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OZET

Semin P. STZ Diyabetik Hayvanlarda L- Karnitinin Dogal Oldiiriicii Hiicreler Uzerine
Etkisi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Deneysel Tip Arastirma
Enstitiisii, Immiinoloji AD. Yiiksek Lisans Tezi. istanbul. 2014.

Diabetes mellitus (DM); insiilin hormonunun yoklugu, yetersizligi ya da asiri
tretiminden dolayr glikozun hiicreler tarafindan kullanilamadigi multisistem bir
hastaliktir. Immiin mekanizmalar, genetik yatkinlik, enfeksiyonlar ve cevresel
faktorlerin tip 1 diyabet patogenezinde ilisigi oldugu gosterilmistir.

Hayvan modellerinde ve aym1 zamanda insanlarda tip 1 diabetes mellitus
(TIDM) patogenezinde immiin sistemin roliinii aciklamaya yonelik cok sayida
calismada Langerhans pankreatik adaciklarinda insiilin iireten f hiicrelerinin otoimmiin
harabiyeti goriilmektedir. Diyabetin immiinopatogenezinde NK hiicreleri ile ilgili
bulgular c¢eliskilidir.

Karacigerde lizin ve metiyonin aminoasitlerinden yapilan L-karnitin, yag
dokusunda enerji iiretimi icin gerekli bir aminoasit tiirevidir. Insiilin duyarliigini ve
glikozun periferik dokular tarafindan kullanimini arttiran L-karnitinin eksikliginde
glikoz kullanimi iyice bozulmakta ve diyabetin kontrolii zorlagsmaktadir. L-karnitin
metabolizmas1 iizerine yapilan c¢alismalarda plazma diizeyleri normal veya diisiik
saptanmistir.

Calismamizda, STZ diyabetik sicanlarda L-karnitinin NK hiicreleri lizerine etkisi
arastirlmigtir. Bu amacla 1) saglikli kontroller, 2) sadece STZ uygulanan, 3) yalmiz L-
karnitin, 4) STZ + L-karnitin, 5) STZ uygulandiktan sonra L-karnitin verilen ve 6) L-
karnitin verildikten sonra STZ uygulanan si¢anlarin kalplerinden alman periferik kan
ornekleri flow sitometrik yontemle incelenmistir. Hiicre yiizey molekiil ekspresyonlari
(CD3, NKR-P1A-CD161), PMA uyarimli ve uyarim olmayan kosullarda hiicre i¢i IFN-

v ve IL-10 seviyeleri flow sitometri ile tespit edilmistir.

Uyarm olmayan durumda gruplar birbirleri ile karsilastirildiginda CD3°CD161*
NK hiicrelerinin, STZ sonras1 L-karnitin verilen hayvanlarda, sadece STZ ve L-karnitin
sonrast STZ uygulanan gruplara gore anlamh derecede artis gosterdigi saptanmustir.
Sitokin salinimi agisindan degerlendirildiginde genel olarak L-karnitin uygulamasmin
IFN-y icerigini arttirdig1 buna karsilik IL-10 icerigini azalttig1 goriilmstiir. Bulgularimiz
L-karnitininin IFN-y salgilayan NKI tipi hiicreleri arttirarak diyabet patogenezinde rol
oynayabilecegini desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: Dogal Oldiiriicii Hiicreler, Diyabet, L-karnitin, Sican, STZ

Bu cahsma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 30232
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ABSTRACT

Semin P. The effect of L-carnitine on natural killer cells in STZ diabetic animals.
Istanbul University, Institute of Health Science, Department of Immunology. Graduate
Thesis. Istanbul. 2014.

Diabetes Mellitus (DM) is a multi-systemic disease that the cells have fail to
uptake of glucose because of deficiency, absence or overproduction of insulin. Genetic
predisposition, immune mechanisms, infections and environmental factors are shown to
be involved in pathogenesis of type-1 diabetes.

In animal models as well as in humans, studies investigating immune system
contribution in tip 1 diabetes mellitus (T1DM) revealed autoimmune destruction of
Langerhans islet insulin-producing beta-cells. NK-cell contribution to DM pathogenesis
is controversial.

L-carnitine is an amino acid derivate produced in liver from lyzin and metionin
and is required for energy production in fat tissue, and increases insiilin sensitivity and
utilization of glucose by peripheral tissues. L-carnitine deficiency destroys utilization of
glucose and complicates diabetes control. A number of studies in diabetics showed
normal or decreased plasma levels of L-carnitine.

In our study, effects of L-carnitine on NK cells were investigated in STZ-diabetic
rats. With this aim, formed groups were; 1) healthy controls, 2) STZ only, 3) L-carnitine
only, 4) STZ together with L-carnitine, 5) L-carnitine after STZ and 6) STZ after L-
carnitine. Peripheral blood was collected from the hearts of rats. Cell-surface molecule
expression levels of CD3, NKR-P1A-CDI161a, as well as intracellular IFN-y and IL-10
levels were investigated by flow cytometry.

CD3'CD161" NK cell levels were significantly increased in animals who received
L-carnitine after STZ in comparison with only STZ and STZ after L-carnitine groups.
L-carnitine administration is shown to increase IFN-y content while IL-10 was
decreased. Our findings suggest increase of NK1 cells with increased IFN-y production
in response L-carnitine, which may have a role in pathogenesis of diabetes.

Key Words: Natural killer cells, Diabetes, L-carnitine, rats, STZ
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1. GIRIS VE AMAC

Tip 1 diabetes mellitus (DM) ¢ocukluk yas grubunda sik goriilen, T hiicrelerinin
aracilik ettigi, insiilin tiretiminde gorev alan pankreas [ hiicrelerinin otoimmiin veya
otoimmiin dis1 nedenlerle haraplanmasi sonucu gelisen, insiilopeni ve hiperglisemi ile
karakterize kronik metabolik bir hastaliktir (1).

Immiin mekanizmalarm, genetik yatkinlik ve cevresel faktorlerin tip 1 diyabet
patogenezi ile iliskili oldugu gosterilmistir (2). Immiin sistemin, deneysel hayvan
modellerinde oldugu gibi insanlarda da tip 1 diabetes mellitus (IDDM) patogenezinde
rol oynadigin1 kanitlar yeni bulgular vardir (2, 3) ve Langerhans pankreatik
adaciklarinda insiilin iireten B hiicrelerinin otoimmiin harabiyeti goriilmektedir.
Hastaligin baslangic mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte deneysel hayvan
modelleri ve insan ¢aligmalarindan elde edilen bulgular, adacik hiicre harabiyetinin CD4
ve CD8 T hiicreleri, B lenfositleri, makrofajlar ve dentritik hiicreler gibi immiin sistem
hiicrelerinin pankreasa infiltrasyonu sonucu gelistigini gdstermektedir (2). Otoreaktif T
hiicreleri otoimmiin diyabette en 6nemli efektor hiicrelerdir ve B hiicrelerinde apoptozisi
indiiklemektedirler (4, 5). Dogal immiinitenin elemani olan dogal oldiiriicii (natural
killer-NK) hiicreler, kemik 1ligi kokenli, biiyiikk graniillii lenfositlerdir. Patojenler ve
tiimorlere karsi spontan litik aktivite gosteren NK hiicreleri periferik kan lenfositlerinin
% 5-15’ini olusturur ve karaciger, peritoneal kavite, plasenta gibi periferik dokularda
bulunurlar (6). Aktive NK hiicreleri litik aktivitelerini perforin ve granzimin ekzositozu
ile hedef hiicrelerin apoptozunu uyararak gerceklestirirler. Bu esnada interferon-gamma
(IFN-y), timor nekroz faktdr (TNF), graniilosit makrofaj koloni stimiile edici faktor
(GM-CSF), interlokin 10 (IL-10) gibi proenflamatuvar sitokinleri sekrete ederler (7).

In vitro sartlarda belirli tiimor hiicrelerini 6ldiirme yetenegine sahip olan NK
hiicrelerinin in vivo deplesyonu, bazi fare modellerinde tiimor olusumunda artisa neden
olmaktadir. Thl (yardimci T hiicresi 1) ve Th2 hiicrelerine benzer sekilde insan NK
hiicre alt gruplarinin da NK1 ve NK2 olarak iki gruba ayrildig in vitro ve in vivo
calismalarda gosterilmistir. Calismalar dolasimdaki NK hiicrelerinin farkli sitokin
profillerine sahip efektor NK hiicre alt gruplarma doniisebilecegini ve farkh
enflamatuvar Ozellikler kazanabilecegini desteklemektedir (6). Sican NK hiicreleri
yiiksek seviyede NKR-P1A (CD161) ve CD8a eksprese etmelerine karsin CD3 eksprese
etmemeleri ile aywrt edilirler (8). NK hiicre aktivitesinin baslangic tip 1 diyabetli

hastalar ile saglikli kontroller karsilastirildiginda azaldigi, ancak tip 2 diyabetli hastalar



ile benzer oldugu gosterilmistir. Diyabette NK hiicre aktivitesinde saptanan bu
azalmanin tip 1 diyabetteki IFN-y iiretimindeki yetersizlikten (eksiklik) veya IFN-y
kars1 NK hiicre duyarliliginin azalmasindan kaynaklanabilecegi yoniindedir (82). Baska
bir ¢calismada tip 1 diyabetli hastalarin NK hiicre sayilarinin azalma egiliminde oldugu
(83) benzer sekilde tip 1 diyabetli hastalarda NK hiicre sitotoksik aktivitesinin azaldig
gosterilmistir (84). DM olusturulan siganlarda NK hiicre sitotoksik aktivitesinin, kontrol
grubuyla karsilastirildiginda belirgin  sekilde azaldigi gosterilmistir. Diyabetik
sicanlarda TNF-o, IL-1, IL-2, IL-6, IL-10 sitokinlerinin serum seviyelerinin saglikl
kontrollerle karsilastirildiginda cok az degistigi, IFN-y seviyesinin ise belirgin olarak
arttigl saptanmustir (2).

L-karnitin, yag dokusunda enerji iiretimi i¢in gerekli bir aminoasit tiirevidir.
Karacigerde lizin ve metiyonin aminoasitlerinden yapilmaktadir. L-karnitin, gereksinim
duyuldugunda viicutta kolaylikla iiretilebildiginden dolayi, eksikligi oldukc¢a nadir
goriilmektedir. Bununla birlikte, L-karnitin eksikligi primer olarak genetik defektler
sonucu gelisebilecegi gibi sekonder olarak diyabet, siroz ve kronik bobrek yetersizligi
gibi bazi kronik hastaliklarin zemininde de ortaya c¢ikabilmektedir (10). Diyabetik
hastalarda L-karnitin eksikligi, diyabetik komplikasyonlar1 (retinopati, noropati gibi)
olanlarda daha sik goriilmekte ve bu durum, L-karnitin eksikliginin bu
komplikasyonlarin gelismesinde rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Ciinkii L-
karnitin insiilin duyarhiligini ve glikozun periferik dokular tarafindan kullanimim
arttirmaktadir. L-karnitin uzun zincirli yag asitlerinin mitokondri i¢ine transportunda ve
bunlarin oksidasyonunda gorev almanin yani1 smra, yag asidi oksidasyonunu
arttirmaktadir. Insanlarda kas dokusunda azalmus yag asidi oksidasyonu, obezlerdeki
insiilin direnci ile iligkili bulunmustur (11).

Diyabetiklerde L-karnitin metabolizmas1 {izerine yapilan bircok c¢aligmada
plazma diizeyleri normal veya diisiik bulunmustur (10, 11). Ozellikle tip 2 diabetes
mellitusta (T2DM) saptanan diisiik plazma L-karnitin seviyeleri, L-karnitin bir tedavi
aract olabilecegini diistindiirmektedir (85, 86). L-karnitin eksikliginin kan sekeri
regulasyonunu bozan bir faktor oldugu diisiiniilmektedir. DM yeterli bicimde kontrol
edilemedigi takdirde artmis yag asidi oksidasyonuna ve protein yikimma bagli olarak
asetil, propiyonil gibi a¢il koenzim A (KoA) bilesiklerinin iiretiminde artis meydana
gelmektedir. Bunlarin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in L-karnitine gereksinim vardir. Bu

bilesiklerin hiicrelerde birikmesi deterjan benzeri bir etkiyle sitotoksik hasar



olusturabilmekte ve solunum zinciri fonksiyonlarini inhibe etmektedir. Bu bilesiklerin
klirensi i¢in L-karnitine gereksinim duyulmasi nedeniyle L-karnitin depolar tiiketilir ve
sonucta diizeyi azalir. L-karnitin eksikliginde glikoz kullanimi iyice bozulmakta ve
diyabetin kontrolii de zorlasmaktadir. Bu durum diyabetik komplikasyonlarin

gelismesini kolaylagtirmaktadir (11).

Diyabetik hastalarda saptanan L-karnitin eksikliginin yerine konmasi ile insiilin
duyarlihginin ve glikozun periferik dokular tarafindan kullanimmin arttigi, endotel
bagimh relaksasyon kaybinin diizeldigi ve insiilin direncinin azaldigi klinik

calismalarda gosterilmistir.

Calismamizda Streptozotosin (STZ) ile diyabetik yapilan, STZ + L-karnitin
verilen, L-karnitin verildikten sonra STZ verilen, STZ verildikten sonra L-karnitin
verilen, sadece L-karnitin verilen sicanlar ve saglikli kontrollerin kalperinden elde
edilen periferik kan orneklerinde NK hiicre oranlar1 saptanarak diyabetik, saglikl1 ve L-
karnitin verilen hayvanlarda NK hiicrelerinin IFN-y ve IL-10 icerikleri saptanarak L-
karnitinin, diyabetik si¢anlarin tedavisi iizerindeki etkisi incelenmistir. Bu cercevede
diyabette rol oynadig diisiiniilen NK hiicrelerinin farkli denek gruplarindaki hiicre ici

sitokin seviyeleri karsilastirilarak diyabet patogenezindeki rolii arastirilmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Diabetes Mellitus Tanmimu ve Tarihcesi

2.1.1. Diabetes Mellitus’un Tanimm

Diabetes mellitus, mutlak/kismi insiilin eksikligi ve/veya insiilin direnci ile
karakterize edilen, karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasinda bozukluklara yol
acan kronik hiperglisemik kompleks bir metabolizma hastaligidir. Klinik olarak
polidipsi, poliiiri, polifaji, pruritus, agirlik kaybi gibi klasik belirtiler ile baslar, siire¢
icinde hastaliga spesifik retinopati, noropati ve nefropati gibi mikrovaskiiler
komplikasyonlar ile birlikte ortaya ¢ikar. Ozellikle insiiline bagimli olmayan T2DM
klasik klinik belirtileri gostermeyebilir. Boyle durumlarda tani kan testine gore
konulmaktadir. Insiiline bagimli olan T1DM klasik belirtiler ile kolaylkla tan
koyulabilmektedir (12).

2.1.2. Diabetes Mellitus’un Tarihcesi

Diabetes mellitus poliiiri, polifaji, polidipsi gibi kardinal belirtileri, zayiflama,
cevre organlarda trofik bozukluklar ve enfeksiyonlar ile karakterize bir hastalik
oldugundan 6nemi biiyiiktiir (13, 14). Diabetes eski Yunanca’da “sifon” anlamina
gelmekte ve asir1 idrar yapmayir ifade etmektedir. Mellitus ise Yunanca’da “bal”
anlamma gelen “mel” kelimesinden tiiretilmistir (15). Tarihte, DM ile ilgili ilk
tanimlamalara giiniimiizden yaklagik 3000 yil onceki kaynaklarda rastlanmaktadir (13,
14). M.O. 1500°de Misir Ebers Papiruslar’inda fazla idrar yapilan, idrar yoluyla seker
kaybedilen bir hastalik olarak tanimlanmustir. M.O. 6. ve 4. yiizyillarda eski Hint
hekimleri bu hastaliga sahip kisilerin idrarlarinin karincalart ve sinekleri ¢ektigini fark
etmis ve inceledikleri idrarin tath oldugunu saptamislardir. “Tath idrar hastali§1” olarak
tarif ettikleri bu rahatsizh@ bir iriner sistem hastaligi olarak degerlendirmislerdir.
Milattan 200 y1l sonra Kapadokyali Areateus hastaliga “diabetes” ismini vermistir (16).
John Rollo 18. yiizyilda hastalik i¢in, Yunanca ve Latince “bal ve tatlr” anlamina gelen
“mellitus” kelimesini ilk kullanan kisi olmustur. Chevreul 1815’de idrardaki bu sekerin
“glikoz” oldugunu saptamis, Langerhans 1860’da, pankreastaki adacik hiicrelerini
tanimlamustir. Mering ve Minkowski 1889°da pankreatektomiyle diyabet olusumunu
ortaya koyarak seker hastaliginda sorumlu organin pankreas oldugunu gostermislerdir.
Banting ve Best 1921 yilinda insiilini kesfetmis, 1955 yilinda oral antidiyabetik ilaclar

(Tolbutamid) kullanima girmis, 1973’de saflastirilmis ve antikor iiretimine sebep



olmayan insiilin tipleri gelistirilmistir. Glinlimiizde ise ‘“rekombinant” teknoloji ile
tamamuiyla sentez Uiriinii insan insiilinleri ve analoglar1 kullanilmaktadir.

DM, 2000 yil oOncesinde Areateus’dan beri tanisi, tanimi, etiyolojisi ve
tedavisinde devamli degisimler ve gelisimler gosteren komplike bir hastalik olarak

karsimiza ¢cikmaktadir (17).

2.2. Diabetes Mellitus Epidemiyolojisi

DM, biitiin toplumlarda ve wklarda goriilen bir hastallk olmakla birlikte
diinyanin bazi1 bolgelerinde goriilme sikhigi daha azdir. Gronland ve Alaska
Eskimolarinda prevalansi ¢ok diisiik olup, saptanan olgularin ¢ogu insiiline bagimh
olmayan DM’dir. Buna karsilik %55’den fazla prevalansla Amerika’da yasayan Pima
Kizilderilileri’nde birinci sirada bulunmaktadir (18). Bati toplumlarinda diyabetin
prevelansi hizla yiikselmektedir. DM prevalansinin dramatik olarak artmasi; genetik
faktorlerin yanisira yasam siiresinin uzamasi, obezite ve fiziksel inaktivitenin dnemli bir
sonucudur (19, 20, 21). Uluslararast Diyabet Federasyonu (IDF) verilerine gore
diinyada 371 milyonun {iizerinde diyabet hastasi bulunmakta ve bu sayr 2005-2030
yillar1 arasinda ulagilmasi beklenen rakama simdiden ulasildigin1 gostermektedir (22).

Ulkemizde 1999 yilinda tamamlanan ve Diinya Saglik Organizasyonu (WHO)
destekli Tiirkiye Diyabet Epidemiyolojisi Proje’sinde (TURDEP-I) % 7,2 oraninda
diyabet saptanmustir. TURDEP-II'de bu sikhik, % 90 artarak 2010’da % 13,7°e
ulagsmustir (23). Tiim diyabetlilerin % 90’dan fazlas tip 2 diyabet olan iilkemizde tip 1
diyabetin prevalansi % 2,5-6 civarindadir (24).

2.3. Diabetes Mellitus’un Tam Kriterleri
Hastaligin tip 1 diyabet tanisi i¢in ¢ogu kez Oral Glikoz Tolerans Testi (OGTT)

yapilmasina gerek duyulmamaktadir. Tani kriterleri ven6z plazmada glikoz oksidaz

yontemi ile yapilan ol¢iimleri temel almaktadir.

Amerikan Diyabet Birligi’nin (ADA) 2013 kilavuzuna gore, aglik plazma glikoz
(APG) diizeyinin 126 mg/dI’'nin veya OGTT ile seker yiiklemesi sonrasi 2. saat plazma
glikoz (2st PG) diizeyinin 200 mg/dI’nin iizerinde olmasinin yani sira; polidipsi, poliiiri,
polifaji, zayiflama gibi diyabetik semptomlarinin olmasi kosulu ile herhangi bir
zamanda Olciilen kan glikoz diizeyinin >200 mg/dl bulunmasi ile de tam

konulabilmektedir (25). Herhangi birinin varliginda kiside DM ile ilgili semptomlar yok



ise, kesin DM tanis1 koyabilmek icin, 3 kriterden herhangi biri ile bir baska giin
sonucun desteklenmesi gerekmektedir (26).

Diinya Saglik Orgiitii’'ne gore saglikhi bireylerin agliktaki kapiller tam kan glikoz
diizeyi venoz plazmadaki diizeye esittir; ancak toklukta plazmadakinden yaklasik olarak
% 11 daha disiik kabul edilmektedir. Diyabet ve glikoz metabolizmasinin diger
bozukluklar: i¢in revizyonlar1 kapsayan yeni tani kriterleri Tablo 2-1’de goriilmektedir
(12). Glikozillenmis hemoglobin (HbA;.; A1C) 2008 yilindan beri diyabet tam kriteri
olarak kabul edilmekte ve HbA,. seviyesi > % 6,5 olmasi diyabet tanisi i¢in yeterli

goriilmektedir.

Tablo 2-1: Diabetes mellitus ve glikoz metabolizmasmin diger bozukluklarinda tam
kriterleri

Asikar DM izole IFG izole IGT IFG+IGT DM Riski
Yiiksek
APG (=8 st >126 mg/dl 100-125 <100 mg/dl 100-125 -
achkta) mg/dl mg/dl
OGTT 2. st >200 mg/dl <140 mg/dl | 140-199 mg/dl 140-199 -
PG mg/dl
(75 g glikoz)
Rastgele PG | >200mg/dl+Diyabet - - - -
Septomlari
HbA,c >% 6.5 - - - % 5.7-6.4
(>48mmol/mol) (39- 46
mmol/mol)

DM: Diabetes mellitus, APG: A¢lik plazma glikozu, 2. st PG: 2. saat plazma glikozu, OGTT: Oral glikoz tolerans
testi, HbA,.: Glikozillenmis hemoglobin Alc, IFG: Bozulmus aglik glikozu (impaired fasting glucose), IGT:

Bozulmus glikoz tolerans1 (impaired glucose tolerance).

2.4. Diabetes Mellitus’un Etiyolojik Siniflamasi
Ozetlenen diyabet siniflamasinda dort klinik tip yer almaktadir (Tablo 2-2).

Bunlardan iicii (tip 1, tip 2 ve gestasyonel diyabet) primer, digerleri (spesifik diyabet
formlar1) ise sekonder diyabet formlari olarak bilinmektedir (12).



Tablo 2-2: Diabetes mellitus' etiyolojik sitmflamasi

L. Tip 1 diyabet (Genellikle mutlak insiilin noksanligina sebep olan B-hiicre yikimu vardir)

A. Immiin aracil

B. Idiyopatik

IL Tip 2 diyabet (insiilin direnci zemininde ilerleyiciinsiilin sekresyon defekti ile karakterizedir.

I11. Gestasyonel diabetes mellitus (GDM)
Gebelikle sirasinda ortaya ¢ikan ve genellikle dogumla birlikte diizelen diyabet.

IV. Diger spesifik diyabet tipleri

A. B-hiicre fonksiyonlarimin genetik defekti E. ilag veya Kimyasal Ajanlar

(monogenik diyabet formlari)

20. Kromozom, HNF-4a (MODY1)

7. Kromozom, PAX4 (MODY?9)
11. Kromozom, INS (MODY10)
8. Kromozom, BLK (MODY11)
Mitokondriyal DNA

11. Kromozom, Neonatal DM (Kir 6.2,
ABCCS8, KCNJ11 mutasyonu)

Digerleri

B. Insiilin etkisindeki genetik defektler

Leprechaunism

Atipik anti-psikotipler
Anti-viral ilaglar

Proteaz inhibitorleri

Tiyazid grubu diiiretikler

Tiroid hormonu

Vacor

Digerleri (post transplant diyabet)

] 7. Koromozom, Glukokinaz (MODY?2) B adrenerjik agonistler
] 12. Kromozom, HNF-1a (MODY3) Diazoksid

U 13. Kromozom, IPF-1 (MODY4) Fenitoin

* 17 Kromozom, HNE-1B (MODYS) Glukokortikodiotler
o 2. Kromozom, NeuroD1 (MODY6) a4 interferon

J 2. Kromozom, KLF11 (MODY?7) Nikotinik asit

o 9. Kromozom, CEL (MODY?8) .

. Pentamidin

[ ]

[ ]

[ ]

[ ]

F. Immun aracilikh nadir diyabet formlan

Anti-insiilin reseptor antikorlari
“Stiff-man” sendromu

[ ]
i i . Digerleri
: ]ﬁ?bositlr:i/l;e?:d);a:g;ll sendromu G. Diyabetle iliskiligenetik sendromlar
. Tip A insiilin direnci ® Alstrom sendromu
. Digerleri o qun s.endr.oTnu .
C. Pankreasm ekzokrin doku hastaliklar : flne?relsh Ulfl ataksi
. Fibrokalkul6z pankreatopati antington korea
. He mokromatoz . Klinefelter sendromu
. Kistik fibroz ° Laurence-Moon-Bield Sendromu
. Neoplazi . Miotonik distrofi
L Pankreatit * Porfiria
. Travma/pankreatektomi U Prader-Willi sendromu
. Digerler? . Turner sendromu
D. Endokrinopatiler . Wolfram (DIDMOAD) sendromu
i Digerleri
i Akromegali °. 1
. Aldosteronoma H. Infeksiyonlar
° Cushine sendromu o Konjenital rubella
. Feokrorgnositoma . Sitome galovirus
. Glukagonoma * Koksaki B .
° Hipertiroidi o Digerleri (adenovirus, kabakulak)
° Somatostatinoma
* Digerleri

HNF-1a: Hepatosit niikleer faktor-1a, MODY1-10: Genglerde goriilen eriskin tipi diyabet formlar1 1-10 (maturity onset diabetes
of the young 1-10), HNF-4a: Hepatosit niikleer faktor-4a, IPF-1: Insiilin promotor faktor-1, HNF-1pB: Hepatosit niikleer faktor 1P,
NeuroD1: Norojenik diferansiyasyon 1, BLK: Beta lenfosit-spesifik kinaz, DNA: Deoksi-riboniikleik asit, DIDMOAD sendromu:
Diabetes insipidus, diabetes mellitus, optik atrofi ve sagwlk (deafness) ile seyreden sendrom (Wolfram sendromu), KLF11:
Kruppel like factor 11, CEL: Carboxyl ester lipase (bile salt-dependent lipase), PAX4: Paired box4, ABCC8: ATP binding
cassette C8, KCNJ11: Potassium inwardly-rectifying channel J11, INS: Insiilin.



2.4.1. Insiiline Bagimh (Tip 1) Diabetes Mellitus

Insiiline bagiml diabetes mellitus, pankreas B hiicre harabiyeti ya da fonksiyon
bozuklugu nedeniyle mutlak insiilin yetersizligi sonucu ortaya c¢ikan, basta karbonhidrat
metabolizmas1 bozukluklarma bagl belirtilerle baslayan, tedavi edilmedigi takdirde
ketoasidoz ve 6liimle sonuglanan bir tablodur (27).

Pankreastan salgilanan endojen insiilin eksikligine veya yokluguna bagh olarak
gelistiginden, tedavide insiilin mutlaka gereklidir (28, 29). Ayrica diyabete yatkinlhk
olusturan 14 gen saptanmustir. DQB1 grubunda 57. pozisyonda aspartik asit
bulundugunda diyabet nadiren gelismekte, 57. pozisyonda aspartik asit yerine baska bir
amino asit (Valin) bulundugunda ise diyabet gelisme olasilig1 artmaktadir. Tip 1 diyabet
tedavisi i¢in kesin bir ¢dziim bulunamamis, ancak yasam kalitesini diizenlemek adina
insiilin enjeksiyonlari, tibbi beslenme tedavisi, egzersiz, egitim, evde kan glikoz ve
keton takibi gibi multifaktoriyel uygulamalar yapilmaktadir (29). Her yasta ortaya

cikabilmesine ragmen en sik ¢ocukluk cagi ve ergenlikte goriilmektedir (27).

2.4.2. Insiiline Bagimh Olmayan (Tip 2) Diabetes Mellitus
Toplumda en sik goriilen diabetes melllitus tipidir. Tip 2 diabet polidipsi,

poliiiri, polifaji, pruritus, agirlik kayb1 gibi klasik belirtiler ile ortaya cikarsa da ¢ogu
kez uzun siirebilen asemptomatik bir donemle seyredebilmektedir (30).

Heterojen bir hastalik olan insiiline bagimli olmayan tip 2 DM’in
patogenezinden B hiicre fonksiyon bozuklugu, insiilin direnci ve hepatik glikoz iiretimi
artist gibi iic ana metabolik bozukluk sorumludur. Hepatik glikoz {iretimi artiginin
primer defekt oldugunu gosteren bulgular az sayidadir. Insiilin eksikligi ve/veya insiilin
direnci ise asil nedeni olusturmakta, ancak tip 2 DM’nin ortaya ¢ikisinda insiilin
eksikligi ile seyreden B hiicre fonksiyon bozuklugundan veya insiilin direncinden
hangisinin primer olarak sorumlu oldugu tam olarak bilinmemektedir. Bununla birlikte
B hiicre fonksiyon bozuklugu ve insiilin direnci arasinda karsilikli bir etkilesimin oldugu
ve her ikisinin de patogenezde birlikte rol aldig da ileri siiriilmektedir. Tip 2 DM’deki
primer patolojinin 3 hiicre fonksiyon bozuklugu veya insiilin direnci olmasinda yagin,
etnik farkliliklarin, sismanligin ve diyabetin heterojenitesinin kismen de olsa belirleyici

oldugu ileri siiriilmektedir (27).



2.5. Deneysel Diyabet

Tip 1 diyabet pankreasda insiilin iireten 3 hiicrelerinin zarar gordiigii ve yikima
ugradigi immiin aracili bir hastaliktir. Hayvan modelleri ile ¢alismak bu hastaligin
patogenezini anlamada ve yeni tedavi yontemleri gelistirmede ©nemli bir yer tutar.
Mantikli ve hedef tedaviye yoOnelik girisimlerde bulunmak 6zellikle patogenezi tam
olarak bilinmeyen tip 1 diyabette oldukca zordur (31).

Cesitli hastaliklarin patogenezinin anlagilmasi, hastaliktan korunmanin ve tedavi
olanaklarmin incelenebilmesi i¢in deneysel hayvan modellerinin kullanim: yaygin hale
gelmistir. Cevresel faktorlerin etkilerini belirlemek icin kontrollerin kullanilabilmesi,
arastirilan patolojiye uygun hayvan tiirlerinin genetik olarak secilebilmesi, anlamlh
istatistiksel degerlendirme yapmaya izin verecek sayida ornekte ¢alisilabilmesi, hayvan
modelleri ile ¢alismayi rasyonel hale getiren temel faktorlerdir. ilag arastirmalarinda in
vivo deneylerin bir bolimii, kosullar elverdigince, insandaki hastalifi temsil eden
hayvan modelleri iizerinde yapilir. Bu modellerden bazilar1 (spontan hipertansif sican
modeli gibi) insandaki hastaliga patolojik 6zellikleri bakimindan benzese de o hastalig
tam olarak temsil etmemektedir. Bazi modeller hayvanin diyetini degistirmek veya
toksik maddelerle belirli hedef organlarda lezyon olusturmak suretiyle yapilmaktadir
(kolesterol yiiklenmesine bagli ateroskleroz modelleri, kimyasal pankreas lezyonuna

bagli diyabet modelleri gibi) (32).

Fare, sican, tavsan, kobay, hamster, maymun, domuz, kopek ve kedi gibi deney
hayvanlar1 deneysel diyabet olusturmak amaciyla kullanilabilmektedir. Deney
hayvanlarinda deneysel diyabet olusturulmasi kimyasal ajanlarla, spontan olarak veya
virlis araciligryla yapilabilmektedir. Bu kimyasallarm en yaygm kullanilanlar1 STZ ve
alloksandir (32). Bu ajanlarin pankreasmn beta hiicrelerinde meydana getirdigi etki
mekanizmast yogun olarak calisilmistir. Her iki ajanin da sitotoksik etkisi reaktif
oksijen iiriinleri (ROS) ile ilgili olmakla birlikte, olusturduklar1 mekanizmanin kaynagi
farkhduir.

Sicanlarda deneysel diyabeti indiiklemede kullanilan kimyasallar, secici bir
sekilde pankreatik beta hiicrelerini yikima ugrattiklar1 icin oldukca kullanish ve
kullanim1 kolaydir (33).
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2.6. STZ ve Alloksan Etki Mekanizmalari

2.6.1. Streptozotosin (STZ)

Deneysel hayvan ¢alismalarinda insanlardakine benzer diyabet olusturmak i¢in
kullanilan N-nitroso tiirevi D-glikozamin yapisindaki (Sekil 2-1) STZ'min, oksidan
maddeler meydana getirerek Langerhans adaciklarini segici olarak tahrip etme yoluyla
diyabeti baglattigi diistiniilmektedir (34). STZ, toprakta bulunan streptomyces
achromogenes isimli bir mikroorganizmanin metabolitidir. STZ sentetik olarak da
uretilmektedir. Sentetik STZ’nin fermantasyon Uriiniin irettigi ile aynmi biyolojik
aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (35). 1960°’da izole edilen ve baslangicta
antibiyotik, antitimoral ve karsinolojik ozellikleriyle bilinen ajan, 1963’te kopek, kedi
ve sicanlarda diyabetojenik etkili bir madde olarak tammlanmistir. Ila¢ 2-deoksi-D-

glikozun C-2 pozisyonuna bagh bir metilnitrozoiire yan zinciri icermektedir (36).

Sekil 2-1: Streptozotosinin kimyasal formiilii (35)

STZ, enjeksiyon sonrasi segici olarak beta hiicrelerini yikima ugratirken
ekzokrin kisim degisime ugramadan kalir. STZ uygulamasi sonrasi paknreasin beta
hiicrelerinde meydana gelen degisimin yani sira biitiin organizma iizerindeki etkisinin
anlasilmasi ile deney hayvalarinda diyabetojenik ajan olarak bu bilesigin kullanilmasi
oldukca yayginlasmistir (37). Kati halde stabil degildir ve yapisindaki glikoz
molekiiliiniin konumuna gére o ve B izomerlerinin karisimi seklindedir. Dondurulmus
olarak saklanmal ve 1s1ktan korunmalidir. Optimum stabilitesi i¢in pH 4 - 4,5 olmalidir.
STZ pankreas P hiicrelerine direkt olarak toksik etki gostermektedir. Yapisinda bulunan
bir glikoz molekiilii sayesinde plazma membranindaki glikoz tasiyicilarma baglanir,
molekiil nitrozoiire boliimiinden ayrilir ve hiicre icine girerek toksisite gosterir. Glikozla
uyarilan insiilin salinimini bloke eder. Ancak pankreas 3 hiicrelerine etkisi, daha ¢ok

intraselliilerdir. STZ’nin hiicre i¢indeki temel etki yeri niikleer DNA’dir. Hiicre i¢cinde
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STZ dekompozisyona ugrar. Bu sirada oldukca reaktif karbonyum iyonlar1 olusur ve bu
iyonlar DNA bazlarinin alkilasyonuna neden oldugu i¢in, olayr DNA tamir donemi
izler. Bu sirada cekirdek enzimi olan poli (ADPriboz) sentetaz asir1 miktarda aktive
olur. Bu enzimin hiicresel aktivitesi sirasinda NAD fazla kullanildigindan, hiicredeki

NAD depolari1 bosalir, NAD tiitkenmesi hiicre 6liimiine neden olur (36).

STZ hayvanlara tek doz verilebildigi gibi coklu dozlarda da verilebilir. Bu
uygulama cogunlukla farelerde olmakta ve immiin mekanizmalarin aktivasyonu yoluyla
tip 1 diyabeti indiikleme amaciyla kullanilmaktadir (35). STZ, pankreas B hiicrelerini
hasarlayarak hem insiiline bagimli, hem de insiilinden bagimsiz diyabete neden
olmaktadir. Yetiskin siganlarda tek doz (40-60 mg/kg) damar ici (i.v.) yolla STZ
uygulamasimin, insiiline bagimli diyabete; yeni dogmus sicanlara tek doz periton igi
(i.p.) veya i.v. yolla 100 mg/kg STZ uygulamasmin ise insiilinden bagimsiz diyabete
neden oldugu bildirilmistir (38). STZ, pankreas dokusu diginda bobrek ve karacigere de
hasar vermektedir (39).

Beta hiicrelerindeki STZ etkisi, kandaki insiilin ve glikoz konsantrasyonlarindaki
belirgin degisiklerle kendini gostermektedir. Enjeksiyondan 2 saat sonra kan insiilin
diizeyinin diismesine eslik eden hiperglisemi gozlenmektedir. Yaklasik 6 saat sonra kan
mnsiilin diizeyinin yiikselmesi ile birlikte hipoglisemi meydana gelmektedir. Son olarak
da hiperglisemi gelismekte ve kan insiilin diizeyi diismektedir (35). Kan glikoz ve
insiilin diizeyindeki bu degisiklikler beta hiicre fonksiyonlarinda bozukluga neden
olarak kendini gostermektedir. STZ glikoz oksidasyonunu bozmakta, insiilin
biyosentezini ve sekresyonunu diisiirmektedir (40). Oncelikle STZ [ hiicrelerinin
glikoza olan cevabin1 ortadan kaldirmakta, sonrasinda ise bu cevapsizhigin gecici
durumu kaybolmakta ve durumu glikoza verilen yanitin kalici olarak kaybi ve
hiicrelerin zarar gormesi izlemektedir (33, 35).Sicanlarda yapilan caligmalarda STZ
uygulanan diyabetik gruplarla saglikli gruplarin pankreas biyopsileri hematoksilen &
eozin ile boyandiginda diyabetik gruplarda pankreatik langerhans dokusu ile beta

hiicrelerinin geri doniistimsiiz sekilde yikima ugradigi gozlenmistir (41).

2.6.2. Alloksan (ALX)

2,4,5,6- tetraoksiprimidin; 5,6-dioksiurasil yapisinda olan ALX (Sekil 2-2) ilk
kez 1818 yilinda Brugnatelli tarafindan tamimlanmistir. Wohler ve Liebig ise bu
maddeye “alloksan” adini vermistir ve sentezinin iirik asit oksidasyonu ile oldugunu

tanimlamiglardir. 1943 yilinda Dunn, Sheehan ve Mclethie, bu ilacin diyabetojenik
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etkisini tavsanlarda ¢alismis ve pankreatik adaciklarda meydana gelen spesifik nekrozu
rapor etmislerdir. O zamandan beri hayvanlarda tip 1 diyabet olusturmak i¢in ALX’ den
yararlanilmaktadir (35). Urik asit tiirevi, antineoplastik bir ajandir. Genellikle
monohidrat tuzu seklinde bulunur. Toz hali 2-8°C’de saklanmalidir. Suda kolaylikla
erir, soliisyonu +4°C’nin altinda korunmalidir. Toksik etkisi Ozellikle pankreas f3
hiicrelerine 6zgiidiir. Glikozla uyarilan insiilin salinimini inhibe eder; yiiksek dozlar ise

B hiicre nekrozu yapar (39 ).

HM

G)\N 0
H

Sekil 2-2: Alloksanin kimyasal formiilii (35)

ALX’in iki farkli patolojik etkisi vardir: birincisi ALX glikoza bagh insiilin
sekresyonunu glukokinazin spesifik inhibisyonu ile secici olarak durdurmaktadir. Digeri
B hiicresinin glikoz sensorii, ROS’un iiretimini indiikleyerek [ hiicrelerinde segici
nekroza neden olmaktadir (35). Ayrica serbest radikal hasart olusumuna bagli olarak
mitokondriyal transport sistemlerini inhibe ederek hiicre ici pH’in yiikselmesine ve
hiicre oliimiine (39), sonug¢ olarak tip 1 diyabet olusumuna yol agcmaktadir. Bu iki etki
ALX’in spesifik kimyasal 6zelligi olarak belirlenmistir. ALX ve glikoz hidrofilik bir

yapiya sahiptir ve plazma membraninin lipid kismina giris yapmamaktadir (35).

ALX molekiilii glikoza yapisal olarak olduk¢a benzedigi i¢in [ hiicresi plazma
membranindaki glikoz transporter 2 (GLUT2) glikoz tastyicis1 bu glikoz benzeri yapiy1
kabul etmekte ve onu sitozole tasimaktadir (42). ALX tastyicinin fonksiyonunu inhibe
etmediginden, secerek ve serbest olarak [ hiicresi icine girmektedir, bu yiizden insiilin
tireten hiicreler icin toksik degildir (43). ALX’ 1n yar1 6mrii kisadir, dakikalar igerisinde
cOzeltide hemen ¢oziilmekte ve non-diyabetojenik alloksanik asit haline gelmektedir.
Bu nedenle P hiicreleri tarafindan hizli bir sekilde hiicre iginde biriktirilmelidir. Eger
ALX enjeksiyonundan sonraki dakikalarda pankreastaki kan akisinda herhangi bir
kesinti olursa ALX etkisiz hale gelmektedir (35). Sistemik yayillimdan sonra ALX’in
lipofilik tiirevleri nefrotoksisiteye neden olan baslica etkendir.Olduk¢a siddetli olup

hayvanlarda diyabet olusmadan Once Oliimciil nefrotoksisite olugmaktadir. Lipofilik
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ALX tiirevlerinin toksik etkisine karsi bobrekte olan bu duyarlilik, bu tiirevlerin
bobrekteki tubuler hiicrelerdeki birikiminin, [ hiicreleri gibi GLUT2 eksprese
etmesinden kaynaklanmaktadir. Glikoz ile indiiklenebilen insiilin sekresyonunun segici
olarak inhibisyonu, ALX’in tiyol grubu rekativitesinin major patofizyolojik etkisi ile
olmaktadir (35, 42). ALX’in tiyol gruplan ile reaksiyona giren merkezi 5-karbonil
grubu vardir. Glukokinaz [ hiicresi igcinde bulunan ¢ok duyarli bir tiyol enzimidir.
Yiiksek konsantrasyonlarda ALX ¢ok sayida fonksiyonel olarak 6nemli enzimi ve buna
ek olarak diger protein ve fonksiyonlar1 inhibe etmektedir (44, 45). Deneysel diyabet
olusturmada kullanilan bagka bir yonteme gore; distile su veya serum fizyolojik
icerisinde ¢Oziilmiis alloksan, sicanlara i.p. yolla 120 mg/kg dozunda 3 giin iistiiste
uygulanir. Son alloksan uygulamasindan 3 giin sonra si¢anlar 1 gece once a¢ birakilarak
sabah aclik kan sekerleri olciiliir. Kan sekeri diizeyi 250 mg/dL’nin {izerinde olanlar
diyabetli kabul edilir. Ayrica serum fizyolojik soliisyonunda ¢6ziilmiis alloksan, 150
mg/kg dozunda ip. yolla 1 kez uygulanir. Alloksan uygulamasma bagli olarak
pankreastan yogun insiilin salgilanmaktadir. Bundan dolay1 fatal (6ldiiriicii) hipoglisemi
gelisme olasilig vardir. Bunu onlemek i¢in sicanlara 4-6 saat sonra 15-20 mL kadar %
20’lik glikoz soliisyonu i.p. yolla uygulanir. Bundan sonra sicanlara hipoglisemiyi
onlemek amaciyla 24 saat siireyle % 5 glikoz soliisyonu (i¢me suyuna katilarak) verilir.
2 hafta sonra achk kan sekeri Ol¢iimii yapilir ve kan sekeri diizeyi 200-260 mg/dL
olanlar ¢alismaya alinir (38). Alloksann in vivo dezavantajlary; fizyolojik pH’da stabil
olmayisi, diyetteki sekerlerin alloksanin etkisine karsi koruyucu olabilmesi, yas ve tiire
gbre genis bir doz varyasyonu bulunmasi ve yiiksek dozlarda pankreas disi diger
organlarda da toksik etkili olusudur. Alloksanin diyabetojenik dozu i.v. 40-45 mg/kg’dir
(39).

Alloksan ile STZ arasindaki farklar

1. STZ’ ye kiyasla alloksan ile daha yiiksek kan sekeri diizeyleri saptanir.

2. STZ’nin trifazik yanit1 alloksana oranla genellikle 1 saat daha gec ortaya cikar.
3. Alloksan ile ketozis daha siktir.

4. Diyabetik ajan uygulamasindan birka¢ ay sonra [ hiicrelerinin rejenerasyonu veya
adacik hiicre adenomu gelismesi sonucu kan sekeri diismeye baslayabilir. STZ
diyabetinde bu onkojenik etki (adenoma riski) alloksana kiyasla daha fazladir (STZ

ile adenom riski % 5-99 arasinda degisir). Bu nedenle uzun siireli diyabet
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olusturulmasi ve kronik komplikasyonlarm izlenmesi gerektiginde alloksan diyabeti

daha avantajhdair.
S. STZ diyabetinde ndropati daha siddetlidir.
Kimyasal diyabette biyokimyasal degisiklikler

Diyabetojenik ajan uygulanimu sonrasi kan glikozunda ii¢ fazli bir yanit

olusmaktadir:

1. Gegici hiperglisemi faz: Ik 2 saatte olusur; karacigerde glikojenin ani yikimina
bagli olarak kan sekeri yiikselir. Bu durum uygulamadan 6nce hayvan 12-18 saat ac

birakilirsa azaltilabilir. Bu donemde plazma insiilin diizeyleri diisiiktiir (39).

2. Siddetli hipoglisemi faz: Uygulamadan yaklasik 6 saat sonra baslar. Diyabetojenik
ila¢ uygulamasini izleyen ilk 24 saat i¢cindeki dliimlerden bu hipoglisemi sorumludur.
Bu nedenle diyabet indiiksiyonundan sonraki ilk 24 saatlik donemde hayvana sekerli
stvi (Ornegin % 10 glikoz soliisyonu) verilmesi tavsiye edilir. Hipoglisemi,
B hiicrelerinin 6liimiiyle birlikte asir1 miktarda insiilinin kana salinimina baghdir ve
plazma insiilin diizeyleri ¢ok yiiksektir. A¢ birakilan hayvanlarda bu etki daha da
belirgindir. Bundan dolayi siddetli hipoglisemiye bagli 6liimlere engel olabilmek icin

diyabetojenik ajanin tok karnina uygulanmas1 da onerilmektedir (39).

3. Kalia hiperglisemi faz: Diyabetojenik ajan uygulanimindan 10-12 saat sonra
baslar. Bu fazda plazma insiilin diizeyleri diiser ve aylarca diisiik diizeylerde seyreder

(39).

Kimyasal diyabette genel olarak glukagon fazlaligi s6z konusudur ve ilk 24
saatte plazma glikoz ve insiilin diizeylerine paralel degisiklikler olusur. Glukagonla
ilgili degisikliklerin dogrudan o hiicre hasartyla m, yoksa insiilin eksikligi nedeniyle mi
gelistigi tam bilinmemektedir. Somatostatin salgilayan delta hiicreleri ise diyabetojenik
ajandan etkilenmez, ancak uygulamadan yaklasik 2 hafta sonra insiilinin diislisii ve

glukagonun yiikselisine yanit olarak somatostatin diizeylerinde artis olusmaktadir (39).

2.7. L-Karnitin

Karnitin, B-hidroksi y-trimetil aminobiitirik asit formiiliinde olup kimyasal yap1
olarak asetilkoline benzer. Bir asimetrik karbon atomuna sahip olmasi nedeniyle D ve L.

formlarma sahiptir. Dokularda sadece L formu sentez edilir ve sadece bu formu
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metabolik olarak aktiftir. Viicut total karnitin stogunun % 98’1 iskelet ve kalp kasinda,
% 1,6’s1 karaciger ve bobreklerde, % 0,6s1 ise ekstraselliiler sivida bulunmaktadir.

Primer olarak karaciger ve bobreklerde proteine bagl lizin kalintilarindan ve S-
adenozil metiyoninden sentezlenir. Karnitin sentezinde 4-N-trimetil-lizin ve -
biitirobetain olmak {izere iki primer ara iirlinii vardir. Bu iki ara iriiniin kandaki
miktarinin arttig durumlarda karnitin tiretimini arttirdig1 goriilmiistiir (46).

Askorbik asit karnitin sentezi i¢in esansiyeldir ve sentezde hidroksilasyon
reaksiyonlarinda kofaktor rolii oynar. Deneysel vitamin C eksikligi ¢aligmasi karnitinin
driner atihmmin artisiyla sonuclanmistir (47). Karnitin diizeyindeki azalis diyetsel
kaynaklardan absorbsiyonun azalmasi veya bobreklerden atilimin artmasi sebebiyle
olabilir. Plazma karnitin konsantrasyonu normal olan insanlarda bobrek glomeriiliinden
siiziilen karnitinin % 90’dan fazlas1 geri emilir. insanlarda karnitin ihtiyac1 genellikle
diyet ve endojen biyosentezi ile saglanir. Diyetsel karnitin kaynaklar1 et, kiimes
hayvanlari, balik ve siit ve siit iriinleridir. Bitkisel kaynaklardan saglanan miktar
oldukca azdwr. Bagirsak liimeninden hizla emilen karnitin basit ve aktif transport
mekanizmalariyla mukozal membrandan gecer. Portal sirkiilasyondan karacigere gelen
karnitin, devaminda sistemik dolasima salinir (47, 48).

Gereksinim duyuldugunda viicutta kolaylikla iiretilebilmesinden dolay1 L-
karnitin eksikligi oldukca nadir goriiliir. L-karnitin eksikligi primer olarak genetik
defektler sonucu gelisebilecegi gibi sekonder olarak diyabet, siroz ve kronik bobrek
yetersizligi gibi bazi kronik hastaliklarin zemininde de ortaya ¢ikabilmektedir (10,11).

L-karnitin lipid metabolizmas1 i¢in olduk¢a 6nemlidir. Yag asidi f-oksidasyonu
icin diizenleyici kofaktdr gibi rol oynar. Uzun zincirli yag asitlerinin mitokondriyal
membrandan agil karnitin esterleri olarak gecisine yardimci olarak bir mekik gorevi
gormektedir. Mitokondri i¢ine yag asidi tasinmasinda bir azalma oldugunda sitozolik
trigliserid birikimi olur.

Yag asitlerinin katobolizmas1 iic ana basamakta gerceklesir: Aktivasyon,
mitokondriye taginma ve B-oksidasyon.

Aktivasyon asamasinda uzun zincirli yag asidi acgil-KoA sentetaz tarafindan
uzun zincir a¢il-KoA’ya déniistiiriilerek aktive edilir. Ikinci asamada mitokondriyal dis
membranda bulunan karnitin palmitoilagil transferaz-1 (CPT-I) enzimi tarafindan aktive
yag asidi karnitine aktarilarak uzun zincir acil-KoA agil karnitine doniistiiriiliir. Ugiincii
asamada acil karnitin mitokondriyal karnitin acil karnitin translokaz (CAT) araciligi ile

mitokondriyal i¢ membrandan gecer. CAT bir kotransporterdir; acil-karnitin ve serbest
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karnitini ayni anda zit yonlere tasir. Acil karnitini sitozolden mitokondri matriksine
tasirken serbest Kkarnitini mitokondri matriksinden sitozole tagwr. I¢ mitokondri
membraninin i¢ ylizeyinde bulunan karnitin palmitoilacil transferaz-II (CPT-1I) acil
karnitindeki uzun zincirli yag asidini koenzim A’ya aktarir ve acil-KoA olusur.
Ac¢il-KoA B-oksidasyona ugrar, olusan iiriin sitrik asit dongiisiine dahil olur. [3-
oksidasyonda asetil-KoA’larin sitrik asit dongiisiinde kullanilmasi ile reaksiyonlarinda
aciga cikan indirgenmis nikotinamid diniikleotid (NADH) ve indirgenmis flavinamid
diniikleotid (FADH2)’ler elektron transport zinciri ve oksidatif fosforilasyonda

kullanilarak ATP olusur.
L-karnitinin lipid metabolizmas1 disinda etkileri de oldugu saptanmistir:

1. Mitokondri i¢inde olusan kisa zincir acil kalintilarinin benzoik ve piriivik asit  gibi
fizyolojik olmayan bazi bilesiklerin ortamdan kaldirilmasinda,
2. Piriivatin asetil-KoA’ya doniisiimiinii saglayan piriivat dehidrogenaz aktivitesinin

diizenlenmesinde,

3. Mitokondri iginde ATP/ADP oranin1 kontrol eden adenin niikleotid translokaz

aktivitesinin diizenlenmesinde,

4. Karbonhidrat metabolizmasinin yonlendirilmesi ve yakit hassasiyetinde rol

oynamaktadir (47, 48).

2.8. Dogal Oldiiriicii Hiicreler

2.8.1. NK Hiicrelerinin Genel Ozellikleri

Dogal immiinitenin elemant olan dogal 6ldiiriicii (natural killer, NK) hiicreler,
kemik iligi kokenli, gelisim i¢in timusa gereksinim gostermeyen biiyiik graniillii
lenfositlerdir. Patojenler ve tiimorlere karsi spontan litik aktivite gdsteren NK hiicreleri
periferik kan lenfositlerinin % 5-15’ini olustururlar (49). Karaciger, peritonal kavite,
plesenta gibi periferik dokularda bulunurlar. In vitro sartlarda belirli tiimor hiicrelerini
oldiirme yetenegine sahip NK hiicrelerinin in vivo deplesyonu bazi fare modellerinde
timor olusumunda artisga neden olmaktadir. Thl (yardimci T hiicresi 1) ve Th2
hiicrelerine benzer sekilde insan NK hiicre alt gruplarmm da NK1 ve NK2 olarak iki
gruba ayrildig1 in vivo ve in vitro ¢aligmalarda gosterilmistir. Calismalar dolagimdaki
NK hiicrelerinin farkli sitokin profillerine sahip efektor NK hiicre alt gruplarma
doniisebilecegini ve farkli enflamatuvar ozellikler kazanabilecegini desteklemektedir

(6). Sican NK hiicreleri hem yiiksek seviyede NKR-P1A (CD161) hem de ¢ogu NK
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hiicresinin CD8a eksprese etmesi ve CD3 eksprese etmemesi ile ayirt edilirler (8).
Kemik iliginden kdkenlenen ve gelisim i¢in timusa gereksinim duymayan NK hiicreleri,
T hiicre reseptorii veya CD3 molekiilinii eksprese etmemelerine karsilik, hiicre
yiizeylerinde CD16 ve CD56 ekspresyonu ile karakterizedir. CD56 ekspresyonunun
yogunluguna bagh olarak “CD56P™ ve CD56*"““ olmak iizere iki ana gruba
ayrilmaktadir. Yiiksek oranda Fc-y reseptor CD16 ve perforin eksprese eden CD356™"™
NK hiicre popiilasyonu periferik kan NK hiicrelerinin yaklastk % 90’ m
olusturmaktadir. Efektif olarak litik etkili bu hiicre grubunun aksine, diisiik seviyede
perforin ve CD16 eksprese eden CD56°™ NK hiicrelerinin yiiksek seviyede sitokin
sekresyonundan dolayr enflamatuvar veya regiilator etkili hiicreler oldugu ileri
siiriilmektedir (6).

Bu hiicreler uyarmma bagh olarak degisen miktarlarda IFN-y sekrete edebilen ve
hedef hiicreleri etkili sekilde oldiiren hiicrelerdir (50). Enflamasyonlu periferal bolgeler
icin “homing marker”lar1 (yerlesme belirteci) tasirlar ve sitotoksisitede etkili perforin
icerirler (51, 52).

CD56%°" hiicreler, CD94/NKG2, KIR, NC ve perforini eksprese etmeleriyle
bilinirken, CD56"*™* hiicreler CD94/NKG2 eksprese etmelerine karsin KIR, NC ve
perforin ekspresyonlari diisiik ya da yoktur (53, 54). Bu iki alt grup hem farkli adezyon
molekiillerine hem de kemokin reseptorlerine sahptir (55, 56, 57, 58 ).

NK hiicreleri patojenlere karst erken konak savunmasini saglayan timor ve
virlisle enfekte hiicreleri taniyarak oldiirme ve immiinoregiilator sitokinlerin iiretimi
olmak iizere 2 ana fonksiyona aracilik ederler (58, 59, 60).

NK hiicreleri fonksiyonlarini, yiizeylerinde eksprese ettikleri ¢esitli aktivator ve
inhibitor reseptorler arasindaki etkilesimler araciigiyla gerceklestirir ve IFN-vy, IL-2, IL-
12 gibi sitokinler tarafindan aktive olurlar (59, 61). Inhibitor reseptorler bir inhibisyon
sinyali olustururken, aktivator reseptorler NK hiicre aktivasyonunu ve hedef hiicre
lizisini baglatirlar. Bu reseptorler arasinda NKG2A inhibitér, NKG2D ve NKp44 ise
aktivator reseptordiir (61). NK hiicreleri aktivasyonu takiben uygun hedef hiicrelere

kars1 sitotoksik fonksiyonlar sergilemenin yaninda dogal ve edinsel immiin yanitlar:

diizenleyen ¢esitli sitokinler ve kemokinler (IFN-y, GM-CSF ve TNF-) salgilarlar (62).

NK hiicrelerinin genel olarak fonksiyonlart:
1. Salgiladiklar1 bazi sitokinlerle edinsel immiin yaniti diizenleme (58)

2. Dendritik hiicre etkilesimiyle dogal immiin sistemi sekillendirme (63)



3. Viral enfeksiyonlara karsi savunma (64)

4. Timor hiicrelerinin lizisi ve yikim (65)
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CD56™" ve CD56*™ olarak iki gruba ayrilan NK hiicrelerinin yiizeylerinde ekspre

ettikleri molekiiller ve salgiladiklan sitokinler sekilde goriilmektedir (Sekil 2-3).

CD16%m™-
CD5gbrant |
0 | IL-2Ro
0 P IL-2/-15RB
CD94-NKG2A Ve = i
e .
MNKRs: : -“} 5 - _high
+ KIR = e e By | -selectin
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L ] =0
[ ] = CCRT
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s . +++ A K
IFN—‘]';. QIL-10 +Dodal sitotoksite
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. . & -C":" CXECR1
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ADCC
Diiglk sitokin Gretimi :::LAK
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Sekil 2-3: NK hiicrelerinin yiizey molekiil ekspresyonlar ve salgiladiklarn

sitokinler

2.8.2. NK Hiicrelerinin Diabetes Mellitus ile iliskisi
NK hiicrelerinin diyabet patogenezindeki rolii tam olarak bilinmemekle birlikte,

DM’ta T ve NK hiicrelerinin roliinii gdsteren ¢ok sayida ¢alisma bulunmakla birlikte

NK hiicreleri ile ilgili cahisma sonuglar celiskilidir (66). NK hayvan caligmalarinin

cogu NOD (non obese diabetic) fareler iizerinedir. Mevcut calismalar,

saglikh

kontrollerle kiyaslandiginda hastalarin periferik kan NK hiicrelerinde eksiklik oldugu
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veya NK hiicre sayisinin hasta ve kontrollerde ayni olmasma karsilik sitotoksik
aktivitelerinde diisiikliikk oldugu yoniindedir (2, 9). DM’ta sicanlarla yapilan ¢calismada
ise NK sitotoksik aktivitesinin, kontrol grubuyla karsilastirildiginda belirgin sekilde
azaldigi gosterilmistir. Diyabetik sicanlarda TNF-o, IL-1, IL-2, IL-6, IL-10
sitokinlerinin serum seviyelerinin saglikli kontrollerle karsilastirildiginda cok az
degistigi, IFN-y seviyesinin ise belirgin olarak arttig1 saptanmistir (2). Yeni tan1 konmus
hastalarda NK hiicre sikliginda sagliklilara oranla azalma gozlenmistir. Pankreas
adaciklarinin hiicre yiizeylerinde, bir NK hiicre aktivasyon reseptorii olan NKp46'nin
ligand ekspresyonunda artis oldugu gosterilmis ve aktivasyon reseptorlerinin pankreas
adaciklan iizerindeki ligandlarina baglanma yoluyla tip 1 DM gelisiminde onemli rol
oynayabilecegi One siiriilmiistiir (66). Ayrica NKG2D ekspresyonunun sagliklilara
kiyasla hem yeni tam1 konmus hem de ileri donemdeki hastalarda daha diisiik oldugu
saptanmistir (67, 68). Baska bir calismada yeni tani1 almis tip 2 diyabet hastalarinda
aktive NK ve NKT hiicre sikligmin sagliklilara oranla yiiksek oldugu bilgisi, NK ve
NKT hiicrelerinin tip 2 diyabet patogenezinde rol alan obezite ile iliskili kronik
enflamasyona da katildiklarin1 diisiindiirmektedir (69).

2.9. L-Karnitinin Diabetes Mellitus ile iliskisi

L karnitin yag dokusunda enerji liretimi i¢in gerekli bir aminoasit tiirevidir.
Karacigerde lizin ve metiyonin aminoasitlerinden yapilmaktadir (10). L karnitin lipid
metabolizmas1 disinda karbonhidrat metabolizmasinin yonlendirilmesi ve yakit
hassasiyetinde rol oynamaktadir (47, 48). L-karnitin eksikliginin kan sekeri
regiilasyonunu bozan bir faktor oldugu diisiiniilmektedir. Diyabetik hastalarda L-
karnitin eksikligi, diyabetik komplikasyonlar: (retinopati, noropati gibi) olanlarda daha
siktir. Bu durum L-karnitin eksikliginin bu komplikasyonlarin gelismesinde rol
oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Ciinkii L-karnitin insiilin duyarliligim ve glikozun
periferik dokular tarafindan kullanimim arttirir. L-karnitin uzun zincirli yag asitlerinin
mitokondri i¢ine transportunda ve bunlarin oksidasyonunda gorev alir, yag asidi
oksidasyonunu arttirir. Insanlarda kas dokusunda azalmis ya§ asidi oksidasyonu,
obezlerdeki insiilin direnci ile iligkili bulunmustur (11). Diyabetiklerde L-karnitin
metabolizmasi {izerine yapilan bir¢cok calismada plazma diizeyleri normal veya diisiik
bulunmustur (10, 11).

L-karnitin eksikliginde endotel disfonksiyonu gelisebilmektedir. Hipertansif ve

normotansif sicanlarda L-karnitinin endotel bagimli relaksasyonu, nitrik oksit iretimini
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arttirarak indiikledigi gosterilmistir (11, 70). L-karnitin tedavisiyle sistolik ve ortalama
kan basincinda belirgin bir diisiis, diyastolik kan basimncinda i1limli bir diisiis oldugu
saptanmustir (11, 71). Insanlarda L-karnitin eksikli§i miyopati ve bozulmus yag asidi
oksidasyonu ile iligkilidir. Sonucta enerji metabolizmasinda bir defekt olusur ve enerji
tiretimi azalir. Plazma L-karnitin diizeyinin hiicresel enerji metabolizmasini yansitan bir
gosterge olduguna inanilmaktadir. Diyabetin yetersiz kontrolii bir anlamda ortamdaki
enerji acigmi ifade etmektedir. Bu nedenle kotii kontrollii diyabetiklerde L-karnitin
diizeylerinin diisik bulunmasi sasirtict olmamalidir (10). Bu veriler g6z Oniine
alindiginda diyabetik hastalarda L-karnitin eksikligine bagh olarak; bozulmus yag asidi
oksidasyonu nedeniyle serbest yag asitleri diizeyinin artacagl, glikozun aerobik
yikimmin azalacagi ve hipergliseminin agirlasacagi, glikoz ile yag asidi arasindaki
dengenin bozulacagi, bunun da insiilin direncine neden olacag, reaktif oksijen
iirinlerinin  artacag, nitrik oksit {iretiminin azalacagl ve sonucunda endotel
disfonksiyonuna bagl olarak damarlarda relaksasyon kaybi gelisecegi, tiim bu olumsuz
etkilerin hipertansiyon gelisimine katkida bulunabilecegi veya mevcut nokturnal
hipertansiyonun (HT) agirlasabilecegi ve nokturnal kan basmci degisikliklerine neden
olabilecegi diistiniilmektedir (11).

DM yeterli bicimde kontrol edilemedigi takdirde artmis yag asidi oksidasyonuna
ve protein yikimma baghh olarak asetil, propiyonil gibi acil koenzim A (KoA)
bilesiklerinin {iretimi artar. Bunlarin ortamdan uzaklastirilmas: icin L-karnitine
gereksinim vardir. Bu bilesiklerin hiicrelerde birikmesi deterjan benzeri etkiyle
sitotoksik hasar yapabilmekte ve solunum zinciri fonksiyonlarini inhibe etmektedir. Bu
bilesiklerin klirensi i¢in L-karnitine gereksinim duyulmasi nedeniyle L-karnitin depolar1
tiketilir ve sonucta diizeyi azahr. L-karnitin eksikliginde glikoz kullanimi iyice
bozulmakta ve diyabetin kontrolii de zorlagmaktadir. Bu durum diyabetik
komplikasyonlarin gelismesini kolaylastirmaktadir (11). Asetil-karnitin artis1 ile beraber
piriivat seviyesinin azaldigmi ve glikozun nonoksidatif kullantminin % 50 oraninda
arttigini1 bildirmislerdir (72).

Tip 2 diyabetli hastalarda karnitin uygulamasinin glikoz kullaniminda artiga yol
actigl saptanmustir (73). Diyabetik hastalarda saptanan L-karnitin eksikliginin yerine
konmast ile insiilin duyarliliginin ve glikozun periferik dokular tarafindan kullaniminin
arttigl, endotel bagimli relaksasyon kaybimnin diizeldigi ve insiilin direncinin azaldig

klinik ¢aligmalarda gosterilmistir (11).
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2.10. Sitokinler

2.10.1. Genel Ozellikleri

Sitokinler, immiin ve enflamatuvar reaksiyonlarin mediatorleri olarak fonksiyon
gosteren salgisal sinyal proteinlerdir. Immiin sistem hiicreleri arasinda etkilesimi
saglayan ve bu hiicreler tarafindan salgilanan, diisik molekiil agirlikli, protein ya da
glikoprotein yapisindaki maddelerdir. Hedef hiicrelerin yiizeyindeki, ya da ¢Oziinmiis
haldeki kendilerine 6zgii reseptorlere baglanir, ileti aktarimi yollarini harekete gecirir ve
hedef hiicredeki gen ekspresyonunda degisikliklere yol acarak etkinlik gosterirler.
Bircok sitokin, sentezlendikleri hiicre iizerine etki yaparken (otokrin), bazilar1 yakin
hiicrelere etki ederler (parakrin). Endokrin etki gostererek uzaktaki hiicrelere etki eden
sitokinler de mevcuttur. Sitokinler ayrica yara iyilesmesi, hematopoezis ve ¢esitli diger
biyolojik islevleri de diizenlerler. Dogal immiin yanitlarda makrofaj ve NK hiicreleri
tarafindan salmirken, edinsel immiin yanitlarda genellikle T lenfositleri tarafindan
salgilanmaktadirlar. Viicuda disaridan girerek enfeksiyona sebep olabilecek patojenlere
karst etkin ve kuvvetli bir yanit olusmasinda sitokinlerin rolii biiyiiktiir. Diger taraftan
sitokinlerin asir1 miktarda salgilanmasi da viicutta pek ¢ok otoimmiin bozukluga neden
olabilmektedir. Bu nedenle, sitokin iiretim ve salgilanmasinda denge saglamak
amaciyla, disaridan yapilan sitokin destegi veya inhibisyonu ile farkl tedavi stratejileri

gelistirmeye yonelik ¢calismalar yapilmaktadir (74).

Dogal immiinitenin aracilar1 ve diizenleyicileri olan sitokinler, dendritik
hiicreler, makrofajlar ve mast hiicreleri gibi dogal immiin hiicreler tarafindan iiretilirler
ve enflamasyon siirecini baslatirlar veya viral enfeksiyonlara karsi savunmaya katkida
bulunurlar. Diger sitokinler, o6zellikle yardimci T hiicre alt gruplar1 tarafindan
tiretilenler, edinsel immiin sistemin aracilik ettigi konak savunmasina katki saglarlar ve
immiin yanitlar1 diizenlerler. Ayrica T ve B hiicrelerinin aktivasyon ve
farklilasmasmdan da sorumludurlar. Baz1 sitokinler hematopoez icin biiyiime faktorii
olup, kemik iligindeki Onciillerden farkli tip immiin hiicrelerin olusumunu

diizenlemektedirler (75).
Sitokinlerin genel fonksiyonlari:
1. Lenfoid hiicrelerin ¢cogalma ve farklilasmasini saglamak,

2. Immiin cevabr arttirmak veya baskilamak suretiyle regiile etmek,
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3. Enflamatuvar olaylara katilan hiicreleri aktive etmek, reaksiyon bolgesine toplamak

ve cesitli biyolojik etkiler gostermek,
4. Kemik iligine etki ederek hematopoietik regiilasyona katilmak,

S. Bazi hipofiz hormonlarinin ve diger biyolojik maddelerin, sentez ve salmimini

saglamak (76).

2.10.1.1. interferon-gamma (IFN-y)

IFN-y (tip-2 interferon), tiimor kontroliinde ve hiicre i¢i bakteriyel ve viral
enfeksiyonlara karsi dogal ve edinsel immiinitede kritik rol oynar. IFN-y, makrofajlar
icin onemli bir aktivatordiir. [IFN-y ekspresyonundaki asir1 yiikselme, otoimmiin ve oto-
enflamatuvar hastahklarla iliskilidir. Immiin sistemde IFN-ynin o6nemi, viral
replikasyonu dogrudan inhibe etmesi ve en Onemlisi immiin-uyarici ve immiin-
diizenleyici etkilerinin olmasidir.

Anti-viral, immiinregiilator ve anti-timor ozelliklere sahip olan IFN-y baskin

olarak NK ve NKT hiicreleri ve antijen-spesifik immiin yanitin pargasi olan CD4" Thl
ve CDS8" sitotoksik T lenfositleri (STL) tarafindan iiretilmektedir (77, 78).

IFN-y'nin 6nmeli etkileri;
1. NK hiicre aktivitesini uyarmak,
2. Aktive plazma B hiicrelerinden IgG2a ve IgG3 iiretimini indiiklemek,

3. Lokosit gogii i¢in gerekli adezyonu ve baglanmay1 uyarmak.

2.10.1.2. Interlokin 10 (IL-10)

IL-10, insan sitokin sentez inhibitor faktorii (CSIF) olarak da bilinen bir anti-
enflamatuvar sitokin olup, primer olarak monositler tarafindan iiretilmekte ve daha az
olarak Th2, mastositler, CD4"CD25"Foxp3" diizenleyici (regiilatér) T hiicreleri ve
aktive T ve B hiicrelerinin belirli bir alt grubunda iretilmektedir (79). Ayrica aktif
makrofajlardan salinmakta olup ayni1 zamanda aktif makrofajlarin ve dendritik
hiicrelerin inhibitoriidiir (negatif feed-back mekanizmasi). Dogustan edinilmis

bagisiklik reaksiyonlarini ve hiicre araciligl ile olan bagisikligi kontrol eder (80).

Viral enfeksiyona karst immiin yanit siiresince NK hiicre aktivitesini inhibe
etmek icin sitotoksik T hiicreleri tarafindan salman IL-10, immiinregiilasyon ve

enflamasyonda gorev almaktadir. Thl sitokinlerinin, MHC smif-2 antijenlerinin ve
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makrofajlar iizerindeki ko-stimiilator molekiillerin ekspresyonunu azaltmakta ve ayni
zamanda B hiicre sagkalimini, ¢cogalmasini ve antikor iiretimini arttirmaktadir. IL-10
NF-kB aktivitesini bloke edebilir.IL-10, makrofajlar ve regiilator T hiicreleri gibi
hiicreler tarafindan iiretilen IFN-y, IL-2, IL-3, TNF-a ve GM-CSF gibi pro-
enflamatuvar sitokinlerin sentezini inhibe etme kapasitesine sahiptir. Ayni1 zamanda
antijen sunucu hiicrelerin (ASH) antijen sunma kapasitelerini baskilayabilmektedir.

Ayrica IL-10, Th2 hiicreleri ve mast hiicrelerine kars1 uyarici etkiye sahiptir (81).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arac ve Gerecler

3.1.1. Kimyasal Maddeler
APC - Mouse- anti rat CD3 Antikoru (BD Pharmingen, San Jose, CA)

FITC - Mouse-anti Rat-CD161a Antikoru (BD Pharmingen, San Jose, CA)
PE - Mouse-anti Rat-IL-10 antikoru (BD Pharmingen, San Jose, CA)

PE Mouse-anti Rat-IFN-y antikoru (BD Pharmingen, San Jose, CA)
Phorbol 12 Myristate 13 Acetate - PMA (Santa Cruz, Bolivia)

Ionomycin (Santa Cruz, Bolivia)

RPMI-1640 kiiltiir medyumu (Gibco, UK)

Biocoll (Biochrom AG, Berlin, Germany)

L-glutamin (Gibco, UK)

Penisilin & streptomisin (Gibco, UK)

Istyla inaktive fetal sigir serumu (FBS) (Gibco, UK)

Fiksasyon & Permeabilizasyon Solusyonu (BD Cytofix/cytoperm, San Jose, CA)
Perm/wash buffer (BD Perm/wash, San Jose, CA)

Brefeldin A (eBioscience Inc., San Diego)

Steril PBS

Steril distile su

Etil alkol (% 70)

Streptozotosin (STZ) (Santa Cruz, Bolivia)

Kloral Hidrat (Merck, Gemany)

Yem (Standart pellet yemi)

Musluk suyu

Serum fizyolojik

24
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3.1.2. Aletler

Cerrahi penset-makas, portekii vb.

Hassas terazi (Radwag, Poland)

Petri kutulari

Glukometre - dl¢iim ¢ubugu

Akan hiicre dlger (FACSAria II, Becton Dickinson, USA)
Laminar akim kabini (Niive, TR)

% 5 COy’li Etiiv (Thermo Scientific, US)
Sogutmali santrifiij (Niive,TR)

Kan saymm cihazi (Rayto, China)

+4°C ve -20°C derin dondurucu (Argelik, TR)
24 kuyucuklu kiiltiir plaklart

Mikropipetler

Steril pipet uglar1

Enjektorler

50 ml ve 15 ml’lik Falcon tiipleri

5 ml’'lik Flow tiipleri

Heparinize 10 mI’lik kan tiipleri

3.2. Arastirmada Kulanilan Deney Hayvanlari

3.2.1. Kullanmilan hayvanlar

Istanbul Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan alman onay
sonrasi hayvanlar, Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii Deney Hayvanlar1 Biyolojisi ve
Biyomedikal Uygulama Teknikleri Anabilim Dali’ndan tedarik edilip deney siiresince

post-op odasinda gerekli ortam kosullar1 altinda muhafaza edilmistir.

Calismanm deneysel kisimlar1 Istanbul Universitesi, Deneysel Tip Arastirma
Enstitiisiit (DETAE), Immiinoloji Anabilim Dalr’'nda gerceklestirilmistir. Kalpten almnan
kandan periferik kan mononiikleer hiicre (PKMH) izolasyonunu takiben hiicre yiizey

molekiil ekspresyonu ve hiicre i¢i sitokin icerigi akan hiicre oOlger ile tayin edilmistir.
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Calismamizda 3-4 aylik 200-300 gram agirliginda 36 erkek Wistar albino sigcanlar
kullanimastir (Sekil 3-1).

Sekil 3-1: Deneylerde kullamlan Wistar albino sicanlar

3.2.1.1. Saghkl Hayvanlar
Deneyde 200-300 gram 6 tane saglikli Wistar albino erkek sican kullanildi.

Saglikli sicanlarin herbiri hasta sican gruplari ile birlikte deneye alindi. Sagliklilara 5
giin boyunca serum fizyolojik verildi. Besinci giinde takipleri yapildiktan sonra

kalplerinden kan alinarak sakrifiye edildi.

3.2.1.2. STZ ile diyabetik yapilan hayvanlar

Deneyde 6 tane erkek Wistar albino sican kullanildi. Diyabet olusturmak icin
hayvanlara intraperitonal (i.p) 55 U/ kg STZ yapild1. 48 saat sonra kuyruklarindan kan
alnip glukometre ile seker seviyelerine bakildi. Seker diizeyleri >250 mg/dl olan
sicanlar diyabetik kabul edildi. 10 giin siire ile takibi yapildikan sonra kalplerinden kan
alind1. Her bir denekten ortalama 6 ml kan elde edildi.
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3.2.1.3. STZ ve L-Karnitin birlikte verilen hayvanlar
Bu grup i¢in de 6 adet sigcan kulanildi. Sicanlara ayni anda STZ yapilip, L-
karnitin verildi. Her bir hayvana 5 giin siire ile 150 mg/ kg L-karnitin verildikten sonra

5 giin takip edildi ve 11. giinde kalpten kan alind1.

3.2.1.4. L-Karnitin verildikten sonra STZ yapilan hayvanlar
Alt1 adet sigana 5 giin boyunca L-karnitin verildikten sonra 6. giin STZ yapildi.

Onuncu giine kadar takipleri yapilan siganlarin 11. giin kalplerinden kan alind.

3.2.1.5. STZ yapildiktan sonra L-Karnitin verilen hayvanlar

Hayvanlara (n=6) i.p STZ yapildiktan 48 saat sonra seker ol¢iimleri yapildi. STZ
uygulamasindan 72 saat sonra (1. giin) L-karnitin verildi. Bes giin siire ile L-karnitin
verilmeye devam edildi ve 11. giin deney icin hayvanlarin kalplerinden kan alinarak

sakrifiye edildi.

3.2.1.6. Sadece L-Karnitin verilen hayvanlar
Grup i¢in 6 tane Wistar albino erkek sican kullanildi. Hayvanlara 5 giin boyunca

L-karnitin verildikten sonra deney i¢in apeksten girilerek kalplerinden kanlar alind.

Deney hayvanlari, her grupta 6 sican olacak sekilde 6 grup halinde
olusturulmustur (Tablo 3-1).

Tablo 3-1: Deney Hayvan Gruplan

Deney Hayvan Gruplan Hayvan Adedi
Saghkli (n=6)
STZ diyabetik (n=6)
STZ + L-karnitin verilenler (n=0)
L-karnitin verildikten sonra STZ uygulanan (n=6)
STZ uygulandiktan sonra L-karnitin verilenler (n=6)
Sadece L-karnitin verilenler (n=0)
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3.3. Yontem

3.3.1. Kan Glikozu Olciimii

Kan glikoz diizeyleri glukometrenin stripine kuyruk ven kani damlatilarak
Olciildii. Her test stribinin {izerinde hassas kimyasallar iceren bir Ol¢iim alani
bulunmaktadir. Olgiim alani iizerine kan uygulandiginda kimyasal bir reaksiyon olusur
[glikoz renklendirici oksidorediiktaz mediator reaksiyonu (PQQ-bagimh glikoz
dehidrogenaz mediator reaksiyonu)]. Boylelikle 6l¢iim alaninin rengi degismekte ve
Olciim cihazi bu renk degisikligini kaydederek elde edilen sinyal bir kan sekeri degerine
donustiiriilmektedir. Veriler mg/dl iizerinden degerlendirildi. Glikoz diizeyleri 250

mg/dl tizerinde olan si¢anlar diyabetik olarak kabul edildi.

3.3.2. Kloral Hidrat Anestezisi
360 mg/kg kloral hidrat 0.8 ml serum fizyolojikte hazirlanarak operasyon oncesi
sicanlara intraperitonal uygulanmustir. Anestezi derinligi takip edilmis ve gerek

duyuldugunda ek uygulamalar yapilmistir.

3.3.3. PBS (Fosfat Tampon Tuz Cozeltisi)
PBS (Sigma-Aldrich, USA), kan ile izotonik bir c¢ozelti (pH=7,4) olma
ozelliginden dolay1, hiicre siispansiyonu hazirlama ve santrifiij ile hiicre yikama gibi

islemlerde kullanilmaktadir.

3.3.4. RPMI-1640

Kiiltiir icin besi yeri malzemesi olarak kullanilan RPMI-1640 (Gibco, Life
Technologies, UK) antibiyotik, antimikotik ve zenginlestirme maddelerinin
eklenmesiyle in vitro deneyler i¢cin hazir hale getirilmektedir. Zenginlestirmede

kullanilan malzemeler:
- % 10 FBS (Fetal sigir serumu - Gibco, UK)
-% 1 L-glutamin (Gibco, UK)
-% 1 Streptomisin ve penisilin (Gibco, UK)
3.3.5. Fiksasyon ve Permeabilizasyon Soliisyonu
Fiksasyon ve permeabilizasyon soliisyonu (BD Cytofix/cytoperm, San Jose, CA)

ve Perm/Wash Buffer (BD Perm/Wash, San Jose, CA) hiicreleri flow sitometrik

analizden Once hiicre i¢ci boyama islemine hazirlamada kullanilmaktadir. Fiksasyon



29

cozeltisi i1se % 4 formaldehit icermekte olup, hiicre yiizeyini sabitlemek amaciyla

kullanilmaktadir. Diliie edilmeden +4°C'de saklanur.

3.3.6. Perm/ Wash Buffer Yikama Soliisyonu

Yikama soliisyonu 10X konsantrasyonda olup, kullanilmadan o6nce 1:10
oraninda distile suyla diliie edilmesi gerekmektedir. 1X perm wash % 0.1 oraninda
saponin ve fetal sigir serumu icermektedir. Hiicre memebran yiizeyini delerek

boyamada kullanilacak monoklonal antikorun hiicre icine girmesini saglamaktadir.

3.3.7. Periferik Kan Mononiikleer Hiicre (PKMH) izolasyonu

Sican kalplerinden alinan 5-10 ml heparinize kan 6rnekleri, 1:1 oraninda PBS ile
sulandirildiktan sonra, 50 ml'lik konik tabanl falcon tiipii icerisinde, oda sicakligindaki
steril Biocoll (Biochrom AG, Berlin, Germany - yogunluk:1,077 gr/ml) iizerine 1:1
oraninda pastor pipeti ile eklenmis, bu islem sirasinda ficoll ve sulandirilmis kan
Orneginin birbirine karigsmamasima ve ficoll ile kan 6rneginin ayr1 katmanlar halinde

kalmasina dikkat edilmistir.

Falcon tiipleri i¢indeki 6rneklerin 2000 devirde, 20 dakika ve +20°C'de santrifiij
edilmesini takiben, ayr1 katmanlara ayrilmis olan kan-PBS karigimmin en iistte kalan
plazma kismi pastor pipeti ile uzaklastirildiktan sonra PKMH'lerin bulundugu, ficoll ile
plazma arasinda ince bir tabaka halinde gozlenen beyaz bulutsu katman pastor pipeti ile
toplanarak 15 ml'lik konik tabanh steril falcon tiipiine ahnmstir. Uzerine 15 ml'ye
tamamlanacak sekilde steril PBS c¢ozeltisi eklendikten sonra tiipler, 2000 devirde 10
dakika ve +8°C'de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 iist stvinin uzaklastirilmasi ile
elde edilen PKMH'lerin iizerine tekrar 15 ml steril PBS eklenerek 5 dakika 1250 devirde

ve +4°C'de ikinci kez yikama islemi yapilmustr.

Yikama sonrasi iist sivilart uzaklastirilan PKMH'lerin iizerine +4°C'deki 1 ml
zenginlestirilmis RPMI-1640 medyumu eklenerek hiicre sayimi asamasina geg¢ilmistir.
Bu amagla 0.5 mI’lik tiiplere 50 ul PKMH hiicre siispansiyonundan eklenerek hiicreler

kan sayim cihazinda okutulurak 1 ml'de bulunan canli PKMH say1s1 hesaplanmustir.

3.3.8. Hiicre Kiiltiirii
PKMH ler 1x10° hiicre/ iceren miktarda, 24 kuyucuklu kiiltiir plaklarma ekilmis
ve lizerine 1 ml’ye tamamlanacak miktarda hazirlanmis RPMI-1640 medyum

eklenmistir. PMA (S5ng/ml) uyarili ve uyarisiz olmak iizere farkli sartlarda kiiltiire
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alman PKMH’ler 37°C'de % 5 CO’li etiivde 4 saat kiiltiire edilmistir. Kiiltiiriin 2.
saatinin sonunda kuyucuklara bir transport inhibitdr proteini olan Brefeldin A
(eBioscience, San Diego, CA) eklenerek salgilanan sitokinin hiicre icersinde kalmasi
saglanmistir. Pipetaj yapilarak karigmasi saglandiktan sonra kiiltiir plaklar1 tekrar etiive
kaldirilmis ve 4 saatlik kiiltiir sonunda hiicre yiizey molekiil ekspresyonu ve hiicre i¢i
sitokin tayini yapilmustir.

Hiicre kiiltiiriinde kullanilan uyaran ve kimyasallarin kullanim dozlar1 tabloda

gosterilmektedir (Tablo 3-2).

Tablo 3-2: Hiicre kiiltiiriinde kullanilan uyaranlar ve kimyasallar

Uyaran Kullanim Dozu Marka
PMA 5 ng/ml Santa Cruz
Brefeldin A 3 ng/ml eBioscience

3.3.9. Hiicre Yiizey Boyamasi

1. Kiiltiirden toplanan PKMH’ler 5 dakika 1800 rpm’de ve 20°C’de santrifiij edildikten
sonra iist sivilar uzaklastirilmis ve tizerine 300 pul PBS eklenerek PKMH siispansiyonu
elde edilmistir.

2. PMA uyarimi yapilan ve uyarim yapilmayan her iki kosul i¢in ayr1 ayr1 olmak iizere
tiiplere 1,5 pl anti-rat CD3-APC, 2 ul anti-rat CD161a-FITC monoklonal antikorlar1
eklenmis (Tablo 3-3) ve 5x10° hiicre iceren PKMH siispansiyonu eklenerek 20 dakika

oda sicakliginda ve karanlikta inkiibe edilmistir.

3. Inkiibasyon sonrasi tiiplere 2 ml PBS eklenerek 1800 rpm’de 5 dakika 20°C’de

santrifiij edilip tist sivilar uzaklastirilmastir.

Tablo 3-3: Hiicre yiizey boyamada kullanilan monoklonal antikorlar

Monoklonal

Antikor Florokrom Miktar Firma

CD3 APC 1,5ul BD/Simultest, San Jose, CA

CD161 FITC 2 ul BD/Simultest, San Jose, CA
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3.3.10. Hiicre ici Boyama

1. Hiicre yilizey boyamasindan sonra iist sivilari uzaklastirilan tiiplere 100 pl 1X
fiksasyon sivisi eklenip vorteks ile karistirildiktan sonra 20 dakika karanlhkta oda
sicakliginda inkiibe edilmistir.

2. Fiksasyon islemini takiben tiiplere 1 ml wash buffer eklenerek 5 dakika 1500 rpm’de

20°C’de santrifiij edilip tist stvilar uzaklastirilmstir.

3. Hiicrelerin iizerine 50 pl perm wash soliisyonu eklenip ardindan 2,5 ul PE mouse
anti-rat-IL-10 ve 7 pul PE mouse anti-rat IFN-y monoklonal antikorlar1 eklenerek 30

dakika karanlikta ve oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

4. Inkiibasyonu takiben tiiplere 1 ml 1X permeabilizasyon sivisi eklenerek 1500 devirde

5 dk santrifiij edilmistir.

5. Ust swvilar uzaklastirildiktan sonra hiicrelerin iizerine 300 ul FACS Flow Sheat s1visi

eklenerek akan hiicre 6lgerde degerlendirilmek iizere +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.3.11. Kiiltiir Medyumunun Zenginlestirilmesi

500 ml’lik medyum, steril sartlarda % 1 oraninda penisilin-streptomisin (5 ml),
% 1 oraninda L-glutamin (5 ml) ve % 10 oranmda fetal sigir serumu (50 ml) ile

zenginlestirilmistir.

3.3.12. Istatistiksel Analiz

Calismada gerceklestirilen tiim deneylerin sayim ve analizleri BD CellQuest
yazilimi kullanilarak yapilmistir. Verilerin istatistiksel analizleri SPSS 21 programi ile
yapilmis ve gruplar arasi farklarin degerlendirilmesinde non-parametrik Mann-Whitney

U testi kullanilmistir. p<0.05 anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. NK Hiicreleri

Kalpten alinan kan orneklerinde NK hiicreleri CD3'CD161" populasyon
isaretlenerek saptandi. Bu amacla, FSC/SSC grafiginde lenfosit populasyonu kapilandi,
lenfosit kapisindan CD3/SSC histogrami c¢izilerek CD3" NK hiicreleri belirlendi. CD3"
NK hiicre populasyonunda CD161" hiicreler isaretlendi ve bu populasyondaki IFN-y ve
IL-10 igerigi saptand (Sekil 4-1).
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Sekil 4-1: CD3" hiicre grubunda NK hiicre kapilama stratejisi ve sitokin profili
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4.1.1. CD3 Hiicre Populasyon Oranlari
CD3" hiicre ekspresyonu, hasta gruplart arasinda ve saglikli kontroller ile

karsilastirildiginda belli gruplarda anlamli farkliliklar saptanmistir.
Uyarim yapilmayan kosullarda STZ uygulanan diyabetik sicanlar;

L-karnitin verilen, STZ + L-karnitin verilen, L-karnitin verildikten sonra STZ
uygulanan gruplar ve saglkli kontrollerle karsilastirildiginda CD3™ hiicre
ekspresyonunun anlamli derecede diisilk oldugu saptanmustir (p=0.002, p=0.038,
p=0.002, p=0.001, sirasiyla) (Sekil 4-2), (Tablo 4-1).

Sadece L-karnitin verilen sicanlar, saglikli kontrollerle karsilastirildiginda CD3"

hiicre oranlarinin anlamli derecede arttig1 gozlenmistir (p=0.029).

L-karnitin verildikten sonra STZ uygulanan gruptaki CD3" hiicre oranlari, STZ +
L-karnitin verilen ve STZ uygulandiktan sonra L-karnitin verilen diyabetik si¢anlarla

karsilastirildiginda anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p=0.010, p=0.010, sirasiyla).
PMA uyarimli kosullarda STZ diyabetik hayvanlar;

L-karnitin verilen, STZ + L-karnitin verilen ve L-karnitin verildikten sonra STZ
uygulanan gruplarla karsilastirildiginda CD3" hiicre orani1 anlamli derecede diisiik
saptanmistir  (p=0.004, p=0.004, p=0.004, sirasiyla). STZ sonrasi L-karnitin verilen
grupta ise STZ + L-karnitin ve L-karnitin sonrast STZ uygulanan gruba gore anlamh
derecede azalma oldugu goriilmiistiir (p=0.036, p=0.036, srasiyla) (Sekil 4-2), (Tablo
4-1).



34

CDh3

p=0.002

p=0.038

100- —p=0.029 p=0010
£=0.002. p=0.010 B Saglkh
80- _p=0.001 = STZ
g B [-Kkarnitin
>
U & 601 == STZ + L-Karnitin
y Z = ..
armsi % 3 STZ sonrasi L-karnitin
2 ]
s 40 3 L-karnitin sonras1 STZ
1SS
201
0- T T
p=0.004
100 p=0.004
p=0.004 p=0.036
0036 o
80
=
(=]
> 6o-
PMA Uyarimh e
g
) 40-
S
0- T T

Sekil 4-2: Uyarim yapilmayan ve PMA uyarimh kosullarda CD3" hiicre oranlar



Tablo 4-1: Uyarim yapilmayan ve PMA uyarimh kosullarda CD3" hiicre oranlar

UYARIM YAPILMA YAN KOSULLARDA CD3 HUCRE ORANI

Saghkh

STZ

L-Kkarnitin

STZ + L-
karnitin

STZ sonrasi
L- karnitin

L- karnitin
sonras1 STZ

Saghkh

STZ

v

v

v

N

L-karnitin N
STZ + L-
karnitin
STZ sonrasi
L- karnitin
L- karnitin
sonrasi N N
STZ

PMA UYARIMLI KOSULLARDA CD3 HUCRE ORANI

STZ + L-
karnitin

L- karnitin
sonrasi1 STZ

y STZ sonrasi
Saghkh L-karnitin

STZ L-karnitin

Saghkh
STZ N2 N2 NZ
L-Kkarnitin
STZ + L-
karnitin
STZ
sonrasi L- N NV
karnitin
L- karnitin
sonrasi
STZ

4.1.2. CD3" T Hiicre Populasyon Oranlari
Uyarim yapumayan kosullarda STZ uygulanan gruptaki CD3" hiicre orani;

L-karnitin verilen, STZ + L-karnitin verilen, L-karnitin sonras1t STZ uygulanan gruplara
ve saglikli kontrollere gore anlamli derecede yiiksek saptanmustir (p=0.004, p=0.016,
p=0.008, p=0.003; sirasiyla).

L-karnitin sonras1 STZ uygulanan sicanlarda ise STZ + L-karnitin verilen ve
STZ sonras1 L-karnitin verilen gruplara oranla anlamli derecede diisiik bulunmustur

(p=0.016, p=0.016, sirasiyla) (Sekil 4-3), (Tablo 4-2).
PMA uyarimina yamt olarak, STZ diyabetik grupta;

L-karnitin, STZ + L-karnitin verilen, L-karnitin sonras1 STZ uygulanan gruplara ve

saglikli kontrollere gore anlamh bir artis saptanmuistir (p=0.004, p=0.004, p=0.024,



36

p=0.026, swrasiyla). STZ + L-karnitin verilen hasta grubunda, STZ sonrasi L-karnitin
verilen gruba gore anlaml bir diisiis saptanmustir (p=0.024) (Sekil 4-3), (Tablo 4-2).
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Sekil 4-3: Uyarim yapilmayan ve PMA uyarimh kosullarda CD3" T hiicre oranlan



Tablo 4-2: Uyarim yapilmayan ve PMA uyarimh kosullarda CD3" hiicre oranlan

UYARIM YAPILMA YAN KOSULLARDA CD3* HUCRE ORANI

Saghkh

STZ

L-karnitin

STZ + L-
karnitin

STZ sonrasi
L- karnitin

L- karnitin
sonras1 STZ

Saghkh

STZ

)

g\

4\

g\

L-Kkarnitin

STZ + L-
karnitin

STZ sonrasi
L- karnitin

L- karnitin
sonras1 STZ

PMA UYARIMLI KOSULLARDA CD3* HUCRE ORANI

Saghkh

STZ

L-Kkarnitin

STZ + L-
karnitin

STZ sonrasi
L-karnitin

L- karnitin
sonras1 STZ

Saghkh

STZ

r

d\

)

d\

L - karnitin

STZ + L-
Karnitin

STZ sonrasi
L- karnitin

L- karnitin
sonras1 STZ

4.1.3. CD3 CD161" Hiicre Populasyon Oranlari

Uyarim olmayan durumda gruplar birbirleri ile kiyaslandiginda;
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STZ sonrast L-karnitin verilen hayvanlarda, sadece STZ ve L-karnitin sonrast STZ

uygulananlara gore anlamh derecede artis saptanmustir (p=0.024) (Sekil 4-4), (Tablo 4-

3).

PMA uyarimi yapilan kosullarda CD3” CD161" hiicre oranlarinda herhangi bir

anlamlilik saptanmamustir (Sekil 4-4).
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Tablo 4-3: Uyarim yapilmayan ve PMA uyarimh kosullarda CD3" CD161" hiicre oranlari

UYARIM YAPILMA YAN KOSULLARDA CD3 CD161* HUCRE ORANI

STZ + L- | STZ sonrasi L-Kkarnitin

Saghkh STZ | L-karnitin karnitin L-karnitin sonrasi1 STZ

Saghkh
STZ
L-karnitin
STZ + L-
karnitin
STZ sonrasi
L-karnitin T 0

L- karnitin
sonras1 STZ

4.1.4. Dogal Oldiiriicii T Hiicre (CD3* CD161*) Oranlari

Hem PMA uyarimh hem de uyarim yapilmayan kosullarda L-karnitin verilen
grupta STZ wuygulanan gruba ve saglikli kontrollere gore anlamli bir azalma
gozlenmistir (Uyarimsiz kosulda; p=0.010, p=0.043, sirasiyla) (PMA uyarimli kosulda;
p=0.004, p=0.014, sirasiyla) (Sekil 4-5), (Tablo 4-4).
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Sekil 4-5: Uyarim yapilmayan ve PMA uyarimh kosullarda dogal 6ldiiriicii T hiicre
(CD3* CD161%) oranlar
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Tablo 4-4: Uyarim yapilmayan ve PMA uyarimh kosullarda dogal 6ldiiriicii T hiicre

(CD3* CD161%) oranlan

UYARIM YAPILMA YAN KOSULLARDA CD3* CD161* HUCRE ORANI
L- karnitin
sonras1 STZ

e STZ + L- STZ sonrasi
STZ | L-kamnitin karnitin L- karnitin

Saghkh

Saghkh
STZ
L-karnitin N N2
STZ + L-
karnitin
STZ sonrasi
L- karnitin

L- karnitin
sonras1 STZ

PMA UYARIMLI KOSULLARDA CD3* CD161* HUCRE ORANI

L- karnitin
sonras1 STZ

e STZ + L- STZ sonrasi
STZ | L-karnitin karnitin L-karnitin

Saghkh

Saghkh
STZ
L-karnitin
STZ + L-
karnitin
STZ sonrasi
L-karnitin

L- karnitin
sonras1 STZ

4.1.5. NK Hiicrelerinde Hiicre ici Sitokin Profili

4.1.5.1. CD3 CD161"* NK hiicre i¢i IFN-vy seviyeleri
saptamak

DM patogenezinde NK hiicrelerinin immiinoregiilator roliinii

amaciyla, PKMH'ler uyarimsiz ve PMA uyarimh kosullarda 4 saat siireyle in vitro
sartlarda Kiiltiire alinmustir. Kiiltiir sonras1 CD3” CD161" NK hiicre grubunda IFN-y ve

IL-10 seviyeleri saptanmustir.
Uyarim olmayan kosullarda L-karnitin verilen grupta IFN-y seviyesi, STZ

uygulanan gruba ve saglikli kontrollere gore anlamh derecede yiiksek saptanmistir
(p=0.002, p=0.001, sirasiyla).
STZ + L-karnitin verilen hayvanlarda IFN-vy icerigi, sadece STZ uygulanan, STZ

oncesi ve STZ sonrasi1 L-karnitin verilen gruplara gore anlamh derecede yiiksek
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saptanmustir ( p=0.002, p=0.002, p=0.024, swrasiyla). L-karnitin sonras1 STZ uygulanan
diyabetik hayvanlarda ise sadece STZ ve STZ sonrasi L-karnitin verilen gruba kiyasla
IFN-y seviyesinin anlamli derecede artmus oldugu goriilmiistiir (p=0.004, p=0.036,
sirasiyla) (Sekil 4-6), (Tablo 4-5).

PMA uyarimi yapilan kosulda ise, L-karnitin verilen grupta saglikli kontrollerle
karsilastirildiginda IFN-y iceriginin anlamh derecede azaldigi gozlenmistir (p=0.043).
STZ + L-karnitin verilen hayvanlardaki IFN-y seviyesinin sadece STZ uygulanan, STZ
oncesi ve STZ sonrasi L-karnitin verilen gruplara gore anlamli derecede arttig
saptanmistir (p=0.002, p=0.004, p=0.010, sirasiyla). Sadece STZ uygulanan grupta ise,
STZ oncesi ve STZ sonrast L-karnitin verilenlere gore anlamli bir artis goriilmiistiir

(p=0.004, p=0.010, sirasiyla) (Sekil 4-6), (Tablo 4-5).

CD3 CD161"
p=0.004
15 p=0.002
p=0.001 B Saglkh
-
p=0.002 10,002 STZ
B L-karnitin
; we STZ + L-karnitin
= B3 STZ sonrasi L-karnitin
Uyal‘lmSIZ ® 3 L-karnitin sonrast STZ
p=0.004
20 p=0.010
0.002 p=0.004
p=0.
15 p=0.010
PMA Uvyarimh

Sekil 4-6: CD3" CD161" NK hiicre IFN-y icerigi
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Tablo 4-5: CD3 CD161" NK hiicre IFN-y icerigi

UYARIM YAPILMA YAN KOSULLARDA CD3 CD161* IFN-y HUCRE ORANI

STZ + L- | STZ sonras1 | L- karnitin

Saghkh §TZ L-karnitin karnitin L- karnitin | sonras1 STZ

Saghkh
STZ
L-karnitin N
STZ + L-
karnitin
STZ sonrasi
L-karnitin

>

L- karnitin
sonras1 STZ

PMA UYARIMLI KOSULLARDA CD3 CD161* IFN-y HUCRE ORANI

STZ + L- | STZ sonras1 | L- karnitin

Saghkh §TZ L-karnitin karnitin L- karnitin | sonras1 STZ

Saghkh
STZ N N
L-karnitin J
STZ + L-
karnitin
STZ sonrasi
L-karnitin

N 0 0

L- karnitin
sonras1 STZ

4.1.5.2. CD3 CD161" NK hiicre ici IL-10 seviyeleri

Uyarm yapilmayan sartlarda STZ uygulanan gruptaki CD3” CD161" NK hiicre
IL-10 seviyesi; sadece L-karnitin, STZ + L-karnitin, STZ sonrast L-karnitin verilen
gruplar ve saglikli kontrollerle karsilastirildiginda anlamli derecede diisiis gostermistir
(p=0.002, p=0.002, 0.010, p=0.000, sirastyla). Sadece L-karnitin verilen grupta saglikl
kontrollere gore (p=0.005), L-karnitin sonras1 STZ uygulanan hayvalarda ise; STZ + L-
karnitin ve STZ sonras1 L-karnitin verilen hayvanlara gore IL-10 diizeylerinde anlaml

derecede bir azalma gozlenmistir (p=0.002, p=0.010, sirasiyla) (Sekil 4-7), (Tablo 4-6).

PMA uyarmml kosullarda STZ uygulanan hayvanlardaki IL-10 igerigi; L-
karnitin sonrast STZ uygulanan gruba ve saglikh kontrollere kiyasla anlamli derecede

artig gosterirken (p=0.004, p=0.020, swrasiyla); L-karnitin, STZ + L-karnitin ve STZ
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sonrast L-karnitin verilen gruplarda anlamli derecede bir azalma gostermistir (p=0.009,

p=0.002, p=0.010, sirasiyla).

Yalniz L-karnitin verilen hayvanlarda IL-10 icerigi sagliklilara oranla anlamh
dercede artis gostermistir (p=0.020). STZ + L-karnitin verilen hayvanlardaki IL-10
seviyesinin, STZ Oncesi ve STZ sonras1 L-karnitin verilenlere gore anlamli derecede
artmis oldugu gozlenmistir (p=0.004, p=0.010, sirasiyla). STZ 6ncesi ve STZ sonrasi L-
karnitin verilenler karsilastirildiginda ise anlamli derecede bir azalma saptanmistir

(p=0.016) (Sekil 4-7), (Tablo 4-6).

CD3 CD161"

p=0.005
20 =0.002
s P B Sajhkl
= p=0.010 - ST7
p=0.010 B3 L-kamnitin
— = STZ + L-karnitin
Uyarimsiz 3 STZ sonrasi L-karnitin
3 L-kamnitin sonras1 STZ
1 1
p=0.010
=0.004
=0.004
20- p=0.002 oy
p=0.020
151 p=0.016
2 ———
PMA Uvyarimh 110
o]
53
5-

0- T T
Sekil 4-7: CD3  CD161" NK hiicre IL-10 icerigi



Tablo 4-6: CD3 CD161" NK hiicre IL-10 icerigi

UYARIM YAPILMA YAN KOSULLARDA CD3 CD161" IL-10 HUCRE ORANI

9 s STZ + L- STZ sonrasi L- karnitin
Saghkh S$TZ | L-karnitin karnitin L-karnitin sonras1 STZ
Saghkh
STZ N J ¥ N2
L-Kkarnitin N
STZ + L-
Kkarnitin
STZ sonrasi
Karnitin
L- karnitin
sonras1 STZ v v
PMA UYARIMLI KOSULLARDA CD3 CD161*IL-10 HUCRE ORANI
9 . STZ + L- STZ sonrasi L- karnitin
Saghkh | STZ | L-karnitin |y itin L- karnitin | Sonrasi STZ
Saghkh
STZ N ¥ NZ v N
L-karnitin N
STZ + L-
Kkarnitin 0 0
STZ sonrasi
L-Kkarnitin
L- karnitin ¢

sonras1 STZ

4.1.6. CD3" T Hiicre Populasyonunda Hiicre Ici Sitokin Profili

4.1.6.1. CD3" T hiicre ici IFN-y seviyeleri
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Uyarim yapilmayan kosullarda CD3" hiicre IFN-7 icerigi, sadece STZ uygulanan

grupta; yalmz L-karnitin, STZ + L-karnitin, STZ o6ncesi ve STZ sonrasi L-karnitin

verilen gruplara ve saglikli kontrollere gore anlamli derecede diisiis gostermistir

(p=0.002, p=0.002, p=0.004, p=0.010, p=0.000, sirasiyla). STZ + L-karnitin verilen

grupta, STZ Oncesi ve STZ sonrasi L-karnitin verilen hayvanlara gore anlaml1 derecede

artis gozlenirken (p=0.030, p=0. 010, swrasiyla), STZ sonrasi L-karnitin verilenlerde

STZ oncesine gore anlamli derecede bir azalma saptanmustir (p=0.016) (Sekil 4-8),

(Tablo 4-7).
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PMA uyarimi yapilan kosullarda, sadece STZ uygulanan gruptaki IFN-y icerigi;

sadece L-karnitin ve STZ + L-karnitin verilen gruplara ve saglikli kontrollere gore

anlamli derecede azalirken (p=0.002, p=0.002, p=0.000, swrasiyla), STZ sonras1 L-

karnitin verilenlere gore anlamli derecede artig gdstermistir (p=0.010).

Yalniz L-karnitin verilen grupta sagliklhi kontrollere gore anlamli derecede artis

goriilmiistiir (p=0.012). STZ + L-karnitin verilenlerde IFN-y diizeyinin, STZ Oncesi ve

STZ sonrasi L-karnitin verilenlere gére anlamli derecede artmis oldugu gozlemlenmistir

(p=0.004, p=0.010, swrasiyla). STZ oncesi ve STZ sonrasi L-karnitin verilenler

kiyaslandiginda ise anlamli bir artis saptanmustir (p=0.016) (Sekil 4-8), (Tablo 4-7).

Uyarimsiz

PMA Uvyarimh

154

157

&, 107

% IFN-

0-

Sekil 4-8: CD3" T hiicre ici IFN
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CD3"

p=0.004

p=0.010

0.002 p=0.0%
p=0.

p=0.010

p=0.016
-

p=0.002

p=0.010

p=0.012
p=0.002

p=0.002
p=0.004

p=0.010
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-y Icerigi
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Saglikh
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STZ + L-karnitin
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L-karnitin sonras1 STZ
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Tablo 4-7: CD3" T hiicre ici IFN-y icerigi

UYARIM YAPILMA YAN KOSULLARDA CD3* IFN-y HUCRE ORANI

o e STZ + L- STZ sonras1 | L- karnitin
Saghkh STZ L-karnitin karnitin L- karnitin | sonras1 STZ
Saghkh
STZ N2 N2 N2 J N2
L-karnitin
STZ + L-
karnitin 0 0
STZ sonrasi
LKkarnitin
L- karnitin A
sonras1 STZ

PMA UYARIMLI KOSULLARDA CD3* IFN-y HUCRE ORANI

o e STZ + L- STZ sonras1 | L- karnitin
Saghkh STZ L-karnitin karnitin L- karnitin | sonras1 STZ
Saghkh
STZ NV N2 J N
L-karnitin N
STZ + L-
karnitin 0 0
STZ sonrasi
L-Kkarnitin
L-karnitin A
sonras1 STZ

4.1.6.2. CD3" T hiicre ici IL-10 seviyeleri

Uyarim yapilmayan kosullarda STZ uygulanan hayvanlarda, sadece L-karnitin,
STZ + L-karnitin, STZ o6ncesi ve STZ sonrasi1 L-karnitin verilenlere ve saglkl
kontrollere gore IL-10 iceriginde anlamli derecede diisiis saptanmustir (p=0.004,
p=0.002, p=0.004, p=0.010, p=0.000, swrasiyla). L-karnitin verilen grupta saglikh
kontrollere kiyasla anlaml bir azalma gozlenirken (p=0.008), STZ + L-karnitin verilen
grupta STZ Oncesi ve STZ sonrasi L- karnitin verilenlere gore anlamli bir artig

goriilmiistiir (p=0.004, p=0.010, sirasiyla) (Sekil 4-9), (Tablo 4-8).

PMA ile uyarim uygulanan kosulda, STZ diyabetik hayvanlarda IL-10 seviyesi
saglikli kontrollere gore anlamli derecede artis gosterirken (p=0.012), STZ + L-karnitin
ve STZ sonrasi L-karnitin verilenlere gore anlamh derecede azaldigi saptanmistir

(p=0.002, p=0.019, sirasiyla). STZ + L-karnitin verilen grupta ise, hem STZ oncesi hem
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de STZ sonras1 L-karnitin verilen gruplara gore anlamh derecede artiy gdzlenmistir

(p=0.004, p=0.010, sirasiyla) (Sekil 4-9), (Tablo 4-8).

CD3*

p=0.004
p=0.010
p=0.002
p=0.008 p=0.004
154 p=0.000 =0.010
— P B Saghkh
_p=0.004 - STZ
- 10- B L-karnitin
U - mss STZ + L-karnitin
arumsiz d B3 STZ sonrasi L-karnitin
IS 54 3 L-karnitin sonras: STZ
0_
p=0.019
p=0.004
401 p=0.002 p=0.010
PMA Uyarimh

Sekil 4-9: CD3" T hiicre ici IL-10 icerigi



Tablo 4-8: CD3" T hiicre i¢i IL-10 icerigi

UYARIM YAPILMA YAN KOSULLARDA CD3*IL-10 HUCRE ORANI

o e STZ + L- | STZ sonras1 | L- karnitin
Saghkh STZ | L-karnitin karnitin L- karnitin | sonras1 STZ
Saghkh
STZ J J J N ¥
L-Kkarnitin )
STZ + L-
Kkarnitin 0 0
STZ sonrasi
L- karnitin
L- karnitin
sonras1 STZ
PMA UYARIMLI KOSULLARDA CD3*IL-10 HUCRE ORANI
o e STZ + L- | STZ sonras1 | L- karnitin
Saghkh STZ | L-karnitin karnitin L- karnitin | sonras1 STZ
Saghkh
STZ N NY N
L-Kkarnitin
STZ + L-
karnitin 0 0
STZ sonrasi
L- karnitin
L- karnitin

sonras1 STZ
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5. TARTISMA

STZ deneysel hayvan modellerinde diyabetin indiiklenmesinde en ¢ok kullanilan
ajanlardan biridir. Yiiksek dozda enjeksiyonu, pankreatik B hiicreleri tizerine dogrudan
toksisiteye neden olmaktadir (39). STZ se¢ici olarak pankreas f hiicresini harap ederek
insiilin sentez ve salmimini inhibe etmekte ve sonucta insiiline bagimli diyabet ile
sonu¢lanmaktadir. STZ, tek ya da coklu dozlar halinde veya cok daha kiigiikk ve
tekrarlanan dozlarda intraperitonal veya intravendz olarak uygulanmaktadir.
Hayvanlarda tek doz STZ uygulamaasi, diyabet olusumu i¢in yeterli goriilmektedir.
Kimyasal uyarimli pankreatik hasar, hiperglisemi kaynakli komplikasyonlarin
degerlendirilmesi agisindan faydali olmaktadir (87). Bu bilgiler 1s18inda ¢caliymamizda 4
- 6 aylik sicanlara 55 mg/kg STZ i.p. enjekte edilerek geri doniistimsiiz B hiicre
harabiyeti olusturulmas1 amag¢lanmistir.

Karnitin, L-B-hidroksi-y-N-trimetilammonyobutanoat yapisinda olan uzun
zincirli yag asitlerinin, mitokondri membranindan transportunda gorev alan temel bir
tastyicidir. Eksikliginde, mitokondri i¢ine yag asitlerinin transportunun azalmasi nedeni
ile sitozolik trigliserid birikimine yol agmakta, trigliserid birikimi ise glikoz kullanimini
lyice bozarak diyabetin kontroliinii zorlastirmaktadir. Bu durum, L-karnitinin insiilin
direnci patogenezinde yer aldiginin bir gostergesidir (48). Tip 1 ve tip 2 diyabetli
hastalarla yapilan ¢caliymalarda serum L-karnitin diizeyinin azaldig: bildirilmektedir (88,
10).

Karnitinin primer biyokimyasal fonksiyonu, hiicrelerin enerji iiretimine olan
katihmidir (89). Ayrica ester olusumu ile, mitokondride normal ve anormal
metabolizmanin bir sonucu olarak biriken kisa ve orta zincirli yag asitlerinin tasmnmasini
da kolaylagtirmaktadir (90 - 94). Buna ek olarak, farkh acil gruplarin muhtemelen farkl
metabolik kokenlere sahip olmasiyla, karnitin, yag asitleri ve karbonhidrat
metabolizmas1 arasindaki bir baglantiy1 gostermektedir (95). DM’ta karnitin
metabolizmas1 yaygin olarak incelenmis ve farkli sonuclar bildirilmistir (96 - 99).
Deney hayvanlarindaki mekanistik ¢caligmalar, insiilin direncinin gelisiminde karnitin
eksikliginin rolii oldugunu gostermektedir. (100, 101). Karnitin, periferik dokular
tarafindan glikoz kullantmini ve hiicrelerin insiiline karsi duyarliligini arttirdigindan,

karbonhidrat metabolizmasinda 6nemlidir (102, 103).
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Diyabet ile NK hiicreleri arasindaki iliskiy1 gosteren ilk caligmalar 1980 ve 90’h yillara
aittir. Bu c¢alismalar, diyabetik ve diyabetik egilimli sican NK hiicre sitotoksik
aktivitesinin, ayn1 kokenden gelen diyabete karsi direngli sicanlarinki ile
karsilastirildiginda daha yiiksek oldugunu gostermektedir (104 - 106). Kesin rollerinin
tam olarak acgiklanamamis olmasmma karsihk, TI1DM’yi kapsayan otoimmiin
hastaliklarin patogenezinde NK hiicrelerinin rol oynadigi kabul edilmektedir (107, 108,
109). Kimyasal olarak indiiklenen diyabetik fare modellerinde NK hiicrelerinin
ortamdan uzaklastirilmasi sonucu hastaligin 6nlenebildigini gosteren calismalar NK
hiicrelerinin TIDM patojenik roliinii desteklemektedir (110, 111), ancak bu veriler, BB
(BioBreeding) sicanlarla ilgili baska calismalarda dogrulanmamustir (112 - 114).
Bulgular hiicrelerinin in vitro pankreas p-hiicrelerini yikima ugratabilecegine dair bir
kanittir (104, 106). BB sicanlarda, dalak NK hiicrelerinin adaciklara zarar verdigi ancak
daha onceki caligmalarda, NK hiicrelerinin hastalik gelisiminde ¢ok dnemli olmadigt
yoniindedir. Bununla birlikte, transgenik farelerde yapilan deneyler, B hiicre yikiminin
modiilasyonunda NK hiicrelerinin rolii oldugunu diisiindiirmektedir (115).

NK hiicrelerinin, dendritik hiicreler ile etkilesimi, T hiicre cevaplarin1 polarize
etmesi ve regiilator T hiicreleri ile konusmadaki rolii nedeniyle (116 - 118), TIDM
patogenezinde ilgi ¢ekici aday olarak kabul edilmektedir (119, 120).

DM’un karnitin metabolizmasi i¢in farkl sonuglar bildirilmistir (96 - 99). T2DM
ile ilgili ¢ok sayida veriye karsihk (121 - 123), TIDM i¢in smirhi sayida veri
bulunmaktadir (10, 124, 125 - 127). 1ki calisma (126, 156) haricinde, kabul edilen diger
tim calismalar diyabetik deneklerde, plazmadaki serbest karnitin konsantrasyonunun
azaldigin1 gostermistir (10, 97, 121, 122, 125, 128).

Diyabet immiinopatogenezini aydinlatmak amaciyla hastalik siirecinde 6nemli
rol oynadig bilinen sican CD3'CD161" NK hiicrelerinin oranlarmin belirlenmesi ile
birlikte bu hiicrelerin IFN-y ve IL-10 sitokin seviyeleri saptanarak L-karnitinin sagliklh
ve hasta gruplarindaki NK hiicreleri iizerine olan etkisinin incelendigi ¢calismamizda,
uyarim olmayan durumda gruplar birbirleri ile kiyaslandiginda CD3"CD161+ NK hiicre
oraninin, STZ sonrasi L-karnitin verilen hayvanlarda, sadece STZ ve L-karnitin sonrasi
STZ uygulananlara goére anlamli derecede artis gosterdigi saptanmis, PMA uyarim
yapilan kosullarda ise CD3 CD161" hiicre oranlarinda herhangi bir anlamli fark
saptanmamistir.

Insan cahsmalar1 TIDM’li hastalarin NK hiicre sayisinda azalma ve NK hiicre

fonksiyonlarinda bozukluk oldugunu gostermektedir (129, 130). TIDM’de saptanan NK
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hiicre fenotip degisikliginin sebebi bilinmemektedir (131). Rodacki ve arkadaslari
TIDM’li hastalarda farkli evrelerde periferik kan NK hiicre sikhig1 ve aktivasyon
durumunu incelemisler ve tanida, NK hiicrelerinin kesin sayisinin azaldigini ancak IFN-
y Uretiminin saptanmasi sonucu aktivasyonlarmin arttigr gosterilmistir. Yeni TIDM
tanist konulmus hastalarin periferik kan NK hiicre sikliginda azalma goriilmekle birlikte
uzun donem hastaliga sahip bireylerde herhangi bir fark saptanmamistir. NK hiicre alt
grup oranlarinda da (CD56"¥"CD16 ve CD56°™CD16") fark gzlenmemistir (129).

NK hayvan calismalarinin cogu NOD fareler iizerinedir. Mevcut c¢alismalar,
NOD farelerin periferik kan NK hiicrelerinde eksiklik oldugu veya NK hiicre sayisinin
hasta ve kontrollerde ayni olmasina karsilik hastalarin sitotoksik aktivitelerinde
diisiikliik oldugu yoniindedir (2, 9).

Calismamizda, uyarim yapilmayan kosullarda STZ sonrasi L-karnitin verilen
gruptaki NK hiicre oranlarinda, sadece STZ ve L-karnitin sonras1 STZ uygulanan
gruplara gore anlamli derecede artisin olmasi ve PMA uyarimi yapilan kosullarda ise
denek gruplart arasinda hicbir fark saptanmamasi mevcut caligmalarla (2, 9, 129) ile
uyumluluk gostermektedir. STZ sonrasi1 L-karnitin uygulamasinin NK hiicre sayisinda
artisa neden olmasi, L-karnitinin hastalik sonrasindaki siirecte etkili olabilecegini
diistindiirmektedir.

Fare ve insan caligmalarinda T1DM’de NK hiicre aktivator reseptorii olan
NKp46’nin etkisi incelenmis ve pankreatik B hiicreleri iizerinde eksprese edilen
bilinmeyen bir ligand ile baglanmas1 sonucu NKp46 aktivator reseptoriin aktive olarak 3
hiicre hasarina neden oldugu gosterilmistir (108). NOD farelerde NKp46 reseptoriiniin 3
hiicrelerine baglanmasimin bloke edilmesi sonucu diyabet gelisiminin engellenebilecegi
gosterilmistir (108, 132). Bu ¢alisma, NK hiicrelerinin TIDM gelisiminin engellenmesi
ve tedavisinde yeni ve ilave bir terapotik yaklasim olarak hedeflenebilecigini
gostermektedir. Genetik ile isbirliginin etkilerini saptamak i¢in, erken baslangich
T1DM’de NK hiicreleri ile ilgili daha cok fonksiyonel caligmanin gerekli oldugu

goriilmektedir.

Calismamizda, uyarim olmayan kosullarda L-karnitin verilen gruptaki IFN-y
seviyesi STZ uygulanan gruba ve saglikli kontrollere gore anlamli derecede artig
gostermistir. STZ ve L-karnitin birlikte verilen hayvanlarda; sadece STZ uygulanan,
STZ oncesi ve STZ sonras1 L-karnitin verilen gruplara gore anlamh derecede artig

saptanmistir. L-karnitin sonras1 STZ uygulanan diyabetik hayvanlarin ise; sadece STZ
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ve STZ sonras1 L-karnitin verilen gruba kiyasla IFN-y seviyesinin anlamh derecede

arttigl goriilmiistiir.

PMA uyarimi yapilan kosulda ise, L-karnitin verilen gruptaki IFN-y
seviyelerinin saglikli kontrollere oranla anlamli derecede azaldig1 gozlenmistir. STZ +
L-karnitin verilen hayvanlardaki IFN-y seviyesinin sadece STZ uygulanan, STZ oncesi
ve STZ sonrasi L-karnitin verilen gruplara gore anlamh derecede artmis oldugu
saptanmistir. Sadece STZ uygulanan grupta ise, STZ oncesi ve STZ sonras1 L-karnitin

verilenlere gore anlaml bir artis goriilmiistiir.

Hem PMA uyarimli hem de uyarim yapilmayan kosullarda hasta gruplari
arasinda L-karnitin verilen sicanlarda IFN-y seviyesindeki artig, L-karnitinin NK hiicre
sitokin profili tizerine etkili oldugunu gostermektedir. Ayrica IFN-y’nin artisinin, sadece
STZ uygulanan gruba kiyasla ile yalmz L-karnitin verilen veya STZ uygulamas: ile L-
karnitin verilen gruplarda goriilmesi L-karnitinin hastalikla iliskili olabilecigini
diisiindiirtmektedir. IFN-y cesitli mekanizmalar araciligr ile adacik harabiyeti ve diyabet
patogenezinde rol oynamaktadir. Birincisi, kemirgen hayvan modellerinde patojenik T
hiicreleri (Th1l) IFN-y salgilama yetenekleri ile karakterize edilmektedir (133) ve aym
zamanda insanda diyabet-otoantijen reaktif T hiicreleri de IFN-y sekrete etmektedir
(134). Ikincisi, IFN-y diger immiin mediatorler ile birlikte direkt olarak B hiicrelerine
zarar vermektedir (135). Ugiinciisii ise, NOD farede IFN-y’nin serum konsatrasyonunun

artmasi hastalik durumu ile iliskilidir (136).

Kronik enflamasyon; insiilin direnci ve T2DM gelisimi ile iliskilendirilmistir
(137 - 142). NK ve NKT hiicreleri gibi dogal bagisiklik hiicrelerindeki sapmalar,
koroner arter ve kronik obstriiktif akciger hastaligi gibi enflamatuvar hastaliklarin
gelisiminde Onemli rol oynamaktadir. Bununla birlikte, insiilin direnci ve T2DM
gelisiminde NK ve NKT hiicrelerinin rolii hala belirsizdir (143, 144, 145). Daha onceki
caligmalar, NK hiicrelerinin T1DM patogenezi ile birlikte periferik tolerans ve
enflamatuvar cevaplari da regiile ettigini gostermistir. Ancak, son ¢alismalar ile birlikte,
T2DM hastalarinda aktive NK ve NKT hiicrelerinde artig goriiliirken, inhibitor NK ve
NKT hiicrelerinin ise daha diisiik frekansa sahip oldugu gosterilmistir (129, 146 - 150).

Diyabet olusumunu engellemek icin rekombinant IFN-y enjeksiyonun
uygulandigr bir calismada (151), pankreas adaciklarma infiltre eden hiicrelerden

salgilanan IFN-y nin B hiicre yikimina neden oldugu gosterilmistir (152 - 155).
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Sitokinlerin (IL-1, IFN-y, IL-15, IL-12, IL-18 ve TNF vb.) NOD fare pankreatik

adaciklarinda enflamasyon ile iliskili NK hiicre aktivatorleri olarak etkili oldugu
bilinmektedir (156). Sitolitik aktiviteye sahip NK hiicreleri sitokin ve kemokinler
salgilarlar. Basta IFN-y ayrica TNF-a ve GM-CSF, immiinoregiilator sitokinlerden IL-5,
IL-10, IL-13 ve kemokinlerden MIP-1a, MIP-1p3, RANTES sentezlemektedirler (157).
Saglikli kontrollere karsilastirildiginda, T2DM’1i hastalarin NK hiicrelerinden spontan
ve uyar1 sonucu salgilanan IFN-y seviyelerinde anlamh bir fark saptanmamis, NK
hiicrelerinin, IFN-y diginda IL-15 ve IL-12 gibi proenflamatuvar sitokinleri salgilayarak
T2DM'nin patojenik siirecine dahil olabilecgi ileri siiriilmiistiir (158, 159).
Insandaki insiilitik infiltrat, hayvan modellerinden daha az yogundur ve her ne kadar B
hiicreleri, makrofajlar ve NK hiicreleri ile iliskili ise de temel olarak T hiicrelerinin
fonksiyonu oldugu bilinmektedir. Ayrica, proenflamatuvar sitokin ve kemokinlerin
ekspresyonu (6rnegin, IL-1p, TNFa, IFN-y, CXCL-10, vb) bildirilmistir. Enflamatuvar
mediatorler, fonksiyonel baskilama ve [ hiicrelerinin 6liimii ile adacik hiicre
yenilenmesinin diizenlenmesi ve bunun sonucunda apoptoza katkida bulunabilmektedir
(160).

T hiicre transgenik fare modeli kullanilarak olusturulan TIDM modelinde
diyabetojenik NK hiicrelerinin fonksiyonu ve gelisiminde regiilator T hiicrelerinin etkili
oldugu gosterilmistir. Bu durum hizh diyabet gelisiminden sorumlu Foxp3* regiilatér T
hiicrelerinin ortamdan uzaklastirilmas:t ve panreatik [ hiicrelerine NK hiicre
infiltrasyonu ile tamimlanmaktadir (161). Regiilator T hiicre tedavisi, yeni baslangic
T1DM hastalarin tedavisi i¢in klinik calisma evresindedir (162). Regiilator T hiicre say1
ve fonksiyonunu arttirmada diyabetojenik NK hiicrelerinin iizerinde etkili olabilir.
Tedavi sonucunda NK hiicre degisikliklerinin izlenmesi farkli bir tedavi yaklasim
olusturabilir.

NK hiicrelerinin diyabet gelisiminde koruyucu bir rolii olabilecegini diisiindiiren
calismalar bulunmaktadir. Freund bilesigiyle immiinize edilen NOD farelerde, IFN-y
sekresyonu ile NK hiicre aracili reaktif sitotoksik T hiicrelerinin azaltilmasi sonucu

hastalik gelisiminin onlendigi gosterilmistir (163, 164).

Uyarim yapilmayan sartlarda STZ uygulanan gruptaki CD3'CD161" NK hiicre
IL-10 seviyesi; sadece L-karnitin, STZ + L-karnitin, STZ sonrasit L-karnitin verilen
gruplara ve saglikli kontrollere gore anlamli derecede azalma gostermistir. Sadece L-

karnitin verilen grupta saglikli kontrollere gore anlamli bir azalma saptanmugtir. L-
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karnitin sonrast STZ uygulanan hayvalarda ise; STZ + L-karnitin ve STZ sonras1 L-

karnitin verilen hayvanlara gore anlamli bir azalma gozlenmistir.

PMA uyarmmli kosullarda STZ uygulanan hayvanlardaki IL-10 seviyesi; L-
karnitin sonrast STZ uygulanan gruba ve saglikli kontrollere kiyasla anlamh derecede
artig gosterirken, L-karnitin, STZ + L-karnitin ve STZ sonras1 L-karnitin verilenlerde
anlaml1 bir azalma gozlenmektedir. Yalniz L-karnitin verilenlerde sagliklilara oranla
anlamli bir artig saptanmustir. STZ + L-karnitin verilen hayvanlardaki IL-10 seviyesinin,
STZ oncesi ve STZ sonras1 L-karnitin verilenlere gore anlamli derecede artmis oldugu
gozlenmistir. STZ oOncesi ve STZ sonrast L-karnitin verilenler karsilastirildiginda ise
anlaml1 bir azalma oldugu saptanmustir.

Uyarim yapilmayan kosullarda gruplar birbirleri ile kiyaslandiginda tiim
gruplarda IFN-y seviyesinin artmasma karsihik IL-10 seviyesinin azalmasi bu iki
sitokinin antagonist etkisini diisiindiirmektedir. L-karnitin uygulamasi hem NK hiicre

sitokin igerigi hem de hastalik siirecinde 6nemli olabilecegini diistimdiirmektedir.

IL-10, insan sitokin sentez inhibitor faktorii (CSIF) olarak da bilinen bir anti-
enflamatuvar sitokin olup, primer olarak monositler tarafindan ve daha az olarak Th2,
mastositler, CD4"CD25"Foxp3" regiilatér T hiicreleri ve aktive T ve B hiicrelerinin
belirli bir alt grubunda iiretilmektedir. IL-10 ekspresyonu, uyaridmamis dokularda
minimal diizeydedir ve kommensal veya patojenik flora tarafindan tetiklenmesi

gerektigi bilinmektedir (79).

DM gelisimi, mitokondriyal ve immiin fonksiyon azalmasi ile karakterize
edilmektedir. L-karnitin ve onun tiirevleri, yag asitleri ve lipid metabolitlerinde (uzun
zincirli acil-CoA, diacilgliserol, triacilgliserol ve/veya seramid vb) Onemli rol
oynamaktadir. Bu metabolitlerin birikmesi, muhtemelen proenflamatuvar yolaklarin
aktivasyonu sonucunda, insiilin direncinin olusmasiyla insiilin hareket yolaginin

degistigini gdstermektedir (165).

IL-10, makrofajlardan IFN-y salinimini inhibe ederek anti-enflamatuvar 6zellik
gostermektedir. Calismalar otoimmiin diyabet gelisiminin erken safhalarinda IL-10
uygulanmasinin hastalign geciktirebilecegi ve/veya oOnleyebilecegini ileri siirmektedir.
Adacik transplantasyonu yapilan hayvanlara 1L-10 uygulamasimin, transplante edilen

adaciklarin sagkalimini uzattig1 yoniindedir (166).
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Immiin aracili diyabet gelisiminde IL-10’un multifaktériyel rolii tartigmalidir.
IL-10’un koruyucu ya da patojenik olarak gosterildigi ¢aligmalar mevcuttur (167 - 170).
IL-10’un enflamasyonu onleyerek otoimmiin siirecin diizenlenmesinde etkili olabildigi
goriilmektedir. Periferik toleransta IL-10 eksikliginin T1DM basta olmak iizere
otoimmiin hastaliklarin siirecinde 6nemli oldugu saptanmistir (171). IL-10’un Thl
hiicre sitokinleri iizerindeki indirgeyici etkisi ve MHC smif 1 molekiilii iizerindeki
inhibitor etkisinden dolayr TIDM gelisiminde koruyucu rolii oldugu diisiiniilmektedir
(169, 172, 173).

Bozulmus karnitin durumu ve diyabet gelisimi arasindaki iliski incelendiginde
elde edilen bulgular, bozulmus karnitin ve glikoz intoleransi arasinda iligki oldugunu

desteklemektedir.

Genel olarak hayvan modellerindeki c¢alismalar TIDM patogenezinde NK
hiicrelerinin roliinii tam olarak aciklayamamaktadir. Farkli deneysel sartlarda, NK
hiicreleri patojenik ya da koruyucu etkili olabilmektedir. Mevcut bulgular TIDM
patogenezine hem dogal hem de edinsel immiinitenin birlikte katildigini gostermektedir.
Sadece T ve B lenfosilerinin degil, NK , dentritik hiicre ve ASH gibi edinsel ve dogal
immiinite elemanlar1 rol oynamaktadir. Bu nedenle, TIDM olusumunun ve [-hiicre
harabiyetinin 6nlenmesinde dogal bagisiklik elemanlarinin potansiyel etkili olabilecegi
diisiiniilebilir.

Calismamizda NK hiicre oraninin sadece STZ sonrasi L-karnitin verilen grupta
artig gostermesi ve sitokin seviyelerindeki degisimin, L-karnitinin tek basina ya da STZ
ile birlikte/once/sonra verilen gruplarda daha belirgin goriilmesi L-karnitinin hastalik
stirecinde NK hiicre aracihigiyla etkili olabilecegini gostermektedir. NK hiicre oraninda
genel olarak bir degisiklik goriilmemesine karsilik, IFN-y/IL-10 igeriklerinde saptanan
degisim, NK hiicrelerinin hem dogal hem de edinsel immiin yanit elemanlarmni
etkileyerek hastalik patogenezinde etkili oldugunu diisiindiirmektedir. Elde edilen
veriler dogrultusunda diyabetik hayvan modellerinde ve insanlarda yapilacak calismalar

NK hiicrelerinin diyabet patogenizindeki roliinii aydinlatacaktir.
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