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AGE
AOPP
CAT
CPT-I
CPT-II
DM
DNTB
FADH,
GS’
GSH
GSH-Px
GSSH
GST
H,0,
HO,
HOCI

NADH

SIMGE VE KISALTMALAR
: lleri glikasyon son Griinleri
: lleri oksidasyon protein trinleri
: Karnitin:agil karnitin translokaz
:Karnitin:palmitoilagiltransferaz-I
: Karnitin:palmitoilagiltransferaz-I
: Diabetes Mellitus
: 2,2'-Dinitro-5,5'ditiobenzoik asid
: Flavinamid dinukleotid (indirgenmis)
: Tiyil radikali
: Glutatyon (indirgenmig)
: Glutatyon peroksidaz
: Glutatyon (yUkseltgenmis)
: Glutatyon s-transferaz
: Hidrojen peroksit
. Hidroperoksit radikali

: Hipokloroz asit

: Nikotinamid dinUkleotid (indirgenmis)



Np-SH : Nonprotein-SH

02" : Sliperoksit radikali

0, : Singlet oksijen

‘OH : Hidroksil radikali

P-SH : Protein-SH

PC : Protein karbonil

ROB : Reaktif oksijen bilesikleri
SOD : SUperoksit dismutaz
T-SH : Total-SH

TURDEP  : Tirkiye Diyabet Epidemiyoli Calisma Grubu



GIRIS VE AMAG

Onemli saglik sorunu olan diabetes mellitus uzun sureli komplikasyonlariyla
kisinin yasam kalitesini dusturmektedir. Diyabet ve komplikasyonlarinin tedavisi tlke
ekonomisine yuk getirmektedir. Diyabet kronik metabolik bir bozukluk oldugu gibi
ayni zamanda da artmis bir oksidatif stres durumudur.

Diyabetin lipid ve protein oksidasyonuna yol actigi ileri surtlmektedir. Clnku
diyabette artmis serbest radikaller; lipidler, proteinler ve nikleik asitlerle etkileserek
membran butinligunun kaybina, proteinlerde yapisal veya fonksiyonel degisikliklere
ve genetik mutasyonlara yol agmaktadir (1). Serbest radikaller dis yoringelerinde bir
veya daha fazla ortaklanmamis elektron iceren, kimyasal reaktiviteleri ylksek, yari
Omdurleri kisa olan molekul veya atomlardir. Bagka molekuller ile ¢ok kolay elektron
alis verisine girip onlarin yapilarini bozarlar. Normal fizyolojik durumlarda serbest
oksijen radikaleri (SOR)nin buylk bir kismi mitokondriyal elektron transport
zincirinde retilir. Clink{i viicut tarafindan kullanilan oksijenin %901 mitokondride
suya indirgenir. SOR ayni zamanda endoplazmik retikulum ve g¢ekirdek membrani,
sitozol, plazma membrani ve peroksizomlar gibi diger hicre organellerinde de
uretilirler (2). Reaktif oksijen Urlnleri kimyasal olarak daha stabil bir yapiya ulasmak
icin elektron aktarmaya meyillidirler. Cesitli hlcresel bilesiklere elektron aktarimi
hicresel hasara yol agmaktadir. Protein oksidasyonu, proteinlerin reaktif oksijen
turevleri veya oksidatif stres urunleri ile kovalent modifikasyonu sonucu meydana
gelir (3). Protein oksidasyonunun biyokimyasal sonuglari enzim aktivitesinde azalma,

protein fonksiyonlarinin kaybi, proteaz inhibitdr aktivitesinin kaybi, protein



agregasyonu, proteolize artmis/azalmis yatkinlik, reseptor aracilikh endositozun
bozulmasi, gen transkripsiyonundaki degigimler, immunojen reaktivitesindeki artig
olarak siralanabilir (4,5). Reaktif turevleri tarafindan proteinlerin oksidatif
modifikasyonu, bir dizi bozukluk ve hastaligin etyoloijisi ile ilerlemesinde rol oynar (6).
Bu hastaliklar arasinda baslicalari; alzheimer, amiyotrofik lateral skleroz, katarakt
olusumu, kronik bobrek yetmezligi, kistik fibroz, diyabet, iskemi ve reperfliizyon
hasari, parkinson, romatoid artrit ve sepsis olarak sayilabilir (6). L-Karnitin, (3-
hidroksi-4-N-trimetilammonyobutanoat), memeli metabolizmasinda enerji Uretiminde,
organik asitlerin detoksifikasyonunda ve mitokondri membranindan uzun zincirli yag
asitlerinin transportunda goérev alan temel bir tasiyicidir (7). Karaciger ve bobrekte
proteine bagl lizin kalintilarindan sentezlenmektedir. Sentezi sirasinda metil vericisi
olarak S—adenozil metiyonin kullanilir. Eksikligi; mitokondri igine yag asitlerinin
transportunun azalmasina ve sitozolik trigliserid birikmesine neden olur. Bu da insulin
direncinin patogenezinde yer almaktadir. Akut hiperkarnitineminin saglikh bireylerde
Oglisemik-hiperinsulinemik klemp sirasinda glukozun nonoksidatif kullanimini
sagladigi ileri sdrulmektedir. Benzer sonuglar tip 2 diyabetli hastalarda da
g6zlenmistir (8).

Literatiirde diyabet olgularinda oksidatif hasar sonucu protein oksidasyonunun
oldugu gosterildigi ancak karnitin kullaniminin bu konudaki etkinligi yeterince
arastinimadigi dikkati cekmektedir. Biz de calismamizda 6nemli bir antioksidan
etkinligi olan L-karnitinin diyabetin neden oldugu protein oksidasyonunun Gzerindeki

etkilerini aragtirmayi amagladik.



GENEL BILGILER

SERBEST RADIKALLER

Atomlardaki elektronlar orbitallerde hareket ederler. Her orbitalde birbirine zit
yonde hareket eden iki elektron bulunur. En dis orbitalinde ortaklasmamis elektron
iceren ve oldukca aktif olan molekiiller ise serbest radikal olarak tanimlanir (9-10).

Bir radikal paylasiimamis elektronunu radikal olmayan bir molekule verebilir,
baska bir molekulden bir elektron alabilir veya ona baglanarak radikal olmayan bir

molekullu radikale donusturebilir.

Bir serbest radikal 2 yolla ortaya cikabilir:

1. Kovalent bag tasiyan normal bir molekulin homolitik bélinmesi sonucu her bir

parcada bag elektronlarindan biri kalir.
XY — X' +Y
2. Normal bir molekule tek bir elektronun eklenmesi ile molekulun dis orbitalinde

ortaklanmamis elektron meydana gelir. Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en ¢ok

bu yolla olusgur.



A+te —— A~

Aerobik organizmalar, aerobik solunum ve substrat oksidasyonu ile surekli
uretilen serbest radikallere kargi bir savunma sistemine sahiptirler (10,11).

Oksidatif stres, oksidan olusumu ve antioksidan savunma arasindaki dengenin
oksidanlar yonine bozulmasi olarak tanimlanir (12).

Serbest radikallerin canli sistemler icin hem yararli hem zararli yonleri bulunur.
Dusuk yogunlukta serbest radikal reaksiyonlari, bagisiklik sistemi hucrelerinden
notrofil ve makrofajlarin savunma mekanizmasi icin gerekli olsa da, yuksek
yogunluklari doku hasari ve hucre olumua ile sonuglanmaktadir. Hucrelerin lipid,
protein, nukleik asit, karbonhidratlar gibi tum onemli bilegiklerine etki ederek yapi ve

fonksiyonlarinin bozulmasina neden olurlar (10,13).

Serbest Radikal Tirleri

Serbest radikalleri, oksijen merkezli ve oksijen merkezli olmayan serbest
radikaller olmak uzere iki sinifa ayirmak mamkuanddar.

Oksijen merkezli serbest radikaller: Oksijen merkezli bilesiklerin bir kismi
serbest radikal iken bir kismi ise eslesmemis elektron tasimadiklari icin radikal
degildirler. Ancak radikal olmayan oksijen merkezli bilesikler radikal olusumunda yer
almakta ve direkt hasar olusturmaktadir. Bu nedenle radikal ve radikal olmayan
oksijen merkezli bilegiklerin hepsine birden reaktif oksijen bilegikleri (ROB) denir.

Tablo 1’de reaktif oksijen bilesikleri gortlmektedir (14).

Tablo 1. Reaktif oksijen bilesikleri (14).

Radikaller Radikal olmayanlar
Hidroksil (‘OH) Hidrojen peroksit (H20,)
Alkoksil (RO") Singlet oksijen ('0y)
Peroksil (ROO") Ozon (O3)

Siiperoksit (02") Hipoklordz asit (HOCI)
Nitrik oksit (NO") Lipid hidroperoksit(LOOH)
Azot dioksit (NOy') Peroksinitrit (ONOO))

1. Superoksit Radikali (02"): Biyolojik sistemlerde en ¢ok bulunan oksijen

radikali superoksit radikalidir. Oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu

meydana gelir.




O+e— Oy"

Superoksit radikali normalde sitokrom P450 sisteminde zehirsizlestirme
reaksiyonlari sirasinda ve mitokondriyal solunum esnasinda olugmaktadir.
Mitokondrilerde kullanilan oksijenin  %Z2’si superoksit haline gelir. Oksijen

mitokondride indirgendiginde esas urlin sudur (15,16).
2. Hidrojen Peroksit (HZOZ): HZO2 eslenmemis elektronu olmadigindan serbest
radikal degildir. Molekuler oksijenin iki elektron indirgemesi ile olusur.

O, + 26_ +2H ———» H>0O,

Biyolojik sistemlerde H,O,'in asil kaynadi O,™’nin slperoksit dismutaz
tarafindan katalizlenen dismutasyon reaksiyonudur. iki siiperoksit molekiilii iki proton

alarak H,O, ve molekiler oksijeni olustururlar.

20,7 + 2H" » H02 + O

H,O, membranlardan gegebilen uzun Omurli bir oksidandir. Yeniden
superoksit radikali ile reaksiyona girdiginde veya gecis metallerin varliginda daha
toksik olan hidroksil radikali olusumuna yol acgtigindan dolaylr organizma igin

potansiyel tehlike olusturur (16,17).

3. Hidroksil Radikali (‘"OH) : Hidroksil radikali, en aktif radikal olarak bilinir. En
reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikalidir. Hidroksil radikalinin reaktivitesi o
derece yuksektir ki, yapildigi hicre boliminden daha uzaga difizyonuna gerek
kalmadan derhal reaksiyona girer. Yari dmrii gok kisadir. Onemli iki kaynagi Fenton
ve Haber-Weiss reaksiyonudur. H,O, Fenton reaksiyonunda Fe*? ile etkileserek,
Haber-Weiss reaksiyonunda ise Fe*? varliginda O™ ile etkileserek "OH radikalinin

olusumuna yol agar.

H,0, + Fe*? » Fe*® + 'OH + OH™ (Fenton reaksiyonu)

+2
H,O, + O, — Fe L 'OH+OH + O,  (Haber-Weiss reaksiyonu)



Eser miktarda serbest demir Fenton/Haber-Weiss reaksiyonlarini katalizleyebilir
(18,19).

4. Singlet Oksijen ('0.): Singlet oksijen, ortaklanmamis elektronu olmadigi igin
radikal olmayan reaktif oksijen molekuliddr. Oksijen molekllinin daha reaktif bir
taridar, molekiler oksijenin enerji almasiyla olusur. Singlet oksijenin delta ('AgO,) ve
sigma ('3 g0.) olmak lizere iki sekli vardir. ('>gO, ) formu asiri enerjetiktir ve biyolojik

sistemlerde hizla 'AgO. donisiir (20).

5. Hidroperoksit radikali (HO") : Siperoksit radikalinin protonlanmasiyla olusur.

Superoksitten daha reaktiftir (9).

H" + 02._ > HOZ.

6. Hipokloroz asit (HOCI): Hipoklordz asit ¢ok gugli bir oksidandir ve viicutta

notrofil ve makrofajlar tarafindan enzimatik olarak uretilir.

H202 + C|_+ H+ Miyeloperoksidazt HOCI +H20

HOCI, demire bagimli ve demire bagimh olmayan reaksiyonlarla ‘OH olusumunu
arttinr (20).

HOCI+0, — "OH+CI+0,

HOCI+Fe” — » ‘OH +CI + Fe™
Oksijen Merkezli Olmayan Serbest Radikaller: Serbest radikaller genellikle
oksijen merkezli olmasina ragmen organizmada karbon, kukurt, hidrojen ve demir

merkezli radikallerde olusmaktadir (21).

Karbon Merkezli Serbest Radikaller:

Lipid Radikalleri L’
Alkoksi Radikalleri R
Kakurt Merkezli Serbest Radikaller:

Thiyl R-S



Hidrojen Merkezli Serbest Radikaller:

Hidrojen Atomu H’

Demir Merkezli Olanlar

Perferri Radikali Fe™ ™ -O,Fe™

SERBEST OKSIJEN RADIKALLERININ KAYNAKLARI

Serbest oksijen radikallerinin kaynaklari, endojen ve eksojen kaynaklar olmak

uzere ikiye ayrilmaktadir (Tablo 2).

Tablo 2. Serbest oksijen radikallerinin canli organizmadaki kaynaklari (22,23).

Endojen kaynaklar Eksojen kaynaklar

Mitokondriyal elektron tagima zinciri ilag oksidasyonlari

Endoplazmik retikulum ve nikleer iyonize radyasyon

membrandaki elektron tasima zinciri Gunes 1s1g1

Oksidan enzimler Xisinlari

Fagositik hucreler UV-isinlari

Otooksidasyon reaksiyonlari Isik soku

Plazma membranlari Glutatyonu okside eden maddeler
Arasidonik asit yolu Ortam havasi (sigara dumani, ozon,
Peroksizomlar kukurtdioksit, egzos gazlar)

SERBEST RADIKALLERIN ETKILERI

Serbest radikaller hucrelerin lipid, protein, DNA ve karbonhidrat gibi tim
onemli bilesiklerine etki ederler. Stperoksit radikali ve hidroksil radikali sitoplazma,
mitokondri, niUkleus ve endoplazmik retikulum membranlarinda lipid
peroksidasyonunu baslatir. Membranlarda lipid peroksidasyonu sonucu membran
permeabilitesi artar. Serbest radikallerin etkisiyle proteinlerdeki sistein sulfidril
gruplari ve diger amino asit kalintilari okside olarak yikilir, nikleer ve mitokondriyal
DNA okside olur.

Serbest oksijen radikallerinin tim bu etkilerinin sonucunda hicre hasari olur.
Serbest oksijen radikallerinin neden oldugu huicre hasarinin birgok kronik hastaligin

komplikasyonlarina katkida bulundugu duasunulmektedir. Diabetes mellitus

7




aterogenez, amfizem/bronsit, Parkinson hastaligi, Duchenne tipi muskiler distrofi,
gebelik preeklampsisi, serviks kanseri, alkolik karaciger hastaligi, hemodiyaliz
hastalari, akut renal yetmezlik, Down sendromu, yaslanma, retrolental fibroplazi,
serebrovaskuler bozukluklar, iskemi/reperfizyon hasari gibi durumlarda serbest

oksijen radikallerinin neden oldugu hicre hasari s6z konusudur (21).
Serbest radikallerin proteinlere etkisi

Proteinlerin reaktif oksijen tlrevleri veya oksidatif stres Urlnleri ile kovalent
modifikasyonu sonucu protein oksidasyonu meydana gelir. Arastirmacilar protein
oksidasyonuna yol acan ana mekanizmalarin polipeptid omurgasindaki ¢esitli amino
asitlerin a-karbon atomlarindan °‘OH radikalinin etkisiyle hidrojen atomunun
¢ikarilmasi sonucunda bagladigini saptamislardir. Protein oksidasyonu esas olarak
‘OH ile baslar. Diger taraftan oksidasyon slirecinde O ile birlikte O™ ve onun

protonlanmig formu olan HOZ"in varligi da gereklidir. Adi gegen bu reaktif oksijen

bilesikleri amino asitlerin yan zincirlerinin oksidasyonuna, protein-protein c¢apraz
baglarinin olusumuna ve protein omurgasinin oksidasyonu yolu ile proteinin
parcalanmasina neden olur. Tablo 3’ te oksidasyona yatkin olan aminoasitler ve

oksidasyon urtnleri goérilmektedir (4,24,25).

Tablo 3. Oksidasyona yatkin olan amino asitler ve oksidasyon lirlinleri (4).

Aminoasit Oksidasyon iirtinleri

Histidin Aspartat, asparagin, oxo-histidin

Prolin Hidroksiprolin, glutamat, y-glutamilsemialdehit
Arginin y-Glutamilsemialdehit

Lizin Amino-adipiksemialdehit

Treonin Amino-ketobutirat

Tirozin Tirozin-tirozin capraz baglari(ditrozin)

Sistein Disdlfitler, sisteik asit

Sekil 1’ de goéruldigu gibi x ve gama isinlariyla suyun radyolizinden veya H,O5' in
metal katalizli yikimindan agiga ¢ikan (reaksiyon a ve b) ‘OH radikali polipeptid

omurgasindaki a-karbon atomundan a-hidrojen atomunun ¢ikmasina neden olur.




Peptid zincirindeki a-hidrojen atomunu kaybetmis olan amino asit kalintisi karbon

merkezli radikal haline donusur.

Gapraz Bagh Protein

|

R R Q2 R
=NH-CHCO - ( ﬂ =NH-C-CO— =NH-C-CO-
* we gama snlan m o

Fe‘% OH
— Fett HO, P Ty

HOWO, MO, R
—NH—{J—CD— $—4 —NHQ—GD— '%—34 —NH-g-GG—

Fet  Fel'sH Q Fo% iOH  Fe'* H

|
|

Peald Baginm Avilmas

Sekil 1. Protein karbonil olugsumuna yol agan primer modifikasyon reaksiyonlari
(24,25).

Olusan karbon merkezli radikal molekller oksijen ile hizli bir gsekilde
reaksiyona girer (reaksiyon d) ve daha sonra alkilperoksidi verecek olan alkilperoksil
radikal ara GrinunU olusturur. Alkilperoksit, alkoksil radikali (reaksiyon h) Uzerinden

hidroksi protein turevini verir (reaksiyon j). Reaksiyon basamaklarinin pek ¢ogunda
Fe*?ve Cu+ varliginda HOZ' ile etkilesim 6nem tasir (reaksiyon e,g,i ). Bu metabolik

yolda olusan alkil, alkilperoksil, ve alkoksil radikal ara urtnleri ayni veya farkli protein
molekulindeki amino asitlerin R yan zincirleri ile etkileserek yeni karbon merkezli
radikallerin olusumuna yol acar. Olusan bu yeni karbon merkezli radikaller ile
yukaridaki reaksiyonlar tekrarlanir ( reaksiyon1). Oksijen yoklugunda reaksiyon d
gerceklesmez. Olusan karbon merkezli radikal diger bir karbon merkezli radikal ile
etkileserek protein-protein capraz baglarinin olusumuna yol agar (reaksiyon 2)
(24,25).



| | |
R'C, R'00", R'0'+ R®CH ——» R?C +R'H, R'OOH, R'OH (Reaksiyon1)
| | |

| | |
R1(|3' + R2(|3' - > R1(|3 — |CR2 (Reaksiyon 2)

Alkoksil radikalinin olusumu (Sekil 1, reaksiyon h ve g) peptid baginin diamid
veya a-amidasyon metabolik yollari ile ayrilmasina neden olur.

Sekil 2’de diamid ve a-amidasyon metabolik yollarinin ayrilmasi goériimektedir.
Diamid metabolik yoluyla ayriima sonucunda, diamid ve izosiyanat vyapisi,
a-amidasyon metabolik yolunda ise amid ve N-a-ketoagil yapisina sahip peptid
fragmentleri olusur. Diamid ve a-amidasyon metabolik yollari disinda polipeptid
zincirinin serbest radikal aracili ayrilmasi; prolil, glutamil ve aspartil bakiyelerinin
oksidasyonu ile de gergeklesebilmektedir. Bununla birlikte Tablo 3’ de goruldugu gibi,

lizin, arginin ve prolin direkt oksidasyon ile karbonil tlrevlerini verir (25).

i
C-NH-C-
R

1

Ry 2 3 \
HO (ol H O
L] ] [

1]
NH, =C-C-NHz + R;-C-C-NH-C-C~

R, R,

Sekil 2. Peptid baginin diamid(a) ve a-amidasyon(b) metabolik yollarn ile
ayrilmasi (25).

ANTIOKSIDANLAR
Oksidanlari inaktif hale getiren maddelere antioksidanlar denir. Saglikli
kisilerde oksidan/antioksidan orani denge halindedir.

Baslica antioksidan etki ¢esitleri sunlardir.
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1. Scavenging (temizleme) etkisi: Oksidanlarin zayif bir molekile gevrilmesi
enzimler araciligiyla yapilir.

2. Quencher (baskilama) etkisi: Oksidanlara bir hidrojen aktararak etkisiz hale
getirme seklinde olan bu etki vitaminler ve flavonoidler tarafindan yapilir.

3. Onarma etkisi: Hedef molekullerin hasar sonrasi tamiri veya temizlenmesi.

4. Zincir koparma etkisi: Metal iyonlarinin baglanmasi ve bdylece radikal

olusum reaksiyonlarinin engellenmesi.

Antioksidan etki maddelerini yapilarina goére enzimler ve enzim olmayan

proteinler olarak gruplandirabiliriz.

Antioksidan Enzimler

1. Superoksit dismutaz (SOD): SOD’in U¢ tane izoenzimi vardir. Birincisi
mitokondride lokalize Mn-SOD, sitozolde lokalize Cu-Zn SOD ve Cu iceren
plazmadaki superoksid radikallerini metabolize eden vaskuler endotele bagh
Cu-SODdir.

Metaloprotein olan SOD bir slUperoksid molekulini O, molekiline

yukseltgeyip, diger stiperoksid molekulinid H,O2'e indirger (9,13).

O, "+ 0+ 2H+&> O, + HyO

2. Katalaz: Yapisinda Fe* bulunduran dért hem grubundan olusmus bir
hemoproteindir. Peroksizomlarda lokalizedir. Hidrojen peroksidi oksijen ve suya

parcalayan reaksiyonu katalizler (9,13,15).

2H202 ﬂ’ HQO + 02

3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px): Sitozolde yerlesmis bir enzim olan GSH-Px

yapisinda dort selenyum atomu igcerir. GSH-Px’'in katalizledidi reaksiyonlarin substrati
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H,O, veya bir organik peroksittir. Reaksiyonda glutatyon oksitlenirken peroksitler

suya veya alkole indirgenir.

2GSH + H,0, _S8HPx | GSSH + 2H,0
2GSH + ROOH _®5%Px | GSSH + ROH + H,0

Olusan vyukseltgenmis glutatyon (GSSH), glutatyon rediktaz enziminin
katalizledigi bir baska reaksiyon ile tekrar indirgenmis glutatyona (GSH) donusur
(9,13,15).

GSSH + NADPH + H" ———— 2GSH + NADP*

4. Glutatyon S-Transferaz (GST): Toksik metabolitlerle  GSH’In
konjugasyonunu katalizleyen GST enzimi de toksik metabolitlerin detoksifikasyonuna

yol acan bagka bir antioksidan enzimdir. Sitozolde bulunmaktadir (9).
R-X+ GSH —— » GS-R + HX
Enzim Olmayan Antioksidanlar

1. C vitamini: Askorbik asit; suda eriyen bir vitamindir. Molekuler oksijen, nitrat,
sitokrom a ve c gibi bilesiklerin indirgenmesine neden olur ve sulu ortamlarda serbest
radikallerle reaksiyona girebilir. Plazmada oksidan ajanlara karsi ilk antioksidan
savunmay! olusturur. E vitaminin geri donUsumuinde godrev alir, tokoferoksil
radikalinin a-tokoferole indirgenmesini saglar. Askorbik asit, Fe*i Fe*?e indirgeyen
superoksit radikali digindaki tek hlcre i¢i molekuldir. Bu sekilde demiri fenton
reaksiyonuna girmeye uygun hale getirir ve superoksit radikalinin Uretimine neden

olur. Bu etkisi C vitaminin pro-oksidan etkili olmasina neden olmaktadir (9,13).

2. E vitamini: E vitamini tokoferol ve tokotrienol tlrevlerini kapsayan bir
vitamindir. Antioksidan ekisinin en aktif formu a- tokoferoldur. ‘OH, ‘LOOH, 'O, O,~
ve diger radikalleri indirger. E vitamini ile GSH-Px serbest radikallere karsi birbirini
tamamlayici etki gosterirler. GSH-Px olusan peroksitleri ortadan kaldirirken, E

vitamini peroksitlerin yapimini engeller. E vitamini ve selenyum birbirlerinin
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metabolizmasinda onemli rol oynar. E vitamini selenyumla birlikte hidroperoksit
olusumunu oOnleyerek membran lipidlerinin oksidatif hasarini 6nler. Endojen
peroksitlerin yikimi ve inhibisyonu ile hiicre membranini ve organelleri peroksidatif
hasardan korur. Bdylece membran butunliglinu korur ve oksidatif stresi azaltir
(9,13,26).

3. Glutatyon: Glutatyon (y-glutamilsisteinil glisin), organizmada tiyol grubu
iceren, dusuk molekul agirlikli énemli bir tripeptiddir. Hicre iginde glutamik asit,
sistein ve glisinden sentezlenir (27).

Yapisindaki sistein kalintisinin igerdigi tiyol grubu araciligi ile hucre iginde
redoks potansiyeli yuksek bir ortam saglayarak, hucreyi oksidatif hasarlara karsi
korur. Hicre, doku ve organ sistemlerinin batinlugunin yapisal ve fonksiyonel olarak
korunmasinda énemi buyuktlir. GPx'in kofaktérluguniu yaparak, hidrojen peroksidin
uzaklastirimasinda yer alir (28).

Hucrede esas olarak indirgenmis formda bulunur. GSH gesitli reaksiyonlarda
yukseltgenerek GSSH’a donusur. YUkseltgenmis glutatyonun tekrar indirgenirken
glutatyon rediktazla indirgenmesi reaksiyonu nikotinamid adenin dinlUkleotid fosfat
(NADPH)'a ihtiya¢ duydugu icin heksoz monofosfat yoluyla baglantihdir. Bu sekilde
dokularda GSSG/GSH orani dusuk tutulur. Asiri oksidatif stres veya antioksidan
potansiyelin yetersizliginde gbzlenen oksidatif hasar sonucu, GSH duzeyi azalmakta
ve serbest radikal harabiyetine bagh olarak, patolojik durumlar ortaya g¢ikmaktadir
(9,23).

Tiyol gruplarinin antioksidan kapasitesi yapisindaki sulfur atomunun kolayca
bir elektron kaybetmesinden kaynaklanir. Bu sekilde uretilen sulfur radikallerinin yani
tiyil radikalinin (GS") yasam stiresi oksidatif stres sirasinda olusan diger radikallerden

daha uzundur. Glutatyonun radikal ile reaksiyonu soyledir:

GSH+R" — GS'+RH

Uretilen tiyil radikalleri dimerize olarak nonradikal Grlnleri olusturabilirler.

GS'+ GS' — GSSG
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GSSG hducre icinde birikir ve GSSG/GSH orani bir organizmadaki oksidatif
stresin Olcllmesinde iyi bir yontemdir. GSH’In oksidatif strese karsi koruyucu roll
temelde soyledir.

1. GSH detoksifiye edici birgok enzimin kofaktoradar.

2. Plazma membranindan aminoasitlerin taginmasinda yer alir.

3. 'OH ve 'O, radikallerini direkt olarak, H.O, ve lipid peroksitleri glutatyon
peroksidazin katalitik aktivitesi araciligiyla temizler.

4. Vitamin A ve viamin C'’yi eski aktif formlarina donustarebilir (13).

4. Melatonin: Bir antioksidan olan melatoninin dnemi birkag spesifik 6zelligine
dayanir. Bu oOzellikler; hem lipofilik hemde hidrofilik olmasi, kan-beyin bariyerini
gecgebilmesi ve bdylece butin doku ve hucreler tarafindan kullanilabilmesidir.
Bdylece ¢ok genis bir dagilimda antioksidan aktivite gosterir. Yaglanma ile birlikte

aretimi azalir (29).

5. Karotenoidler: Bitki ve mikroorganizmalarda bulunan renk pigmentleridir. A
vitaminin baslica metabolik 6n maddesi olan (3-karoten bu karotenoidlerin baslicasidir.
Cesitli calismalarda B-karotenin bazi kanser tiplerinin, ateroskleroz, yaslanmaya
bagimli muskular dejenerasyon gibi hastaliklari 6nleyebildigi gosterilmistir.

Karotenoidler peroksil, hidroksil radikallerini ve singlet oksijeni baskilayarak
hicreleri oksidatif strese karsi korurlar. YUksek [(-karoten derisimleri lipidleri

peroksidasyon hasarindan koruyabilir.

6. Flavonoidler: Bitkilerde bazi renk pigmentlerini olusturan polifenollerdir.
Genellikle polifenolik bilesikler ve 6zellikle flavonoidler ylksek antioksidan kapasiteye
sahiptir. Bunlar kanser, kardiyovaskuler hastaliklar ve diger patolojik hastaliklarin
onlenmesinde ve tedavisinde kulanilir. Polifenolik bilesiklerin serbest radikal zincirini
kirmasi, lipid peroksidasyonunu Kkatalizleyen metal iyonlarini baglamasi gibi

Ozellikleriyle lipid peroksidasyonunu engelledigi belirlenmistir (13).

L-KARNITIN

Karnitin, B-hidroksi y-trimetil aminobditirik asit formulinde olup kimyasal yapi

olarak asetilkoline benzer. Bir asimetrik karbon atomuna sahip olmasi nedeniyle D ve

14



L formlarina sahiptir. Dokularda sadece L formu sentez edilir ve sadece bu formu
metabolik olarak aktiftir. Vicut total karnitin stogunun %98’ iskelet ve kalp kasinda,
%1.6’s1 karaciger ve bobreklerde, %0.6’s1 ise ekstraselluler sivida bulunmaktadir.

Primer olarak karaciger ve bobreklerde proteine baglh lizin kalintilarindan ve
S-adenozil metiyoninden sentezlenir. Karnitin sentezinde 4-N-trimetil-lizin ve
y-butirobetain olmak Uzere iki primer ara Urunu vardir. Bu iki ara Urunun kandaki
miktarinin arttigi durumlarda karnitin Gretimini arttirdig1 goralmustar (30).

Askorbik asit karnitin sentezi i¢in esansiyeldir ve sentezde hidroksilasyon
reaksiyonlarinda kofaktor roll oynar. Deneysel vitamin C eksikligi calismasi karnitinin
ariner atihminin artisiyla sonuglanmistir (31). Karnitin dizeyindeki azalis diyetsel
kaynaklardan absorbsiyonun azalmasi veya bobreklerden atilimin artmasi sebebiyle
olabilir. Plazma karnitin konsantrasyonu normal olan insanlarda bdbrek
glomeriiliinden slizillen karnitinin %90’dan fazlasi geri emilir. insanlarda karnitin
ihtiyaci genellikle diyet ve endojen biyosentezi ile saglanir. Diyetsel karnitin
kaynaklari et, kimes hayvanlari, balik ve sut ve sut urunleridir. Bitkisel kaynaklardan
saglanan miktar oldukca azdir. Bagirsak lumeninden hizla emilen karnitin basit ve
aktif transport mekanizmalariyla mukozal membrandan gecger portal sirkilasyondan
karacigere gelen karnitin devaminda sistemik dolagima salinir.

L-karnitin lipid metabolizmasi i¢in olduk¢a onemlidir. Yag asidi B-oksidasyonu
icin duzenleyici kofaktor gibi rol oynar. Uzun zincirli yag asitlerinin mitokondriyal
membrandan agcil karnitin esterleri olarak gegisine yardimci olarak bir mekik gorevi
gormektedir. Mitokondri icine yag asidi tasinmasinda bir azalma oldugunda sitozolik
trigliserid birikimi olur.

Yag asitlerinin katobolizmasi U¢ ana basamakta gergeklesir: Aktivasyon,
mitokondriye tasinma ve B—oksidasyon.

Aktivasyon asamasinda uzun zincirli yag asidi acil-CoA sentetaz tarafindan
uzun zincir acil-CoA’ya dénustirilerek aktive edilir. ikinci asamada mitokondriyal dis
membranda bulunan karnitin:palmitoilagiltransferaz-1 (CPT-I) enzimi tarafindan aktive
yag asidi karnitine aktarilarak uzun zincir agil-CoA agilkarnitine dénistirilir. Ugiinci
asamada agcilkarnitin mitokondriyal karnitin:acil karnitin translokaz (CAT) araciligi ile
mitokondriyal ic membrandan geger. CAT bir kotransporterdir; agil-karnitin ve serbest
karnitini ayni anda zit yonlere tasir. Acil karnitini sitozolden mitokondri matriksine

tasirken serbest karnitini mitokondri matriksinden sitozole tasir. ic mitokondri
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membraninin i¢ ylzeyinde bulunan karnitin:palmitoilagiltransferaz-l1l (CPT-Il) acil
karnitindeki uzun zincirli yag asidini koenzim A’ya aktarir ve acil-CoA olusur.

Acil-CoA B-oksidasyona ugrar, olusan asetil-CoA sitrik asit dongusune dahil
olur. B-oksidasyonda ve asetil-CoA’larin sitrik asit dongusunde kullaniimasi
reaksiyonlarinda agiga c¢ikan indirgenmis nikotinamid dinukleotid (NADH) ve
indirgenmis flavinamid dinukleotid (FADHy)'ler elektron transport zinciri ve oksidatif
fosforilasyonda kullanilarak ATP olusur.

L-karnitinin lipid metabolizmasi diginda etkileri de oldugu saptanmigtir:

1. Mitokondri iginde olusan kisa zincir acil kalintilarinin benzoik ve pirtvik asitler gibi
fizyolojik olmayan bazi bilesiklerin ortamdan kaldiriimasinda,

2. Pirtvatin asetil-CoA’'ya donusumunu saglayan pirivat dehidrogenaz aktivitesinin
dizenlenmesinde,

3. Mitokondri icinde ATP/ADP oranini kontrol eden adenin nlkleotid translokaz
aktivitesinin dizenlenmesinde,

4. Karbonhidrat metabolizmasinin yonlendiriimesi ve vyakit hassasiyetinde rol
oynamaktadir (8, 31).

Ferrannini ve ark.(32) asetil-karnitin artisi ile beraber pirGivat seviyesinin
azaldigini ve glukozun nonoksidatif kullaniminin %50 oraninda arttigini bildirmiglerdir.

Capaldo ve ark.(33) tip 2 diyabetli hastalarda karnitin uygulanmasinin glukoz

kullaniminda artisa yol acgtigini gdstermislerdir.

DIABETES MELLITUS

Diabetes mellitus gunimuz insaninin yasam gartlarindan dolayr tum dunyada
hizla yayilan, yuksek mortalite ve morbidite riski tagiyan bir hastaliktir (10). Diabetes
mellitus, mutlak ya da bagil insilin eksikligi ya da insulin direnci nedeniyle ortaya
¢clkan ve karbonhidrat, lipid ve protein metabolizmasi bozuklugu ile karakterize,
endokrin ve metabolik bir hastaliktir. Diabetes mellitus yagam boyu surekli izlem ve
tedavi gerektiren, akut ve kronik komplikasyonlari nedeniyle hastanin yasam
kalitesini dusuren kronik metabolik bir hastaliktir. Hastaligin seyri sirasinda
hipoglisemi, ketoasidoz, hiperglisemik hiperosmolar nonketotik koma gibi akut ve
nefropati, néropati ateroskleroz gibi kronik komplikasyonlar gelismekte ve dinyada
her yil binlerce kisi diyabet komplikasyonlarindan dlmektedir (12,22). Diyabet; kronik

komplikasyonlari nedeniyle erigskinlerde goérme kaybinin, son dénem bdbrek
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yetmezliginin ve travma digi alt ekstremite amputasyonlarinin en onemli nedenini
olustururken inme ve kardiyovaskuler hastaliklarda da saglikl bireylere gore 2-4 kat
artisa yol agmaktadir.

Dunya’da 2000 yilinda 151 milyon, Turkiye’de Turkiye Diyabet Epidemiyoli
Calisma Grubu’'nun (TURDEP) yaptigi calisma ile 2.6 milyon diyabetli oldugu rapor
edilmistir (34).

Diyabetteki kronik hipergliseminin g¢esitli organlarin uzun donemde hasar

gormesi, fonksiyon kaybi ve yetersizlik gelismesiyle iliskili oldugu bildiriimektedir.

Diyabete neden olan sebepler ¢ok cesitlidir. Tablo 4’de diabetes mellitusun

etyolojik siniflamasi goériimektedir.

Tablo 4. Diabetes mellitus’un etyolojik siniflamasi (35).
I. Tip 1 diyabet
A. immun aracilikli
B. idiyopatik
II. Tip 2 diyabet
. Diger spesifik tipler
A. B-hicre iglevinin genetik defekti
B. insiilin etkisinde genetik defekt
C. Ekzokrin pankreas hastaliklari
a) Pankreatit
b) Pankreatektomi
D. Endokrin hastaliklar
a) Cushing Sendromu
b) Akromegali
E. ilaglar veya kimyasallar
F. infeksiyonlar
G. Immun aracilikh diyabetin nadir formlari
H. Diyabettle iligkili diger genetik hastaliklar
a) Down Sendromu
b) Klienfelter Sendromu
c) Turner Sendromu
IV. Gebelik diyabeti
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Diabetes Mellitus ve Oksidatif Stres

Diabetes mellitus hastaliginin patogenezinde oksidatif stres 6nemli bir rol
oynamaktadir. Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan
kaldiriima hizi bir denge icerisinde oldugu surece organizma, serbest radikallerden
etkilenmemektedir. GUnimuzde ¢ok sayida arastirmaci serbest radikallerin DNA,
proteinler, lipitler ve hticrenin diger bilesenleri Gzerinde sebep oldugu oksidatif hasari
arastirmaktadir. Pankreas adacik hucrelerinde superoksit dismutaz, katalaz,
glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimlerin ifadelerinin ve antioksidan
kapasitenin, karaciger, bobrek, iskelet kasi ve yag dokusu gibi diger dokulara gore
¢cok daha dusik dizeyde oldugu bilinmektedir (36). Pankreas B-hticreleri oksidatif
strese en duyarli yapilardan biri olarak bilinir. Beta hicrelerinde gozlenen hasarin,
hipergliseminin toksik etkilerinden kaynaklandigi dusunulmektedir (10). Protein
oksidasyonu XX. ylzyllin ortalarindan beri arastirimis olmakla birlikte bu
reaksiyonlarin Urlnlerinin in vivo oksidatif hasarin spesifik, genel belirtegleri olarak
kullanilmasi ancak son vyillarda gergeklesmistir. Hiperglisemi ile oksidatif stres
arasinda yakin iligki oldugu goérusu in vivo ¢alismalar ile de desteklenmistir. Hidrojen
peroksidin, bir ROB Uriini olan ‘OH radikaline déniismesiyle insilin reseptor sinyal
sistemi Uzerinde etkili oldugu ve insllin tarafindan reseptér araciligi ile dizenlenen
sinyal transduksiyon yollarinda anahtar rol oynayabilecegi gorusu arastirmacilarin
savlarl arasinda bulunmaktadir. Glikasyon aracili serbest radikal tretiminin insalinin
gen ifadesini azalttigini ve B-hlcre apoptozuna yol acgtigini gésteren calismalarin
bulgulari bu gértsiu destekler niteliktedir (10, 25, 37, 38).

Diyabette Serbest Radikal Uretimi

Hiperglisemi aracili ROB Uretimi baglica G¢ mekanizma ile agiklanmaktadir.
1. Glukozun oto-oksidasyonu ve slperoksit Uretimi.
2. Proteinlerin glikasyonu ve ilerlemig glikasyon son urunleri (AGE) olugumu.

3. Poliol yolu.

1. Glukozun oto-oksidasyonu ve stperoksit Uretimi: Mitokondri solunum zinciri
baslica hucre i¢ci ROB uretim kaynagidir. Gegis elementlerinin varliginda glukoz,
reaktif ketoaldehitlere donusurken reaksiyon sirasinda superoksit anyonu Uretilir.
Superoksit radikali hidrojen peroksit Uzerinden son derece reaktif olan hidroksil

radikaline donusur. Hucre ici glukoz oksidasyonu ile agiga ¢cikan NADH, solunum
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zincirinde oksidatif fosforilasyon yolu ile ATP Uretimi igin gerekli enerjiyi saglamak
uzere kullanilir. Hlcre ici glukoz derisimi yukseldiginde bu yolla da stperoksit radikal

Uretimi artar.

2. Proteinlerin glikasyonu ve AGE olusumu: Hucre igi glukoz konsantrasyonu
arttiginda, glukoz bir enzim aracihigina gereksinim duymadan proteine baglanarak
kontrolsiz glikasyona sebep olur. Glikasyona ugramis protein, serbest oksijen
radikali olusturmaya ¢ok meyillidir. Glukoz ve proteinlerin amino gruplari arasinda
enzimatik olmayan glikasyon reaksiyonlari yoluyla dnce Shiff bazlari, sonrasinda
daha stabil olan Amadori Urunleri olugur. Amadori Urunlerinin olusumundan sonra ileri
glikasyon  drunleri meydana gelir.  AGFE’lerin, endotelin-1  araciligiyla
vazokonstriksiyonu arttirarak endotel hasarina yol agmasi kompleks biyokimyasal
mekanizmalarla serbest radikal Gretebilmesi, proteinlerin yapilarini ve fonksiyonlarini
degistirebilmeleri toksik etkileri arasinda sayilmaktadir. Ayrica arastirmalar artmis
serbest radikallerin de hucre i¢ci AGE olusumunu arttirdigini gostermektedir (10).

Yapilan calismalarda AGE ve serbest radikallerin, protein kinaz C'yi aktive
ettigi goOsterilmigtir. Aktive olan protein kinaz C’nin, vaskuller kan akimini, damar
permeabilitesini, hucre digi matriks bilegenlerini ve hucre buyumesini etkileyerek
vaskuler komplikasyonlarin patogenezinde rol aldigi one surulmektedir (39,40). Sekil
3’te glikasyona ugramis bir proteinden dnce shift baz sonrasinda da amadori UrGnu

olusumu goérulmektedir.

PO G R R
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ol R OH .'w +H + {}ﬁ\" +H * r.‘ !_,J'H
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+ Hﬁﬁ F—— F— p—t—om —— _— _—
— H ] —H
]
-

~ e " W= ™
" = H—f—0H H—T—0H
~
o o o o
Glukoz  a-Amino asit Shift baz Amadori Uriinii

Sekil 3. Amadori uriini olugsumu (41).
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3. Poliol Yolu: Yuksek glukoz konsantrasyonu, poliol yolu ile sorbitol Uretimine
neden olur. Glukoz, aldoz reduktaz enzimi yardimiyla sorbitole dénustr. Sorbitol ise
sorbitol dehidrogenaz yardimiyla fruktoza donusur ve enerji kaynagi olarak kullanilir.
Glukoz sorbitole donugurken, NADPH tuketilir. Fazla miktarda glukoz alindiginda
NADPH fazla miktarda tiketilir. Ayrica asiri miktarda sorbitol ortaya ¢gikar. NADPH’nin
asiri tuketimi ve sorbitol birikimi, sorbitol dehidrogenazi etkisizlestirerek fruktoza

donusum engellenir. Bunun sonucunda sorbitol birikimi ve NADPH tuketimi artar.

Glukoz + NADPH + H* 2ldolazredikiaz | g phito] + NADP*
Sorbitol + NAD* ___sorbitol dehidrogenaz_ - pr ktoz + NADH

v

Okside glutatyonun redikte forma cevrilebilmesi ve nitrik oksit

sentezi icin NADPH gereklidir. Bu nedenle sorbitol yolunun aktif olmasi ve
sonugta NADPH'in yoklugu hicrenin antioksidan kapasitesinin sinirlanmasi anlamina
gelmektedir. Ayrica sorbitolun kendisi de bir doku toksini gibi hareket eder. Bu
nedenle retinopati, néropati, katarakt, nefropati ve kalp hastaligi patogenezinde roll

oldugu diasutnulmektedir (10).

Streptozotosin

Deneysel hayvan galismalarinda insanlardakine benzer diyabet olusturmak
icin kullanilan N-nitroso turevi D-glukozamin yapisindaki streptozotosin oksidan
maddeler meydana getirerek langerhans adaciklarini segici olarak tahrip ederek
diyabeti baglattigi dugunulmektedir (10).
Streptozotosin; toprakta bulunan streptomyces achromogenes isimli  bir
mikroorganizmanin metabolitidir. 1960’da izole edilmigtir. Baslangicta antibiyotik,
antitimoral ve karsinolojik ozellikleriyle bilinen ajan, 1963’ te kopek, kedi ve ratlarda
diyabetojenik etkili bir madde olarak tanimlanmistir. ila¢ 2-deoksi-D-glukozun C-2
pozisyonuna bagl bir metilnitrozolre yan zinciri icermektedir. Acik formalu sekil 4’'te

goruldugu gibidir (38).
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2

Sekil 4. Streptozotosin (42).

Kati halde yapisindaki glukoz molekilinin konumuna goére a ve B
izomerlerinin karisimi seklindedir. Kati halde stabil degildir ve dondurulmus olarak
saklanmasi gerekir, i1siktan korunmalidir. Optimum stabilitesi icin pH 4-4.5 olmalidir.
Streprozotosin pankreas B hicrelerine direk etkisiyle toksiktir. Yapisinda bulunan bir
glukoz molekuli sayesinde plazma membranindaki glukoz tagsiyicilarina baglanir,
molekul; nitrozoure boliminden ayrilir ve hucre igine girerek toksisite gosterir,
glukozla uyarilan insulin saliverilmesini bloke eder. Ancak pankreas [ hucrelerine
etkisi, daha ¢ok intrasellUlerdir. Streptozotosinin hlcre igindeki temel etki yeri nikleer
DNA'dir. Hucre icinde streptozotosin dekompozisyona ugrar, bu sirada oldukca
reaktif karbonyum iyonlari olusur ve bu iyonlar DNA bazlarinin alkilasyonuna neden
oldugu igin, olaylr DNA tamir donemi izler. Bu sirada ¢ekirdek enzimi olan poli(ADP-
riboz) sentetaz asiri miktarda aktive olur. Bu enzimin hlcresel aktivitesi sirasinda
NAD" fazla kullanildigindan, hiicredeki NAD" depolari bosalir, NAD" tilkenmesi hiicre

olimune neden olur (38).
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GEREG VE YONTEMLER

Bu caligma; T.U. Tip Fakiltesi Yerel Etik Kurul onayi alinarak Trakya
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitlisi, Biyokimya Anabilim Dali aragtirma

laboratuarinda gergeklestirildi (Ek1).

DENEY HAYVANLARI

Agirliklar 225-309 g arasinda degisen, standart kogullarda yetistirilen erigkin
erkek Wistar siganlar Trakya Universitesi, Deney Hayvanlari Birimi’nden temin edildi.
Sicanlar bazal diyet ile beslendiler. 22+2°C oda 1sisi, %60 nem orani, 12 saat
aydinlik/12 saat karanlik ritim saglandi. Calismada 30 adet sican ortalama agirliklari
esit olacak sekilde 3 gruba ayrildi. Grup 1 kontrol (n=5), grup 2 diyabet (n=13), grup 3
L-karnitin (n=12) olarak belirlendi.

Diyabet olusturmak icin taze olarak pH 4.5 sitrat tamponu ile hazirlanan
streptozotosin (STZ) kullanildi. Grup 2 ve 3’teki siganlara tek doz STZ 65 mg/kg
intraperitoneal (ip) olarak verildi. Kontrol grubu hayvanlara ise es zamanli olarak ip
pH 4.5 sitrat tamponu solusyonu enjekte edildi. 65 mg/kg STZ dozunun ¢ok sayida
hayvanin élumulne yol agmasi nedeniyle yeniden ayni agirlik ve yasta sigan alindi.
STZ dozu 50 mg/kg’a dusurulerek calismaya devam edildi. STZ uygulandiktan sonra
72. saatte kan glukoz seviyeleri Olguldu ve 200 mg/dI'nin Uzerinde degeri olan
sicanlar diyabetik olarak kabul edildi. 72. saatte alinan kan oOrneklerinde diyabet

gelistigi tespit edilenlerden grup 3’teki siganlara 2 hafta boyunca L-karnitin
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500 mg/kg/gun dozunda ip olarak verildi. Grup 1 ve 2’deki hayvanlara ise 15 gln

boyunca ip olarak %0.9’luk serum fizyolojik uygulandi.

Sigcanlara rampun (10 mg/kg) ve ketalar (50 mg/kg) anestezikleri uygulandi.

Anestezi altinda batin 6n duvari insizyonla acgilip diyaframdan kalbe
ponksiyonla kanlari alinarak sakrifiye edildi. Karaciger ve boébrek doku
alinarak % 0,9’luk soguk serum fizyolojik ile yikandi. Plazma ve doku

protein oksidasyon gostergeleri calisiimak Uzere analiz gunune kadar

saklandilar.

KULLANILAN MALZEMELER

Kimyasal Maddeler

Asetik asit (CH;COOH)

Aprotinin

Digitonin (CsgHg2029)
2,2'-Dinitro-5,5'ditiobenzoik asit (C14HgN20sS>)
2,4-dinitrophenylhydrazine

Etanol (mutlak) (C2HsOH)

Etil asetat

Fenilmetilsulfonil florid (PMSF)

Folin ayiraci

Glutatyon (indirgenmis form) (C1oH17N30sS)
Guanidin hidroklorid (CHsN3.HCI)
Hidroklorik asit (%37) (HCI)

Heparin (5.000 iU/ml)

Metanol (%96) (CH3OH)

Perklorik asit (%70) (HCIO,)

Sodyum fosfat (monobazik) (NaH;PO,)
Sodyum fosfat (dibazik) (Na;HPO,)
Streptomisin sulfat (C21H39N7012)2.3H2SO4
Streptozotosin (CgH15N307)

Trichloroacetic acit (ClsCCOOQOH)

ulasarak
ornekleri
ornekleri
-70°C’de

(Sigma Aldrich GmbH, Seelze-Almanya)
(Bayer HealthCare AG, Almanya)
(Sigma Aldrich GmbH, Seelze-Almanya)
(Merck KgaA Darmstadt-Almanya)
(Sigma Aldrich GmbH, SeelzeAlmanya)
(Merck KgaA Darmstadt-Almanya)
(Sigma Aldrich GmbH, SeelzeAlmanya)
(Sigma Aldrich GmbH, SeelzeAlmanya)
(Merck KgaA Darmstadt-Almanya)
(Sigma Aldrich GmbH, SeelzeAlmanya)
(Sigma Aldrich GmbH, SeelzeAlmanya)
(Merck KgaA Darmstadt-Almanya-Carlo Erba)
(Phanpharma S.A. Fransa)

(Sigma Aldrich GmbH, SeelzeAlmanya)
(Merck KgaA Darmstadt-Almanya)
(Panreac Madrid-ispanya)

(Merck KgaA Darmstadt-Almanya)

(I.E. Ulagay ilag Sanayii A.S. istanbul)
(Applichem GmbH Darmstadt-Almanya)
(Sigma Aldrich GmbH, Seelze Almanya)
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Diger Alet ve Cam Malzemeler

Cam malzemeler
Distile su cihazi
Elektronik tart
Etav
Homojenizator
Manyetik karistirici
Otomatik pipetler
pH metre

Sogutmali santrifdj

: Deney tupleri, balon jojeler, beherler v.d.
: NUve, Almanya

: Sartorius AG, Almanya

: Memmert 400, Almanya

: Heidolph DIAX 900

: Ikamag RH-Staufen, Almanya

: Eppendorf, Socorex, Microlit

: Inolab pH level 1 WTW, Almanya

: Hettich Universal 30RF, Aimanya

Spektrofotometre : Shimadzu UV-1700A, Japonya

Vortex : Velp Scientificia, Almanya

Glukometre : Accu chek-Roche
BiYOKIMYASAL OLCUMLER

Tam Kanda GSH Tayini
Tam kanda GSH analizi Beutler ve arkadaslarinin tanimladiklari yénteme gore
yapildi (43).

Prensip: indirgenmis glutatyonun siilfidril (-SH) gruplari bazik ortamda 2,2'-
Dinitro-5,5'ditiobenzoik asit (DNTB) ile sari renkli bir bilesik olusturur. Bu bilesigin
renginin 412 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak olglilmesi esasina dayanir.

Deney: Tam kandan hazirlanan hemolizat deproteinize edildikten sonra berrak
supernatantlara pH 8 fosfat tamponu ve %0.04’lik DNTB eklenerek meydana gelen
reaksiyon 412 nm’de spektrofotometrik olarak olgildid. Tum 6rneklerde galismalar iki

kez tekrarlandi.

Standart egrinin hazirlanmasi icin; 21.87 43.75, 87.5, 175, 350 uM
yogunluklarinda GSH c¢ozeltileri hazirlandi. Yukaridaki yonteme gore ikiser kez

calisilarak yogunluk-absorbans grafikleri cizildi (Sekil 5). Regresyon analizi ile
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saptanan formul kullanilarak érneklerdeki GSH yogunluklari hesaplandi. Hematokrit

degerlerinden tam kanin bir litresindeki eritrosit oranlari hesaplandi ve sonuglar

umol/L eritrosit olarak ifade edildi.

GSH kalibrasyon egrisinin denklemi:
y=0.02884+0.002178x

1,0
y = 0.02884 + 0.002178x

Absorbans

300 400

0 100 200

GSH (uM)

Sekil 5: GSH standart grafigi.

Plazma Tiyol Tayini

Plazma tiyol analizi Hu'nun tanimladigi ydnteme goére yapildi (44).

Prensip: Serbest tiyol gruplarinin bazik ortamda DNTB ile sari renkli bir bilesik

olusturmasi ve bu bilesigin renginin 412 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak

Olgulmesi esasina dayanir.

25



Deney: Plazmaya pH 8.2 Tris-HCI tamponu eklendi. DNTB eklenerek renk
reaksiyonunun olugmasi saglandi. Metanol eklenmesinden 15 dakika sonra meydana
gelen reaksiyon 412 nm’de spektrofotometrik olarak olguldl. Ayrica her 6rnek igin
DNTB igcermeyen numune kord hazirlandi. Tum Orneklerde c¢alismalar iki kez

tekrarlandi.

Standart egrinin hazirlanmasi igin; 175, 350, 700, 1400 pM yogunluklarinda
GSH c¢ozeltileri hazirlandi.  Yukaridaki ydnteme gbre ikiser kez calisilarak
yogunluk-absorbans grafikleri ¢izildi (Sekil 6). Regresyon analizi ile saptanan formal
kullanilarak &rneklerdeki tiyol yogunluklari hesaplandi. Bulunan degerler pmol/L

olarak ifade edildi.

Tiyol kalibrasyon egrisinin denklemi:
y=-0.00865+0.0001244x

,18

16+ y =-0.00865 + 0.0001244x
14+
12

,10 4

Absorbans

,06 4

04

0,00

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Thiol (uM)

Sekil 6: Tiyol standart grafigi.
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Total-SH (T-SH), Nonprotein-SH (Np-SH) ve Protein-SH (P-SH) Analizleri

Doku T-SH, Np-SH duzeyleri Sedlak ve Lindsay’in tanimladiklari ydonteme gore
analiz edildi (45).

Prensip: indirgenmis -SH gruplarinin bazik ortamda DNTB ile sari renkli bir
bilesik olusturmasi ve bu bilesigin renginin 412 nm dalga boyunda spektrofotometrik

olarak olgulmesi esasina dayanir.

Doku homojenatlarinin hazirlanmasi: Siganlardan elde edilen karaciger ve
bobrek dokulari 1/10 (w/v) oraninda 0.15 M KCI ile homojenize edildi. Homojenatlar
2000xg ve 4500xg’de ardisik iki kere santrifuj edildikten sonra berrak stpernatantlar

analizde kullanildi.

Deney: Total-SH analizi i¢in 125 uL doku homojenati pH 8.2 Tris tampon ile
karigtinildi. 0.01 M DNTB eklendi. Reaksiyon karisimi mutlak metanol ile 2500 ml’'ye
tamamlandi. 4000xg’de 15 dakika santrifuj edildikten sonra meydana gelen reaksiyon
412 nm’de spektrofotometrik olarak o6lguldi. Tim oOrneklerde calismalar iki kez

tekrarlandi.

1,0

y =-0.000304 + 0.000594x

Absorbans

0,0

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Total-SH

Sekil 7: Total-SH standart grafigi.
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Total-SH standart egrinin hazirlanmasi igin; 175, 350, 700, 1400 uM
yogunluklarinda GSH c¢ozeltileri hazirlandi. Yukaridaki yonteme goére ikiser kez
calisilarak yogunluk-absorbans grafikleri gizildi (Sekil 7). Regresyon analizi ile
saptanan formul kullanilarak orneklerdeki T-SH yogunluklari hesaplandi. Bulunan

degerler dokuda protein miktari ile oranlanarak nmol/mg protein olarak ifade edildi.
Total-SH kalibrasyon egrisinin denklemi:

y=-0.000304+0.000594x

Np-SH analizi icin doku homojenatlarindaki proteinler perklorik asit ile
¢Okturaldl. Deproteinize supernatantlara pH 8 fosfat tamponu ve 0.01 M DNTB
eklendi. Meydana gelen reaksiyon 5 dakika iginde 412 nm’de spektrofotometrik

olarak ol¢uldi. Tam orneklerde calismalar iki kez tekrarlandi.

1,0

y = 0.0287 + 0.00218x

Absorbans

0 100 200 300 400

Np-SH (uM)

Sekil 8: Np-SH standart grafigi.
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Np-SH standart egrinin hazirlanmasi igin; 175, 350, 700, 1400 uM
yogunluklarinda GSH c¢ozeltileri hazirlandi. Yukaridaki yonteme goére ikiser kez
caligsilarak yogunluk-absorbans grafikleri cizildi (Sekil 8). Regresyon analizi ile
saptanan formul kullanilarak orneklerdeki Np-SH yogunluklari hesaplandi. Bulunan

degerler dokuda protein miktari ile oranlanarak nmol/mg protein olarak ifade edildi.
Np-SH kalibrasyon egrisinin denklemi:
y=0.0287+0.00218x

Total-SH degerlerinden Np-SH degerleri ¢ikarilarak P-SH dizeyleri bulundu.
Bulunan degerler dokuda protein miktari ile oranlanarak nmol/mg protein olarak ifade
edildi.

Protein Karbonil Tayini (PC)

Prensip: Doku protein karbonil duzeylerinin dlgimunde, Reznick ve Packer
tarafindan geligtirilen metod kullanildi. Bu yéntem protein yapisinda bulunan karbonil
gruplarinin  2,4-dinitrofenilhidrazin ile olusturduklari dinitrofenilhidrazonlarin renk

siddetinin 370 nm dalga boyunda oélgtlmesine dayanir (46).

Doku drneklerinin hazirlanmasi: Dokular iginde %0.1’lik digitonin, 1 mM EDTA,
5 pg/ml aprotinin ve 40 ug/ml fenilmetilstlfonil florid bulunan fosfat tamponu (pH 7.4)
ile 1/10 (w/v) oraninda homojenize edildi. Homojenatlar 10000xg’'de 10 dakika

santrifij edildi. Elde edilen berrak sipernatantlar protein karbonil analizi igin kullanildi.

Deney: 500ul supernatant Uzerine 2,4-dinitrofenilhidrazin eklenerek vorteks ile
karigtinldi ve karanlikta oda isisinda 1 saat bekletildi. Ardindan tuplere % 20 (w/v)
trikloroasetik asit eklenerek tlpler buzda bekletildi ve 10000xg’de 10 dakika santrif(j
edildi. Pelletler 3 kez 1:1 oraninda karistiriimis etanol:etil asetat karigimi ile yikandi.
Yikanan pelletler 6M guanidin hidroklorid ile restispanse edildi. Olusan reaksiyon 370
nm’de spektrofotometrik olarak ol¢uldu. 2,4-dinitrofenilhidrazin icermeyen ornek kora
benzer sekilde hazirlandi. Ornek korli 280 nm’'de degerlendirilerek homojenattaki

protein duzeyi tespit edildi. Tum orneklerde caligsmalar iki kez tekrarlandi.
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Standart egrinin hazirlanmasi i¢in bovin serum albumini kullanilarak 1, 1.25 ve
2.5 g/L yogunluklarinda standart ¢ozeltileri hazirlandi. Yukaridaki yénteme gore ikiser
kez calisilarak, yogunluk-absorbans grafigi cizildi (Sekil 9). Regresyon analizi ile

saptanan formul kullanilarak orneklerdeki protein yogunluklari hesaplandi.
280 nm’de protein kalibrasyon egrisinin denklemi:

y = 0.08562 + 0.524x

1,6

y = 0.08562 + 0.524x

Absorbans

8 1.0 12 14 16 1,8 2.0 22 24 26

Bovin Serum Albumin (g/L)

Sekil 9: Protein standart grafigi.

PC’nin 370 nm’de molar absorbsivitesi kullanilarak homojenatlardaki PC

konsantrasyonu hesaplandi. Bulunan PC degerleri doku protein duzeyine

oranlanarak sonuglar nmol/mg protein olarak ifade edildi.
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ileri Oksidasyon Protein Uriinleri (AOPP) Tayini

Prensip: Karaciger ve bobrek dokularinin AOPP duzeyleri, Witko-Sarsat ve

ark.nin tanimladigi spektrofotometrik yontemle dlguldu (47).

Doku orneklerinin hazirlanmasi: Siganlardan elde edilen dokular 1/10 (w/v)

oraninda fosfat tampon solusyonu ile homojenize edildi.

Deney: Homojenatlar fosfat tampon solisyonu ile seyreltildi. Seyreltiimis
homojenat Uzerine 200 pl Kl eklendi ve 2 dakika karanlikta oda isisinda bekletildi.
Uzerine asetik asit eklenerek drnekler iyice karistirildi ve olusan reaksiyon 340 nm

dalga boyunda spektrofotometrik olarak ol¢ulda.

TUum orneklerde calismalar iki kez tekrarlandi. AOPP’nin 340 nm’de molar
absorbsivitesi kullanilarak homojenatlardaki AOPP konsantrasyonu hesaplandi.
Bulunan AOPP degerleri doku protein dizeyine oranlanarak sonuglar nmol/mg

protein olarak ifade edildi.

Total Protein Tayini

Prensip: Alkali ortamda proteinlerin peptid badlarinin bakir iyonlari ile
kompleks olusturmasi esasina dayanir. Bakir-peptid kompleksleri folin ayiraci ile

reaksiyona girerek mavi-mor renk olusturur (48).

Deney: Homojenat (zerine 200 pl alkalen bakir eklendi. lyice karistirip 10
dakika oda isisinda bekletildikten sonra 800 pl seyreltik folin ayiraci eklendi. Ornekler
30 dakika sonra 660 nm dalga boyunda reaktif kdrine karsi spektrofotometrik olarak

Slgildi.

Standart egrinin hazirlanmasi igin bovin serum albumini ile 1, 2, 3, 4 ve 5 g/L
yogunluklarinda standart ¢ozeltileri hazirlandi. Yukaridaki yonteme gore ikiser kez
calisilarak, yogunluk-absorbans grafigi cizildi (Sekil 10). Regresyon analizi ile

saptanan formdl kullanilarak érneklerdeki protein yogunluklari hesaplandi.
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Protein kalibrasyon egrisinin denklemi:

y =0.172 + 0.158x

1,0

y =0.172 + 0.158x

Absorbans

Bovin Serum Albumin (gr/L)

Sekil 10: Lowry yontemine gore protein standart grafigi.

ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Verilerin istatistiksel degerlendirilmesi igin Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi
Dekanligi Bilgi islem Dairesi'nde bulunan S0064 Minitab Release 13 (Lisans no:
WCP 1331.00197) paket programi kullanildi.

Her bir grupta verilerin parametrik varsayimlari yerine getirip getirmedigini
incelemek icin normal dagilima uygunluk ve varyanslarin homojenligi testleri yapildi.
Gruplar 6nce Kruskal Wallis Varyans Analizi ve arkasindan anlamli bulunan

parametreler Mann-Whitney U testi ile de@erlendirildi. Degiskenlerin birbirleriyle

32



iliskisini ortaya koymak icin Spearman’s korelasyon analizi uygulandi. Elde edilen
degerler ortalamatstandart sapma (Ort.+SD) olarak ifade edildi ve p<0.05’in altindaki

farkliliklar anlamli olarak degerlendirildi.
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BULGULAR

Streptozotosin ile diyabet olusturulan grup 2 ve 3’teki sicanlarda olimler
gerceklestigi icin deney sonunda denek sayilari grup 1'de 5, grup 2'de 8 ve grup 3'te
7'dir.

Gruplarin 72. saatte ve deneyin sonunda tepsit edilen kan glukoz degerleri

Tablo 5'te gorulmektedir.

Tablo 5. Kontrol, diyabet ve L-karnitin gruplarinin deney baslangicinda
ve sonunda kan glukoz degerleri, deney siiresince kan glukozundaki
degisim yuzdesi (Ort+SD).

Gruplar Kan Glukozu (mg/dl)
Deney Deney Degisim
Basinda Sonunda Yuzdesi
Kontrol 89.40+23.47 117.20+8.87 42.44+49.63
(n=3)
Diyabet 327.75+38.25 @ |496.13+4598 * |52.21+13.95
(n=8)
L-karnitin 392.86+51.01 @ |501.14+96.00 % |28.06+21.11 ©
(n=7) d
p” 0.001 0.005 0.162

#: Kruskal wallis varyans analizi ile dederlendirildi.

a: Kontrole gore karsilastirma, Mann-Whitney U testi ile dederlendirildi.

b: Diyabet grubuna gére karsilastirma, Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi.
*: p<0.05, **: p<0.01.



Streptozotosin uygulanan diyabet ve L-karnitin grubundaki sicanlarin 72.
saatte Olculen kan glukoz degerleri kontrol grubundakilere gore anlamli derecede
yuksekti (her iki grup icin p<0.01). Deney sonunda olgulen kan glukoz degerleri de
diyabet ve L-karnitin grubundaki sicanlarda kontrol grubundakilere gore anlamh
derecede yuksekti (her iki grup igin p<0.01). L-karnitin grubunun 72. saatteki kan
glukoz degerleri diyabet grubundakilere goére daha ylksekti (p<0.05), bununla
beraber deney boyunca kan glukoz degerindeki degisim yuzdesi L-karnitin grubunda

diyabet grubuna goére daha dusuktu (p<0.05).

Tablo 6. Kontrol, diyabet ve L-karnitin gruplarinin tam kan GSH ve

plazma tiyol degerleri (OrttSD).

Gruplar Tam Kan GSH Plazma Tiyol
(umol/L Erit) (umol/L)

Kontrol 2.37+0.42 476.31172.92

(n=5)

Diyabet 1.74+0.87 505.08+99.10

(n=8)

L-karnitin 2.1310.67 547.28+115.64

(n=7)

p” 0.293 0.122

#: Kruskal wallis varyans analizi ile dederlendirildi.

a: Kontrole goére karsilastirma, Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi.

*: p<0.05.

Tam kan GSH ve plazma tiyol duzeyleri Tablo 6’da verilmigtir. Tam kandaki
GSH duzeyinin diyabet grubunda 1.74+0.87 umol/L Eritrosit oldugu ve diger gruplarla
arasinda anlamh bir fark olmadigi gozlenmistir. Diyabet ve tedavi gruplari arasinda

da istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir.

Diyabet grubunun plazma tiyol dizeyleri ortalamasinin 595.08+99.10 umol/L
olup, kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede arttigi
(p<0.05)

karsilagtinldiginda anlamh derecede bir fark gézlenmemigtir. Diyabet ve L-karnitin

saptanmigtir. Tedavi grubu tiyol ortalamasi kontrol grubu ile

grubu arasinda da anlamli bir fark saptanmamistir.
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Gruplarin karaciger dokusu T-SH, Np-SH ve P-SH dlzeyleri Tablo 7’'de
gOsterilmistir.

Kontrol, diyabet ve L-karnitin gruplarinda T-SH ortalama degerleri sirasiyla
119.87+26.67, 130.32+10.64 ve 124.43+18.13 nmol/mg protein olarak saptanmistir.
Karaciger dokusu T-SH duzeyleri agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlaml bir fark gdézlenmemistir.

Kontrol, diyabet ve L-karnitin gruplarinin karaciger dokusu Np-SH ortalama
degerleri sirasiyla 43.9615.78, 23.64+4.18 ve 21.19+7.22 nmol/mg protein olarak
saptanmigtir (Sekil 11, a). Diyabet ve L-karnitin gruplarinin karaciger dokusu Np-SH
p<0.01) azaldigi goértlmustur. Diyabet grubu ile L-karnitin grubu arasinda anlamh bir
fark gozlenmemigtir. Bunun yani sira istatistiksel analizlerde deney sonundaki kan
glukozu duzeylerinin karaciger dokusu Np-SH duzeyi ile negatif (r = -0.482, p<0.05;
Sekil 12, a), P-SH duzeyi ile pozitif (r = 0.548, p<0.05; Sekil 12, b) iligkili oldugu

gozlenmigtir.

Tablo 7. Kontrol, diyabet ve L-karnitin gruplarinin karaciger T-SH, P-SH, Np-SH
degerleri (OrtxSD).

Gruplar T-SH Np-SH P-SH
(nmol/mg protein) (nmol/mg protein) | (nmol/mg protein)

Kontrol 119.87+26.67 43.96+5.78 75.914£22.97

(n=5)

Diyabet | 130.32+10.64 23.64+4.18 @ 1106.68+12.96 @

(n=8)

L-karnitin | 124.43+18.13 21.197.22 2" 1103.24+13.32 >

(n=7)

p” 0.774 0.004 0.035

#: Kruskal wallis varyans analizi ile degerlendirildi.
a: Kontrole gore karsilastirma, Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi.
*: p<0.05, **: p<0.01.

36



60

50 A

40 A

30 1
20 - é

10

Karaciger Dokusu Np-SH (nmol/mg prot)

Kontrol Diyabet L-Karnitin

140

120+

100+

80+

60 -

401

Karaciger Dokusu P-SH (nmol/mg prot)

20

Kontrol Diyabet L-Karnitin

Sekil 11. Karaciger dokusu Np-SH (a) ve P-SH (b) duizeyleri.
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Sekil 12. Deney sonu kan glukoz diizeyi ile karaciger dokusu Np-SH ve P-SH
diizeyleri arasindaki iligki.

Kontrol, diyabet ve L-karnitin gruplarinin karaciger dokusu P-SH ortalama
degerleri sirasiyla 75.91+22.97, 106.68+12.96 ve 103.24%£13.32 nmol/mg protein
olarak saptanmistir (Sekil 11, b). Diyabet grubu ile L-karnitin grubu arasinda anlamli
bir fark goézlenmezken her iki grubun karaciger dokusu P-SH dulzeylerinin kontrol

grubuna goére anlamli derecede (her ikisi i¢in; p<0.05) arttig1 saptanmigtir.
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Karaciger dokusu P-SH dizeyinin karaciger T-SH duzeyi ile pozitif (r = 0.788,
p<0.001), tam kan GSH ve karaciger Np-SH dlzeyleri ile negatif (sirasiyla r = -0.450,
p<0.05; r = -0.463, p<0.05) korelasyon gosterdigi saptanmigtir.

Diyabet grubunun karaciger AOPP duzeyinin tUm gruplarin i¢cinde en yuksek
degere sahip olmasina ragmen kontrol grubu ile arasindaki farkin istatistiksel olarak

anlamli olmadigi gérilmustir (Tablo 8, Sekil 13).

Tablo 8. Kontrol, diyabet ve L-karnitin gruplarinin karaciger dokusunda
AOPP ve PC duzeyleri (Ort+SD).

AOPP PC
Gruplar | (nmol/mg protein) | (nmol/mg protein)
Kontrol 82.90+£19.42 19.25+10.57
(n=5)
Diyabet | 126.86+59.60 29.10£15.54
(n=8)
L-karnitin | 90.60+15.65 12.42+4.86 >
(n=7)
p” 0.201 0.063

#: Kruskal wallis varyans analizi ile degerlendirildi.

a: Kontrole goére karsilastirma, Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi.

b: Diyabet grubuna goére karsilastirma, Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi.
*: p<0.05.

Diyabet grubunun karaciger PC ortalamasi da kontrol grubuna gére yukselmis
olmasina ragmen bu ylkselis istatistiksel olarak anlaml degildir. L-karnitin grubunun
karaciger PC duzeyi diyabet grubuna gore istatistiksel olarak distugu goézlenmistir
(p<0.05), (Tablo 8, Sekil 14).
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Bobrek dokusu T-SH, Np-SH ve P-SH dizeylerinin ortalama degerleri Tablo

9’da sunulmustur.

Bobrek dokusundaki T-SH ortalamasinin diyabet ve L-karnitin gruplarinda
siraslyla 122.53+18.4 ve 115.95+15.52 nmol/mg protein olup her iki grubun bdbrek
T-SH duzeyleri kontrol grubuna gore anlamli derecede arttiglr saptanmigtir (sirasiyla
p<0.01 ve p<0.05). Deney sonu kan glukoz duzeyi ile bdbrek T-SH ve P-SH duzeyleri
arasinda pozitif iliski oldugu gdézlenmistir (sirasiyla r = 0.662, p<0.01 ve r = 0.566,
p<0.01; Sekil 15, a ve b).

Bobrek Np-SH dizeyine baktigimizda diyabet grubunun ortalamasinin
36.73+8.38 nmol/mg protein olup ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamh derecede (p<0.05) arttigi saptanmistir. L-karnitin grubu Np-SH
ortalamasinin kontrol grubu ile arasinda anlamli bir fark olmadigi fakat diyabet

grubuna goére anlamli derecede (p<0.05) azaldigi saptanmistir.

Tablo 9. Kontrol, diyabet ve L-karnitin gruplarinin bobrek T-SH, Np-SH ve
P-SH degerleri (Ort+SD).

Gruplar T-SH Np-SH P-SH
(nmol/mg protein) (nmol/mg protein) (nmol/mg protein)

Kontrol | 89.03+11.82 24.70+2.66 64.33+9.96

(n=3)

Diyabet | 122.53+18.46 a" | 36.73+8.38 @ 185.80+18.41

(n=8)

L-karnitin | 115.95+15.52 @ | 28.74+4.58 " 187.21+14.99 2

(n=7)

p” 0.007 0.017 0.055

#: Kruskal wallis varyans analizi ile degerlendirildi.

a: Kontrole gdre karsilastirma, Mann-Whitney U testi ile dederlendirildi.

b: Diyabet grubuna gére karsilastirma, Mann-Whitney U testi ile dederlendirildi.
*: p<0.05, **: p<0.01.
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Sekil 15. Deney sonu kan glukoz diizeyi ile bobrek dokusu T-SH ve P-SH

arasindaki iligki.

Diyabet grubunun P-SH ortalamasinin 85.80+18.41 nmol/mg protein olup
kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir.
Ancak L-karnitin grubunun ortalamasinin kontrol grubuna goére anlamli derecede
(p<0.05) arttigi saptanmistir. Diyabet ve L-karnitin grubu arasinda anlamli bir fark

g6zlenmemisgtir.

42



Diyabet ve L-karnitin gruplarinda bdbrek AOPP dizeyleri sirasiyla
95.54+22.96 ve 96.06x12.51 nmol/mg protein olup kontrol grubu ile
karsilagtinidiginda her iki grubun degerlerinin istatistiksel olarak anlamli derecede
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (Tablo 10, Sekil 16). Bobrek AOPP
diuzeyi ile bobrek T-SH duzeyi arasinda pozitif bir iligki bulunmustur (r = 0.471,
p<0.05; sekil 17).

Diyabet grubunun bdbrek PC ortalamasinin 63.35£21.30 nmol/mg protein
oldugu ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede
(p<0.05) arttigi saptanmistir. L-karnitin grubunun boébrek dokusu PC ortalamasinin
kontrol grubuna gére anlamh bir farkh olmadigi, fakat diyabet grubuna gére anlaml
derecede azalmis oldugu (p<0.01) saptanmistir (Tablo 10, Sekil 18). Plazma tiyol
dizeyi ile bobrek PC duzeyi arasinda pozitif korelasyon saptanmistir (r = 0.465,
p<0.05, Sekil 19).

Tablo 10. Kontrol, diyabet ve L-karnitin gruplarinin bobrek dokusunda
AOPP ve PC duzeyleri (Ort+SD).

AOPP PC
Gruplar | (nmol/mg protein) | (hmol/mg protein)
Kontrol 55.86+15.18 26.66+£16.27
(n=5)
Diyabet | 95.54+22.96 @7 163.35421.30 ¥
(n=8)
L-karnitin | 96.06+12.51 " 126.52+12.11 °7
(n=7)
p# 0.008 0.009

#: Kruskal wallis varyans analizi ile degerlendirildi.

a: Kontrole goére karsilastirma, Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi.

b: Diyabet grubuna goére karsilastirma, Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi.
*: p<0.05, **: p<0.01.
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Sekil 19. Bobrek dokusu PC ve plazma tiyol arasindaki iligki.

Tam galigsma gruplarinda yer alan deneklerin her birinden elde edilen veriler
Tablo 11’de gorulmektedir.



Tablo11. Kontrol, diyabet ve L-karnitin gruplarindaki deneklerin her birinde saptanan deney baslangici ve sonundaki
kan glukozu, tam kan GSH, plazma tiyol, karaciger ve bobrek dokularinda T-SH, Np-SH, P-SH, AOPP ve PC

duzeyleri.

Kan Glukozu T~ | =
| (mgdi) 8| S5
Sl s o o e® | 5
| O = 2| o © O
o3 = el T %3 Eg T-SH . Np-SH . P-SH . AOPP . PC _
g % 8 E g £ = | (nmol/mg protein) | (hnmol/mg protein) | (hnmol/mg protein) | (hnmol/mg protein) | (nmol/mg protein)
o Karaciger | Bobrek | Karaciger | Bobrek | Karaciger | Bobrek | Karaciger | Bébrek | Karaciger | Bobrek
1 [114 110 42 11,88 |503,64 |84,61 73,42 139,60 23,08 |45,01 50,34 69,45 38,36 34,80 16,70
© |2 [109 [108 402,21 |527,76 |102,88 79,67 36,34 21,63 |66,54 58,04 |64,52 42,43 110,20 43,36
"g' 3 |64 126 4112,28 543,83 |148,38 100,21 | 46,62 25,08 |101,76 7513 179,59 58,71 |17,64 20,32
X |4 |66 127 44 12,49 366,99 |142,19 93,91 |46,91 25,01 [95,28 68,90 |113,91 73,93 19,43 44,36
5 |94 115 393,01 [439,33 [121,28 97,93 [50,32 28,71 70,96 69,22 |87,04 65,88 |24,20 8,57
1 1300 |408 38 |0,73 | 744,80 |139,46 148,28 29,12 35,78 110,34 112,50 | 124,37 90,49 [20,31 88,91
2 1343 |501 4310,81 1648,34 122,18 150,89 | 26,78 39,92 195,40 110,97 | 164,98 93,10 |33,67 83,97
- 3 |384 |552 352,11 |551,87 |122,26 123,33 21,83 39,14 100,43 84,19 131,17 61,46 |31,59 41,19
Q14 334 |500 40 1,19 447,37 | 141,65 123,90 | 18,91 51,44 [122,74 72,46 | 247,48 140,89 9,32 37,67
E 5 |305 |[464 40 [1,25 |559,91 |125,36 104,31 22,14 39,75 103,22 64,56 | 127,09 84,62 |41,66 81,26
6 |373 |549 38 |2,06 |680,49 |146,11 110,66 | 20,31 23,63 125,80 87,03 |64,81 87,85 128,09 44,05
7 1271|493 393,09 632,26 |117,23 102,39 29,49 36,24 87,74 66,15 85,09 111,64 | 11,87 76,05
8 |312 |502 43 12,64 495,60 |128,30 116,45 | 20,56 2791 |107,74 88,54 169,89 94,24 56,27 53,71
1 1401 |585 38 (1,68 624,22 |122,72 106,80 | 16,45 23,41 |106,27 83,39 |65,26 91,22 |12,36 17,90
c 2 |288 |403 351,43 |664,41 |124,45 106,31 | 14,90 21,59 |109,55 84,72 184,54 90,81 |7,64 48,76
% 3 |443 |501 38 2,63 |519,72 112,57 129,63 | 22,31 31,29 190,26 98,34 186,17 81,28 |17,06 30,69
sS4 (412 491 43 12,25 592,07 |145,44 133,71 | 26,04 30,09 |119,40 103,62 | 98,41 100,99 20,79 31,97
f 5 |432 |578 38 (1,42 |318,75 [139,28 107,05 |32,18 28,99 [107,10 78,06 98,07 86,94 18,28 17,90
6 |393 |600 41 12,25 |503,64 |134,69 132,49 | 24,84 31,62 109,85 100,87 | 85,98 102,20 9,39 25,62
7 1381 |[350 393,25 |608,14 |91,86 95,63 [11,59 34,19 180,27 61,44 |115,75 118,97 11,42 12,79
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TARTISMA

instlinin - mutlak  eksikligi veya sentez/salgi bozuklugu ya da
reseptor/postreseptdor diuzeyde etkisinin yeterli olmamasi sonucu ortaya g¢ikan
diabetes mellitus'ta karbonhidrat, protein ve lipid metabolizmalarinda bozukluklar
olusmakta ve hiperglisemi ile seyretmektedir. Diabetes mellitus yagsam boyu surekli
izlem ve tedavi gerektiren, akut ve kronik komplikasyonlari nedeniyle hastanin yasam
kalitesini duguren kronik metabolik bir hastaliktir. Diyabet; kronik komplikasyonlari
nedeniyle erigkinlerde gérme kaybinin, son dénem bdbrek yetmezliginin ve travma
disi alt ekstremite amputasyonlarinin en 6nemli nedenini olugtururken inme ve

kardiyovaskuler hastaliklarda da saglikli bireylere gore 2-4 kat artisa yol agmaktadir.

Deneysel diyabet gelistirmekte STZ vyaygin olarak kullaniimaktadir.
Calismamizda diyabet ve L-karnitin tedavi grubunun STZ uygulamasinin ardindan
72. saatte Olgulen kan sekeri duzeylerinin kontrol grubuna gore anlaml derecede
(her iki grup igin p<0.01) yuksek oldugu goruldu. Bu bulgumuz diyabet modelinin
basari ile gerceklestigini ve 50 mg/kg STZ dozunun yeterli oldugunu

desteklemektedir.

Diyabet gelismesinin ardindan iki haftalik tedavi slresinin sonunda diyabet ve
L-karnitin grubundaki sigcanlarin kan glukoz degerleri halen kontrol grubundakilere
gore anlamli derecede yuksekti (her iki grup igin p<0.01). Bununla beraber L-karnitin
grubunun 72. saatteki kan glukoz degerlerinin diyabet grubundakilere gbre daha
yuksek olmasina ragmen (p<0.05), deney boyunca L-karnitin grubunun kan glukoz

degerindeki degisim yuzdesinin diyabet grubuna gore daha dusuk (p<0.05) olmasi
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dikkat ¢gekmektedir. Bu bulgumuz L-karnitin uygulamasinin kan glukozundaki artisi
engelledigini gostermektedir. Migron ve ark. (49) yaptiklari ¢galismada tip 2 diyabetli
hastalarda glukoz oksidasyonun artigini ve karnitin kullanimin kontrol ve diyabetli
hastalarda glukozun depolanmasini arttirdigini bildirmislerdir. Ferrannini ve ark. (32)
da L-karnitin yuksekliginin non-oksidatif glukoz kullaniminda artisa yol agtigini
bildirmigtir.  Literatir bilgisi ve c¢alismamizin bulgulari 1s1dinda L-karnitin
uygulamasinin karbonhidrat metabolizmasinin duzenlenmesinde etkili oldugunu
soyleyebiliriz.

Diyabette glukoz dengesinde ve protein metabolizmasinda buyuk bozukluklar
meydana geldigi ve kronik hipergliseminin gesitli organlarin uzun donemde hasar
gormesi, fonksiyon kaybi ve yetersizlik gelismesiyle iligkili oldugu bildiriimektedir.
Yuksek kan glukoz duzeylerinde proteinler Maillard reaksiyonu ile glikasyona
ugramaktadir. Maillard reaksiyonunun erken fazinda stabil ketoaminler olan amadori
artnleri olusmakta, ara doénem fazinda bu amadori Urlnleri oksidasyon ve
dehidrasyon reaksiyonlari ile karbonil bilesiklerine pargalanmaktadir. Olugan karbonil
bilesikleri kaynaklandiklari sekerlerden daha reaktiftirler proteinlerin serbest amino
gruplari ile tekrar reaksiyona girerler. Maillard reaksiyonunun ge¢ donem fazinda ise
proteinlerdeki oksidasyon ve dehidrasyon ile AGE’ler olusur. ileri glikasyon son
Uriinleri proteinlerde kiimelesir, hasara yol acar. ileri glikasyon son Urinleri ile
degisiklige ugrayan proteinin intra ve inter-molekuler ¢apraz bagi artmakta, antijenik
Ozellikleri degismektedir. Diyabette artmis olan oksidatif stres vicudun dogal
antioksidan kapasitesini asmakta ve protein oksidasyonuna, protein karbonil
bilesiklerinin, AOPP olusmasina yol agcmaktadir. Okside proteinlerde proteolize
yatkinhk ve normal fonksiyonda azalma meydana gelir. Proteinlerde vyapisal
degisiklige yol acan baslica mekanizmalar PC olusumu ile sonuglanan protein
oksidasyonu, tiyol gruplarinin kaybi, disulfit baglarinin kopmasi, AOPP olusumu
olarak siralanmaktadir (24,50). Diyabetin komplikasyonlarinda gorulen yapisal doku
degisikliklerinden proteinlerdeki hasar sorumludur (50,51). Oysa diyabetik hastalarda

bagli protein hasarini irdeleyen galisma sayisi oldukga kisithdir.

Her protein benzersiz bir Gg-boyutlu yapiya sahiptir. Disulfit baglari protein
molekulinun Ug¢ boyutlu yapisinin olusmasina ve dayanikhligina katkida bulunur. Bir
disulfit bagi iki sistein kalintisinin -SH gruplarinin sistin kalintisi olusturacak sekilde

kovalent olarak baglanmasi ile olusur. Bdyle guclu kovalent baglarin proteinlerin
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ekstraselliler ortamda denatlire olmalarini 6nledigi dusiunilmektedir (52). Birgok
proteininin islevini yerine getirmesi diger molekullerle geri donusumlu olarak
baglanmasini gerektirir. Bir protein tarafindan baglanan molekdullere ligand adi verilir.
Ligandi baglayan yerlerde baglanma yeri olarak adlandirilir (53). Kan ve dokudaki
redoks degisimleri proteinlerin sistein kalintilari ve disllfit baglarn gibi redoks
degisimlerine hassas bolgelerini etkilemektedir. Oksidasyona ugrayan proteinlerde
disulfit baglarinin kirilmasi, sistein kalintilarinin oksidasyonu ve yanlis yeni disulfit
baglarinin olusumu s6z konusudur. Tum bu degisiklikler proteinin U¢ boyutlu
yapisinin bozulmasina yol agar. Tersiyer yapinin bozulmasi proteinin proteolize ve
oksidatif hasara yatkinh@ini arttirir. Ayrica tersiyer yapinin bozulmasi ile ligand ve
allosterik baglanma bodlgelerinin de geometrisi dedismekte ve proteinler iglevlerini

kaybetmektedir.

Calismamizda kan ve dokudaki redoks degisimini gostermek igcin plazmada
tiyol, karaciger ve bobrek dokusunda T-SH, redoks degisimine karsi savunmayi
gostermek igin tam kanda GSH ve dokuda Np-SH Olgumleri yapildi. Dokudaki
proteinlerin oksidatif stresten etkilenme duzeylerinin gdstergesi olarak da P-SH,
AOPP ve PC seviyeleri tespit edildi.

Plazma tiyol dizeyinin diyabetik sicanlarda artmis olmasi (p<0.05) dolagsimda
redoks durumunun degistigini gostermektedir. Redoks degisimine karsi savunmada
en onemli bilesen olan GSH ise tam kanda diyabetik grupta kontrollere gore azalmig

olmasina ragmen bu azalig istatistiksel olarak anlamli degildir.

Doku T-SH duzeylerinin kontrol grubuna goére diyabetik grubun karaciger
dokusunda 1.09, bobrek dokusunda ise 1.38 kat arttigini saptadik. Bobrek
dokusundaki artis istatistiksel olarak anlaml idi (p<0.01). Bu bulgumuz diyabetik
sicanlarin  bobrek dokusundaki redoks degisiminin daha buyuk oldugunu
gOstermektedir. Kayali ve ark. (54) plazma T-SH seviyelerinin akut ve kronik
diyabetik siganlarda kontrol grubuna gore yukseldigini bildirmiglerdir. Kayali ve ark.
(55) bir bagka galismalarinda STZ ile diyabet edilmis sicanlarin karaciger dokusunda
oksidatif protein hasarina bagl olarak T-SH dizeylerinin kontrol grubuna goére
degismedigini bildirmiglerdir. Telci ve ark. (50) da tip 1 diyabetik hastalarda oksidatif
protein hasarini incelemigler ve diyabet grubunun plazma T-SH dizeylerinin kontrol

grubuna gore degismedigini bildirmislerdir.
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Deproteinize doku homojenatlarinda olgllen Np-SH’a katkida bulunan
bilesenler —SH grubu iceren serbest amino asitler ve GSH’dir. GSH yapisindaki
sistein kalintisinin igerdigi tiyol grubu araciligi ile hucre iginde redoks potansiyeli
yuksek bir ortam saglayarak, hicreyi oksidatif hasarlara karsi korur (28). Hicre igi
redoks degisiminde hizla tiketilmekte ve gerek glutatyon sentaz gerekse glutatyon
reduktaz enzimlerinin aktivitesi ile hizla yeniden Uretilmekte veya yenilenmektedir.
Diyabetik siganlarda kontrollere gore karaciger dokularinda Np-SH duzeylerinin
azalmigken (p<0.05) bdbrek dokularin da ise artmis (p<0.01) oldugunu saptadik.
Bobrek dokusunda redoks degisiminin daha bulylk oldugunu gdsteren bulgumuz ile
beraber Np-SH dizeyindeki artisin GSH'In hizli tlketilmesine reaksiyon olarak
yeniden dretime ve/veya yenilenme reaksiyonlarinin artmis olabilecegini
dusunmekteyiz. Dinger ve ark. (56) yaptiklari ¢calismada STZ ile deneysel diyabet
geligtirilen sicanlarda glutatyon rediktaz aktivitesinde artis oldugunu bildirmislerdir.

Bu calisma Np-SH dizeyinin artisi ile ilgili savimiz destekler niteliktedir.

Calismamizda diyabetik sigcanlarin karaciger ve bodbrek dokularinda
proteinlerdeki serbest —SH grup miktarinin ve proteinlerin dokudaki redoks
degisiminden etkilenme siddetinin gostergesi olan P-SH dizeylerinin kontrol grubuna
gore arttigini, bu yikselisin karacigerde istatistiksel olarak anlamli oldugunu (p<0.05)
saptadik. Doku P-SH duzeylerindeki artisin proteinlerdeki disulfit baglarinin kirllmasi
sonucu —SH gruplarinin serbest kalmasi nedeniyle oldugunu dusunmekteyiz. Bu
bulgumuza dayanarak karaciger dokusundaki proteinlerin katlanmalarin acildigini,
tersiyer yapilarinin bozuldugunu ve iglevlerinde kayip olabilecegini soyleyebiliriz.
Karaciger dokusunda Np-SH azalmasinin P-SH artisi ile negatif korelasyon (p<0.05)
gOstermesi proteinlerin redoks degisimlerinden korunmasinda Np-SH dizeyinin
onemli oldugunu goéstermektedir. Streptozotosin ile diyabet olusturmus hayvanlarda
P-SH, Np-SH duzeyine bakilmis calismaya rastlamadik. Register ve ark.(57) farkh
yollarla oksidatif stres olusturulmus deneklerde Np-SH duzeylerinin azaldigini, P-SH
dizeylerinin ise arttigini belirtmislerdir. Bu da bizim sonuglarimizi destekler

niteliktedir.

Bobrek dokusunda redoks degdisiminin karaciger dokusuna gére daha fazla
olmasina ragmen diyabetik sicanlarda P-SH miktarindaki artisin anlamh dizeyde

olmamasi bdbrekte proteinlerin hlcre i¢i redoks degisiminden kismen korunmus
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oldugunu disundirmektedir. Diyabetik sicanlarin bobrek dokusunda gorilen Np-SH

artisinin bu korumada rolu olabileceg@ini dusunmekteyiz.

Bunun yani sira galismamizda deney sonundaki kan glukozu duzeylerinin
bobrek dokusu T-SH duzeyi ile pozitif (p<0.01) iligkili oldugu gorulmagtir. Ayni
zamanda karaciger ve bobrek dokusu P-SH duzeyleri ile de pozitif (sirasiyla p<0.05
ve p<0.01) iligkili oldugu go6zlenmistir. Bu sonu¢ diyabette hicre igi redoks
degisiminde ve bu degdisimin proteinleri etkilenmesinde artmig kan glukoz duzeyinin
roli oldugunu disundurmektedir. Bu bulgumuz hipergliseminin ¢esitli organlarin uzun

dénemde hasar gormesindeki rolline bir agiklama getirmektedir.

Literatirde AOPP ve PC duzeylerinin 6lgimU en guvenilir protein oksidasyonu
parametreleri olarak kabul edilmektedir. Calismamizda AOPP ve PC dizeylerine
baktigimizda diyabet grubunun karaciger dokusunda hem AOPP hem de PC
dizeylerinin tGm gruplarin icinde en yuksek degere sahip olmasina (Tablo 8) ve
kontrol grubuna gore sirasiyla 1.53 ve 1.51 kat kadar artmis olmasina ragmen kontrol
grubu ile arasindaki farkin istatistiki olarak anlamh olmadigi saptadik. Karaciger
dokusu AOPP ve PC duzeylerinde bariz bir artis gdzlenmesine ragmen bunun
anlamli bulunmamasi gruplarimizda bulunan denek sayisinin azligi, veri dagiliminin
genis olmasi nedeniyle olabilir (Sekil 13 ve 14). Ayrica, PC ve AOPP diyabetin ileri
donemlerinde artan parametrelerdir. Calismamizin kisa sureli bir galisma olmasi da
karacigerde anlamli bir artis gérmememizin nedeni olabilir.

Diyabetik sicanlarin bobrek AOPP ve PC duzeylerinin sekil 16 ve 18de
goéruldugu gibi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede arttigi
sirasiyla 1.71 ve 2.38 katidir. Kayali ve ark. (55) yaptigi ¢alismada STZ ile diyabet
geligtirlen sigcanlarda pankreas, kas, karaciger ve bobrekten elde edilen mitokondri
franksiyonlarinda AOPP ve PC dizeylerinde kontrol grubuna gére anlamli bir fark
bulunmadigini gostermiglerdir. Kayali ve ark.(54) deneysel olarak olusturulmus kronik
diyabette ise PC ve AOPP duzeylerinin akut diyabet ve kontrol grubundaki
hayvanlara goére anlamli derecede artis oldugunu bildirmislerdir. Cakatay (58) da
glisemik kontrolu iyi olmayan tip 2 diyabetli hastalarda, glisemik kontrolu iyi olanlara
gore AOPP ve PC duzeylerinin arttigini bildirmiglerdir. Plazma tiyol ile bobrek dokusu
PC duzeyleri arasinda ve bdbrek dokusu T-SH ile AOPP duzeyleri arasinda pozitif
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(her ikisi icin p<0.05) iligkilerin bulunmasi dolagimdaki ve bobrek dokusundaki redoks

degisiminin protein oksidasyonunda rolu olabilecegini dusundurmektedir.

Diyabetik sigcanlarin kontrol grubuna gore karaciger ve bodbrek dokularindaki
T-SH, AOPP ve PC artis oranlarina bakildiginda bobrekteki oranlarin daha c¢ok
oldugu goérulmektedir. Karaciger dokusuna gore bobrek dokusunda redoks degisim
orani ve protein oksidasyon orani daha yuksektir. Bu bulgular diyabetin hasar
olusturdugu organlarin basinda bdbreklerin oldugu bilgisini desteklemektedir.
GuUnumuzde diyabet hastalarinin yaklasik %30-40'iInda goérinen nefropati diyabetin
en oOnemli komplikasyonlari arasinda godsteriimektedir ve son ddénem bdbrek

yetmezliginin en dnemli nedeni diyabettir.

L-karnitin uygulamasinin diyabetik gruba gore tam kan GSH duzeyinde artisa,
plazma tiyol duzeyinde ise azalisa yol acgtigi ancak bu degisikliklerin istatistiksel
olarak anlamli olmadidi saptanmistir. L-karnitin uygulamasi ile karaciger ve bdbrek
dokusunda T-SH dulzeylerinin diyabetik gruba gére azaldigi ancak bu degisimin de
istatistiksel olarak anlamli olmadigi gorulmustur. Bobrek dokusundaki T-SH duzeyi
L-karnitin uygulanan si¢anlarda kontrol grubuna goére yuksekti (p<0.05). Bu bulgular
L-karnitinin dolasim ve hiucre i¢i redoks degisimine etkili olmadigini

dusundurmektedir.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda L-karnitin grubunun karaciger dokusu
Np-SH duzeylerinin anlamli derecede azaldigi (sekil 11,a) P-SH duzeylerinin ise

arttigi (her ikisi igin; p<0.05) gdértulmustur (sekil 11,b).

Bobrek dokusunda ise L-karnitin uygulamasinin Np-SH dizeylerinde diyabetik
gruba gore azalisa, bununla beraber P-SH dizeyinde ise kontrol grubuna gore artiga
bulgularimiz kisa dénem L-karnitin uygulamasinin proteinlerin disulfit baginin
korunmasinda etkili olmadigini hatta diyabetik siganlarin bobrek dokusunda
gozlemledigimiz reaktif Np-SH artisini engelleyerek bobrek dokusundaki kismi
protein korumasini da ortadan kaldirdigini  dusundurmektedir.  L-karnitin
uygulamasinda ulastigimiz bu sonug¢ dolasim ve hucre i¢i redoks degisimlerine

L-karnitinin etkili olmamasindan kaynaklaniyor olabilir.
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Karaciger dokusu AOPP ve PC dizeylerinin diyabetik gruba goére L-karnitin
uygulanan siganlarda azaldii goértlmektedir. Ancak AOPP dlzeyindeki azalma
diyabetik grubun 1.40 kati kadar olmasina ragmen istatistiksel olarak anlaml
dizeyde bulunmamigtir. Daha 6nce de belirttigimiz gibi bunun nedeni gruplardaki
denek sayilarinin azhigi velveya verilerin dagilimindaki sagilma olabilir. PC

dizeyindeki azalma ise diyabetik grubun 2.34 katidir (p<0.05).

Diyabetik gruba gore L-karnitin uygulanan siganlarda bobrek dokusu AOPP
dizeyinde degisiklik gozlenmezken PC duzeylerinin 2.39 kat azaldigi (p<0.01)
gorulmektedir. L-karnitin uygulanan siganlarda bobrek dokusu AOPP duzeyleri

kontrol grubuna goére anlamli derecede yuksek dizeydedir (p<0.01).

L-karnitin uygulamasinin karaciger dokusunda hem AOPP hem de PC
dizeylerinin azalmasina yol agarken, bobrek dokusunda sadece PC duzeyinde
azalisa yol agmasi proteinleri oksidasyondan korumakta karaciger dokusunda daha
etkili oldugunu gostermektedir. Bobrekte etkisinin daha az olusu diyabetin bobrek
dokusundaki proteinlerde olusturdugu hasarin bayuklugunun ¢oklugundan olabilecegi
gibi, L-karnitinin temel olarak yag asidi p-oksidasyonundaki dizenleyici rolinden
kaynaklanabilir. Karaciger dokusunda bobrege gore daha buydk oranda
B-oksidasyon gerceklesmektedir. L-karnitin uygulamasi ile uzun zincirli yag asitlerinin
mitokondriye tasinmasinin gerceklesmesi, sitoplazmada birikmelerini ve diyabetteki
artmis olan radikal hasarindan korunmalarini saglamis olabilir. Lipidlerin oksidatif
hasardan korunmasi protein oksidasyonunun onlenmesinde Onemli bir rol
oynayabilir. Lipid peroksidasyonu ile protein oksidasyonunun iligkisinin gosterilmesi

agisindan yeni ¢alismalarin yapilmasi gereklidir.

L-karnitin  uygulamasinin  proteinlerin redoks degisiminden etkilenme
goOstergesi olan P-SH dlzeylerinde diyabetik gruba gore farklilik olusturamamasina
ragmen proteinlerin oksidatif hasar derecesini gosteren AOPP ve PC duzeylerinde

azalmayi saglayabilmesi L-karnitinin etki mekanizmasindan kaynaklaniyor olabilir.

Sonug olarak STZ ile olusturulmus diyabet modelinde 500 mg/kg L-karnitinin
15 gun boyunca uygulamasinin proteinleri oksidatif hasardan korumakta kismen
basarili oldugunu, redoks degisimlerinden etkilenmesini ise engelleyemedigini

sOyleyebiliriz. Farkli dozlarda ve daha uzun surelerde L-karnitin uygulamasinin

53



diyabetik sicanlarda protein oksidasyonun etkisini gosteren yeni ¢aligmalar ihtiyag
oldugunu ve ayrica proteinlerde tam bir koruma saglanabilmesi i¢cin mutlaka redoks
degisimine etkili baska bir ilagla beraber kullaniminin arastirimasi gerektigini

soyleyebiliriz.



SONUGCLAR

Diyabette oksidatif aktivitenin asiri artisi vicudun dogal antioksidan

kapasitesini asmaktadir. Diyabette protein metabolizmasinda buyuk bozukluklar

meydana geldigi bildiriimektedir.

Streptozotosin ile diyabet gelistirdigimiz calisma gruplarimizda olusan oksidatif

stresi ve L-karnitin tedavisinin etkisini karaciger, bobrek, tam kan ve plazma Uzerinde

yaptigimiz calismalarla degerlendirdik. L-karnitinin protein oksidasyonunu Uzerine

etkisini tespit etmeyi hedefledik. Bu amagla karaciger ve bdbrek dokularinda T-SH,
Np-SH, P-SH, PC ve AOPP; tam kanda GSH, plazmada tiyol diizeylerine bakilan

calismamizda elde edilen sonuglar sunlardir:

1.

Streptozotosin uygulanan siganlarda 72. saatte Olgulen kan glukoz
degerleri kontrol grubuna gore yuksekti. Bu bulgu diyabet modelinin basari
ile gerceklestigini gostermektedir.

L-karnitin uygulanan sigcanlardaki deney sonunda baslangigtaki degere
gore kan glukoz degdisim oraninin tedavi verilmeyen diyabetik gruptakine
gbre dustk oldugu goéruldd. Bu bulgu L-karnitinin glukoz kullanimini
arttirdigini dusundtrmektedir.

Kontrol, diyabet ve L-karnitin gruplari tam kan GSH duzeyleri arasinda fark
gOrulmedi.

Diyabet grubunda plazma tiyol diuzeyi kontrol grubuna gore yuksek oldugu,
L-karnitin uygulamasinin plazma tiyol dizeyinde diyabetik gruba gore bir
degisiklik olugturmadigi gorulda.

Kontrol, diyabet ve L-karnitin gruplarinin karaciger T-SH duzeyleri arasinda

fark gortlmedi.
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10.

11.

12.

13.

14.

Diyabet ve L-karnitin gruplarinin karaciger Np-SH duzeylerinin kontrol
grubuna gore dusuk oldugu goruldd. Bunun yani sira korelasyon analizinde
deney sonu kan glukoz duzeylerinin karaciger Np-SH duzeyleri ile negatif,
P-SH duzeyleri ile pozitif iligki goruldd. Bu bulgu hipergliseminin protein
oksidasyonunda roll olabilecegini disundUirmektedir.

Diyabet grubu ile L-karnitin grubunun karaciger dokusu P-SH dizeyinin
kontrol grubuna gore yuksek oldugu, ayni zamanda karaciger dokusu P-SH
dizeyinin karaciger T-SH duzeyi ile pozitif, tam kan GSH ve karaciger
Np-SH duzeyleri ile ise negatif iligkili oldugu goéraldu.

Diyabet grubunun karaciger AOPP dilzeyinin tim gruplarin icinde en
yuksek olmasina ve L-karnitin grubunda diyabet grubuna gore dusus
g6zlenmesine ragmen istatistiksel olarak anlamli farkhliklar olmadigi
gOrulmustar.

Diyabet grubunun karaciger PC ortalamasi da kontrol grubuna goére
yukselmis olmasina ragmen bu yukselisin istatistiksel olarak anlamh
olmadigi, L-karnitin grubunun karaciger PC duzeyi diyabet grubuna gore
dusuk olmasi dikkati gekmekteydi. L-karnitin uygulamasinin PC olusumunu
engelledigini gostermektedir.

Diyabet ve L-karnitin gruplarinda bobrek T-SH duzeyleri kontrol grubuna
gbre yuksekti. Redoks degisiminin onlenmesinde L-karnitinin etkisinin
olmadigini géstermektedir.

Deney sonu kan glukoz dizeyi ile bébrek T-SH ve P-SH dlizeyleri arasinda
gorulen pozitif iligki hipergliseminin protein oksidasyonunda rolu
olabilecegini dusundurmektedir.

Diyabet grubunun bobrek Np-SH dizeyi kontrol grubuna goére yuksekti.
L-karnitin grubu Np-SH ortalamasinin kontrol grubu ile arasinda fark
olmadigi fakat diyabet grubuna gore dugsuk oldugu gorulda.

L-karnitin grubunun P-SH dizeyinin kontrol grubuna goére yuksek oldugu
dikkati cekmekteydi. Redoks degisimlerinin proteinleri etkilemesi
konusunda L-karnitinin koruyucu etkili olmadigini gostermektedir.

Diyabet ve L-karnitin gruplarinda bobrek AOPP duzeyleri kontrol grubuna
gore yuUksekti. Bobrek AOPP duzeyi ile bobrek T-SH dizeyi arasindaki

pozitif korelasyon goruldu.
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15.  Diyabet grubunun bébrek PC dizeyi kontrol grubundan yuksekti. L-karnitin
grubunun bdébrek dokusu PC dizeyinin diyabet grubuna goére dusik ve
plazma tiyol duzeyi ile bobrek PC duzeyi arasinda pozitif iligki oldugu

goralda.
Sonug olarak bulgularimiz STZ ile gelistirilen diyabet ile protein oksidasyonunun

arttigini  gostermektedir. L-karnitin  kullaniminin  protein  oksidasyonun bazi

parametrelerini etkiledigi ancak bu etkilerin dokudan dokuya degistigini sdyleyebiliriz.
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OZET

Bu calismada, streptozotosin (STZ) ile diyabet olusturuimus siganlarda
L-karnitinin tam kan, plazma, karaciger ve bdbrek dokularinda protein oksidasyonu
ve antioksidan sisteme ait bazi parametrelere etkisi arastiriimistir. Calismada 20 adet
Wistar sigan ortalama agirliklari esit olacak sekilde 3 gruba ayrildi. Grup 1 kontrol
(n=5), grup 2 diyabet (n=8), grup 3 L-karnitin (n=7) olarak belirlendi. Deneysel
diyabet, grup 2 ve 3’teki siganlara intraperitoneal olarak 50 mg/kg STZ enjeksiyonu
ile olusturuldu. Enjeksiyondan 72 saat sonra grup 3’teki si¢ganlara 15 gun sureyle
L-karnitin (500 mg/kg/gun) intraperitoneal olarak verildi. Tam kanda GSH, plazmada
tiyol, karaciger ve bobrek doku homojenatlarinda protein oksidasyonun gostergesi
olan total-SH, non-protein-SH, protein-SH, ileri oksidasyon protein Urlnleri, protein
karbonil degerleri dlgUlmustur.

Diyabetik grupta grup 1'e goére karaciger dokusu non-protein-SH azalirken,
protein-SH artis gostermisti (her ikisi p<0.05). Bobrek dokusunda ise grup 3’e grup
1’e gore total-SH, non-protein-SH, ileri oksidasyon protein Grlnleri ve protein karbonil
dizeyleri artmisti. Bunun yani sira kan glukozu dlzeyi ile karaciger non-protein-SH
dizeyi arasinda negatif, total-SH duzeyi arasinda ise pozitif, bobrek total-SH ve
protein-SH diuzeyleri arasinda pozitif iligkiler gdozlenmistir. Grup 3’Un grup 2’ye gore
karaciger ve bobrekte protein karbonil dizeylerinin azaldigi gérulda.

Sonu¢ olarak bu cgalismada L-karnitinin diyabetik siganlarda doku redoks
degisimini  etkilemedigi, proteinlerin  redoks  degisiminden  etkilenmesini

engelleyemedigi, ama protein karbonil olusumunu Onleyerek proteinleri oksidatif
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hasardan kismen korudugu gorulmustir. Ancak bu etkiler dokudan dokuya

degismektedir.

Anahtar Kelimeler: Diabetes mellitus, L-Karnitin, Glutatyon, Total-SH, Non-Protein-

SH, Protein-SH, ileri Oksidasyon Protein Uriinleri, Protein Karbonil.
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THE EFFECTS OF L-CARNITINE ON PROTEIN OXIDATION OF
STREPTOZOTOCN-INDUCED DIABETIC RATS
SUMMARY

Aim of this study, effects of L-carnitine on protein oxidation and antioxidant
system parameters of whole blood, plasma, liver and kidney tissues of
streptozotocin-induced diabetic rats were investigated. During this work 20 Wistar
rats were divided into three groups keeping their weights equal, namely, group 1
control (n=5), group 2 diabetes (n=8) and group 3 L-carnitine (n=7). Experimental
diabetes was induced in group 2 and 3 rats by the intraperitoneal injection of 50
mg/kg STZ. 72 hours after the injection, L-carnitine (500 mg/kg/day) were injected to
group 3 rats for 15 days. After that plasma thiol, whole blood glutothione, total-SH,
non-protein-SH, protein-SH, advanced oxidation protein products, and protein
carbonyl levels were measured in tissue homogenates of kidney and liver.

In group 2, a decrease was observed in liver tissues non-protein-SH while
there was an increase in the level of protein-SH as compared with group 1 (p<0.05,
for both). In kidney tissue; on the other hand, the levels of total-SH, advanced
oxidation protein products, and protein carbonyl increased, in comparison to group 2.
In addition to this, it was seen that blood glucose had a negative relationship with
liver non-protein-SH, a positive relationship with liver total-SH, and another positive
relationship with kidney total-SH and protein-SH. Protein carbonyl level in both liver

and kidney was seen to decrease in group 3, when compared to Group 2.
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As a result, in this study it was established that L-carnitine does not affect
redox change in tissues of diabetic rats, that it could not prevent proteins from being
affected by redox change while it protected proteins from oxidative damage avoiding

carbonyl formation. But these effects vary from tissue to tissue.

Key Words: Diabetes Mellitus, L-Carnitine, Glutathione, Total-SH, Non-protein-SH,
Protein-SH, Advanced oxidation protein products, Protein carbonyl.
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RESIMLEMELER LIiSTESI

Sekiller Sayfa no
1. Protein karbonil olugsumuna yol agan primer modifikasyon reaksiyonlari. 9
2. Peptid baginin diamid(a) ve a-amidasyon(b) metabolik yollari ile ayrilmasi. 10
3. Amadori Urind olusumu. 19
4. Streptozotosin. 21
5. Glutatyon standart grafigi. 25
6. Tiyol standart grafigi. 26
7. Total-SH standart grafigi. 27
8. Np-SH standart grafigi. 28
9. Protein standart grafigi. 30
10. Lowry yontemine gore Protein standart grafigi. 32
11 Karaciger dokusu Np-SH(a) ve P-SH(b) dlzeyleri. 37
12. Deney sonu kan glukoz dizeyi ile karaciger dokusu Np-SH ve P-SH 38
duzeyleri arasindaki iligki.

13. Karaciger dokusu AOPP duzeyleri. 40
14. Karaciger dokusu PC duzeyleri. 40
15. Deney sonu kan glukoz dizeyi ile bébrek dokusu T-SH ve P-SH 42

arasindaki iligki.
16. Bobrek dokusu AOPP duzeyleri. 44
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17. Bébrek dokusu T-SH ve AOPP arasindaki iligki.
18. Bébrek dokusu PC duzeyleri.
19. Bobrek dokusu PC ve plazma tiyol arasindaki iligki.

Tablolar

1. Reaktif oksijen bilesikleri.

2. Serbest oksijen radikallerinin canli organizmadaki kaynaklari.

3. Oksidasyona yatkin olan amino asitler ve oksidasyon Urunleri.

4. Diabetes mellitusun etyolojik siniflamasi.

5. Kontrol, diyabet ve L-karnitin gruplarinin deney baglangicinda ve sonunda
kan glukoz degerleri, deney suresince kan glukozundaki degisim yuzdesi.

6. Kontrol, diyabet ve L-karnitin gruplarinin tam kan GSH ve plazma tiyol
degerleri.

7. Kontrol, diyabet ve L-karnitin gruplarinin karaciger T-SH, P-SH, Np-SH
degerleri.

8. Kontrol, diyabet ve L-karnitin gruplarinin karaciger dokusunda AOPP ve
PC duzeyleri.

9. Kontrol, diyabet ve L-karnitin gruplarinin bébrek T-SH, Np-SH veP-SH
degerleri.

10. Kontrol, diyabet ve L-karnitin gruplarinin bobrek dokusunda AOPP ve PC
duzeyleri .

11. Kontrol, diyabet ve L-karnitin gruplarindaki deneklerin her birinde
saptanan deney baslangici ve sonundaki kan glukozu, tam kan GSH,
plazma tiyol, karaciger ve bobrek dokularinda T-SH, Np-SH, P-SH, AOPP ve
PC duzeyleri.
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