T.C.
AKDENIZ UNIVERSITESI
_ TIP FAKULTESI
FiZYOLOJi ANABILIM DALI

SICANLARDA YASLILIGA BAGLI INFLAMASYON

CEVABINDAKI DEGISIKLIGE L-KARNITIN’IN ETKISI

T243 /14
UZMANLIK TEZI

DR. ARZU AGAC

TEZ DANISMANI
DOGC. DR. V. NIMET UYSAL

Bu aragtirma Akdeniz Universitesi Aragtirma Fonu tarafindan 99.01 0103 12

proje numarasi ile desteklenmistir.

Kaynak goésterilerek tezimden yararianilabilir

ANTALYA, 2001

BKGEMIT G Ay

1gs

Meker ¥ Mpphaasel




iCINDEKILER

1. GIRIS VE AMAC

2. GENEL BILGILER
2. 1. YASLANMA
2, 2. YASLANMA VE IMMUN SISTEM
2. 3. KARNITIN

3. GEREG VE YONTEMLER

4, BULGULAR

5. TARTISMA

OZET

INGILIZCE OZET

KAYNAKLAR

3-19
20-28
29-36
37-46
47-58
59-67
68-69
70

71-95




. KISALTMALAR

o7
H202
OH
10,
Oz
HOCI
HOI
HOBr
NO, ONOO
PUFA
ROS
MCO
SOD
CAT
GSH-Px
Se
GSH
MIP-1a
TNF
DAG
IPa

Pl

superoksid anyonu

hidrojen peroksid

hidroksil radikal

tek (singlet) oksijen

ozon
hipokioréz asit

hipoiyodit

hipobromit

reaktif nitrojen turleri
poliansature yag asitleri
reaktif oksijen turleri

metal ile olusan oksidasyon
superoksid dismutaz
katalaz

glutatyon peroksidaz
selenyum

redukte glutatyon

makrofaj inflamatuar protein
tumor nekrozis faktér
diagilgliserol

inositol trifosfat

fosfatidilinositol




fosfatidilinositol 4-monofosfat

PIP, fosfatidilinositol 4, 5-bifosfat

G-CSF granulosit koloni stimule edici fakter
rG-CSF rekombinant granulosit koloni stimule edici faktér
rIFN-gama rekombinant interferon gama

COX siklooksijenaz

lipoksijenaz

lipopolisakkarit

trombosit aktive edici faktor
aragidonik asit

zimosan ile aktive edilmis serum
CPT-l karnitin paimitol transferaz-|

CPT-I! karnitin paimitol transferaz-Il

lipid alkoksil radikali

(3 MNF mononukieer fagositler

§ PGE; prostagiandin E; 'j
f PG prostaglandin I

‘: LTB, l6kotrien By




GIRIS VE AMAC

Yaglanma, vucut fonksiyonlarimin giderek artan kaybi ile karakterize

fizyolojik bir suregtir Ozellikle isitme, gérme gibi duyu fonksiyonlarinin
azalmas), renal, pulmoner ve néronal fonksiyonlar ite kan basincini duzenleyen
mekanizmalarda olusan yetersizlikler ve bagisikhik sistemindeki kayiplar
yaglanmanin karakteristik ézelligidir (1-4).

Yasam sUresince buyume, yetiskinlik ve yashiik dénemlerinin genetik
olarak programlanmis oldugunu iieri suren gérusun yanisira, son yillarda
yapllan arastirmalar vyaslanma ile ilgili ekstrensek faktdrler uzerinde
yogunlasmis olup, elde edilen bulgular yashhida ait pekgok bozuklugun
sorumlusunun serbest radikaller oldudunu ortaya koymaktadir. Serbest
radikaller, hucreleri lipid, protein, DNA, karbonhidrat, enzim gibi tum 6nemli
bilegenlerine etki ederek, oksidadif hasara ugratmaktadir (5-8) Yapilan
calismalar, yaslanmanin, normal aerobik metabolizma sirasinda olugan serbest
radikaller araciidi ile olusabilecek doku hasarina kargi kusurlu ya da eksik
koruma sonucu meydana geldigini géstermektedir (7, 8). Dokularin spontan
otooksidasyona karg! olan direnglerinin yasla birlikte azalmasinin, daha fazla
peroksidasyona maruz kaimasi sonucu hasarlanmasina ve inflamatuar
reaksiyonlarin yayginiasmasina neden oldugu kaydedilmigtir (3, 9) Bunun
yanisira antioksidan veriimesi ile vyasliifa bagli doku hasarn seyrinin
yavaglatilabildigi gésterilmigtir (10-12).

Serbest radikallerin en dénemli kaynagi hucrelerdeki elektron transport

sistemleridir (13). Bunun yanisira fagositik hucrelerin fagositoz fonksiyonlar




sirasinda olugan solunumsal patlama da serbest radikal kaynakiari arasindadir
Enfeksiyon etkenlerinin yikiminda kullanifan ve solunumsal patlama Urunieri
olan serbest radikaller hucrelerin antioksidan savunma guglerini astiklarinda
dokulara zarar verirler (14-16). O halde antioksidan bir madde ile antioksidan
kapasitenin desteklenmesi serbest radikallerin yashlikta gbzlenen bu
istenmeyen etkilerini ortadan kaldirabilecektir (10-12)

Organizmada uzun zincirli yad asitlerinin mitokondri membranindan
tasinmasini saglayan bir aminoasit turevi oian L-karnitin, membran stabilize
edici etkisinin yanisira, antioksidan bir maddedir (17). Ayni zamanda eikosanoid
yaptmini da etkiledigi, 6zellikle PGE; PGl ve LTBs yapimini artirmasi
nedeniyle antiinflamatuar etkili olabilecedi iteri siruimektedir Ancak L-karnitinin
inflamatuar hucre fonksiyonlart uzerine olan etkisi hakkinda ¢ok fazla bilgi
bulunmamakla birlikte, mevcut bilgiler de geliskilidir (17-19).

Bu ¢alismada, L-karnitinin yaglanmaya bagli olarak bozulan nétrofil,
makrofaj fonksiyonlarina ve inflamatuar degisikliklere olumlu etkisinin olup

olmadi§inin incelenmesi amaglanmistir




~ GENEL BILGILER

1. YASLANMA

Yaglanma; fizyolojik fonksiyonlarin ilerleyici kaybi ile karakterize bir
suregttr Yaglanma, zamana bagiml fonksiyon azalmasi olup, hicrenin
;Ekéidadif stres olusturan olaylara karsi durma kapasitesinin azalmasi olarak
kabul edilmektedir Bu tanima gére, yasglanma birbirine bagimit iki biyolojik
_”ol'ayln sonucudur: 1. Fonksiyon kaybi. 2. Strese adaptasyonun ve direncin
: kéybl Bugune kadar yaglanma mekanizmasinin yeterli bir moiekuler aciklamasi
:_-_.'.Eyépnamamig:tsr Aragtirmacilarin  ¢odu biyolojik yaslanmayi, organizmanin
homeostazi  saglamadaki bagarisizidi  olarak kabul eden  gérusu
_."".benimsemig.ierdir (5) Seluler homeostatik yetmezlik ite ilgili éne surulen
faktérier Tablo 1°de dzetlenmistir,

Tablo 1: Yaglanmanin hucresel nedenleri

Yaglanmanin genomik olarak programianmis mekanizmalari
Koordine edici sistemlerin yetmeziigi

Néral nedenler

Néroendokrin nedenler

Endokrin nedenler

Informasyonel yetmezlik

Bazlarin yer degistirmesi veya kaybi

DNA ve RNA kaybi

Tek iplik kiriimalari { single strand breaks )
Transkripsiyonel ve translasyonel bozukluklar
Yaptsal hasar veya modifikasyon

Membran hasar ve hucre kayb;

Protein degisimleri ve glikasyon

Lipid ve karbonhidratlarin oksidadif modifikasyonu
Hasar olusturucu maddelerin birikimi

Tamir kapasitesinin kaybi

Yaslanma yagam suresince olusan hasarlar tarafindan arttirilan seluler

ve ekstraselller komponentlerdeki morfolojik ve fonksiyonel degisimlerie iligkili,



."f_ﬁzyolojik bir olaydir Hormonal, otokrin, néroendokrin ve immun

rafék glurler (20-22). Hucrese! ve molekuler oksidadif hasarlanmanin artmas:

gere slumunun en énemli nedenlerindendir (4) Yaslanmanin kesin tanimini

-yapniak guetur. Bunun yerine yaslanmanin karakteristik dzelliklerini belirtmek
e__daha uygundur (5, 22)

_YASLANMA HIPOTEZLERININ TEMELLERI

Yaglanma ile ilgili 300'den fazla teori vardir Bu teoriler sebeplerine gore

JE_i_hfrensek ve ekstrensek faktorler olmak uzere iki genis kategoride toplanabilir

3) Oldukga basit gérunmesine karsin, bu genis siniflandirma, cesitli
églanma hipotezlerindeki temel molekuler degisikiikierin nitelidini belirlemeye
.yardlmm olmaktadir (4, 24, 25).

.. Yaslanmanin intrensek Faktorleri

Turlerin yasam surelerinin genetik olarak belirlendigi kabul edilmektedir.
Yagsam siklusunde buyume, yetiskinlik ve yashiik aktif olarak programlanmisgtir
(5, 26)

. Yaglanmanin Ekstrensek Faktorieri

Son yirmi yidir aragtirmalar, yaslanma ile ilgili ekstrensek faki¢rier
Uzerinde yogunlagmistir (27) Bunlar arasinda en énemlileri serbest radikaller
ve diyettir (28, 29) Her ikisi de bir organizmanin normal yasam boyu suren
metabolizmasinin ayrilmaz bilegenleridir. Diyet enerji icin gereklidir Serbest

radikallerde oksijen metabolizmasi ile ilgilidir Her iki faktér de, intrensek genetik




kﬁmﬁcmentlerle etkilegerek yaglanma olayini etkileyebilirler (30-32) Bu nedenle,

prog.f(amfanmlg yaslanma teorilerine karsit olarak, ekstrensek faktérlere

aéyé'nan yaslanma hipotezi, organizmanin genotipik adaptasyonu ve dis gugler

t"aféﬁndan degistirilen cevreye uyum gosterebilme yetenedi ile ilgilidir (33).

DNA proteinler, karbonhidratlar ve lipidlerin serbest radikaller tarafindan
ckéidadif hasara ugratiidigini gdsteren ¢ok sayida kanit bulunmaktadir. Seluler
_. ﬁésarla ilgili bulgular, yaglanma ve hastalik olaylarinda, genetik komponentlerin
':'_3 .ekstrensek faktdrlerle oksidadif olarak degisime ugradiini géstermektedir (24).
. Yaslanmanin serbest radikal teorisi ik kez 1956 yihinda D. Harman
:'_-:tarafmdan ortaya atiimistir Bu teoride, yaglanmanin normal aerobik
metabolizma sirasinda olusan serbest radikaller araciligl ile olusmus doku
hasarina kargl kusurfu yada eksik bir koruma sonucu meydana geldidi ileri
surulmektedir (34)

SERBEST RADIKALLER

Serbest radikaller, bir veya daha fazla eslesmemis elektron iceren
molekullerdir. Bu tip maddeler, eslesmemis elektroniarindan dolayl oidukga
reaktiftirlerdir (13).

Biyolojik sistemlerde normal oksijen metabolizmasi sonucu olusan
serbest radikaller; reaktif oksijen turevleri, Oz, H20,, OH, '0,, 03, HOCI ve

reaktif nitrojen turleri, NO, ONQO, NO; v.s.’dir (4, 13)




| SERBEST RADIKALLERIN KAYNAKLARI

;:_::-' Cevresel Kaynaklar

Hava kirliligi yapan fotokimyasal maddeler; hiperoksipestisidler, sigara
ani, anestezikier, aromatik hidrokarbonlar ve radyasyon da serbest radikal
jretimine yol acan gevrese! faktérlerdir Aligkaniik yapan maddeler, alkol ve
yﬁéturucular, antineoplastik ajanlar; nitrofurantoin, bleomisin,doxorubicine ve
-.-a_c;*l_fiamicine gibi ilaglarda serbest radikal artisina yol agarlar (5) Cevresel
éktériere bagh stres ile katekolamin duzeyi artar. Katekolaminlerin oksidasyonu
:se serbest radikal kaynadidir Bu durum, stresin, hastaliklarin patogenezindeki
.;-_rb.IUn'un serbest radikal uretimiyle ilgili olabilece@ini gdstermesi bakimindan
f."_c'.')nemlidir (5, 6)

intraseliiler kaynaklar

Hucre organellerinin (endoplazmik retikulum, nukleus ve mitokondri)
membranlarindaki elektron transport sistemleri serbest radikal kaynagidir,
Peroksizomlarda (&r: oksidazlar) ve plazma membraninda (6r: lipoksijenazlar,
prostaglandin sentetaz) bulunan enzimlerin aktivitesi bu radikallerin olusumuna
katkida bulunur Organizmada oksidadif strese neden olan durumlar (iskemi,
travma, intoksikasyon) serbest radikal olugumuna neden olurlar (4, 13)

Ayrica aktive olmus fagositler de, solunumsal patiama sirasinda NADPH
oksidaz enziminin aktivasyonu ile serbest radikal olustururlar (13)
FAGOSITOZiS VE SOLUNUMSAL PATLAMA

Fagositik hucreler ¢esitli biyolojik hedeflerin parcalanmasina ve hasarina
sebep olabilen, enfeksiyona kargi vucudun hucresel cevabint baslatan

hicrelerdir (35),




‘Fagositlerde (n6trofiller, mononukleer fagositler, eosinofiller) oksijenin
iksiyon (superoksid anyonu, hidrojen peroksid, hidroksil radikalleri) ve

s;tasybn urunleri  (singlet oksijen), onlarin sitotoksik &zellikierinden

_:_m!:l;.idurlar‘ Bu maddeler, fagositoz esnasinda mikroorganizmaiarin ve diger
yapa.ncji hucrelerin - yikiminda kullanilirlar  Bunlar hucrelerin - antioksidan
ma gluglerini astiklarinda dokulara zarar verebilirler (35, 36, 37)

.Fagositik hucreler, ¢dzunebilir ya da partikuler bir stimulusla (opsonize
- mi"l;fc.a.organizmalar, mitojen ajaniar, sitokinler, arasidonik asit metabolizma

i}fdnleri, kompleman fragmani Cs,, bakteriyel orjinli N-formillenmis oligopeptidler

g_ab’i:) uyarildiginda bu zararli etkenin ylkim mekanizmasi aktive olur (37,38)
éégositik hucre, kendisine bagdlanmig olan etkeni pstdopodlar: ile gevreleyip
:.c__;'i._h.e alarak, fagozom adi verilen vakuo! olusturur Fagositlerde bulunan ve
5ékterisidal enzimleri iceren sitoplazmik granuller ekzositoz ile, zararli etkeni
i..geren fagositik vakuollere ve interstisyel bosluga icerikierini bosaltirlar
:.”(degranmasyon). Bu sirada hucre zarina badh bir enzim olan NADPH oksidaz
.' .aktive olur ve toksik oksijen metabolitleri uretilir Bu metabolitler lizozomal
enzimlerin sindirim igin yetersiz kaldigi durumiarda daha gok bakteriyi yok
etmekte etkin rol oynar. Toksik oksijen metabolitleri ve granulierinden gelen
proteolitik enzimlerin bileskesiyle fagosit gok etkili bir éldurme aygiti halini alir
(37, 38, 39)

Solunumsal patlamadan sorumiu olan NADPH oksidaz enzimi, fagositik
hucre membraninin i¢ yuzeyinde bulunur NADPH oksidaz aktivasyonu ile
indirgenmis piridin nikleotidlerinden (NADPH) iki elektron, iki molekul oksijene

transfer edilir. Béyiece, iki molekul superoksid olusturulur (40, 41)




; NADPH Oksidaz
20, + NADPH p 202"+ NADP* + H'

“Fagositler tarafindan solunumsal patlama sirasinda tuketilen oksijenin

"'t")éu.»; superoksid ara urunu olusturulduktan sonra bakterisidal bir ajan olarak

ullanilan hidrojen perokside dénusturulur (38, 42, 43)

2057+ 2H ————— 0+ H,0,

Superoksidin - sinirh  reaktivitesine radmen, iyon komplekslerini

ndifg'eyebilmesi ya da okside edebilmesi, metallerle ligandlar olusturabilmesi,
fganik substratiari okside edebilmesi ve perhidroksil radikaline dénugmesi
"':n'édeniyle fagosit aracth sitotoksitede énemli rol oynar (38,44).

| Fagositlerin stimulasyonu, heksoz monofosfat santi yoluyla glukoz
'3_"oksidasyonunda artis olusturur Heksoz monofosfat santi, glukozun karbon
':'c::.t.ioksit ve bes karbonlu bir sekere okside oldudu, elektron alicisi ofarak
: NADP*’mn gorev yaptid bir metabolik yoldur (4) Fagositik hucrelerde bu yolla
glukoz oksidasyonu, NADPH'In oksidasyonuna badli NADP* olusum orant ile
* simirhdir Bu yuzden sant aktivasyonu, solunumsal patlama sirasinda NADPH'In
NADP"e oksidasyonunun artigini gosterir Solunumsal patlama sirasinda
elektron vericisi olarak NADPH kulianilarak, oksijenin stperokside indirgenmesi
sonucu NADP* Uretimi artar, heksoz monofosfat yolu aktive olur NADP*nin
diger kaynag, hidrojen peroksidin detoksifikasyonundan sorumlu olan glutatyon

peroksidaz-glutatyon reduktaz sistemidir (4, 25)

Glutatyon peroksidaz
2GSH + H.05 > GSSG + 2H,0

Glutatyon rediikiaz

GSSG + NADPH + H* » 2GSH + NADP*




Solunumsal patlamanin amaci, fagositler tarafindan mikroorganizmalarin

“yok edilmesinde kullanilabilecek oksidan ajanlar saglamaktir. Bu oksidan

-gjanlart kullanan mikrobisidial sistemlerden biri myeloperoksidaz sistemidir

Nc‘jtroﬁiler, primer lizozomal granullerinde bir hem enzimi olan myeloperoksidaz

ihtiva ederier. Notrofilde, antimikrobial aktiviteden sorumlu tutulan ilk oksidadif

::metaboiizma urtnu hidrojen peroksittir, H,O- myeloperoksidaz ile birlikte guciu
; Zantimikrobial aktivite gosterir (40) Myeloperoksidaz, cesitl] bilesikleri (elektron
: ya da hidrojen donérieri) okside edebiien bir enzim-substrat kompleksi
olusturmak igin, substrati olan hidrojen peroksid ile birlesir Myeloperoksidaz,
hidrojen peroksid varliginda, fiorir digindaki halojenierin (klorur, iyodur ve
bromur)  oksidasyonunu katalizier By reaksiyonda myeloperoksidaz,
halojenler'den hidrojen perokside iki elektron transferi yapar, okside halojen
meydana gelir (40, 41).

Myeloperoksidaz

HO>+ X +H* —p XOH + H,0
©r, I, Br)

Hipohalous asitler olan HOCI, HOI ve HOBr, ile buniarin tuzlari gugly
oksidaniardir ve biyolojik olarak énemii moiekulierle reaksiyona girerler H,O,ile
reaksiyona girerek singlet oksijeni, glukozamin ve taurin gibi aminlerle
reaksiyona girerek kuvvetii oksidanlar olan klorlanmig aminleri olustururlar,

H20:+HOCI______  HCI+'0, +H,0

R-NHz+HOCI—__ , R-NH-CI + H2O

Amonyum reaksiyonlar kuvvetii bir oksitleyici olan NH.ClI'U meydana
getirir  Bu bilesik &zellikle tiyol gruplar igin zararlidir. Onlari sulfoksitiere
dénugturerek  -SH gruplarinin oksidasyon/reduksiyon reaksiyonlarina

katilmalarini engeller (40, 41, 44),




' SERBEST RADIKALLERIN ETKILERI

 Serbest radikaller, hucrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim
gibi tum énemli bilesiklerine etki ederler
a. Membran Lipidlerine Etkileri (Lipid Peroksidasyonu)
Lipid peroksidasyonu, biyolojik sistemlerde poliansature yag asitlerinin
’:s'é:rbest radikaller tarafindan oksidasyonu olarak adlandiriir  Lipid
beroksidasyonunun belirlenmesi ve Olgulmesi, hastahklarda serbest radikal
| .hasarlmn bir géstergesi olarak kabul ediimektedir (45).
Lipid peroksidasyonu; serbest radikallerin PUFA'lerinin  metilen
grubundan bir hidrojen atomu g¢ikartmasi ile baglar. Olusan karbon merkezli
radikal, molekuler bir duzenleme ile konjuge dienleri olusturur Konjuge dien ise,
: oksijen ile birleserek, peroksil radikalini olusturur. Olusan bu radikal, diger bir
~ yag asitinden hidrojen atomu ¢ikartarak zincir reaksiyonunu baslatir Ug asamal
zincir reaksiyonunun son urunleri, lipid hidroperoksitier ve peroksi radikallerdir
Lipid hidroperoksidlerin yikimi sonucu, peroksil radikali ve malonildialdehid gibi
maddeler olusur (46, 47).
Lipid hidroperoksitleri, fizyolojik sartlarda oldukga stabil molekullerdir.
Ancak gecis metalleri veya metal kompleksleri variiginda yapilar: bozulur. Or; in
vivo Fenton reaksiyonuna katilan tum redoks-aktif demir kompleksleri, lipid
hidroperoksit yapisindaki bozulmayi hizlandirabilmektedir (48, 48)
Biyolojik membranlarda yogun lipid peroksidasyonu, akiskanhk kaybi,
membran potansiyellerinde dusus, H* ve dider iyonlarin permeabilitesinde artiga
ve sonucta hucre membraninin yirtilarak, organellerin disar sizmasina neden

olur (47).
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‘Lipid peroksidierinin parcalanma urunleri yasla birlikte artarlar Bu

rin klasik ornegi “lipofussin” ve “ceroid” dir Bunlara “kromolipidier” veya

igmentleri” adi verilir Lipid peroksidasyon urunlerinin, amino asid, protein,
§'|ipid ve DNA'daki primer amino gruplarn ile reaksiyonlar sonucu meydana
ge ler. Yagla birlikte lipofussin sentezi artar ve memelilerde 6zellikle sinir

m| ve kalp kasi hlcreleri gibi postmitotik (bélunmeyen) hicrelerde birikir (4,

b. Membran proteinlerine etkileri (Protein Oksidasyonu)

Aerobik organizmalar yasam sureleri boyunca, direkt ya da indirekt
olarak proteinlerde hasar olugturabilen cesitli reaktif oksijen turierine maruz
”?-'kéllrlar. Proteinlerde hasar olusturabilen ROS'un en fazla MCO sistemierinin
éikisi ile artaya ¢iktigi gosterilmistir (50)

| Uygun bir elektron vericisinin varhdinda (NADH, NADPH, askorbat,
‘Merkaptanlar), MCO sistemlerinin H,0, olusturma ve hem superoksid bagimi
‘hem de bagimsiz mekanizmalar yoluyla Fe(lll) veya Cu(llyyi indirgeyebilme
~ yetenekleri vardir Bu reaksiyonlarda olusan Fe(ll} veya Cu(lYin proteinier
uzerindeki metal baglayici kisimiara baglanmasi, OH olusumuna yol agar (50)

" Bu hidroksil radikalleri &zellikie, proteinlerin metal baglayici kisimlarindaki

amino asit rezidulerine saldirir ve karbonil gruplarinin olusumuna yol acar:

H20, + Fe(ll) veya Cu(l) > OH + OH + Fe(lll) veya Cu()

Oksidadif olarak modifiye olmus proteinler proteolitik yikim icin hedeftir;
ancak, bazi okside protein formiari, ayni zamanda diger proteinlerin okside
formlarinin yikimin saglayacak proteazlar| da inhibe edebiime yetenegindedir

(50) Yaslanmaya bagl olarak oksidasyona ugramig proteinlerin birikimi ROS
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ugum hizindaki (oksidadif stres) yasa bagli artigi, antioksidan savunma

stemindeki azalig!, proteclitik aktivitedeki azalisi ya da tum bu faktorlerdeki es

zamani degisikiikieri yansitir (47, 50)

| Karbonil gruplarinin tespiti, yaslanma ve degisik patolojilerde oksidadif
“stres durumlan altindaki protein hasarinin bir gdstergesi olarak yaygin bigimde
ullaniimaktadir {50).

c. Niikleik Asidler ve DNA’ya Etkileri

jyonize edici radyasyonla olugan serbest radikaller, DNA'y: etkileyerek
'.hUc:rede mutasyona ve 8lime yol agabilirler. Sitotoksisite, buyuk oranda, nukleik
“asid baz modifikasyonlarindan dodan kromozom degisikliklerine veya DNA'daki
:diger bozuklukiara baglidir (4, 13) Hidroksil radikali, deoksiriboz ve bazlarla
kolayca reaksiyona girerek degisikliklere yol agar. Yapilan galigmalarda; aktive
olmus nétrofillerden kaynakianan hidrojen peroksidin membranlardan kolayca
gecerek, hucre gekirdegine ulasip DNA hasarina, hucre disfonksiyonuna ve

' hatta hucre élumune neden oldugu gosterilmistir (3, 13).

d. Karbonhidratlara Etkileri

Serbest radikallerin karbonhidratlar Uzerine o6nemli etkileri vardir,
Monosakkaridierin otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksid, peroksidler ve
okzoaldehidler meydana gelir Bu urlnler diabet ve sigara igimi ile iligkili kronik
hastaliklar gibi patolojik olaylarin gelisiminde etkilidirler (48, 51-59)
Okzoaldehidler DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve aralarinda

¢apraz baglar olusturma 6zelliklerinden dolay! antimitotik etki gosteririer. PUFA
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-_v_é karbonhidrat cksidasyonun bir urtnu olan glyoxal’in hucre bélunmesini inhibe
tigi gosterilmigtir (47, 49)

. Serbest radikaller, bu etkilerinden dolayr ¢esitli hastaliklarin

:togenezinde onemli  rol  oynamaktadirlar  Diabet ve  diabet

?omplikasyoniarlmn gelisimi, koroner kalp hastalidi, hipertansiyon, psoriasis,

'?omatoid artrit, Behget hastalidi, ¢esitli deri, kas ve géz hastaliklar, kanser ve

yaghlfk gibi bircok hastalikta serbest radikal Gretiminin arttigi ve antioksidan

._::ﬁ _'savunma mekanizmalarinin yetersiz oldugu gdsterilmigtir (51-59).

 ANTIOKSIDAN SAVUNMA SISTEMLERI

. Antioksidan madde, okside olabilen bir substrat ile kargitastinidiinda ¢ok

dusuk konsantrasyonlarda bile, o substratin oksidasyonunu belirgin olarak

geciktiren veya &nleyen bir bilesik olarak tanimlanmaktadir (6) Antioksidan

maddeleri, etki mekanizmasina g@dére enzimatik ve enzimatik olmayan

antioksidanlar olarak siniflandirmak mumkundur

Enzimatik antioksidanlar; superoksid dismutaz, katalaz, glutatyon

peroksidaz, glutatyon-S- transferaz, hidroperoksidaz ve mitokondrial sitokrom

oksidaz sistemi'dir Enzimatik olmayan antioksidaniar ise; lipid fazda bulunan a-

tokoferol, B-karoten ve sivi fazda bulunan askorbik asid, melatonin, sistein,

seruloptazmin,transferrin, laktoferrin, miyoglobin, hemoglobin, ferritin, metionin,

albumin,bilirubin, glutatyon'dur.

ENZIMATIK ANTIOKSIDANLAR

a. Superoksit Dismutaz (SOD)

Superoksid dismutaz, aerobik ortamda hucreleri superoksit radikallerinin

zararlt etkilerinden koruyan bir enzimdir (60)
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Superoksid radikali, aerobik canlilarda kaginiimaz bir sekilde meydana

gelir. O2", oksijenin =*2p orbitallerinden birine bir elektron girdigi zaman olusur
9). Bu radikal bagka organik radikallerin olusumuna neden olarak toksik etki
gszsterebilmektedirler (60, 61)

Superoksid radikalleri, organik hidroperoksidlerle RO™lerini olusturur ve

- SH gruplarini disulfitlere oksitleyerek, tiyol radikallerinin olugsmasina neden olur.
Oksijen radikalleri reduktan &zeliiklerinden dolay Fe'u Fe'ye dénusturir.
:} | Diagil peroksitierle 'O, Uretimini saglar (60, 61).

SOD, agadidaki reaksiyon yoluyla, O, nin dismutasyonunu saglayarak

| H202 ve molekuler Oz olusumunu saglamaktadir (60, 62),

Oy + 027+ 2H" » O;+ H0;

Yap! bakimindan ve aktif merkezindeki gecis metal iyonlan y&nunden
enzimin hucre iginde iki degisik formu vardir. Bunlar Mn iceren SOD ve Cu-Zn
iceren SOD’dur.

Cu-Zn iceren SOD: Primer olarak &karyotik hucrelerin sitoplazmasinda

bulunur. Ayrica mitokondride de vyer almaktadir 32000 dalton molekul
agirhgindadir (62). Disulfid képrusuyle badlanmig, birbirinin ayni olan iki alt
uniteden olugmustur Her bir alt Unite birer adet Cu*? ve Zn*? icermektedir (63).
Bu elementler enzim aktivitesi igin mutlaka gereklidir O, dismutasyonu Cu*? ile
saglanir

SOD-Cu?+0,” ———»  SOD-Cu™ + 0,

SOD-Cu™ + 0" + 2H' ———p SOD-Cu™? + Hy0,

Eritrositler sadece Cu-Zn SOD igerirler. Cu-Zn SOD insan nétrofillerinde

total SOD'nin %85'ini olugturur ve dusuk molekul adirhkiidir (62, 63). SOD
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osite ediimig bakterilerin intraseluler didurulmesinde rol oynar (4). Lenfositler
ht‘;!ositlerden daha fazla SOD igermektedir Yapian calismalarda SOD
akt:yi:t.esindeki genetik ve sonradan edinilmis degigiklikler ile hastaliklara karst
ass;lsiyetin birbiriyle iligkili olabilecedi kaydedilmistir (64, 62, 63).

Mn iceren SOD: Prostetik grup olarak Mn igerir. Daha ¢ok bakterilerde

- 6karyotik hucrelerin mitokondri matriksinde bulunur Bakteriyel enzim esit
- buytikiukteki iki alt birimden olugur ve her alt Unite bir Mn" atomu igerir. Molekut
'glrhc:u 40000 daltondur. Mitokondrial enzim ise molekul adirkg: 80000 dalton
lan tetramerdir (65).

b. Katalaz (CAT)

Katalaz, 4 subunit iceren ve 240 000 D molekul agirhid olan bir
hemoproteindir (66).

Enzim, yuksek konsantrasyonlardaki H20- ‘in, su ve molekuler cksijene
donusumuni katalizleyerek ortamdan uzaklastinr H.O. urat oksidaz, gfukoz
oksidaz, ve D-amino asid oksidaz gibi birgok enzimin katalizledigdi reaksiyonlar
sonucunda oksijene iki elektron transfer edilmesi ile olusur (66).

2H0; —» 2H0 +0Oy

CAT karacigerde, eritrositte, kemik ilidinde, mukdéz membranlarda ve
bdbrekte yodun olarak bulunur. En yuksek konsantrasyonlara karaciger ve
eritrositte rastlanmaktadir Karacigerin CAT aktivitesinin yuksek olmasi, olusan
peroksitlerin etkisiz hale getiriimelerine katkida bulundugunu géstermektedir
(67). Eritrositlerin metabolik hizlarinin daha dusuk olmasina ragmen buradaki
yuksek CAT aktivitesi, hemoglobin oksidasyonunun &nlenmesi igin

gerekmektedir. Eritrositler, H-O'i su ve oksijene geviren GSH-Px aktivitesine de
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sahiptir. Bu iki enzim birbirinin eksikligini kompanse ettigi igin eritrositier
oksidatif hasara kargl korunmaktadirlar (67).
c¢. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon Peroksidaz, dokulardaki ve vucut sivilarindaki H2Q.'in ve lipid

idroperoksidlerinin - pargalanmasini  katalizler Blylelikle vucut dokularini

_k$idatif hasara karg! koruyucu bir rol oynarlar (68).

“ Selenyum badimii ve Se’dan bagimsiz iki tipi vardir insan eritrositierinde
--_s‘édece Se'a bagimli GSH-PX'in bulundugu bildiriimistir (69, 70) Eritrosit
:_"lglhdeki GSH-Px, hemoglobinin peroksidasyonunu ve buna bagli olarak Heinz
cisimcidi seklinde presipitasyonunu engeller. Yine ayni koruyucu etkisini eritrosit
embrani Uzerinde de gdsterir. Lokosit ve makrofaj gibi fagositik hucrelerde
: GSH—Px yuksek aktiviteye sahiptir Bu enzim, hucrelert fagositoz sirasinda

_kendi urettikleri hidroperoksidlere karg! korur (70}

GSH-Px
H-0, + 2 GSH » GSSG+ 2 H.0

GSH-Px
ROOH +2 GSH ———————» GSSG + ROH + H0

NON-ENZIMATIK ANTIOKSIDAN SISTEM

a. Vitamin E

insan kan plazmasi ve eritrosit membranlarinda lipid solubl zincir kirici
antioksidan kapasitesinin hemen hemen tamamindan vitamin E sorumludur (71,
72)

Vitamin E zincir kirici antioksidan etkisini gosterirken kendisi de tokoferil

radikaline dénusur Tokoferil radikalinin tekrar aktif tokoferol durumuna




e;_éb_;[_ﬁesi icin vitamin C ve tiyoller (érnegdin GSH) kulianilir. Vitamin E, singlet
o’leku:ier oksijenle de reaksiyona girerek antioksidan etki gésterir (72},

;" b. Vitamin C (Askorbik asit)

:.. ..Vitamin C'nin koruyucu etkisi sitoplazmada serbest radikal temizleyici
;{isiﬁe ve Vitamin FE’nin tuketimesini Onleyerek veya onu yeniden
y_a_'_:pi'l.éndlrarak membranlari lipid peroksidasyonuna kargi Kkorumasina
:bagiénmaktadlr (73, 74)

C vitamini bir antioksidan olarak, suda ¢dzunen peroksil radikallerini,
sm'g'iet oksijeni, hidroksil radikalini ortadan kaldinr. Ayrica karsinojenik
nli;osaminierin inaktif Urunlere indirgenmesini sagtar C vitamini, aktive
netrofillerin indukledigi plazma lipidierinin peroksidasyonunu engeller (74, 75)

. c. Tiyoller

Biyolojik tiyoller, sulfur metabolizmas:i urunleridir. Tiyoller, flavoproteinler,
f-'éitokromlar, askorbat, reaktif oksijen turleri, aminoasidier gibi intraseluler
;__.moiekullerle reaksiyon sonucu disuifidlere oksitienirler (76).

d. Rediikte glutatyon (GSH)

GSH, -SH grubu iceren protein yapisinda olmayan bir tiyoldir. GSH
oksidatif strese karsi onemli bir role sahiptir Organik hidroperoksitler,
intraselUler GSH'in okside forma dénusmesiyle zararsiz hale getirilir (70).
Protein tiyollerini indirgeyerek dogrudan bir antioksidan etki gésterir Bu
6nemli gorevinden bagka, membranlarda aminoasid transportunda ve cesitli
detoksifikasyon olaylarinda rolleri vardir (64) GSH, hemoglobin ve diger
eritrosit proteinlerinin peroksidatif hasarina enge! olarak, eritrositi zararls

etkilerden korur GSH'in hemen hemen tamami hucre iginde yerlesmistir (70).
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e. Melatonin

Melatonin, ‘OH radikali ile reaksiyona girdikten sonra bir indolil katyon

radikaline dénusur ki, bunun da ortamdaki O, radikalini tutarak antioksidan

'.'aktivite gosterdigi kaydedilmistir (4, 77).

Melatoninin antioksidan olarak diger dnemli bir 6zelligi de lipofilik
"leaS|d|r‘ Dolayss! ile hucrenin hemen butin organellerine ve hicre ¢ekirdedine
ulagabildigi gibi kan-beyin bariyeri gibi bariyerleri de hemen kolayca geger (77)
Boylece ¢ok genig bir dadilimda antioksidan aktivite gésterir. Melatoninin hicre
'j .gekirdegine girebilmesi onun DNA'yr oksidatif hasardan korumast bakimindan
diger antioksidanlara gdre ¢ok daha ustun bir 6zelligini tegkil eder (77, 78).
Yaglanma ile birlikte melatonin uretimi de azalr ki, buna bagl olarak
bununda yaslanma ve yaglanmaya bagh hastaliklarin patogenezinde &nemli
rolu olabilecedi kaydedilmistir (77)

Yaglanmaya bagh olarak antioksidan kapasitenin azaldi§i, yasli
organizma dokularinin genglerin dokularina gére daha fazla peroksidasyona
maruz kaldig: birgok calismada gdsterilmistir (3). Antioksidan kapasitenin
azalmasi nedeniyle doku hasarlanmasinin yaslilarda artti§i uzun suredir
bilinmektedir (3, 6)

Bununla birlikte yaslanmada antioksidan sistem aktivitesi ile ilgili geligkili
bulgular vardir Bazi arastirmacilar tarafindan katalaz ve glutatyon peroksidaz
aktivitesinin yasla birlikte arttidr ileri surulurken (4, 79), bir baska galismada;
antioksidan enzimlerden SOD, CAT ve glutatyon peroksidazin hepatik
aktivitelerinde yas ile dugsme oldugu gésterilmistir (13) Rodriguez ve ark (70)

eritrositlerde yaptiklar calismalarda, glutatyon peroksidaz duzeyinde degisiklik
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.' amamiglar, fakat glutatyon reduktaz aktivitesinin yasa bagdh yukseldigini
saptamiglardir Bu arastirmacilar yaslanma suresince antioksidan enzimlerin
ak.fivite!erindeki yUkselmeyi, yukselen lipid peroksidasyonuna koruyucu
re:éksiyon olarak yorumlamiglardir.  Ayrica glutatyona badli oksidadif
defOKSiﬁkasyon enzimlerinin aktivitelerinin orta yaslarda en aza inip, yaslanma
il bksidadif stresin artmasina bagli olarak arttigini belirten aragtirmacilar da
:"'a:r'dlr (25). Buna karsin Sohal ve ark(84), CAT ve glutatyon reduktaz
. '-af:'(tiviteferinin ve redukte glutatyon konsantrasyonunun yas ilerledik¢e azaldidini
._ gﬁ.ster_mi§ierd i

Butun bu bulgulara ramen serbest radikallerin yaslanmanin sebebi mi
/oksa sonucu mu oldugunu séylemek zordur Ancak serbest radikallerin en
_2lhdan baglamis olan yaslanma olayin hizlandirdi§ ve yaslanma ile beraber

ortaya gikan bir gok hastaligin patogenezinde énemli rol oynadig! bilinen bir




- 2. YASLANMA VE iMMUN SISTEM

__'-"l'mmun sistemde degigiklige neden olan en dnemli faktérlerden biri olan
as nma, bu sistemin fonksiyonlarinin baskilanmasi ile birlikte enfeksiyonlara

e_fheoplastik hastaliklara egilimin arttigi fizyolojik bir surectir (1-3, 80-84) Tablo

_ 'dé immun sistem fonksiyoniarinda yaslanmaya bagl degisiklikler gosterilmistir
85, 86)

 Tablo-1: Yaslanmada gézlenen immunolojik degisikiikler

B Ienfositleri T lenfositleri Germinal Merkez

B lenf maturasyonu | Bellek T hucreleri T Immun koplekslerin olugumu v
B7-2 ekspresyonu { Nativ T hucreleri 4 Dendritik hucre trafigi
‘Repertuar dejenerasyonT  IL-2 uretimi ¢ Ig hipermutasyonu 4
“Idiotipik toplanma IL-2 reseptoru 4
Kalsiyum sinyalleri
Protein kinaz sinyalleri |

Yapilan caligmalar genc ve yaslilanin immun sistem fonksiyonlarinda

farklihk oldu@unu géstermektedir Yaglilarda o6zellikle lékosit ve lenfosit

sayisimn, humoral ve hucre-aracili bagisikligin azaldigi tespit edilmistir (85)

Qrganizma surekli olarak hastalik yapici etkenlere maruz kalmaktadir

Kanda bulunan Iékesitler ve lékositlerden tureyen doku hucreleri organizmay

bu enfeksiyéz ve toksik ajanlara Kargl korumak uUzere ik savunma hattini

olusturan énemli hucrelerdir (80, 85).

NOTROFIL VE MAKROFAJLARIN SAVUNMA FONKSIYONLARI

Nétrofiller ve makrofajlar, bakteri, virus ve diger zararli etkenlere karsgi

agagida belirtiten ¢zellikleri ile kargi koyarlar




1 Notrofil ve monositler aktive olduklari zaman damar duvarindaki poriardan
;g_‘égebilirler (Diapedesis) (35, 87).

2 Notrofil ve makrofajlarda ameboid hareket vardir. Bu hucreler 40 um/dak,
_rf_;'iIZIa hareket ederler (36, 88),

| Inflamasyon olan dokudan salgilanan cesitli kimyasal maddeler hucrelerin
}_&”endf!erine dog@ru hareketine neden olur (Kemotaksis) (35, 39, 89) Bakteriyel ve
-viral toksinler (35, 88, 89), inflamasyon bélgesinden agiga cikan urunler (IL-1,
".'It'.--8, LTB4, PAF, TNF, MCP 1,2,3) (35, 89, 90) ve kompleman sistemine ait
 trunlerin (Csa, Csb, Cs, C7, Caa) (35, 90-92), kemotaksisi artirmaktadir

: Ayrica nétrofil kemotaksisi oy-proteinaz  inhibitéri (or-antitripsin) ile
llizenlenir. a4-proteinaz inflamatuar surecin regulasyonunda rol oynar.
_--_kemotaksis uzerine yuksek konsantrasyonda (>10 mg/ml) stimulatér, dusuk
'.j'konsantrasyonda (<0,02 mg/ml) inhibitér etki yapmaktadir (92, 93)

'_ 4 Notrofil ve makrofajlar zararli etkeni hucre icine alarak sindirebilirier
:::"(Fagositozis)‘ Fagositozis enfeksiyon yapan ajanlara karsi immun cevabin
baslatiimasinda anahtar rol oynar (35-37)

inflamasyon Sirasinda Nétrofil ve Makrofaj Cevaplar

Bakteri, travma, kimyasal maddeler, 1si yada benzeri bir nedenle olugan
fdoku zedelenmesi, o bélgede inflamatuar degisikliklere yol agar (35, 94).
Inflamasyon, lokal damarlarda vazodilatasyon ve buna bagl lokal kan
akim) artigl, kapiller permeabilitenin artmasi ile interstisyel alana buyuk miktarda
SWiI sizmas, bu alanlara kapiller damarlardan ¢ok miktarda fibrinojen ve éteki
:proteinierin gecigi ile sivinin pihtilagmasi, hasarlanan doku ile saglam doku

'éra3|nda bir duvar olusumu ile karakterizedir (35, 41,43,44)
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Histamin, bradikinin, serotonin, prostaglandinier, kompleman sisteminin

;'b:__rg.:d.k urunleri bu reaksiyonlara neden olan doku urunleridir (38, 39, 42, 43),

..':inflamasyonun baslangicindan sonra birka¢ dakika i¢inde inflamasyon

.nleri ile aktive olan doku makrofajlari genisleyerek, tutundukiar bdigeden

kopup, hareketli hale gelirler ve fagositoz yapmaya baglarlar (35, 95).

: -) inflamasyonun baglangicindan sonraki ilk saat iginde buyuk sayida nétrofil
__ 'flamasyon bélgesine gé¢ eder Notrofil gogu, inflamasyon bélgesinden salinan
:'maddeler tarafindan olusturulur ve bu maddeler agagidaki reaksiyonlara neden
.'oluriar (36, 96-98)

' a) Bunlar kapiller endote! hucrelerinin ve nétrofillerin yuzeyinde adezyon
. molekullerinin ortaya g¢ikmasini  saglar. Boylece notrofiller inflamasyon
© bolgesindeki kapiller damar duvarina yapigir (marginasyon) Adezyonda, [L-1
gibi mediatorler ve nétrofil yuzeyinde bulunan L-selektin molekull, p150-85
proteinleri, ekstraseluler matrikste bulunan laminin ve fibronektine yapismayi
saflayan reseptorler énemli rol oynarlar (99-101) Aktive olmug PMN'den
salinan MIP-1¢, inflamasyon bélgesinde adezyon molekullerinin artaya gikigini
arttinir (87, 93, 96) Ayni zamanda monositier i¢in guglu bir kemoatraktan
oldugundan inflamasyonun gerilemesi surecinde bolgede monosit/PMN
oraninin artmasina neden olur Makrofajlar tarafindan salgiianan [L-10 da
kemokin uretimine ve PMN birikimine negatif dizenleyici etki yapar (91, 93, 96,
102).

b) Nétrofiller sekil degigtirerek damar duvarindan inflamasyon bélgesine

gecerler (35, 87).
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c) inflamasyonun baz: urunleri de nétrofillerin inflamasyon bdigesine
__ar_eketini saglarlar (fMLP, LTB4, Caa, Csa, IL-8 vs.) (35, 89, 90}

Doku tahribatl basladiktan sonra birkag saat iginde bélgeye gelen nétrofil
ayisinda buyuk artig olur. Bu hucreler &lu hucreler icin toplaytci dzeliik gosterir
e yabanci materyal boylece ortamdan uzaklagtirimig olur (95, 96)

. inflamasyonun basiangicindan sonraki birka¢ saat icinde kandaki nétrofit
sayisi da 4-5 Kkat artar (Notrofili). Nétrofili dolagima giren ve kemik iligine ulagan
'f‘ﬁﬁamasyon mediatdrieri tarafindan olugturulur. Bu olay inflamasyon bdlgesine
-:':déha fazla nétrofil akisint saglar (36, 96-98).

3) inflamasyon béigesine ikincil makrofaj gegisi savunmanin 3 basamagini
olusturur  Inflamasyon boélgesindeki nétrofillerden salgilanan MIP-1o'nin
f'étkisiyle bélgeye gbé¢ eden monositler dokuda makrofa] haline gelirler (87, 91,
93)

Dolagimdaki monositlerin sayisi azdir ve kemik iligindeki monositlerin
depolanmis miktari nétrofillerden daha azdir Bu nedenle inflame dokuda
makrofajlarin  yapilanmasi nétrofillerden daha yavas olur ve birkag gunu
gerektirir (35, 37) Dokuya gegen monositler fagositik aktivite igin henuz
olgunlasmamis hucrelerdir Bu hucrelerin lizozom sayisinin artmast ile buyuk
boyut kazanmalar ve fagositosis igin tam kapasiteli hale gelmeleri igin 8 saat
daha dokuda kalmalari gerekir Birka¢ haftaya kadar makrofajlar inflamasyon
bélgesinde en 6nemli fagositik hucreler haline gelirler Nedeni ise, makrofajlarin
nétrofillere gére daha ¢ok bakteri daha buyuk partikul ve daha fazla miktarda

nekrotik doku fagosite etmeleridir (35,37,40,96).
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4-) Bundan sonraki agamada kemik ilidinde granulosit ve monosit yapiminin
artmasl s6z konusudur (81, 102) Bu durum kemik iliindeki monositik ve
granulositik éncul hucrelerin stimulasyonuna baghdir. inflamasyon bélgesinden
kana verilen mediatdrler (G-CSF, M-CSF, GM-CSF, TNF, IL-1) kemik iligini
daha ¢ok hucre uretmek igin uyarir ve inflamasyon béligesine daha fazla hucre
ulasir (41, 103).

YASLANMA VE NOTROFILLER

Notrofiller inflamatuar reaksiyonun baslangicinda etki gosteren énemiti
hicrelerdir. Notrofil fonksiyonlart bakteriyel ve fungal enfeksiyonlara kars!
savunmada 6nemlidir, ¢esitli nedenlerle nétrofil sayisinin azalmas: enfeksiyona
yatkinh@i arttinr (99-101,104, 105),

Yasglilarda enfeksiyon hastaliklarindan dolayr morbidite ve mortaiite
oranlarinin geng yetiskinlerle karsilastirildidinda daha yuksek oldugdu
bilinmektedir Yaslanmaya bagli clarak nétrofil sayisinda ve fonksiyonlarindaki
azalma bunun en dnemii nedeni olarak goérulmektedir (89, 100). Yasllardan
alinan nétrofillerin aderensleri, kemotaksisieri, fagositozisleri ve intraseluler
mikrobisidial aktivitelerindeki degisiklikler incelenmig, tum bu fonksiyonlarda
genglerle kargilastirildidinda azalma tespit edilmistir (99, 100, 105).

Vaskuier endotelyuma PMN’lerin yapismasi inflamasyon surecinin
bilegenlerinden  biridir  Inflamasyon bdigesine PMN’lerin  toplanmasi,
patojenlerin [okalizasyonunda ve savunmada 6énemlidir Silverman ve ark. (106)
tarafindan yapilan ¢alismada; naylon liflere PMN adezyonunun, vyasii
deneklerde genglere gére daha az oldugu bulunmustur (101,108). Bu

aragtirmacilar tarafindan, yagl organizmadaki plazma faktérlerinin, nétrofillerin
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ndotel tabakasina yapigmasindaki azalmanin nedeni oldugu ileri surtlmustur.

gpilan galigmalar proadeziv plazma faktérleri olan IL-1 ve TNF'nin, insan

__n_d:otel hucresi uzerine PMN yapismasinda etkili oldugu gdsteriimistir (100,
07 108) Proadeziv molekuller (6r; yuksek molekul agirlikli plazma fakiérleri)
orﬁatizma[ ve inflamatuar hastaliklara yol agmaktadir. Yagh plazmas! %70'den
:.'daha fazla oranda nétrofil adezyonunu baskilamakiadir Bu faktérler, yasli
_populasyonda artmig enfeksiyon riskinde oSnemlidir (100, 107). Ayrica
yégianmaya bagll olarak nétrofillerin damar endotelyumu Uzerine yuvarlanma
;'_'_(Ir_olling) fonksiyonunda azalma gézlenir ki bunun nedeni, L-selektin
-"_ékspresyonunun azalmasidir (101)

inflamasyon, kemotaktik ajanlarin etkisi ile PMN'lerin hizia béigeye
toplanmasiyla karakterize bir olaydir Kemotaktik ajanlara cevaben PMN
:‘gc'ig;'L‘]nUn saglhkli yagl insanlarda azaldi§i gésterilmistir (111, 119-121). Bunun
yanisira enfeksiyoniu yasillarda PMN’lerin kemotaktik aktivitesi enfeksiyon
semptomu olmayan yaslilardan énemii olarak dusuk bulunmustur (111, 119)
PMN’deki fagositoz sirasinda meydana gelen solunumsal patlamanin
artmasi, savunma sisteminin yetenegi ile iligkili olmasina karsin fazla miktarda
0O," salinimi dokularda ciddi ve geriye dénustmsuz patolojik degisiklikiere yol
acmaktadir (122, 123)

Yaslilarda fagositik aktivitenin azaldidi gosterilerek, fagositoz sirasindaki
PMN aracili solunumsal patlama aktivitesi suspanse ve adere hucrelerde
incelenmigtir. Adere PMN’lerde etkilenmeyen O uretimi, adere olmayaniarda
yukselmis bulunmustur. Yasglilarda hucre adezyonunun azalmasi nedeniyle Oz”

saliniminin etkilenebilecedi ifade edilmistir (123, 124, 125)
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Notrofil fonksiyonlaninda intraseluler Ca*™ konsantrasyonun da 6nemli
__|dugu bilinmektedir. Yaglanmaya bagdi nétrofil fonksiyonundaki degisiklikier ile
éa’*zh arasinda iligki gdsterilmistir (109, 110, 111) Saghkh yaslilardan alinan
strofilerde; DAG ve 1P3'in génglerin notrofilleri ile kargilastirildi@inda dneml
_o..[arak daha az uretildidi tespit edilmistir FMLP ile aktive edilen yagh nétrofiller,
__g'éng notrofilleri ile karsilastinilinca, PI, PIP ve PIP2in konsantrasyonlarinin
blylk oranda dustik oldugu gozlenmistir. in vitro kosullarda yapilan deneylerde
| ng ve DAG uretimindeki dusmenin yash nétrofillerde geng nétrofilerden sadece
'.MT dustk oldugu belirlenmistir. Yaslanmada, kritik énemi olan fosfoinosidierin
‘konsantrasyonlarindaki azalmadir, bu da anahtar ikincil habercilerin uretiminde
‘azalma ile sonuglanir (112-114)

Yaslanmayla, guanine-nucleotide baglayici protein (G proteinleri)in
duzeyinde de primer defekt olustugu belitilerek, hicre igi sinyal gegis
mekanizmasindaki bozuklugun buna bagh olabilecedi ifade edilmektedir
Yaslanma ile G.. alttinitesinin yapisinda degisiklikler oldugu gésterilmistir (110)

Hematopoetik bir sitokin olan G-CSF’nin, nétrofilik hucreler Uzerine
multipl biyolojik etkileri vardir G-CSF; nétrofilik zincirdeki progenitdr hucrelerin
farklilasmasini ve proliferasyonunu stimule eder. Kemik iliginden depolanmig
nétrofillerin mobilizasyonu ile periferal kan nétrofil sayisinda yukselmeye yol
acar G-CSF, kemoterapiden sonra veya kemik iligi transplantasyonundan
sonra notropenili hastalarda tedavi igin uygulanmaktadir (115-117). Yapilan

calismalarda rG-CSF’nin gesitli nedenlerle azalmig periferal nétrofil sayisini, Oz°

salinimint ve fagositik aktiviteyi normal duzeyine dondurdugu ileri surulmusgtur.

Ayrica yaslanmaya bagli nétrofil fonksiyonlarindaki bozukiugu da ortadan




d_,_fr_'ﬁaktadw. Yagli farelerin periton bosluklarindan alinan fagositik ve
émo__téktik aktiviteleri azalmig notrofillerin, G-CSF tedavisi ile genglerin
:ﬁilerindeki degerlere ulastigt gdsterilmistir rG-CSF  granulopoesisi
-_';__rérak, notrofil fonksiyonlarinin yasa badh kaybini ortadan kaidirmaktadir
'5;-::'.117, 118)

:: Yuli ve ark (126)lan plazma membran viskositesindeki degisiklikierin

nétrofil fonksiyonlarini etkiledigini gostermislerdir Azalmig plazma membran

vizkositesi artmis kemotaksis ve azalmis superoksid anyon uretimi ile iligkili
bt l_jnmugtur Rivnay ve ark (127)lari, lenfositterde Shinitzky (128) ndéronal
_c%eterde plazma membran viskositesinin yag ile arthdini rapor etmislerdir,
Rérskin ve ark(99)lar nétrofillerin plazma membran viskositesinin yas ile
arﬁtlgml gbstererek, nétrofil fonksiyonlarimin bozulmasina yol agtidini ileri
stirmuslerdir

YASLANMA VE MAKROFAJLAR

Bazi yazarlar makrofaj fonksiyonlarinin yaslanmayla degismedigini ifade
ederken, bazi yazarlarda yasgll farelerde monosit-makrofaj sisteminin
"fonksiyonel kapasitelerinin  yUkseldidini belirtmislerdir. Fakat genel olarak
f'l:ou!gular yaslanmayla makrofaj kapasitesinin dustugu yonundedir (129-133),
Makrofajlarin fibronektin ve tip | kollajene adezyonu yaslanma suresince
“artar Bu artig, makrofajin hucre yuzey reseptérlerinin konsatrasyonuyla iligkilidir
zve yaglanma surecinde aterogenesis olugsumuna yol acar (135, 136). Yasi
hayvaniarin makrofajlarinin  adezyon kapasitesi yiksek oldugu halde,

kemotaksis kapasitesi duisuktur (136).
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Yapilan g¢aligmalarda riFN-gamaya makrofaj cevabinin yaslanmayla
"aza|d;g”;1, makrofajin Oz ve TNF-alfa sekresyonu gibi iki aktivasyonu Glgulerek
:Egésterilmi§tir. Yagll ratlardan alinan makrofajlar IFN-gamayla indukienince
é_inyaie cevap yeteneginde azalma tespit ediimistir (137, 138). Makrofajlarda
hretiien IL-1, TNF ve IL-6 miktar yaglanmayla azalmaktadir. immun sistemin
kontrolunde onemli role sahip bu sitokinlerin azalmasi, fonksiyonlarda
bozukluga yol agar (143-145).

Yasl farelerin makrofajlarinda PGE: Uretimi geng farelerden daha
'_: fazladir, PGE, arasidonik asitten, siklooksijenaz enzim aktivitesi ile olugur. Yasgli
~ hayvanlardan alinan makrofajlarin, LPS ile sitimule edilmesi durumunda COX
aktivitesi genglerinkinden fazla bulunmustur. LPS ile stimule PGE: uretimindeki
yasa bagl yikselme COX 2 enziminin sentezindeki artisa baglidir (143, 144,
145).

Yaslanmaya bagh olarak, makrofaj fonksiyoniarindaki degisikligin
nedenlerinin arastirldidi ¢alismalarda; rat peritoneal makrofaj membraniarnin
akiskanli§l ve lipid kompozisyonu incelenmistir  Yash hayvanlarda; total
fosfolipid dusup, kolesterolin yukseldii ve buna bagh olarak da
kolesterol/fosfolipidin oraninin artti§i saptanmistir  Yaglanmaya bagli olarak,
fosfatidilserin ve kardiyolipinin yukselmig, fosfatidilkolin ve fosfatidilinositol
dismus oldugu bulunmustur Buna kargin oleik, linoleik ve dokosaheksanoik
asidin duzeyinde yukselme tespit edilmistir Lipid profilindeki yasa bagl
degisiklik membranla ilgili fonksiyonlarda degisiklik beklentisine yol agmigtir

(139-141)
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3 KARNITIN

ik kez 1905 yilinda kesfedilmis olan Karnitin (trimethylammonium
foxide), molekul agirh@ 161 2 D olan bir maddedir Serbestge suda ¢ézunur
e okusuzdur (146-149)

Karnitin organizmada sentezlenen endojen bir madde oldugu hailde,
ésin!erie de alinabilir (148) Hayvansal besinlerde (6zellikle si§ir kalbi), bitkisel
‘besinlere (6zellikle piring) gére daha fazla oranda bulunmaktadir (147)

Karnitin biyosentezi, lizin molekillerinin proteinlere inkorporasyonu ile
slar ve peptide badli E-N-trimethyllysine olusturmak uzere S-
'denosylmethionine ile metillenir. Bundan sonraki basamakta proteaz aktivitesi
;lie, protein bagll E-N-trimethyllysine’den serbest E-N-trimethyllysine salinir.
Serbest E-N-trimethyllysine karnitin biyosentezinde kullaniir (147, 148). Karnitin
biyosentezini katalize eden 4 enzim vardir; E-N-trimethyllysine hydroxylase, §-
hydroxy-E-N-trimethyllysine  aldolase, aldehyde dehydrogenase ve y-
"butyrobetaine hydroxylase'dir Bu enzimlerden sadece E-N-trimethyllysine
| hydroxylase mitokondrial enzim olup, digerleri sitozoliktir (146, 148, 149).
Karnitin biyosentezi icin demir, askorbik asit, piridoksin ve niasin kofaktér olarak
gereklidir (148, 150),

E-N-trimethyllysine’i  y-butyrobetaine dénusturen enzim olan y-
butyrobetaine hydroxylase’'in bulundudu dokular ture 6zgu farkliliklar gosterir.
Bu enzim siganlarda karacider ve testisde, insanlarda karaciger, bobrek ve
beyinde tesbit edilmigtir (148, 149)

Besinlerle vucuda alinan karnitinin absorbsiyon yeri ince barsaktir Fakat

az miktarda kolonda da absorbe edildidi gdsterilmistir (146-148). Hamilton ve
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._.__2.148), in vitro olarak insan ince barsak mukozasinda karnitin absorbsiyonu
2 mekanizmanin  varigim  ileri  surmuglerdir.  Luminal karnitin
O-ngantrasyonu 1000 uM'dan az ise aktif transport, 1000 uM'dan fazla ise pasif
iflizyon ile absorbe olmaktadir. L-karnitin igin aktif transport sodyum bagimli
Eup D-karnitin ile inhibe olabilmektedir Fizyolojik olarak aktif trasport
j:riémlidir Cunklu duodenal sivida karnitin konsantrasyonu aglik sirasinda 211
M, yemek sonrasinda 209+36 pM olarak saptanmigtir. Pasif diflzyon ince
Barsakta gozlenmez, ancak kolonda vardir ve karnitinin farmakolojik doziarinda
;-_éhem kazanabilir (146, 148)

Karnitinin barsak lumeninden intestinal mukozaya gegisi oldukca hizidir
i_:__-ve yaklasik %401 burada asetillenir. Karnitin, serbest karnitin (L-karnitin) ve
_:'_'asetilkarnitin olarak dolagima verilir. Barsak mukozasinda karnitin
'.asetilasyonunun fizyolojik 6nemi bilinmemektedir (148, 149),

Karnitin portal kanla karacigere taginir ve sistemik dolagima salinir
Karnitinin hucrelere girisi aktif transport ile olmaktadir. Yapilan galigmalarda
iskelet kasindaki karnitin konsantrasyonunun plazmadakinden ~70 kez fazla
oldugu tespit edilmigtir Benzer gradient diger dokularla ekstraseluler sivi

arasinda da mevcuttur (146, 148)

Organizmadaki kamitinin %95 iskelet kasinda ve kaipte, %1
ekstraseluler sivida ve %4'U dijer dokularda (6zellikle karaciger ve bdobrek)
bulunur. Karnitin kullanimi igin organizmada bulunan enzimler L-karnitin igin
spesifiktir (146, 148, 149).

Karnitinin plazmadaki konsantrasyonu 25-50 uM dir. Kan karnitin duzeyi

bobrekler tarafindan duzenlenmektedir Plazma karnitin duzeyi normal olan
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gliéfde uitrafiltrattaki  karnitinin - %90 dan fazlasinin proksimal tubuide

reabsorbe olduju gdsteriimistir (146, 148) Plazma karnitin konsantrasyonu

51 saman, renal absorbsiyonda azalma olmaktadir Yapilan galigmalarda

_'bfekte sentezlenen ve tubilden reabsorbe olan karnitinin serbest karnitin

wa acilkarnitin oldugu gosteriimistir idrarla atilan agilkarnitinin en dnemli

farmu asetilkarnitin olup, asetilkarnitinin, serbest karnitine orani plazmadan

_ _ksektir_ Bunun nedeni serbest karnitinin reabsorbsiyonunun asetilkamnitine
-:gjé'.jre daha fazla olmasidir (148, 147)

 FONKSIYONLARI

Karnitin uzun zincirli yag asitlerinin mitokondri matriksine transportunda
ve mitokondri iginde acyl CoA/CoA diuzenlenmesinde 6nemli rol oynar (148,
149, 152) Uzun zincirli yag asitlerinin transport ve aktivasyonu 4 ardisik
. reaksiyonu igerir

1) Acyl-CoA sentetaz sitozolde, uzun zincirli yag acyl CoA, AMP ve
pyrophosphate yapmak uzere, ATP ve CoA ile uzun zincirli yag asidi
reaksiyonunu katatizler

2) Mitokendri dig membranin sitozolik yuzeyindeki CPT | karnitin ile uzun
zincirli yag acyl CoA ile karnitinin reaksiyonunu katalizler, uzun zincirli yag
acylcarnitine ve CoA ofusur.

3) Carnitine-acylcarnitine translokazin  etkisi, uzun zincirli  yag§
acylcarniting’i i¢ mitokondrial membrandan-mitokondrial matrikse tasiyarak,
mitokondrial matriksteki karnitin ile yer dedistirmesini saglar

4) CPT Ii i¢ mitokondrial membranin matriks yuzeyinde bulunur

Mitokondrial matriksde CoA ile uzun zincirli ya§ acilkarnitin reaksiyonunu
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é’,—_ ve karnitin ile uzun zincirli yad acil-CoA olugur ve R-oksidasyon
Lounda seluler enerji olusur (147-148,152)

“Kamnitinin agilkarnitin olarak peroksizomiarin disina, kisa zincirli -
_gi-d;syon urunlerinin tasinmasinda rolu vardir Ayni zamanda, amino asit ve
rm metabolizmasinda  énemlidir insan lenfositlerinin  mitojenik
'ﬁi"ésyonuna verdigi proliferatif yanitt ve PMN kemotaksisini arttirdigi
gq_s:fe.rilmist_ir (146, 148, 149) Ayrica clusterin, fetuin veya fibrinojen gibi
_éérégasyon proteinlerinin neden oldugu, eritrosit agregasyonunu inhibe eder

48)

Bunlarin yanistra karnitinin, reaktif oksijen turlerinin organizmadaki zararh
etkilerini ortadan kaldirdigi ileri sturulmektedir Yapilan galigmalarda L-karnitinin
Fe+2 ve Fe'® araciligi ile induklenen peroksidasyona karsi selasyon yaparak
dékuyu korudugu, OH yapimni azalthgr gosterilmistir  (148-150). Bu
;gahgmalarda L-karnitinin direkt radikal tutucu olmadidi ve bilinmeyen bir etki ile
02" yapimina etki ettigi belirtilirken, birgok aragtirmaci xanthine/xanthine
" oxidase sistemini bloke ederek, superoksid anyon yapimini bloke ettigini ifade
etmektedirler (146). Ayrica L-kamnitin oksidadif stres ile tahrip olmus fosfolipid
tabakanin tamiratini  saglayarak, doku hasarini 6niemektedir Membran
stabilitesini koruyarak, iyon kanallarini veya protein ve lipidier arasindaki
enzimatik aktiviteleri kontrol etmektedir (148) Karnitin hucre membraninda
kolesterol/fosfolipid oranini deistirerek membran akigkaniigini arttirmaktadir
(146, 149) Bunun yanisira membran yapisina girerek membrana &zel

fonksiyonlari module edebildigi de ileri surtlmektedir. Karnitin selektif ca™

kanal aktivatéru gibi davranarak hicre igGi Ca** konsantrasyonunun artmasini
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iamakta ve Ca™ kanal blokurlerinin kullanimi ile bu etkisi ortadan

sldiniabilmektedir (150, 151)
KARNITIN YETMEZLIGI

Karnitin yetmezligi doku ve plazma karnitin konsantrasyonuna bakilarak
"|rﬁlan|r Karnitin aliminin yetersizli§i ve kaybin artmasi sonucu karnitin
o " ezligi olusur (148, 151, 153).

1) Primer karnitin yetmezligi

intraseltler karnitin igeriginin azalmast, yad asidi oksidasyonunda
_qiﬁlma ile karakterizedir ve doku karnitini tukenmistir. Metabolik bozukluklara
;:eden olur (151, 153, 154).

a) Sistemik karnitin yetmezligi: Otozomal resesif geciglidir infant
erken cocukluk déneminde ortaya cikar Progresif myopat, metabolik
nsefalopati, hiperglisemi  ve hiperamonyemi ile beraberdir Kardiak
-;-disfonksiyon én plandadir Kas, karacider ve plazma total karnitini duguktur
3(151, 153). Renal tubul hucrelerinde, intestinal hucrelerde fibroblastiarda ve
- |6kositlerde karnitin yetmezligi bulunur (148, 154).

b) Myopatik karnitin yetmezligi: Progresif proksimal kas
gucsuzlugu, egzersiz intolaransi, myalji ve myoglobinuri ile seyreder. iskelet
kasinda dustk karnitin duzeyi, hucrelerde lipid damlaciklarinin birikimi ile

karakterizedir (148, 151, 154)

c) Organik asidiriler: Acilkarnitin ve serbest karnitin orani idrarda

yukselmistir. Idraria karnitin atihmi artmigtir (148, 150)

FR

=
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sekonder karnitin yetmezIigi

__Agemptomatik seyreder Yetersiz alim, artmig ihtiyag ve artmis kayipla
ur (193, 154), Yetersiz alim: Protein kalori mainutrisyonlarinda goérulur
ringle peslenenlerde gézlenir, cunku piring karnitin icermemektedir (148, 150,
5 .Artmcg karnitin ihtiyact: Gebelik ve laktasyon durumunda ortaya ¢ikabilir,
Artmig karnitin kaybi: Renal tubulopatiler ve kronik bobrek yetmezliginde
karnitin kaybi artar ve yetmezlik olusur (151, 153)

Ayrica  valproik  asit, pivampisilin, ~ pivmesilamin, antrasiklinler
_'6ksorubicin), sefaloridin, benzoik asit, lidokain alan hastalarda serum karnitin
_dzeyi dusmektedir.  Gunku bu ilaglar karnitin ve agilkarnitinin - tubuler
reabsorpsiyonunu spesifik olarak inhibe ederler (148, 151, 153, 154). Askorbik
asit yetmezliginde de karnitin yetmezligi olugur (150, 151) Yaglanmaya bagli
olarak da pek gok dokuda karnitin konsantrasyonu dusmektedir (156)
YASLANMA VE KARNITIN

Yaslanmaya bagli olarak kamnitinin dokulardaki duzeyi azalmaktadir
Yapilan ¢aligmalarda; serum, kalp, tibial kas, beyin, karaciger ve idrar karnitin
diizeylerinin yas arttikga azaldigi gosteriimigtir (156).

Yaslilarda karnitin eksiklidi ile lipofusin toplanmasi arasinda iligki oldugu,
ézellikle beyinde toplanan lipofusinin L-karnitin veriimesiyle azaldid: tesbit
edilmistir (156) Yasll siganlarda gézlenen 6grenme bozukludu ve hafiza
kaybinin, yaslanma surecinde hipokampuste noronal lipofusin toplanmas: ve
néronlarin  kaybina bagl oldugu ileri surllmustur, L-karnitin tedavisiyle
yaslanmaya bagll lipofusin birikiminin azaldifi, hafiza kaybi ve Ogrenme

yetenegdinin yavasca geri geldigi gosterilmigtir (157). Yaglanma suresince
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’dé‘ norokimyasal dedisikliler de dikkati gekmektedir Yaglanmaya bagh

k-..NMDA reseptdrlerinin sayisinda ve sodyum bagimh kolin ahminda

T

eriginin yaslanmayla dustugu, fakat yash siganlann L-karnitin ile tedavisi
s_§ﬁucunda mitokondrial i¢ membranindaki bu fosfolipidin normal duzeyine
al'égt@ gézlenmistir Kardiyolipin duzeyi sitokrom oksidazin ve mitokondrideki
__a_d'enin nukleotid transiokazin optimal aktivitesine baghdir. L-karnitin tedavisiyle,
bu enzim aktiviteleri normale déner, béylece kalp performansinda artig olur (96).
Yapilan ¢alismalarda yasl siganlarda, geng siganlara gére; mitokondrial
membran potansiyeli ve seluler O, tlketimi dusuk, oksidanlarin duzeyi daha
- yUksek bulunmustur (159) Haftada birkag kez L-karnitin ile beslenen yagh
: sicanlarin mitokondrial fonksiyonlarinin duzeldigi, oksidan miktarinin geng
sicanlarin duzeyine indigi gézlenmistir (159-161). Ayrica saglikll insanlardan
alinan kas orneklerinde yaslanma ile karnitin duzeyinin dugtugu gosterilmistir
(162). Yine yash siganlarin karnitin ile tedavisinden sonra, yasli ve geng
sicanlarin eritrosit lipid profilleri arasinda farkin ortadan kalkti§l gézlenmistir
Incelenen tum yasg grublannda karnitinin serbest ve esterifiye kolesterol ve
arasidonik asidin plazmadaki duzeyini dustrdugu tespit edilmisgtir (163).

iMMUN SiSTEM VE KARNITIN

Yapilan c¢aligmalar kamitinin, kemiricilerde, vaskuler inflamasyon

modellerinde antiinflamatuar etkisi oldugunu gdstermistir. Karnitinin PAF ile
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duklenen sigan penge ddemini; indometazin ve fenilbutazon kadar iyi inhibe
gosterilmigtir - Kamitinin antiinflamatuar - etkisi biomembraniar uzerine
'éﬁnize odici etkisine baglanmaktadir (167, 169).

Karnitin inflamasyon mediatérierinin salinmini dizenlemektedir  Lipid
‘m'étaboiizmamm etkiledigi bilinen L-kamitinin, hepatositlerde linoleik asitten
-'arégidonik asid olusumunu arttirdidi  gosterilmistir.  AA'in metabolitieri
(eikosanoidier) inflamasyonun lokal modulasyonunda énemlidir (18, 19, 164).
Karnitinin nétrofil superoksid uretimini inhibe ederek, inflamatuar slirecin
.\'flaskuler komponentlerinde antiinflamatuar etkisinin oldugu gosterilmis (17) ve
bu etkinin sikosanoidlerle duzenlendigi ileri surulmustur  L-karnitinin
makrofajlarda PGE, duzeylerini degistirmedigi buna karsilik PGl, ve LTB4
duzeylerini arttirdigt gésterilmistir (18)

MNF'ler, hucre i¢i metabolizmasinda rol oynayan karnitin asetil transferaz
ve malbnil Co-A-sensitif karnitin paimitoiltransferaz’i sitoplazma ve mitokondrial
fraksiyonlarda icermektedir. Bu bulgu karnitinin mononukleer fagositlerin immun
cevabi baglatmasinda anahtar rol oynadig! géstermektedir (152, 165-167).
Ancak makrofajlarin fonksiyoniarina karnitinin etkisi ile ilgili celiskili bilgiler vardir
(17-19).

Karnitinin antibakteriye! aktiviteye destek olucu etkisi de vardir. Bakteriyel
enfeksiyonlu hastalarin granulosit karnitin konsantrasyoniarinin  kontrolden
yuksek oldugu bulunmugtur (166, 168).

T hucre bagimli immun cevapta yaglanmaya bagli degisiklik oldugu ve L-

karnitin tedavisinin lenfosit proliferasyonunu, ayrica immunglobulin yapimini

arttirdiy) tesbit ediimistir (166, 167)




GEREG VE YONTEMLER

I ) GRUPLANDIRMA VE DENEY PROTOKOL(

Akdeniz Universitesi Tip Fakultesi Fizyoioji Anabilim Dali Laboratuarlari,
Ozel Hematoloji Laboratuari, Merkez Arastirma Laboratuar Morfoloji Unitesi ve
Deney Hayvantari Unitesinde gerceklestiriien bu calismada 2 ayiik ve 24 ayhk
mak Uzere iki ayri yas grubundan 80 adet erkek Wistar sigan kullaniimistir
Cal|§ma boyunca, siganlarin bulundugu ortam isisi 23+2°C’de sabit tutularak, 12
'::_"éaat aydinlik 12 saat karanlik déngusu uygulanmigtir. Tum hayvanlar deney
: stresince standart ticari sican yemi ve musluk suyu ile beslenmislerdir
| A ') GRUPLANDIRMA

Geng (2 aylik) ve yasli (24 aylik) siganiar, kontrol ve L-karnitin verilecek
grup olarak ikiye ayrilmiglardir Calisma 2 asamada gerceklestiriimistir. ik
agamada, 40 adet sigan asagida belirtildidi sekilde gruplandiridmistir.
a ) Geng kontrol grubu (n=10, 2 aylik)
b ) Geng L-karnitin tedavili grup (n=10, 2 ayhk)
¢ ) Yasli kontrof grubu (n=10, 24 aylik)
d ) Yasii L-karnitin tedavili grup (n=10, 24 aylik)
Kalan siganlar, ikinci agama deneyler icin yukarida belitildigi sekilde

gruplandinimig ve sirt bélgesinde inflamasyon olusturulmustur




Kontro!l grubundaki sicanlara 30 gun suresince 1 ml distile su gavaj ile
verilirken, L-karnitin tedavili gruplara ise 1 mi distile su iginde hazirlanmig 50
r’ﬁg/kg dozda L-karnitin {Sigma, no: C-0283) ayni yolla uygulanmigtir

B ) DENEY PROTOKOLU

30 guniUk tedavi surelerinin sonunda, ilk grup deneyler igin ayrilan
“sicanlara 12 saat acli§ takiben eter anestezisi yapilmigtir Peritoneal
:_makrofaj!arl elde etmek icin, 10 m{ PBS (NaCl (Merck, D-6100) 145 mM; KCI
'_(Merck, 4935) 268 mM; KH:POs (anhidroz Sigma, P-5379) 147 mM,
‘Na,HPO42H,0 (Sigma, S-0878) 646 mM; 1 It distile su igcinde ¢ézulup,
:pH:7.4’e ayarlanmigtir) intraperitoneal olarak enjekte edilmigtir 3 dakikalik
bekleme slUresinden sonra sigcaniarin abdomenleri kanama olmamasina dikkat
edilerek linea alba'dan acilmis ve peritoneal sivi heparinlenmig (15 {U/ml)
enjektérle toplanmigtir  Organlar kenara alinarak abdominal aorta agiga
cikariimis ve heparinlenmis (15 IU/mi) enjektdrle kan alinmisgtir.

Peritoneal makrofajlar ve nétrofiller izole edilip, %1 trypan blue ile canlilik
testi yapildiktan sonra, hucrelerin  fagositik ve kemotaktik aktiviteleri,
salglladiklari 0. miktar tespit edilmistir. Ikinci grup deneyler igin ayriian
sicanlarda inflamasyon olusturmak igin tedavi surelerinin 26, gununde sirt
derileri altina 6 ml steril hava verilerek pos olusturulmus, 2 gunluk bekleme
suresinden sonra, steril SF icinde ¢cézulmus 4 ml %2 Carrageenan (Sigma,
no:C-1013), enjekte edilmistir 2 gun beklendikten sonra, 12 saat aghgi takiben
eter anestezisi yapilmistir Kuguk bir kesi ile agilan pos i¢inden heparinize
enjektérle alinan eksudanin miktari ve igerdigi hucre sayisi belirlenmigtir

Eksudanin 2500 rpm hizda ve 10 dk sureyle santriflj edilmesi sonucunda eide
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dilen hucreler 2 kez PBS ile yikanmig ve RPMI-1640 (Sigma, no:R-8758)
gitur ortami ile 5x10° hucreful olacak sekilde suspansiyon haline getirilmistir
%1 trypan blue ile canlilik testi yapilan hucrelerin kemotaktik ve fagositik
ktiviteleri, salgiladiklari Oz miktar belirlenmigtir

| Il - DENEYSEL iSLEMLER

It. A) NOTROFILLERE AiT PARAMETRELER

Boyum A 'nin lékosit ayrigtirma yéntemine gore (170) nétrofil izole etmek
¢in, abdominal acrtadan alinan & m| heparinli kan, iginde 3 mi Histopaque 1119
(Sigma, no:1119-1) buiunan tubun ceperinden, tabaka olugacak gekilde yavag
bir hizia bosaltiimistir. 2700 rpm’'de, 30 dakika, 20°C’'de sodutmali santrifuj
(Kubota 5800)de yapilan santrifujden sonra eritrositler tibun dibinde,
Histopaque 1119 eritrositlerin Uzerinde olacak sekilde tabakalanma meydana
gelmistir Histopaque 1119 ile en ustite toplanan plazma arasinda, altta
granulositleri, Ustte lenfositleri igeren 2 beyaz tabaka olugmustur Alttaki tabaka
pastér pipeti ile dikkatlice alindiktan sonra 2 ml PBS eklenip 2700 rpm'de 5 dk
+4°C’de santrifuj edilmistir. Sonugta ust sivi atilip, kalan hucreler 500 pl RPMI-
1640 kultur ortami ile suspanse edilmistir Bu suspansiyondaki hucrelerin
canliiklar) vital boya olan trypan blue (%1) ile belirlendikten sonra, hucre
suspansiyonu kemotaktik aktivite ve salgilanan Oz miktarinin tayini icin ikiye
ayrimisgtir.

Canhlik Testi

0,1 ml hucre suspansiyonu ile 0,1 ml %71lik trypan blue karsitastiriip,
37°C’de 10 dk inkube edilmis ve sure bitimini izleyen 5 dk. iginde saym

yaplimigtir Sayilan 100 hucreden, mavi renkte boyanmig ve sekli degismig
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gc;éi;ar alu hucre olarak dederlendirilmig, &lu hucre sayisi %5'den az olanlar
e‘ne_yé alinmisgtir

i. A-1) KEMOTAKTIK AKTIVITENIN SAPTANMASI

Notrofillerin - kemotaktik  aktiviteleri kemotaksis banyosu (boyden
hamber) kullanilarak Boyden S. V. ve ark'larinin metoduna gére (171)
elir enmistir

| Prensibi: Boyden chamber icindeki sivida bulunan hucrelerin kemotaktik
‘maddeye dogru filtre porlarindan gég¢ ettidi uzakligin mikroskop aractigiyla
-'b_élirlenmesi esasina dayanir

Reaktifler:

1) RPMI-1640 Medium (Sigma, no. R-8758)

2 ) Zimosan (Sigma no. Z-4250) ve ZAS (Zimosan ile aktive edilmis
serum)

3 ) Kemotaksis banyosu (Boyden Chamber)

ZAS Hazirlanmasi (99),

Kontrol sicanlardan alinan kanlarin serumu, 2000-2500 rpm’de santrifuj
sonucu ayrdarak, serum havuzu yapimistir

-1 ml serum iginde, 5 mg Zimosan ¢ézulup, 37°C'de 1 saat bekletiimistir
-Sonra 2000-2500 rpm’de 20 dk, +4°C’'de santriflj edilip, dipte gokeli
olusturan zimosanin uUstunde kalan berrak sivi 0,5 mi'lik ependorf tuplerine
ayrilarak, -20°C'de saklanmistir

islemler:

5x10° canli hucre/p! olacak gekilde hiicre suspansiyonu ve (0,5ml ZAS +

2 ml RPMI-1640) RPMI-1640 kultur ortami ile sulandiniimigtir,
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Kemotaksis banyosunun ortasina, nétrofil igin 3 um por boyutiu (ME 29

embran filter, capi 25 mm, Ref No:400706 D-37582) filtre, makrofaj igin 8 um
por poyutiu (ME 29 Membran filter, cap! 25 mm, Ref No:400706 D-37582) filtre
erlestirilip, sikica kapatimistir.  Filtrenin altinda kalan bélume 06 mi
_sulandlrllml§ ZAS enjekte edilmig, ustteki bdlume ise 05 ml hucre
'_':suspansiyonu konulmustur  37°C'de 45 dk. inkubatorde bekietilmig, sure
sonunda filtre alinarak hematoksilen ile boyanmistir.

Boyama iglemi:

1-) Absolu Alkol (%99) 5dk
2-) Distile Su 2 dk
3-) Hematoksilen 1dk.
4-) Distile Su 2 dk
5-) Musiuk Suyu 10 dk.
8-) Alkol (%70) 2 dk
7-) Alkol (%95) 3 dk

8-) %20 Butanol-%80 Alkol 5 dk
9-) Xylol 10 dk.
Boyama iglemi tamamiandiktan sonra flam uzerine immersiyon yag!
damlatilip filtre konulmus, filtre uzerine de tekrar immersiyon yagi damlatilip, en
ustte lamel yerlestirilerek miroskopta (Bousch & Lamb ) x40 buyutme ile
incelenmistir

Degerlendirme: Mikroskop alaninda hucreler netlestirildikten sonra,
mikrovida ayari O'a getirilmig, hucrelerin gog ettigi uzaklik boyunca mikrovida

ilerletilmistir En son netlesen birkag hucrenin bulundugu alanda mikrovidanin
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durdugu nokta pm olarak hucrelerin gag ettidi uzaklik olarak degerlendirilmistir
Olcum 3 ayri alanda yaptlip ortalamas; alinmistir 7
fl. A-2) SALGILANAN O;" MIKTARININ SAPTANMASI

Superoksid radikali salimimi icin, Yoshino ve ark'larinin - yéntemi (115)

ullanilmigtir

Prensibi: Superoksid radikali sitokrom C'yi indirger

02"+ Sitc (Fe™) — 0, + Sit ¢ (Fe™?)

Sitokrom C’nin indirgenmis miktarr, Oz~ miktarini gésterir,

Reaktifler:

1) Hank’s tamponu (NaCl (Merck, D-6100) 136.89 mM:; CaCl;.2H,0
(Merck, Art 2380) 1.36 mM: MgSO, (Sigma, no M-7506) 1.66 mM; KCI (Merck,
1 4935) 536 mM; KH,PQ, anhidroz (Sigma, no P-5379) 073 mM; NaHCO;

* (Riedel-de Haen, no 13418) 15.12 mM; glukoz anhidroz (Sigma, G-8270) 11.18

- mM; hepsi distile su ile 1000 ml'ye tamamianmistir

| 2') Cytochrome-C (Sigma, no C-3256): 64 uM,

3 ) PMA (Phorbol myristate acetate, Sigma, no. P-8139): 1ug/ml
islemler: Notrofil suspansiyonu 5x10° canli hiicre/m| olacak sekilde 1 mi
Hank's tamponunda sulandiriimigtir 1 ml hucre suspansiyona 64uM sitokrom C
(100 ) ekienip; 37°C'de 10 dk inkube edildikten sonra, ayni hucre
suspansiyonuna 1pg PMA (10 ul) ekienerek, 37°C'de 15 dk. bekletiimistir. Tup
buz icine konup, reaksiyon sonlandinimig, 3700 rpm'de, 10 dk . +4°C'de
santrifuj edildikten sonra hucreler uzaklastiriimistir Kalan sivinin absorbansi

550 nm'de UV spektrofotometre’de (Schimadzu UV 1600) okunmustur
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Preinkibasyon dénemindeki absorbansla deney sonundaki absorbans
arasindaki fark, salgilanan O, miktari olarak hesaplanmistir

| Hesaplama: Yoshino ve ark'larinin yéntemine gére, 550 nm dalga
boyunda 19 1 olan katsay: kullanilarak, stperoksid radikaii miktart pmol olarak
: .hesaplanm@t;r‘. Salinan superoksid radikali konsantrasyonunu bulmak icin,

. 02" (pmol/15 dk/5x10° hucre) = AOD/EC formull kulianiimstir

. AOD: Preinkubasyon sonras! ve deney sonundaki absorbans farki,

EC: 1 mM maddenin absorbansi: 19 1

II. A-3) FAGOSITIK AKTIVITENIN SAPTANMASI

Orpogen Pharma sirketinin phagotest (Opsonize E. Coli-FITC) ticari kiti
kullanilarak yapilmistir

Prensibi: Fluoresan boya ile isaretli opsonize bakteri (E Cali-FITC)
kuilanilarak, bakteriyi fagosite eden monosit ve granuiositlerin yuzdelerinin
belirlenmesi esasina dayanir. Ayrica bu yéntemle hucresel fagositik aktivite
(hucre bagina dugen bakterilerin sayisi)'nin saptanmasi da mumkin olmaktadir
Reaktifler:

1) Stabilize ve opsonize FITC-igaretli E coli sispansiyonu.

2 ) Reaksiyon durdurma solusyonu (Bakterinin boyanma reaksiyonunu
durdurmak igin).

3 ) DNA boyama solusyonu (Bakterilerin sitometrik ayrimi igin)

4) Lizis solusyonu (Eritrositieri parcalamak icin)

5 ) Yikama soiusyonu

islemler: Fagositozis élcumu igin, heparinize kan érnekieri 10 dk buz

uzerinde inkube edilmistir 0°C'de hazirlanmtg, iki tube 20 pl bakteri
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stispansiyonu  eklendikten sonra 2-3 sn duguk hizda vortekslenmistir.
Tuplerden biri 37°C'deki su banyosuna 10 dk konulup, dideri kontrol olarak
“buzda birakilmigtir  Inkitbasyon zamaninin sonunda, alinan tum ornekler
}'fagositozisi durdurmak icin buz Uzerine konulmus, yikama solusyonu eklenip,
500 rom’'de +4°C'de santrifuj edilmigtir Oda 1sisinda (20-25°C) lizis solusyonu,
-z.ardmdan DNA boyama solusyonu eklenmesinden 60 dk sonra hucrelerin
| fagositik aktivitesi flow cytometry ile kantitatif Slgulmustur.

Flow Cytometry’de Analiz igin, hucrelere mavi-yesil uyarma 15181
uygulanmis, verileri alirken kirmizi fluoresans kullarilmigtir.

Hesaplama: Ortamdaki fluoresans ile isaretli bakterileri (E coli) yutan
hucrelerin yuzdeleri ve her bir hucre tarafindan yutulan bakteri miktari
belirlenmistir. Lékositler scatter diagram (lin FSC vs lin SSC)} programina
gecirilmistir ve yesil floresans histograminda (FL1) analiz edilmistir (Ortalama
floresans birebir l6kosit bagina dusen bakterilerin sayist ile koreledir)

il. B) PERITONEAL MAKROFAJLARA AiT PARAMETRELER

II. B. 1) KEMOTAKTIK AKTIVITENIN SAPTANMASI

Peritoneal lavaj ile elde edilen, peritoneal makrofajlarin kemotaktik
aktiviteleri Boyden ve ark 'larinin yéntemine gore (171) tayin editmigtir

islemler: Peritoneal hucreler iki kez santrifij edilerek yikanmis, %1'lik
Trypan Blue ile canlilik testi yapiimistir. Hucreler RPMI-1640 Medium ile 5X10°
hucre/ul olacak sekilde suspanse edilerek, kemotaksis tayini daha once
belirtilen yénteme gére yapiimistir. Makrofajlar igin 8 um por boyutiu (ME 29

Membran filter, capi 25 mm (Ref No: 400706 D-37582) filtre kullaniimstir.
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II. B-2) SALGILANAN O;" MIKTARININ SAPTANMAS!

Peritoneal makrofajlarin salinan O miktar Yoshino ve ark ‘Ia'rmm.
-y@ntemine goére (115) belirlenmistir Makrofajlar 5X10° hucre/ml olacak sekilde
‘Hank's tamponu ile suspanse edilip, daha dnce belirtilen yénteme gbre ortama
_Ijsahnan Q- miktar| saptanmisgtir,

o B-3) FAGOSITIK AKTIVITENIN SAPTANMASI

Orpogen Pharma sirketinin phagotest (Opsonize E Coli-FITC) ticari Kiti
kullaniimistir  Periton lavajiyla elde edilen, periton sivisindaki makrofajlarin
fagositik aktiviteleri daha 6nce belirtildigi sekilde flow cytometry ile dlgulmustur,
II. C) INFLAMASYON BOLGESINDEKI HUCRELERE AIT

PARAMETRELER
Inflamasyon olusturulan 4 gruptaki tum siganlarin, sirt derileri dikkatlice
acilip, inflamasyon bélgesinde toplanmig eksuda heparinli enjektérle alinmisgtir

1) Eksuda Miktan; Her bir sicandan alinan eksuda miktar) “m!” olarak

belirlenmistir.

2) Hiicre Miktari; Eksuda igersindeki hucre miktar: sayilarak, mm> deki
hiicre sayisi belirlenmig ve %1'lik Trypan Blue ile canlilik testi yapilmisgtir
II. C-1) KEMOTAKTIK AKTIVITENIN SAPTANMASI

Eksuda icindeki hucreler 2 kez PBS ile yikandiktan sonra, RPMI-1640
Medium ile 5X10° hucrefpl olacak sekilde suspanse edilmigtir Bu hucrelerin
kemotaktik aktiviteleri, kemotaksis banyosunda, por boyutu 3 um olan filtre (ME
29 Membran Filter, capt 25 mm (Ref N0:4000706 D-37582) kullanilarak, daha
&nce belirtildigi sekilde Boyden S V. ve ark'larinin y6éntemine gore (171) tayin

edilmistir
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Il. C-2) SALGILANAN O; MIKTARININ SAPTANMASI

PBS ile 2 kez yikandiktan sonra 5X10° hucre/m! olacak sekilde Hank's
tamponu ile suspanse edilen, eksuda hucreleri tarafindan salinan O2™ miktar,
. aha énce belirtildigi sekilde Yoshino ve ark ‘arinin yéntemine gére (115) tayin
‘edilmistir

l. C-3) FAGOSITIK AKTIVITENIN SAPTANMASI

Reaktifler:

1) RPMI-1640 Medium (Sigma, no.R-8758)

2) %1 Activated charcoal (Sigma no: C-9157); RPMI-1640 kultur
ortaminda hazirianmigtir.

islemler: 100 pl, %1 Aktif kémur suspansiyonu ve 100 ul hucre
suspansiyonu tupte kargilastirilmig ve 37°C'de, 1 st, inkubatérde bekletilmistir.
inkubasyon sonunda, thoma lamina konulan hucre suspansiyonunda x100
buyutme ile (Bousch&Lamb) 100 adet makrofajin, yuttudu aktif komur

parcacikiari sayis! tespit edilmigtir

Degerlendirme: Fagositik aktivite, 100 makrofajin yuttugu aktif kémur
sayisinin ortalamasi olarak belirlenmistir (172).

IIN) iISTATISTIKSEL ANALIZ

Sonuglar  ortalamazstandart hata olarak  verildi Sonuglann
degerlendiriimesinde tek yénlu varyans analizi kullanildi ve gruplar arast
degerlendirme Tukey testi ile yapildi p<0 05 Uzeri degerler istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi
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BULGULAR

1. vUCUT AGIRLIGI DEGISIMI

Tedavi sirecinin baginda ve sonunda yapilan dlcimlerle tespit edilen
vicut agirliklan esas alinarak, baglangic agirliklarina gore % degdisim
esaplanmigtir. Elde edilen de@erler incelendiginde yaslh sicanlardaki agiriik
émsmln genc sicanlara gére daha az oldudu ve L-karnitin uygulanmasinin, hem

genc hem de yasli grupta adirlik artisint degistirmedigi dikkati cekmistir (Tablo-

Tablo-1: Vucut agirliklarindaki degisim (OrtSH)

Geng-Konirol | Geng-Karnitin . Yagh-Kontrol | Yagli-Karnitin

Baglangig (9) 198.50+5 32 |202.00£5.97 |409.00+11 49 415.00+0.97

Bitis (g) 308.33+17.67 | 278.127.78 |415.00£15.32 | 413.7546.79

Agiriik degisimi (%) | 60784697 | 41202345 |554+3 56 |-2.24+2.03

+p<0.05; geng-kontrol grubu ile geng-karnitin grubunun karsilagtiriimasi

***n< 0.001; geng-kontrol grubu ile yasli-kontroi grubunun karsilagtirimasi

2. NOTROFILLER ILE ILGILI PARAMETRELER

2. 1. Notrofil Sayist:

Tablo-2'de tum deneklerden alinan kan érneklerine ait I6kosit ve nétrofil
sayilan gosterilmistir (Tablo-2). Gruplar arasinda hucre saylilarl agisindan fark

bulunamamigtir
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2 Lokosit ve ndtrofil sayilart (Ort+SH)

hicreleri Geng-Kontrol | Geng-Karnitin | Yasli-Kontrol |Yagli-Karnitin

sitler (nm°>de) [8105 71592 0|6700 0£556 8|6742 £493 7 |8225 0£1031 0

N{-'rﬁm 'de) 721.9+£191.2 |800.0£300 0 |1366 7+£305 11250 0+266.1

2. 2. Nétrofil Kemotaktik Aktivitesi

.Fonksiyonlan incelenmek (zere deneklerin kanlarindan izole edilen
ﬁl!erin, canliik oranlari geng-kontrol grubunda %96 3, geng-karnitin grubunda
6.2, yasli-kontrol grubunda %95 6, yasli-karnitin grubunda %96 1 olarak tespit
_dl__!__[_T_I.i§, gruplar arasinda herhangi bir farklihk bulunamamistir

Zimozan ile aktive serum kullanilarak, nétrofillerin kemotaktik aktiviteleri
celendiginde, gen¢ hayvanlarda 54 2420 58 um olarak tespit edilen aktivitenin
aslanmaya bagl olarak belirgin dustitgu (33.82+3 63 um) gézienmis ve bu dusls
tatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0.001) L-karnitin uygulanmasi geng
’s’i_anlara ait nétrofillerin kemotaktik aktivitelerinde herhangi bir degisiklife neden
3Qimad1§| halde, yasgl sicanlarda aktiviteyi arttirarak, gen¢ kontrol grubunun
d_égerlerine ulagmasin saglamistir (P<0 001, yasgli-kontrol grubuna gére) (Sekil-1) L-
karnitin uygulanmasina bagll olarak nétrofil kemotaktik aktivitesi geng-karnitin

grubunda 54.08+1 41 um, yasli-karnitin grubunda 52 11:1.00 um olarak belirlenmigtir

48



Notrofil Kemotaksisi (um

GaKamitin Yag+-Kaoid Yagl-Kamitin

g_k'ii-1: Geng ve yash sicanlara ait nétrofillerin kemotaksis degerleri. **p<0 001;
c-kontrol grubu ile yasli-kontrol grubunun karsiagtirimasi <0 001; yasl-

ontrol grubu ile yash-karnitin grubunun kargilagtirimast

2. 3) Nétrofiller Tarafindan Salgilanan O, Miktari

Geng sicanlardan izole edilen nétrofillerin bulunduklar: ortama salgiladikiar
02 miktari 17 04+1 25 pmol iken, yasli sicaniara ait notrofillerin daha fazla miktarda
62' salgiladiklari (22 712 34 pmol) gézlenmis ve bu artig istatistiksel olarak énemli
buiunmugtur (P<0 05) L-karnitin verilmesi, geng sicaniara ait notrofillerin Oz”
salimminda herhangi bir dedisiklije neden olmazken (1514061 pmol), yasit
.3|9aniarda artmig olan O  salinimi geng kontrol grubu sicanlardan elde edilen
degere dusurmustur (17 51£059 pmol) L-karnitin tedavisine bagll olarak yasl
sicanlarda saptanan bu dusus istatistiksel olarak énemli bulunmugtur (P<0 05, Sekil-

2).
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Geng-Kontrol  Geng-Karnitin Yasli-Kontrol Yash-Karnitin

okil-2: Notrofiller tarafindan salgilanan 0, miktari *p<0 05, geng-kontrol grubu ile,
aghi-kontrol grubunun karsilagtirimasi #p<0 05; yagli-kontrol grubu ile, yasli-karnitin

grubunun kargilagtiriimast.

2. 4, Notrofillerin Fagositik Aktiviteleri

Genc kontrol grubunun nétrofillerinde 55 55+7.08 E colifhiicre olarak belirlenen
f_égositik aktivitenin, yasliiga bagl olarak degismedigi (88 47+21 02 E colifhiscre)
gézlenmis, L-karnitin tedavisine bagli olarak hem geng (34 10+8 24 E colithucre),
hem de yasl grupta (41 2444 9 E colifhlcre) istatistiksel olarak énemli olabilecek bir

degisiklik tespit ediimemistir (Sekil-3)

Tablo-3: Fagositozis yapan nétrofillerin yuzdesi (Ort+SH)

Geng-kontrol Geng-karnitin | Yagli-kontrol Yasli-karnitin

Fagositozis (%) |45 8+£30.7 33 3+31.1 51.1+£34 1 43 4+32 5

e
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Sekil-3: Nétrofillerin fagositik aktiviteleri

3. PERITONEAL MAKROFAJLAR iLE iLGILi PARAMETRELER

- Deneklerin  periton  sivisindan izole edilen makrofajlarin  canliliklar:
¢élendi§;inde, geng kontrol grubunda %95 9, geng karnitin grubunda %96.0, yasli
ntrol grubunda %95.0, yash karnitin grubunda %96.3 olarak saptanmistir.

3. 1. Peritoneal Makrofajlann Kemotaktik Aktiviteleri

Peritoneal makrofajlarin  kemotaktik aktiviteleri geng kontrol grubunda
2.0940 43 um iken; yasli kontrol grubunda 34 91+118 um'ye dusmus ve bu
sUsun istatistiksel olarak dnemli oldugu gorulmustur (P<0.001) L-karnitin ile tedavi
dilen geng siganlarda, kontrol grubuna goére herhangi bir degisikiik olmamasina
admen (41084177 um), yash karnitin grubunda istatistiksel olarak énemli bir

Ukselme (43 18+1 36 um) tespit edilmistir (P<0 001, Sekil-4)
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3. 2. Peritoneal Makrofajlarin Salgiladig: Oz Miktari

5x10° peritoneal makrofaj tarafindan 15 dakikada salgillanan Oz miktari; geng-

yukselmistir (P<0.001). L-karnitin tedavisi geng siganlarin peritoneal makrofajlarina
:Oz' salinimi yénunden herhangi bir etki yapmamasina ragmen (7 28+0.64 pmoi),
_yaghisga bagi olarak artmis Oy salimnimini énemii dlgude azaltmistir (11.7110.42

pmol, P<0.05) (Sekil 5),

52



20 -

16 A

12

(pmoi/15 dk/5x10° hii

Geng-Kontrol Geng-Kamitin Yasli-Kontrol Yasli-Karnitin

kil-5: Peritoneal makrofajlar tarafindan salgilanan Oy miktari. **p<0001; geng-
ontrol grubu ile yasli-kontrol grubunun kargilagtirimasi #5<0.05; yasli-kontrol grubu

g yasli-karnitin grubunun karsilastiriimas.

3. 3. Peritoneal Makrofajlarnin Fagositik Aktiviteleri

Peritoneal makrofajlarin  fagositik aktivitelerinde yasliiga ve L-karnitin
édavisine bagh farklihk saptanamamigtir. Geng-kontrol grubunda 76.96£16 93
colilhucre olan makrofaj fagositozisi, geng-karnitin grubunda 68 80143 68
= colithiicre, yashi-kontrol grubunda 38.926.57 E colifhucre, yasli-karnitin grubunda

3 04+11.37 E_colifnucre olarak belirlenmistir (Sekil-6).

.ablo-4: Fagositozis yapan peritoneal makrofajlarin yuzdesi (Ort+SH)

Geng-Kontroi Geng-Karnitin | Yagli-Kontrol Yash-Karnitin

Fagositozis (%) |558+26 6 3304204 566123 9 48 0+21.6
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Sekil-6: Peritoneal makrofajlarin fagositik aktiviteleri

4.INFLAMASYON BOLGESINDEKI HUCRELERE AIT PARAMETRELER

4. 1. inflamasyon bélgesindeki eksuda miktari

Geng ve yash siganlarin sirt derisi altinda carrageenan ile olusturulan steril
nflamasyon bolgesinden toplanan eksuda miktari Tablo-5'de gosterilmigtir L-karnitin

_tedavisinin, genc ve yash siganlarda eksuda miktarini degistirmedigi saptanmistir

4. 2. Eksuda lgindeki Hiicre Miktari

inflamasyon bélgesinden alinan eksuda icindeki hucrelerin canlilikiari geng-
kontrol grubunda %956, geng-karnitin grubunda %95 4, yasli-kontrol grubunda
%958, yasl-karnitin grubunda %957 olarak tespit ediimistir.  Inflamasyon
béigesinden alinan eksuda igindeki hucre miktarinin, yasl siganlarda geng siganiara
gore belirgin azalmig oldugu tespit ediimis (P<0 001), L-karnitin verilmesi hem geng

(P<Q 001), hem yagl (P<0.05) siganiarda hucre miktarini belirgin ofarak arttirmistir
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itin veriimis yasli siganlarin eksudalarindaki hucre miktart geng-kontrol grubu

nlarin ki ile ayni bulunmustur (Tablo-5)

blo 5: inflamasyon bélgesinden alinan eksuda miktar ve eksuda igindeki hucre

tart (OrttSH)

Geng-Kontrol | Geng-Karnitin | Yash-Kontrol | Yagh-Karnitin

—ksuda miktar) (ml) 12 15040 342 |3 000+0 552 1.630+0 195 |1690+0.0 303

sudadaki hiicre
4711480 98 |5911+112 357" | 3860465 31*** 4322+193 48*

miktar1 (mm>de)

::p_'<0 001; geng-kontrol grubu ile yash-kontrol grubunun karsilagtirimasi
*p<0 001; geng-kontrol grubu ile, geng-karnitin grubunun karsilastiriimasi
fp<0 05 ; yasli-kontrol grubu ile yagli-karnitin grubunun karsilastiriimasi,

e

4. 3. Eksuda igindeki Hiicrelerin Kemotaktik Aktiviteleri

inflamasyon bélgesinden alinan eksudadaki hucrelerin kemotaksisinin, yash
kontrol sicanlarda (53.40+172 um), geng kontrol siganlara gére (68.90+1.23 wmy
istatistiksel olarak énemli élgude dustk oldugu tespit edilmistir (P<0.001). L-karnitin
yygulanmasma bagdll olarak hem geng (7444+202 um, P<0095), hem yasl
é':ganlarda (62 701 42 um, P<0.001) kemotaksisin yukseldigi ve yasli sicanlardaki

degerin, genc kontrol grubundakine yaklastigi dikkati gekmigtir (Sekil-7).
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ekil-7: Eksudadaki hucrelerin kemotaktik aktiviteleri. ***p<0 001; geng-kontrol grubu
ile, yasli-kontrol grubunun karsilastiriimasi "p<0 05; geng-kontrol grubu ile, geng-
karnitin grubunun karsilastirimasi. ##5<0.001; yasli-kontrol grubu ile, yasii-karnitin

_grubunun karsilagtiriimasi

4. 4. Eksuda igindeki Hiicrelerin Salgiladiklari O;~ Miktar

Inflamasyon bélgesinden alinan eksudadan izole edilen 5x10° hucrenin 15
‘dakikada salgiladi§i Q2" miktan incelendiginde, L-karnitinin hem geng hem yasl
sicanlarda azalmaya neden oldugu gézienmistir. Geng-kontrol grubundaki superoksid
salinimi miktari 21.42+0 76 pmol iken, geng-karnitin grubunda 16.93+1 17 pmole
dusmustur ve bu dusus istatistiksel olarak énemli bulunmustur (P<0 01). Ote yandan,
yasli-kontrol grubundaki O»" salimmi miktari 24 2410 62 pmol iken, yasli-karnitin
grubunda ise 21.0020 69 pmol'e dusmus ve bu dusus istatistiksel olarak Snemli

bulunmustur (P<0 05) (Sekil-8)
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ekil-8: Eksudadaki hucrelerin salgiladiklan Oz miktari, **p<0.01; geng¢-kontrol

n’_flamasyon bolgesinden alinan eksudadaki hucrelerin fagositozis degerleri yasglh
sicanlarda dusik bulunmus ve bu deger L-karnitin ile geng kontrol duzeyine
fyﬁkselti!migtir Genc-kontrol grubunda 7.36z0 24 part olan fagositik aktivite, yasli-
kontrol grubunda 6 09£028 part’'e dusmus (P<0.05), L-kamitin tedavisi gen¢

sicanlarda sonucu degistirmezken (7.06:0 33 part ), yasli siganlarda yukselmeye

(7 3240 23 part ) neden olmustur (P<0.05) ($ekil-9)
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§:e'kil-9: Eksudadan elde edilen makrofajlarin fagositik aktiviteleri *p<0.05; geng-
'k_;bntrol grubu, ile yasli-kontrol grubunun kargilastiriimasi. *0<0.05; yagh-kontrol
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TARTISMA

Bagistklik sistemi Uzerine etkili en énemli fakiérierden biri olan yastanma,
bu sistemin fonksiyonlarinin baskitanmast ile birlikte enfeksiyonlara ve
neoplastik hastaliklara egilimin arttig fizyolojik bir strectir (1, 2, 3). Yaglilikta
ortaya ¢ikan bagisiklik sistemi fonksiyonlarindaki bozukluga, L-karnitinin etkisini
incelemek amaciyla yapilan ¢alismamizda 50 mg/kg/gun dozda L-karnitin 30
gun slreyle oral yolla verilmistir Bu doz, antioksidan oldudu bilinen L-karnitinin
sicanlarin bagigikitk hucrelerindeki fonksiyon bozukluguna etkisini incelemek
amaciyla yapilan galismalarda kullanilan dozdur (19). Bunun yanisira Jirillo ve
ark’lari (168) tarafindan yapilan insan lenfositlerinin antibakteriyel aktivitesi
tizerine L-karnitinin etkisi ve De Simone C. ve ark’lan (173) tarafindan yapilan
AIDS'li  hastalarin  mononukleer hucrelerine L-karnitinin  etkisi konulu
calismalarda benzer dozlar kullaniimis olup, badisiklik sistemi fonksiyonlarini
belirgin olarak duzelttigi gésteriimistir.

Kullanilan dozda L-karnitinin vicut agirhidina etkisi incelendiginde, 30
gunlik slre sonunda genc kontrol grubunda %60’k artig tespit ediimis, L-
karnitin tedavisi adirlik artisinda dugtise neden olmustur. Bulgumuz, L-karnitini
ayni dozda kullanan diger arastirmacilarin buigular ile uyumiu bulunmustur
(174, 175). Yasl kontrol grubunda, 30 gunlik sire igerisinde vicut agiriginda
herhangi bir degisiklik tespit edilmemis olup, L-karnitin tedavisinin ilave bir etkisi
gbdzlenmemigtir.

Calismamizda yaglanmaya bagll olarak kan Ikosit sayisinda herhangi

bir degisiklik saptanmamigtir. Buna kargin nétrofil/lékosit orani yagh siganlarda
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d, 2027), geng siganlara gére (0.0890) artmus olup, L-karnitin tedavisi bu oranda
':erhangi bir degisiklik olusturmamistir. Yashliga bagh olarak 16kosit sayisinda
“degisikik olmadi§ini, fakat nétrofil sayisinin arttigint gosteren Yoshino ve
“arklart (115), yasli organizmalarda lenfositik ve megakaryositik serideki dncul
“hucrelerin  proliferatif ve farklilagsma yetenekierinin azalmig oldugunu ileri
“surerek, bu iki hucre tipindeki azalmaya kargin, nétrofil sayisindaki artis
nedeniyle I6kosit sayisinin dedismemis  olabilecedini  belitmiglerdir
Bulgulanimiz, bu konuda yapiimig ¢alismalaria uyum igindedir (115, 105, 19).
Yagl bireylerin genglere gére yuksek bir enfeksiyon riskine sahip oldugu
bilinmektedir (111-120) Arastirmacilar tarafindan, bu durumun infeksiyon yapici
etkenlere kargi savunma kapasitesindeki azaimaya bagh oldugu ileri
surlimektedir (111) Bakteriyel ve fungal infeksiyonlara karsgi primer selluler
korunmada nétrofiller  Gnemli  rol oynamaktadir.  Yasgliarda notrofil
fonksiyonlarinin incelendidi az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu calismalarda
yasli bireylere ait notrofillerin  mikrobisidal aktivitesi gen¢ bireylerle
kargilagtiriimis, fagositozis, kemotaksis, degranulasyon, ve superoksit anyon
uretiminin géstergesi olan nitroblue tetrazolium reduksiyonunda azalma oldugu
gosterilmistir (99, 100, 105, 111, 115, 119, 120) Fagositlerin hareket
kapasitesindeki azalmanin, yash bireylerde yabanci etkenlere kargi savunma
kapasitesinin azalmasina neden olarak enfeksiyona egilimi arttirdi§l ifade

edilmektedir (136) Bizim ¢alismamizda da yasgliiga bagli olarak nétrofil

kemotaktik aktivitesinde belirgin dusme tespit edilmistir L-karnitin tedavisi ile
nétrofit  fonksiyonundaki bu bozukluk ortadan kaldiriimig, yash siganlarnn

kemotaktik aktivitesinin geng kontrol grubunun degerine ulastig: gézlenmistir
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Rivnay ve ark'lari (127) lenfositlerde, Shinitzky (128) ndronal hucrelerde plazma
membran vizkositesinin yas ile arttid) rapor etmiglerdir Perskin ve Cronstein ise
bu aragtirmacilari destekleyen calismalarinda nétrofil membran vizkositesinde
yasa bagh artisi ve buna bagl olarak fonksiyon bozukiugunu géstermislerdir
(99} Yuli ve ark'lan (126), plazma membran vizkositesinde azalmaya neden
“olan ajanlan kullanarak yaptiklari calismada membran viskositesindeki
- azalmanin nétrofil kemotaktik aktivitesinde artigsa ve superoksid anyonunun
.yapimlnda azaliga neden oldugunu ileri stirmusglerdir. Arienti ve ark'lari (176)
‘sican beyninde, yaglanmaya bagli olarak artan lipid peroksidasyonun yol actidi
membran vizkositesindeki artigin, L-karnitin tarafindan ortadan kaldirldigini
gostermiglerdir  Galigmamizda da tespit ettigimiz yasa badli olarak gelisen
nétrofil fonksiyon bozuklugunun, L-karnitin ile duzeltiimis olmasi, L-karnitinin
membran stabilize edici etkisine bagl olabilecegini dusundurmektedir (19).

Bilindigi gibi, fagositler (nétrofil ve monosit/makrofaj), oksidatif veya
solunumsal patlama olarak adlandiriian, NADPH oksidaz enzimi ile katalize
edilen reaksiyon sonucunda buyuk miktarda reaktif oksijen turlerini olustururlar
(38, 43, 44, 124, 177) Aktive olmusg fagositlerden, fazla miktarda salgilanan
reaktif oksijen turleri ve proteolitik enzimler gevre dokuda hasarlanmaya neden
olmaktadir (35, 87) Yaslilia bagl olarak superoksid radikali salinimi ile ilgili
bulgular oldukga ¢eliskilidir. Bu konuda yapilan c¢alismalarda, superoksid
radikali yapiminin dedismedidini (114, 125), azaldi§ini (99, 105, 115, 117, 123,
117) ve daha fazla oranda da arthi@ini (118, 120, 122, 124, 138, 177) gdsteren
bulgular tespit edilmistir Calismamizda da yaglanmaya bagli olarak nétrofiller

tarafindan yapilan O2" miktari artmis bulunmus ve gevre doku igin zararh
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jabilecek bu artmig aktivitenin L-karnitin tedavisi ile geng¢ kontrol degerine
;;ald@ tespit edilmistir.

Superoksid anyonunun yapiminin artmig oimasi arastirmactar tarafindan
degisik mekanizmalarla _aglklanmaktadm Tortorella ve ark'lari (122) yaslt
__ :ireylerden aldiklar1 nétrofillerde, adezyon molekullerinin azaldigini gosterip,
___adhere olmus hucrelerin daha az Oz’ salgilayacagini ileri surerek, Oz”
'miktarmdaki yasliiga bagli artigi adezyon molekullerinin azalmas| ile
‘agiklamiglardir Seres ve ark’lan (118) ise notrofillerde, Oz yapiminda gorevli G
‘proteinlerinin aktivasyonunda yaslanmaya badli artig tespit etmisierdir Mohacsi
ve ark’lari (124) yash nétrofillerinde [Ca™?], miktarinin arttidin tespit ederek,
hicre igi sinyal mekanizmalarindaki degisiklik sonucu 0O,;" yapiminda artis
olabilecegini ifade etmiglerdir. Fuldp ve arklar (38) ise yaglihkta PLC
aktivasyonundaki artisa bagli olarak NADPH oksidaz enziminin daha fazla iglev
yaptidini ve bu nedenle de hem bazal hem de stimule edilmis notrofillerde Oz”
yapiminin genglere gére daha yuksek oldugunu gGstermisglerdir

Calismamizda yashiida bagh olarak artmig olan 0, salimminin L-karnitin
tedavisi ile geri dénduruldugu tespit edilmigtir Bunun yanisira, son yillarda
yapilan calismalarda protein kinaz C aktivasyonunu kompetitif olarak inhibe
ettigi saptanmustir (179, 180). Bu o6zelligi nedeniyle yaglh bireylerin nétrofillerinde
protein kinaz C aracili solunumsai patlama aktivasyonunu inhibe edebilecegi
ileri dugunulmektedir

Yasliligin makrofaj kemotaksis fonksiyonuna etkisi ile ilgiti calisma sayisi
oldukga yetersizdir Bu konuda galigan bazi arastirmacilar yaslilarda makrofa)j

kemotaksisinin azaldigini ifade ederken (133, 136, 139), azalmadigini, aksine
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tigin belirtenter de vardir (129, 131) Bizim galigmamizin bulguiari makrofaj

;g_e_motaktik aktivitesinin yasliliga bagdli azaimay! gosteren calismalar destekler

_niteliktedir Yapilan calismalarda makrofaj kemotaktik aktivitesindeki yaghliga

gl dususun, membran yapisindaki degigiklik nedeniyle yalanci ayak

§|u§turma kapasitelerinin azalmasi ile agiklanmaktadir. Alvarez ve ark'lar (136)

yag.h bireylerin peritoneal makrofajlarinin membranlarinda kolestero! artigina ve

fosfolipid azalmas! sonucu kolesterolffosfolipid oraninin arttigini, buna bagh

olarak membran akigkanhginin  azalmasi  sonucu membrania  iligkili

fonksiyonlarda azalma olabilecegini ileri surmuslerdir Calismamizda elide
ettigimiz bulgulara uygun sekilde makrofaj kemotaksisindeki azaimanin nétrofil
kemotaksisindeki azalmaya eslik ettigi ifade ediimektedir (136)

Caligmamizda tespit ettigimiz, kemotaksisde yasliiga bagdl bu degisiklik
L -karnitin tedavisi ile ortadan kaldinlarak, kemotaktik aktivite geng kontrol grubu
sicanlardaki degerine ulagmistir |-karnitinin  bu etkisinin, daha O6nceki
caligmalarin bulgulari géz onune alinarak, membran stabilize edici etkisine bagl
olabilecedini dusundurmektedir

Aktive makrofajlar tarafindan yapilan serbest oksijen radikalleri
inflamatuar mediatorier olarak énemli  rol oynamaktadir. Daha onceki
calismalarda peritoneal makrofajlarin Oz~ salimminin yashhiga bagli olarak
azaldig (141, 181, 182) veya arttigi (138, 183) seklinde bulgular tespit
edilmistir. Bizim bulgularimiz da O2 saliniminin arttigini gosteren galismaiari
desteklemektedir Membran stabilize edici ve antioksidan etkisinin yanisira

protein kinaz C aktivasyonunu inhibe edici 6zelligi olan L-karnitin verilmis yasli
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_ sicanlarda peritoneal hucrelerin Oz” salimimi, nétrofillerdekine benzer sekilde
azalmis olarak bulunmustur.

inflamasyon bolgesindeki reaktif oksijen metabolitleri ile antioksidan
kapasite arasindaki dengenin bozulmas! ¢esitli inflamatuar hastaliklarin
patogenesinde énemii rol oynamaktadir (88, 184) Sagiikli bireylerde oksijen
radikaline bagdli harabiyet plazma, sinovial sivi ve diger dokularda bulunan
yeterli miktardaki antioksidan maddeler tarafindan énlenmektedir  Cesitli
nedenlerle reaktif oksijen turlerinin yapiminin artmasi veya antioksidan
kapasitenin azalmasi doku harabiyeti ile sonuclanan kronik inflamatuar ve
otoimmun hastaliklara yol agmaktadir (51-59, 88) Yashlik antioksidan
kapasitenin azalmasiyla birlikte, oksidadif stresin dokular uzerindeki harap edici
etkisinin gézlendidi bir suregtir Klinik gézlemler ve yapilan galismalar yasianma
siresince inflamatuar hastaliklara egilimin arttigini gostermektedir (51-59).
Elliott ve ark'lari (18) bunun nedeninin basta superoksid radikalleri olmak tzere;
IL-1, IL-6, TNF, LTBs ve PGE; gibi inflamasyon mediatorlerinin miktarindaki
artis ve antioksidan kapasitedeki azalig olarak agiklamigiar, antioksidan
maddelerle tedavi edilebilecegini ortaya koymuslardir L-karnitin ise bir yandan
fagositierden reaktif oksijen metabolitierinin yapimini inhibe ederken (17, 185),
bir yandan da membran stabilize edici 6zelligi nedeniyle antiinflamatuar etki
gostermektedir (164, 169, 181, 185) Schinetti ve arklar (128) tarafindan
yapllan calismada in vitro kosullarda L-karnitinin NADPH ile indiklenen lipid
peroksidasyonunu 6nledigi tespit edilmigtir. Franceshci ve arKlar (167)
tarafindan oksidadif strese maruz kalan hicreleri korudugu ifade edilmistir.

Garrelds ve ark ‘lart (19) L-karnitinin insan nétrofillerinde superoksid yapimini
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“ibe ettigini ve bu inhibisyonun, aragidonik asitten eikosanoid yapiminin
dulasyonuna badl oldugunu gdstermislerdir.

Belirtilen etkileri nedeniyle L-karnitinin, yaghliga bagh olarak daha giddetli
slenen inflamatuar reaksiyonlan azaltici etkisinin olabilece@ini dusunerek
aptigimiz ¢alismada sicanlarda carregeenan ile olugturulan inflamasyon
‘modelinde L-karnitin kullanimina bagli olarak hucrelerin fonksiyonlarinda
_:".beklentimize uygun sonuglar elde ediimistir,

Calismamizda, Amico-Roxas ve ark'laninin (17) yaptiklari ¢aligmarin
.bulgularlna uygun olarak inftamasyon bélgesindeki eksuda miktari gruplar
‘arasinda farkl) bulunmamistir Eksuda igindeki inflamatuar hucrelerin miktarinin
yasli sicanlarda azaldidini gdsteren bulgumuz ise Yoshino ve ark ‘nin (115)
bulgularini destekler nitelikte olup, L-kamitin tedavisi ile bu azalmanin ortadan
kalktigl ve sayinin geng kontrol grubundaki saylya yukseldigi tespit edilmistir.
Bu bulgunun, L-karnitinin, nétrofi ve makrofaj kemotaktik aktivitelerini
arttirdigini gosteren bulgularimiz ile ve bu konuda meveut literatur bulgulart
(186, 187, 188) ile uyumlu oldugu gézlenmistir

inflamasyon bélgesinden izole edilen hucrelerin superoksid anyonu
yapimi yasli kontrol grubu siganlarda artmaya egilim gOsterdigi halde
istatistiksel olarak anlamli bulunmarmigtir L-karnitin tedavisi ise daha onceki
bulgularimizi destekler nitelikte hem geng, hem de yagl siganiarn eksuda
hucrelerinden salgilanan O, miktarinda azalmaya neden olmustur

Fagositoz inflamasyonda en énemli immunolojik parametrelerden biridir
ve immun cevabin baslatimasinda anahtar rol oynar. Fagositik fonksiyonun

yasliiga badl olarak azaldidi pek ¢ok aragtirmaci tarafindan gosteriimis ve
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m.embrana badh bir fonksiyon oldugu belirtilerek, yaglhiktaki immun sistem
:hucrelerinin membran yapisindaki degisikligin bunun nedeni olabilecegi ifade
edilmistir (100, 105, 179). intravaskuler nétrofiller enfeksiyon odagina ulagmak
in, inflamatuar bélgeye bitigik kapilier ve venullerin endotel hucrelerine adere
bluriar ve enfeksiyon bolgesine ulagip, fagositozis, oldurme ve
mikroorganizmalar: sindirme iglemini yaparlar (99-101, 104, 105)

Polignano ve ark ’lar (105) ve ayrica Perskin ve ark’lart (99) yasli
donérlerden izole ettikleri nétrofillerin, kemotaksislerini, aderenslerini,
fagositozislerini ve intraseluler mikrobisidial aktivitelerini incelemiglerdir ve
yaslanmaya bagl azaldigini gérmuslerdir Yuli ve ark 'lari (126), yasianmayla
nétrofillerin plazma membran vizkositelerinin artmasi nedeniyle nétrofillerin
yeterince adere olamadiklarin  ve fonksiyonlarimin - bozuldugunu  leri
surmektedirler. Ayrica Yoshino ve ark’lart (115), yaglanmaya bagit hem
fagositik hucre sayisinin azaldigini, hem de bunlarin fonksiyon bozukluguna
badl olarak, fagositik aktivitelerinin dustugunu géstermiglerdir  Galigmamizin
bulgulart da bu bulgular dogrultusunda olup, yasliiga bagh olarak fagositik
aktivitede azalma tespit ediimis, L-karnitin ile normale déndurulmustur
Buigularimiz  degerlendirildiginde, inflamasyonun en dnemli
parametrelerinden biri olan o bolgede toplanmis hucre miktarinin, yaslilarda
hilcrelerin kemotaktik aktivitelerinin azalmasina bagl olarak azatmig oldugu,
fakat bu hucrelerin O salinmindaki artig ve fagositozis yapma
kapasitelerindeki azalig nedeniyle inflamatuar hastaliklara egilimin artabilecegi
sonucuna ulasiimistir Yasghhida badli olarak degisen tum bu membrana bagli

fonksiyonlar (O~ salimimi, kemotaktik aktivite ve fagositik aktivite) dokulardaki
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‘reaktif oksijen urunlerini tuttugu ve membran stabilize edici etkisi oldugu bilinen
‘L-karnitin tarafindan geng kontrol de@erlerine déndurulmustur Bu bulgulara
- dayanarak L-karnitinin bagisiklik sistemi hucrelerindeki yasliliga bagli fonksiyon

pozukiugunu ortadan kaldirdidini séylemek mumkundur.
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OzET

Yaslanma, badigiklik sistemi de dahil olmak uzere organizmanin pekgok
sisteminde fonksiyon azalmasi ile karakterize bir surectir L-karnitinin  yag
asitierinin mitokondri igine tasinmasini sadlayan bir amino asit turevi olmasinin
yani sira, antioksidan ve membran stabilize edici etkileri nedeniyle, yaglanmaya
bagii olarak bagigiklik sistemi hucrelerinin fonksiyonlarinda meydana gelen
fonksiyon bozukluklarini  ortadan kaldirabilecedi dusunulerek planianan
calismamizda 2 ayhk (geng) ve 24 aylik (yagh) olmak uzere iki grup sican
kullanilmistir  Her iki gruba ait siganlarin yarsina, kontro! olarak 30 gun
suresince gavajla distile su verilirken, kalan kismina ayni sekilde 50 mg/kg/gun
dozda L-karnitin uygulanmistir

Calismamizin ik asamasinda, tedavi suresi sonunda deneklerin
kanlarindan izole edilen nétrofillerin ve periton sivilarindan izole edilen
makrofajlarin kemotaksis, fagositozis ve Oz" salinimi fonksiyonlart incelenmistir,

Yasli-kontrol grubunun nétrofil ve makrofajlarina ait kemotaktik aktivite
degerlerinin geng-kontrol grubuna gore dusuk oldugu bulunmus, L-karnitin
tedavili yagh sicanlarda bu fonksiyonun artarak, geng-kontrol duzeyine ulastigi
dikkati cekmistir L-karnitin tedavili geng sicanlarin hucrelerine ait kemotaksis
degerlerinde kontrol grubuna gore herhangi bir farklilik tespit edilmemigtir
Notrofil ve makrofajlann, fagositik aktivitelerinin yasa ve L-karnitin tedavisine
bagli olarak degismemesine kargin, salgiladikiar O, miktarinin yash kontrol
grubunda arttigi ve L-karnitin tedavisi ile geng-kontrol duzeyine dustugu
gozlenmistir L-karnitin tedavili geng sicanlarin hucrelerine ait Oz saliniminin

kontrol grubundan farksiz oldugu saptanmigtir
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Calismarmizin ikinci kisminda, yukarida belirtildigi sekilde 4 gruba ayrilan
s|gania_rm sirt bélgesinde %2 carrageenan ile inflamasyon olugturulmus, bu
bélgeden alinan eksuda miktar, eksuda igindeki hiucre sayist ve bu hucrelerin
kemotaksis, fagositozis ve O salinimi fonksiyonlari incelenmisgtir.

inflamasyon bélgesinden alinan eksuda miktarinin yasa ve L-karnitin
tedavisine bagli olarak degismemis olmasina karsin, hucre sayisinin yagli
sicanlarda daha az oldugu ve L-karnitin veriimesi ile sayinin arttigi dikkati
cekmigtir L-karnitin geng siganlarda da etkiii oimug ve inflamasyon bolgesindeki
hucre sayisini belirgin arttrmistir. inflamatuar hucrelerin kemotaktik ve fagositik
aktivitelerinin yaglanmaya bagli olarak azaididi ve L-karnitin tedavisi ile artarak
geng kontrol duzeyine ulastdi goézlenmistir inflamatuar hucrelerin O2”
saliniminin yash siganlarda artmaya egilimli oldugu, L-karnitin tedavisi ile geng
kontrol duzeyine azaldigi tespit edilmistir.

Sonug olarak bulgulanimiz, L-karnitinin fagositik hicrelerin yaglanmaya
bagl olarak bozulan kemotaksis, fagositozis ve Oz salinimi fonksiyonlarin

duzelttigini gostermektedir
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SUMMARY

The data on the ability of carnitine to modulate cell functions is limited

The influence of L-carnitine on neutrophil, macrophage functions and
. inflammatory process was investigated in aged rats L-carnitine (50 mg/kg/day)
or control vehicle into young (2 months old) and aged rats (24 months old) were

given for 30 consecutive days The functions of neutrophils isolated from blood

and macrophages isolated from peritoneal fluid were examined

The neutrophils and macrophages in aged rats exhibited a decline of
chemotactic activity as compared with young rats However, superoxide anion
(O2°) release increased in both cells of aged rats The chemotactic activity in
aged rats was significantly increased to young control value by L-carnitine
treatment which was accompanied by a significant decline of O, release There
was no difference in phagocytic activity of elderly or young phagocytic cells due
to L-carnitine treatment
In an other series of experiments, we studied the effect of L-carnitine in
inflammatory response induced by carrageenan in elderly or young rats No
differences were observed in quantity of exudate of the all groups. The exudate
cells from the aged rats exhibited a decline of phagocytic and chemotactic
activity as compared with the young rats The functions were significantly
enhanced by L-carnitine treatment However O, release was seen to be
increased in both cells of aged rats and decreased by L-camitine treatment.
These findings demonstrate that L-carnitine is capable of restoring the

age-related changes of neutrophil and macrophage functions.
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