3
15 44.2 11.7 55.9
16 40.8 14.1 54.9
17 45.2 13.4 58.6
X : 39.0 13.7 52.6
SD: 4.5 2.0 5.5
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Ek Tablo 2: Gebelik 6ncesi karaciger dokusu karnitin degerleri.

Tavsan No  Serbest karnitin Agilkarnitin Total karnitin
(nmol/g yas doku)  (nmol/g yas doku)  (nmol/g yas doku)

1 279 94 373
2 240 83 323
3 312 91 403
4 336 100 434
5 290 80 370
6 343 96 439
7 235 83 318
8 294 82 376
9 280 91 370
10 226 76 302
11 266 79 345
12 302 103 405
13 240 78 318
14 291 91 382
15 287 87 374
16 330 107 435
17 310 96 406
X : 286 89 375
SD: 36 93 43
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Ek Tablo 3: Gebelik 5ncesi meme dokusu karnitin degerleri.

Tavsan No  Serbest karnitin Acilkarnitin Total karnitin
(nmol/g yas doku)  (nmol/g yas doku)  (nmol/g yas doku)

1 231 88 319

2 261 85 346

3 206 77 283

4 285 73 358

5 229 62 291

6 192 53 245

7 239 77 316

8 248 65 313

9 213 62 275

10 264 87 351

11 268 78 346

12 249 80 329

13 222 83 305

14 250 67 317

15 219 82 301

16 257 76 333

X : 240 75 314

SD: 25 10 31
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Ek Tablo 4: Gebelik 6ncesi karaciger ve meme dokularinda y-butirobetain

hidroksilaz aktivitesi degerleri.

Tavsan No Karaciger dokusu Meme dokusu
(pmol/dk/mg protein) (pmol/dk/mg protein)
1 240 0
2 190 0
3 168 0
4 210 0
5 219 0
6 178 0
7 228 0
8 267 0
9 220 0
10 198 0
11 230 0
12 261 0
13 255 0
14 190 0
15 248 0
16 231 0
X 221 0
SD: 30.0 0
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Ek Tablo 5: Gebeligin 10-13. giinlerinde plazma karnitin degerleri.

Tavsan No  Serbest karnitin Acilkarnitin Total karnitin
(nmol/ml) (nmol/ml) (nmol/ml)

1 34,6 14.2 48.8
2 39.2 11.4 50.6
3 45.0 14.3 59.3
4 355 17.6 53.1
5 43.8 17.1 60.9
6 323 13.1 45.4
7 39.9 15.3 55.2
8 39.5 12.1 51.6
9 43.1 11.4 54.5
10 38.7 15.4 54.1
11 34.6 11.6 46.2
12 34.8 11.1 45.9
13 324 12.2 44.6
14 42.7 13.9 56.6
15 31.3 10.2 41.5
16 36.7 10.4 47.1
17 37.3 12.1 49:4
X : 37.7 13.1 50.8
SD: 4.2 2.2 5.5
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Ek Tablo 6: Gebeligin 10-13. giinlerinde karaciger dokusu karnitin degerleri.

Tavsan No  Serbest karnitin Agilkarnitin Total karnitin
(nmol/g yas doku)  (nmol/g yas doku) (nmol/g yas doku)

1 297 97 394
2 261 96 357
3 308 103 411

4 340 98 438
5 314 87 401

6 348 107 455
7 265 92 357
8 327 95 422
9 296 104 400
10 265 81 346
11 282 84 366
12 320 99 419
13 266 94 360
14 286 102 388
15 304 99 403
16 336 115 451

17 318 100 418
X 302 97 399
SD: 28 8.3 33
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Tablo 7: Gebeligin 10-13. giinlerinde meme dokusu karnitin degerleri

Tavgan No  Serbest karnitin Agilkarnitin Total karnitin
(nmol/g yas doku) (nmol/g yas doku) (nmol/g yas doku)

1 220 90 310
2 240 77 317
3 215 81 296
4 267 70 337
5 241 65 306
6 221 57 278
7 235 66 301
8 226 61 287
9 218 64 282
10 277 86 363
11 256 70 326
12 260 76 336
13 235 78 313
14 240 64 304
15 195 72 267
16 267 77 344
X 238 72 310
SD: 22 9.2 26
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Ek Tablo 8: Gebeligin 10-13. giinlerinde karaciger ve meme dokularinda

y-butirobetain hidroksilaz aktivitesi degerleri.

Tavsan No Karaciger dokusu Meme dokusu
(pmol/dk/mg protein) (pmol/dk/mg protein)
1 265 0
2 230 0
3 175 0
4 229 0
5 212 0
6 205 0
7 241 0
8 254 0
9 233 0
10 211 0
11 244 0
12 278 0
13 276 0
14 217 0
15 240 0
16 256 0
X : 235 0
SD: 28.0 0
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Ek Tablo 9: Gebeligin 20-23. giinlerinde plazma karnitin degerleri.

Tavsan No Serbest karnitin Agilkarnitin Total karnitin
(nmol/ml) (nmol/ml) (nmol/ml)

| 26.0 12.6 38.6
2 23.8 9.9 33.7
3 20.8 15.9 36.7
4 20.9 12.9 33.8
5 28.1 13.1 41.2
6 21.2 14.3 35.5
7 23.3 12.8 36.1
8 22.0 11.2 31.2
9 25.2 14.8 42.0
10 31.6 12.0 43.6
11 34.3 15.4 49.7
12 25.8 10.3 35.8
13 19.6 10.6 30.2
14 28.3 14.1 42.4
15 25.0 11.9 36.9
16 23.4 14.7 38.1
17 31.5 11.5 43.0
X : 25.3 12.8 38.1
SD: 4.2 ‘ 1.8 5.0
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Ek Tablo 10: Gebeligin 20-23. giinlerinde karaciger dokusu karnitin degerleri.

Tavsan No  Serbest karnitin Agilkarnitin Total karnitin
(nmol/g yas doku)  (nmol/g yag doku)  (nmol/g yas doku)

1 306 113 419
2 289 95 384
3 342 114 456
4 346 109 455
5 310 106 416
6 356 114 470
7 280 99 379
8 320 104 424
9 297 103 400
10 254 84 338
11 298 91 389
12 333 111 444
13 280 104 384
14 288 113 401
15 301 116 417
X 307 105 418
SD: 28 9.4 35
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Tablo 11: Gebeligin 20-23. giinlerinde meme dokusu karnitin degerleri.

Tavsan No  Serbest karnitin Acilkarnitin Total karnitin
(nmol/g yas doku)  (nmol/g yag doku)  (nmol/g yas doku)

1 235 81 316
2 263 87 350
3 225 74 299
4 270 ' 79 349
5 231 71 302
6 225 60 285
7 241 73 314
8 240 68 308
9 221 60 281
10 270 91 361
11 272 75 347
12 255 74 329
13 240 83 323
14 257 66 323
15 217 74 291
16 271 69 340
17 231 72 303
X : 245 74 319
SD: 19 8.5 24
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Ek Tablo 12: Gebeligin 20-23. giinlerinde karaciger ve meme dokularinda

y-butirobetain hidroksilaz aktivitesi degerleri.

Tavsan No - Karaciger dokusu Meme dokusu
(pmol/dk/mg protein) (pmol/dk/mg protein)

1 281 0
2 251 0
3 182 0
4 225 0
5 232 0
6 241 0
7 235 0
8 271 0
9 272 0
10 219 0
11 268 0
12 299 0
13 281 0
14 240 0
15 258 0
16 274 0
17 263 0
X : 252 0
SD: 28.7 0

91



Ek Tablo 13: Laktasyon déneminde (postpartum 4. giin) plazma karnitin degerleri

Tavsan No  Serbest karnitin Acilkarnitin Total karnitin
(nmol/ml) (nmol/ml) (nmol/ml)

1 55.3 61.6 116.9
2 48.0 65.3 113.3
3 56.7 71.1 127.8
4 50.5 65.6 116.1
5 57.8 65.9 123.7
6 46.3 60.2 106.5
7 53.6 68.4 122.0
8 54.1 67.4 121.5
9 49.1 58.1 107.2
10 57.9 72.3 130.2
11 56.0 69.0 125.0
12 52.1 66.4 118.5
13 47.3 58.7 106.0
14 52.3 68.4 120.7
15 59.6 74.3 133.9
16 56.1 76.2 132.3
17 58.1 73.1 131.2
X : 53.6 67.2 120.8
SD: 4.1 5.3 9.0
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Ek Tablo 14: Laktasyon déneminde (postpartum 4.giin) siit karnitin degerleri.

Tavsan No  Serbest karnitin Agilkarnitin Totalkarnitin
(nmol/ml) (nmol/ml) (nmol/ml)

1 95.2 85.3 180.5
2 80.4 73.2 153.6
3 75.8 77.5 153.3
4 68.3 61.1 129.4
5 77.0 69.9 146.9
6 69.7 66.2 132.9
7 73.7 68.4 142.1
8 81.6 734 155.0
9 83.2 77.2 160.4
10 75.5 72.2 147.7
11 66.5 59.9 136.4
12 81.8 73.1 154.9
13 82.0 73.1 155.1
14 80.2 74.7 154.9
15 75.4 76.4 151.8
16 73.3 77.3 150.6
17 84.1 79.6 163.7
X : 77.9 72.9 151.1
SD: 6.9 6.4 12.0
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Ek Tablo 15: Laktasyon déneminde (postpartum 4.giin) karaciger dokusu karnitin degerleri.

Tavsan No  Serbest karnitin Agilkarnitin Total karnitin
(nmol/g yag doku)  (nmol/g yas doku)  (nmol/g yas doku)

1 468 377 845
2 428 385 813
3 490 394 884
4 512 356 868
5 519 331 850
6 485 408 893
7 442 412 854
8 498 383 881
9 477 415 892
10 468 364 832
11 455 371 826
12 531 399 930
13 491 410 901
14 472 421 893
15 507 415 922
16 520 395 915
17 517 428 945
X . 487 392 879
SD: 29 26 38
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Ek Tablo 16: Laktasyon doneminde (postpartum 4. giin) meme dokusu karnitin degerleri

Tavsan No  Serbest karnitin Agilkarnitin Total karnitin
(nmol/g yas doku)  (nmol/g yas doku)  (nmol/g yas doku)

1 338 260 598
2 358 249 607
3 312 271 583
4 341 238 579
5 329 218 547
6 311 209 520
7 360 226 586
8 309 213 522
9 346 240 586
10 381 271 652
11 368 254 622
12 351 233 584
13 327 276 603
14 361 240 601
15 314 259 573
16 372 243 615
17 344 225 569
X : 342 © 243 589
SD:

23 21 31
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Ek Tablo 17: Laktasyon déneminde (postpartum 4. giin) karaciger ve meme dokularinda y-

butirobetain hidroksilaz aktivitesi degerleri.

Tavsan No Karaciger dokusu Meme dokusu
(pmol/dk/mg protein) (pmol/dk/mg protein)

| 361 74.4
2 382 68.3
3 290 58.8
4 368 81.5
5 378 72.7
6 320 66.3
7 370 75.4
8 394 83.2
9 366 78.1
10 342 67.2
1 365 73.4
12 401 79.1
13 390 86.2
14 349 67.7
15 342 76.1
16 363 80.4
17 356 73.3
X - 361 742
SD: 27.4 70
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