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bu tez çalıĢmasında, RAW 264.7 makrofaj hücrelerinde L-karnitinin nitrik oksit sentezi 

üzerindeki etkisi belirlenmiĢtir. Bu çalıĢma Ankara Üniversitesi Biyoteknoloji Enstitüsü 

tarafından desteklenmiĢtir. Antioksidan bir molekül olan L-karnitinin inflamasyondaki 

rolünün ortaya konduğu bu tez çalıĢması, çeĢitli inflamatuvar hastalıkların tedavisinde 

kullanılacak yeni ilaçların geliĢtirilmesine ıĢık tutacak bir çalıĢmadır.  

Tezimin hazırlanması sırasında bilgi ve deneyimlerini hiçbir zaman esirgemeyen, her 

zaman destek olan, yardımlarını asla unutmayacağım, değerli hocam ve tez danıĢmanım 

Prof. Dr. Fügen AKTAN‟a sonsuz teĢekkürlerimi sunarım. 

Tez çalıĢmalarım sırasında herzaman destek olan, Biyokimya Anabilim Dalı BaĢkanı, 

Prof. Dr. Serpil NEBĠOĞLU ve Biyokimya Anabilim Dalı‟nın tüm değerli öğretim 

üyeleri, Prof. Dr. Zeliha BÜYÜKBĠNGÖL, Prof. Dr. Bilgehan DOĞRU ve Doç. Dr. Net 

EVCĠMEN‟e ayrıca her zaman yanımda olan, desteğini hiçbir zaman esirgemeyen, 

çalıĢmalar sırasında ortaya çıkan tüm sorunlarla birlikte ve omuz omuza baĢettiğimiz 

ArĢ.Gör. Arzu KARABAY‟a ve ArĢ. Gör. Filiz BAKAR‟a çok teĢekkür ederim. 

Deneylerimin büyük bir kısmında, laboratuvarında çalıĢmama izin veren, çalıĢmanın 

yürümesi için her zaman destek olan,  Ankara Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Biyoloji 

Anabilim Dalı BaĢkanı Prof. Dr. Asuman SUNGUROĞLU‟na, deneysel çalıĢmaların 

her aĢamasında her zaman yanımda olan ve yaptıklarını asla unutamayacağım ArĢ. Gör. 

Tülin ÖZKAN‟a ve çalıĢmalarıma baĢlarken yardımlarını esirgemeyerek bana yol 

gösteren Aynur KARADAĞ ve Buket ALTINOK‟a teĢekkür ederim. 

Son olarak her zaman yanımda olan sevgili eĢime, canım annem ve babama, abim, 

Mutlu ve Doruk‟a sonsuz teĢekkürlerimi sunarım. 



 
vi 

SİMGELER VE KISALTMALAR 

AGE  Advanced glycation end product  

AP  Aktivatör Protein 

ATF-1  Activating Transcription Factor 1 

ATP  Adenozin trifosfat 

BAFF-R          B-hücre aktivasyon faktörü 

BH4  Tetrahidrobiyopterin 

BSA  Bovine Serum Albumin 

C/EBP  CCAAT/Enhancer Bağlayıcı Protein  

CaM  Kalmodulin  

CD14  Cluster of differentiation  

cGMP  Siklik guanozin monofosfat 

COX2  Siklooksijenaz 2 

CREB  cAMP yanıt elemanına bağlanan protein   

CREM cAMP Responsive Element Modulator 

DNA                Deoksribonükleik asit 

DTT  Dithiothreitol 

EDRF  Endotel kaynaklı gevĢetici faktör 

EDTA  Etilendiamin tetraasetikasit 

EGTA  Etilenglikol tetraasetik asit 

eNOS  Endotelial Nitrik Oksit Sentaz 

FAD  Flavin Adenin dinükleotit 

FADD  Fas-Associated protein with death domain 

FMN  Flavin mono nükleotit 

HETE  20-hidroksieikostatetraenoikasit  

HOCl  Hipoklorik asit 

I-CAD  Caspase activated DNase 

ICAM 1 Intercellular adhesion molecule 1 



 
vii 

IFNγ  Ġnterferon gama 

IκB  Ġnhibitör kappa B 

IKK  Ġnhibitör kappa B kinaz 

IL-1β  Ġnterlökin 1 beta 

IRAK  IL-1 receptor associated kinase 

IRF  Interferon regulatory factor 

iNOS  Ġndüklenebilir Nitrik Oksit Sentaz 

JAK  Januse Kinase 

KCl  Potasyum Klorür 

LDL  Low Density Lipoprotein 

L-NAME NG-Nitro-L-arginine-methyl ester 

L-NMMA L-NG-monometil arjinin 

LPS  Lipopolisakkarit 

LTβR  Lemfotoksin β reseptör  

MAPK Mitojen ile aktive olan protein kinaz 

MHC-1 Major histocompatibility complex 

mtNOS Mitokondriyal Nitrik Oksit Sentaz 

MTT  4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium Bromide 

Myd88            Miyeloid diferansiyasyon faktör 88 

N2O3  Nitrojen trioksit 

N2O4  Nitrojen tetroksit 

Na2MO4 Sodyum Molibdat 

NAD           Nikotinamid adenin dinükleotid 

NADP             Nikotinamid adenin dinükleotid fosfat 

NaF  Sodyum Florür 

NAP110 NOS associated protein 

NaVO4 Sodyum ortovanadat 

NFkB  Nükleer Faktör kappa B 

NIK  NFκB inducing kinaz 

NMDA           N-metil-D-aspartik asit 



 
viii 

NMDA N-Metil-D-Aspartik asit 

nNOS  Nöral Nitrik Oksit Sentaz 

NO  Nitrik Oksit 

NO2  Nitrojen dioksit 

NO2Cl  Nitril klorür 

PARS  Poli (ADP-riboz) sentaz 

PDGF  Platellet derived growth factor 

PKA  Protein kinaz A 

PKCα              Proten kinaz C α   

PMSF  Fenil metil sülfonil florid 

RHD  Rel homoloji domain 

RIP  Receptor Interacting Protein 

RNS  Reaktif Nitrojen Türleri 

SBE  SMAD binding element 

SERCA Sarkoplazmik retikulum kalsiyum ATPaz  

sGC  Soluble guanilat siklaz 

SNAP   S-nitroso-n-acetylpenicillamine 

SNP  Sodyum nitropurusid 

SP-1   Promotor selektif transkripsiyon faktör-1 

STAT  Sinyal Transdüksiyon Transkripsiyon Aktivatörü 1 alfa 

TD  Transaktivasyon domain 

TGF  Transforming growth faktör 

TLR  Toll like receptor 

TNF  Tümör nekrosis faktör 

TRADD Tumor necrosis factor receptor type-1 associated death domain  

TRAF  TNF receptor associated factor 

VCAM1         Vasküler hücre adezyon molekülü 1 

VEGF  Vasküler endotel growth factor 



 
ix 

ŞEKİLLER  

ġekil 1.1. Nitrik Oksit Sentezi (Aktan, 2004) 2 

ġekil 1.2. Nitrik Oksit Sentazın Yapısı (Alderton, 2001) 3 

ġekil 1.3. Nitrik Oksit Sentaz izoenzimleri tarafından nitrik oksit sentezi (Knowles ve     

Moncada, 1994). 5 

ġekil 1.4. Nitrik oksit sentaz enzimlerinin primer yapısı (Knowles ve Moncada, 1994) 6 

ġekil 1.5. Gram negatif bakteri dıĢ membranının kompozisyonu ( Raetz ve Whitfield, 

2002). 9 

ġekil 1.6. LPS sinyal yolağının Ģematik gösterimi (Linde ve ark., 2007). 10 

ġekil 1.7. TNF sinyal yolağı (Waterson ve Bower, 2004). 11 

ġekil 1.8. IL-1 sinyal yolağı (Ling ve Recklies, 2004). 12 

ġekil 1.9. TGF-β sinyal yolağı (Soyöz ve Özçelik, 2007). 13 

ġekil 1.10. IFN γ sinyal yolağı (Arbouzova ve Zeidler, 2006) 14 

ġekil 1.11. NFκB proteinlerinin Ģematik gösterimi (Nishikori, 2005) 17 

ġekil 1.12. Ġnhibitör κB proteinlerinin Ģematik gösterimi (Nishikori, 2005) 18 

ġekil 1.13.  NFκB sinyallemesinin klasik ve alternatiif yolağı (Nichols, 2004). 20 

ġekil 1.14. NO ve NO vericilerinin hücredeki cGMP bağımlı ve bağımsız mekanizmalar 

aracılığıyla sinyal iletim mekanizması (Wanstall ve ark., 2005). 26 

ġekil 1.15. Endotel bağımlı gevĢemede nitrik oksitin rolü (Türköz ve Özerol, 1997) 27 

ġekil 1.16. eNOS‟da kenetsizlenme sonucu süperoksit radikali üretimi (Kawasima, 

2004) 29 

ġekil 1.17. Nitrik oksitin sinir sistemi üzerindeki etkileri 30 

ġekil 1.18. L-Karnitinin kimyasal yapısı (Pettegrew ve ark., 2000) 38 

ġekil 1.19. Karnitin Biyosentezi  (Rebouche ve Seım, 1998). 40 

ġekil 1.20. L-Karnitin tarafından yağ asitlerinin mitokondriye taĢınması (Rufer ve ark., 

2009). 41 

ġekil 2.1. Nitrit Standart Grafiği 50 



 
x 

ġekil 2.2. Western Blot analizi için hücrelerin hazırlanma basamaklarının Ģematize 

edilmesi 51 

ġekil 2.3. AteĢböceği lusiferazı tarafından katalizlenen biyoluminesans reaksiyonu 55 

ġekil 2.4. Bradford Standart Grafiği 58 

ġekil 3.1. LPS‟in doza ve zamana bağlı olarak nitrit konsantrasyonlarındaki değiĢim 

üzerine etkisi 60 

ġekil 3.2. LPS‟in doza ve zamana bağlı olarak hücre canlılığındaki değiĢim üzerine 

etkisi 62 

ġekil 3.3. L-karnitinin hücre canlılığı ve bazal nitrit düzeyleri üzerine olan etkisinin 

analiz edildiği deney prosedürünün Ģeması 63 

ġekil 3.4. L-karnitinin hücre canlılığı üzerine etkisi 64 

ġekil 3.5. L-karnitinin RAW 264.7 makrofaj hücrelerinde bazal nitrit düzeyleri üzerine 

etkisi 66 

ġekil 3.6. Koruma protokolünün deney prosedürünün Ģeması 66 

ġekil 3.7. Tedavi protokolünün deney prosedürünün Ģeması 67 

ġekil 3.8.Koruma protokolüne göre (1 saat), L-karnitinin hücre canlılığı üzerine etkisi 68 

ġekil 3.9. Koruma protokolüne göre (1 saat) L-karnitinin LPS ile indüklenen nitrit 

düzeyleri üzerine etkisi 69 

ġekil 3.10. Koruma protokolüne göre (20 saat) L-karnitinin hücre canlılığı üzerine etkisi

 71 

ġekil 3.11. Koruma protokolüne göre (20 saat) L-karnitinin LPS ile indüklenen nitrit 

düzeyleri üzerine etkisi 72 

ġekil 3.12. Hücrelerin LPS ile 20 saat inkübasyonunun ardından, ortamdan LPS‟in 

uzaklaĢtırılmasının, zamana bağlı olarak nitrit konsantrasyonlarına etkisi 74 

ġekil 3.13. Tedavi protokolüne göre, 1 saat inkübasyon sonunda L-karnitin dozlarının 

hücre canlılığı üzerine etkisi 75 

ġekil 3.14. Tedavi protokolüne göre (1 saat) L-karnitin dozlarının nitrit düzeyleri üzerine 

etkisi 76 

ġekil 3.15. Tedavi protokolüne göre (20 saat) L-karnitin dozlarının hücre canlılığı 

üzerine etkisi 77 



 
xi 

ġekil 3.16. Tedavi protokolüne göre (20 saat) L-karnitin dozlarının nitrit düzeyleri 

üzerine etkisi 78 

ġekil 3.17. L-karnitinin iNOS protein ekspresyonu üzerine etkisi 80 

ġekil 3.18. L-karnitinin iNOS protein ekspresyonu üzerine etkisi (Densitometrik 

değerlendirme) 80 

ġekil 3.19. 24 ve 48 saat transfeksiyon sürelerinin, transfeksiyon etkinliğine etkisi 82 

ġekil 3.20. L-karnitinin lusiferaz aktivitesi üzerine etkisi 83 



 
xii 

ÇİZELGELER  

Çizelge 1.1. Nitrik oksit sentaz enziminin izoformları 4 

Çizelge 1.2. NFκB Aktivatörleri 16 

Çizelge 1.3. NFκB, IκB ve IKK Ailesinin Üyeleri Hata! Yer işareti tanımlanmamış. 

Çizelge 1.4. NFκB‟nin Hedef Genleri 21 

Çizelge 1.5. Peroksinit aracılı DNA hasarı 34 

Çizelge 1.6. Nitrik oksitin diğer moleküllerle reaksiyonları 37 

Çizelge 2.1. Lizis tamponunun içeriği 51 

Çizelge 2.2. Yükleme tamponunun (Laemmli Buffer) hazırlanıĢı 52 

Çizelge 2.3. SDS PAGE için hazırlanan jel ve tampon içerikleri 52 

Çizelge 3.1. LPS‟in doza ve zamana bağlı olarak nitrit konsantrasyonlarındaki değiĢim 

üzerine etkisi 60 

Çizelge 3.2.  LPS‟in doza ve zamana bağlı olarak hücre canlılığındaki değiĢim üzerine 

etkisi 62 

Çizelge 3.3. L-Karnitinin hücre canlılığı üzerine etkisi 64 

Çizelge 3.4. L-karnitinin RAW 264.7 makrofaj hücrelerinde bazal nitrit düzeyleri 

üzerine etkisi 65 

Çizelge 3.5. Koruma protokolüne göre (1 saat), L-karnitinin nitrit ve hücre canlılığı 

üzerine etkisinin birlikte gösterimi 69 

Çizelge 3.6. Koruma protokolüne göre (20 saat) L-karnitinin nitrit ve hücre canlılığı 

üzerine etkisinin birlikte gösterimi 72 

Çizelge 3.7. Tedavi protokolüne göre (1 saat) L-karnitinin nitrit ve hücre canlılığı 

üzerine etkisinin birlikte gösterimi 76 

Çizelge 3.8. Tedavi protokolüne göre (20 saat) L-karnitinin nitrit ve hücre canlılığı 

üzerine etkisinin birlikte gösterimi 78 

Çizelge 3.9. L-karnitinin lusiferaz aktivitesi üzerine etkisi 83 

Çizelge 4.1. Koruma ve tedavi protokollerine göre L-karnitinin nitrik oksit sentezi 

üzerindeki inhibitör etkisinin karĢılaĢtırılması 90 



 
1 

1. GİRİŞ 

Nitrik oksit (NO), ilk kez, endotel kaynaklı gevĢeme faktörü olarak tanımlanan, yararlı 

veya zararlı birçok fizyolojik ve patolojik süreçte rol oynayan önemli bir sinyal 

molekülüdür. Memeli hücrelerinde vazodilasyon, trombosit agregasyonunun 

inhibisyonu, sinirsel iletim ve immün regülasyon gibi pek çok fizyolojik rolü 

üstlenmesine rağmen, düzenlenemeyen nitrik oksit üretimi sitotoksik etkiler 

sergileyerek, DNA ve doku hasarına neden olur ve septik Ģok, romatoid artirit, 

hipertansiyon, hiperkolesterolemi, diyabet ve kalp hastalıkları gibi çeĢitli hastalıkların 

patogenezine katkıda bulunur (Drexler, 1999; Alexandrova ve ark., 2001).  

Nitrik oksit, küçük (30 kDa), membranları kolaylıkla geçebilen lipofilik bir moleküldür. 

Normal fizyolojik koĢullarda yarılanma ömrü birkaç saniyedir ve son yörüngesinde 

eĢleĢmemiĢ bir elektrona sahip, reaktif bir serbest radikal olduğundan DNA, protein, 

tiyoller gibi pek çok farklı molekül ile kolaylıkla reaksiyona girebilmektedir (Moncada 

ve Higgs, 1993; Culotta ve Koshland, 1992; Bredt ve ark., 1991). 

1980‟de Robert Furchgott ve ekibi tarafından, asetilkolin ile aktive edilen damar endotel 

hücrelerinden endotel kaynaklı gevĢetici bir faktörün (EDRF) salındığının 

gösterilmesinin ardından (Furchgott ve Zawadski, 1980), 1987‟de Salvador Moncada ve 

Lois Ignarro tarafından, EDRF‟nin nitrik oksit olabileceğine dair kanıtlar ortaya 

konmuĢtur. 1992‟de Journal Science tarafından yılın molekülü seçilen (Koshland, 1992) 

NO‟nun biyolojik fonksiyonu ile ilgili çalıĢmalarından dolayı, 1998‟de Robert 

Furchgott, Louis Ignarro ve Ferid Murad‟a nobel ödülü verilmiĢtir (Rabelink, 1998). 

Bu çalıĢmada, L-karnitinin, nitrik oksit sentezi üzerindeki etki mekanizmasının,  

indüklenebilir nitrik oksit sentaz enzimi (iNOS) ve NFκB yolağı üzerinden araĢtırılması 

http://tr.wikipedia.org/wiki/Sinyal_molek%C3%BCl%C3%BC
http://tr.wikipedia.org/wiki/Sinyal_molek%C3%BCl%C3%BC
http://tr.wikipedia.org/wiki/Sinyal_molek%C3%BCl%C3%BC
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amaçlanmaktadır. Bu amaçla, makrofaj hücrelerinin, lipopolisakkarit (LPS) ile 

uyarılması ile iNOS sentezinde artıĢ ve NFκB yolağında aktivasyon sağlanması 

planlanmıĢtır. Standardize edilen bu uyarılmıĢ makrofaj hücre sisteminde, L-karnitinin 

artan dozlarının, NFκB yolağı aracılığıyla iNOS sentezi üzerindeki etkisinin 2 farklı 

protokol ile direkt ve indirekt etki mekanizmalarının ortaya konması amaçlanmıĢtır. 

1.1 Nitrik Oksit Sentezi 

Nitrik oksit, nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi tarafından, L-arjininden iki ardıĢık 

monooksijenaz reaksiyonu sonucunda sentezlenir. Reaksiyon sırasında, bir molekül      

L-arjininin oksidasyonu ile oluĢan N
w
-OH-L-arjinin ara ürünü, daha ileri oksidasyona 

uğrayarak bir molekül nitrik oksit ve L-sitrülin oluĢumunu gerçekleĢtirir. Reaksiyonda 

toplam olarak, 1,5 molekül NADPH ve iki molekül dioksijen kosubstrat olarak kullanılır 

ve 1,5 molekül NADP
+
 ve iki molekül su yardımcı ürünler olarak meydana gelir. ġekil 

1.1‟de nitrik oksit sentezi görülmektedir (Aktan, 2004; Stuehr ve ark., 1991). 

  

ġekil 1.1. Nitrik Oksit Sentezi (Aktan, 2004) 

Nitrik oksit sentaz enzimi amino terminalinde, hem, BH4 ve L-arjinin için bağlanma 

bölgeleri içeren, oksijenaz domain; karboksi terminalinde, FAD, FMN ve NADPH 

bağlanma bölgeleri içeren, redüktaz domaini içerir ve kalmodulin (CaM) bağlanma 

bölgesi, oksijenaz ve redüktaz domainin birbirine bağlanmasını sağlar. Redüktaz domain 
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içinden geçen elektron akıĢı, kalsiyum ve kalmodulinin bağlanmasına gereksinim 

gösterir. ġekil 1.2‟de görüldüğü gibi, redüktaz domaindeki NADPH, elektron donörü 

olarak rol oynar, FAD ve FMN elektronları NADPH‟dan alarak oksijenaz domaine 

aktarır (Alderton ve ark., 2001). 

 

 

ġekil 1.2. Nitrik Oksit Sentazın Yapısı (Alderton, 2001) 

Nitrik oksit sentaz proteini sentezlendikten sonra, CaM, FAD ve FMN‟nin 

bağlanmasının ardından hem içermeyen monomer oluĢur. Ancak memeli nitrik oksit 

sentaz enzimlerinin fonksiyonel olabilmeleri için dimerik formda olmaları gerekir. 

Enzimin dimerik hale gelmesi, hem molekülünün bağlanması ile mümkün hale gelir. 

Hemin oksijenaz domaine katılımı ile L-arjinin ve BH4 için bağlanma bölgesi 

oluĢturulur ve ancak bu sayede iki monomer gevĢek dimer oluĢturabilir. L-arjinin ve 

substrat analogları, oksijenaz domainde, hemin yanına bağlanırlar. BH4 ve L-arjininin 

bağlanması gevĢek formdan, sıkı ve aktif iNOS dimerine geçiĢe neden olur (Aktan, 

2004 ; Chen ve ark., 2002).  
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Nitrik oksit sentazın, nöral nitrik oksit sentaz (nNOS veya NOS I),  indüklenebilir nitrik 

oksit sentaz (iNOS veya NOS II) ve endotelial nitrik oksit sentaz (eNOS veya NOS III) 

olmak üzere üç izoformu tanımlanmıĢtır. Bu izoformlar, ekspresyonları (indüklenebilir 

ya da konstitüf), aktiviteleri (kalsyum bağımlı ya da bağımsız) ve doku dağılımları 

bakımından ayrılırlar (Moncada ve ark., 1997). Çizelge 1.1 ve Ģekil 1.3‟de nitrik oksit 

sentaz enziminin izoformları görülmektedir. 

Çizelge 1.1. Nitrik oksit sentaz enziminin izoformları 

Enzim Adı Ekspresyonu Aktivitesi Doku dağılmı 

NOS1 nNOS 
Konstitüf Ca

+2
/Kalmodulin 

Beyin ve diğer 

nöronal dokular Nöral nitrik oksit sentaz 

NOS2 iNOS 

Ġndüklenebilir Endotoksin, Sitokin 

Makrofaj,  

nötrofil, 

 kondrosit, 

hepatosit 
Ġndüklenebilir nitrik oksit sentaz 

NOS3 eNOS 

Konstitüf Ca
+2

/Kalmodulin Endotel hücreler 
Endotelial nitrik oksit sentaz 
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ġekil 1.3. Nitrik Oksit Sentaz izoenzimleri tarafından nitrik oksit sentezi (Knowles ve Moncada, 1994). 

Nitrik oksit sentaz enziminin izoformları %50-60 sekans homolojisi göstermelerine 

rağmen, amino terminal bölgelerinde belirgin farklılıklar vardır. ġekil 1.4‟de görüldüğü 

gibi, eNOS‟un amino terminali daha kısadır ve konsensus N-miristilasyon bölgesine 

sahiptir ve miristatın bağlanması, enzimin membran bağımlı olmasına neden olur. 

nNOS‟un amino terminalinde, enzimin spesifik regülasyonunda görev alan 300 

aminositlik bir bölge diğer izoformlar ile ortak değildir (Knowles ve Moncada, 1994). 
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ġekil 1.4. Nitrik oksit sentaz enzimlerinin primer yapısı (Knowles ve Moncada, 1994) 

eNOS, endotel hücrelerde, bazı nöronlarda ve düz kaslarda, bulunan, düĢük 

konsantrasyonlarda (pikomolar aralıkta) nitrik oksit sentezinden sorumlu, kalsiyum 

bağımlı ve konstitüf bir enzimdir (Anggard, 1994; Sessa, 2004). Fizyolojik uyarılara 

cevap olarak salınan sitosolik kalsiyum, eNOS aktivitesi için gerekli olan kalmodulinin 

eNOS‟a bağlanmasını kolaylaĢtırır ve aktivitesini artırır. Böylece eNOS, geçici kalsiyum 

üretimini sağlayan agonistlere cevap olarak nitrik oksit üretimini gerçekleĢtirir (Gorren 

ve Mayer, 1998). eNOS kökenli nitrik oksit, guanilat siklaz-siklik guanozin mono fosfat 

(sGC-cGMP) yolağını aktive ederek vasküler düz kas hücrelerinin gevĢemesini aktive 

eder ve kan damarlarında vazodilatör olarak fonksiyon görür, böylece kan akıĢını ve kan 

basıncını regüle eder (Huang ve Lo, 1998). Mutant eNOS knock out farelerin kan 

basıncının, wild tipe göre %30 daha fazla olduğu gösterilmiĢtir. eNOS, kardiyovasküler 

sistemde, koruyucu rollere sahiptir. Ġnflamasyon ve aterosklerozda endotel hücre 

tabakasının bütünlüğünün devamını sağlayarak, endotel hücreleri apoptotik ölümden 

korur (Haendeler ve ark., 1999).  

nNOS, kalsiyum ve kalmodulin bağımlı, merkezi ve periferal sinir sisteminde ve iskelet 

kaslarında, konstitüf olarak yüksek aktivitede eksprese edilen, nitrik oksit sentazın ilk 

saflaĢtırılan izoformudur (Steinert ve ark., 2010). Nöral dokularda, N-metil-D-aspartik 
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asit (NMDA) reseptörleri tarafından tetiklenen kalsiyum alımı, nNOS aktivitesinin 

önemli bir indükleyicisidir (Knowles ve Moncada, 1994; Christopherson ve Bredt, 

1997). nNOS konstitüf bir enzim olmasına rağmen, stres ve sinir hasarı gibi fizyolojik ve 

patofizyolojik uyarılar tarafından ekspresyonu regüle edilebilen bir enzimdir. nNOS 

tarafından üretilen nitrik oksit, beyinde, davranıĢ ve hafıza oluĢumu gibi fonksiyonları 

etkileyen nöromodülatör olarak, periferal sinir sisteminde ise, düz kas kontrolü, 

gastrointestinal motilite ve nöroendokrin fonksiyon gibi fonksiyonlarda yer alan bir 

nörotransmitter olarak görev alır (Wang ve ark., 1999). 

Mitokondriyal nitrik oksit sentaz (mtNOS), nNOS izoformunun varyantıdır. Mitokondri 

biyoenerjetiğinin düzenlenmesinde temel rol oynayan bu enzimin varlığı ve mitokondri 

iç membranı ile iliĢkisi, ilk olarak 1997‟de bildirilmiĢtir. mtNOS, karaciğer, böbrek ve 

mesanede konstitüf olarak eksprese edilip, kalsiyum bağımlı bir yolla nitrik oksit üretir 

(Giulivi, 2003). Mitokondriye kalsiyum giriĢinin arttığı durumlarda, mtNOS 

aktivitesinin de arttığı görülür. Nitrik oksit ve süperoksit radikalinin reaksiyonu sonucu, 

intramitokondriyal olarak oluĢan peroksinitrit, mitokondriden kalsiyum salınımını 

indükler. Bu durum, mitokondriyi aĢırı kalsiyum yüklenmesine karĢı koruyan bir 

feedback regülatör mekanizmanın varlığını gösterir (Ghafourifar ve ark., 1999; 

Ghafourifar ve Richter, 1999; Bringold ve ark., 2000; Ghafourifar ve Richter, 1997). 

1.2 İndüklenebilir Nitrik Oksit Sentaz (iNOS) 

iNOS, fizyolojik koĢullardaki hücre içi kalsiyum konsantrasyonlarında kalmoduline 

sıkıca bağlı olduğundan aktivitesi kalsiyumdan bağımsız olan, immün ve inflamatuvar 

cevaplarda yüksek konsantrasyonda (nanomolar aralıkta) nitrik oksit üretiminden 

sorumlu olan temel enzimdir. iNOS tarafından yüksek konsantrasyonda nitrik oksit 

üretimi, septik Ģok, romatoid artirit, serebral iskemi, multiple skleroz ve diyabetin dahil 

olduğu pek çok hastalığın patogenezinde yer alır (Anggard, 1994). Sürekli ve yüksek 



 
8 

konsantrasyonda nitrik oksit üretimi, makrofajların, virüs, bakteri, mantar, protozoa, 

helmint ve tümör hücrelerine karĢı sitostatik ve sitotoksik aktivite göstermelerini sağlar 

(MacMicking ve ark., 1997).  

iNOS, ilk kez proinflamatuvar sitokinler ve endotoksinlere cevap olarak aktivitesinin 

indüklendiği makrofajlardan izole edilmiĢ ise de, makrofaj, nötrofil, keratinosit, renal 

tübüler epitelyum, miyoepitelyum, adenokarsinoma, hepatosit, pankreatik adacık 

hücreleri, endotelyum, endokardiyum, mesenglial hücreler, kardiyak miyositler, vasküler 

düz kas hücreleri, uterus ve fallopi tüpü düz kası, fibroblastlar, kondrositler, 

osteoklastlar, nöronlar ve astrositler gibi pek çok hücrede iNOS ekspresyonuna 

rastlanmaktadır (Nathan ve Xie, 1994; Alexandrova ve ark., 2001).  

1.2.1 iNOS Ekspresyonunda Görev Alan Uyarıcı Moleküller 

Makrofajlarda ve pek çok hücrede, indükleyici bir olay olmaksızın, iNOS proteininin 

ekspresyonunun olduğuna dair herhangi bir kanıt yoktur. Pek çok sitokin ve mikrobiyal 

ürün, sıklıkla sinerjetik olarak etki ederek, iNOS ekspresyonunu stimüle eder (Nathan, 

1992). iNOS ekspresyonunda yer alan uyarıcılar, oldukça aktif bir araĢtırma alanı 

oluĢturmaktadır. Bakteriyel lipopolisakkarit (LPS), inflamatuvar sitokinler (IL-1β, 

TNFα, IFNγ)‟nın yanı sıra, hipoksi ve oksidatif stres, iNOS ekspresyonunda artıĢa yol 

açar (Yang ve ark., 2009). 

Lipopolisakkarit (LPS), gram negatif bakterilerin dıĢ membran komponenti ve 

makrofajların potent aktivatörüdür. Makrofajların LPS ile indüklenen aktivasyonu 

sonucunda, iNOS ekspresyonunda ve nitrik oksit konsantrasyonlarında artıĢ meydana 

gelir. Yersiz yada uzayan makrofaj aktivasyonu, akut (septik Ģok) ve kronik (romatoid 

artirid, inflamatuvar bağırsak hastalığı, kronik obstruktif akciğer hastalığı) inflamatuvar 

hastalıkların patolojisinden sorumludur (Kim ve Ha, 2009). LPS, Ģekil 1.5‟de görüldüğü 

gibi, O-oligosakkarit zinciri, merkez oligosakkaridi ve bir lipid komponenti olan lipid A 

yapısı içerir. O-oligosakkarid zinciri LPS‟in yüzeyinde bulunur ve her bakteri türü için 
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spesifik özellikler taĢır, ancak tek baĢına inflamatuvar bir reaksiyon oluĢturamaz. 

LPS‟nin orta kısmında heksoz ve heptoz Ģekerler bulunur. Lipid A kısmı, LPS‟nin 

etkilerini oluĢturan üçüncü yapısıdır ve LPS‟nin bakteri duvarına yapıĢmasında önemli 

rol oynar (Scott ve ark., 2000; Raetz ve Whitfield, 2002). 

 

ġekil 1.5. Gram negatif bakteri dıĢ membranının kompozisyonu ( Raetz ve Whitfield, 2002). 

LPS, makrofajlarda CD14 hücresel reseptörü üzerinden etkisini gösterir. Bu reseptör, 

transmembran bölge içermediğinden, intraselüler sinyali baĢlatmak için toll benzeri 

reseptör 4 (TLR 4)‟e gereksinim duyar. TLR 4, LPS‟in inflamatuvar cevapları 

indüklemesi ve sinyallemeyi baĢlatması için gereklidir. Bu reseptör, hücre dıĢı 

domainlerinde tekrarlayan lösince zengin motifler taĢır ve stoplazmik domaini, 

interlökin-1 (IL-1) reseptör sinyal domainine homologtur, IL-1 reseptör assosiye kinaz 

(IRAK)‟a bağımlıdır. LPS sinyallemesinde görev alan diğer bir molekül olan miyeloid 

diferansiyasyon faktör 88 (Myd 88), direkt olarak TLR 4 ile reaksiyona girerek, 

TLR4‟den IRAK‟a bağlantı sağlar. IRAK, nükleer faktör kappa B (NFκB) gibi 

transkripsiyon faktörlerini aktive eden bir serin protein kinazdır. IRAK, otofosforilasyon 
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ile reseptör kompleksinden disosiye olur ve TNF reseptör assosiye faktör 6 (TRAF 6) ile 

inhibitör kappa B kinaz (IKK)‟ı aktive ederek NFκB sinyal yolağını aktive eder ve 

iNOS‟un ekspresyonunun indüklenmesine neden olur (Akira, 2000; Ulevitch ve Tobias, 

1995). ġekil 1.6‟da LPS sinyal yolağı görülmektedir. 

 

ġekil 1.6. LPS sinyal yolağının Ģematik gösterimi (Linde ve ark., 2007). 

Tümör nekroz faktör α (TNFα), T hücreleri ve aktive makrofajlardan salınan, iNOS 

ekspresyonunun indüklenmesinde görev alan, romatoid artirit ve iltihabi bağırsak 

hastalığı gibi kronik inflamatuvar hastalıkların patogenezinde rol alan proinflamatuvar 

bir sitokindir. p55TNF-R ve p75TNF-R diye bilinen iki farklı reseptöre bağlanarak 

etkisini gösterir. TNFα‟nın NFκB aracılığıyla iNOS ekspresyonunu indükleyebilmesi 

için Ģekil 1.7‟de görüldüğü gibi immün sistem hücrelerinde bulunan p75TNF-R 

reseptörüne bağlanması gerekir. Ardından sinyalizasyona TRAF 1 ve TRAF 2 

molekülleri dahil olur ve bu moleküllerin mitojen ile aktive olan protein kinaz (MAPK) 

ile interaksiyonları sonucu inhibitör kappa B kinaz (IκB kinaz) aktive olarak, NFκB 

inhibitörü olan inhibitör kappa B (IκB)‟nin yıkımını ve NFκB‟nin serbest kalarak 

nükleusa transloke olmasını sağlar. Nükleusa transloke olan NFκB, iNOS geninin 



 
11 

ekspresyonunu indükler (Regnier ve ark., 1997; Hu ve ark., 1994; Rothe ve ark., 1995; 

Song ve ark., 1997). 

 

ġekil 1.7. TNF sinyal yolağı (Waterson ve Bower, 2004).  

İnterlökin 1 (IL-1), iNOS ekspresyonunun indüksiyonununda görevli olan diğer bir 

moleküldür. Ana üretim kaynağı monosit ve makrofajlar olan IL-1‟in biyolojik 

fonksiyonları IL-1 reseptörüne bağlanmasıyla ortaya çıkar. Bu sinyalleme yolağında 

LPS sinyallemesine benzer Ģekilde, myd 88, IRAK ve TRAF 6 görev alır. IL-1, NFκB 

aktivasyonu aracılığıyla iNOS ekspresyonunda görev alır (Ling ve Recklies, 2004). 

ġekil 1.8‟de IL-1 sinyal yolağında görevli olan moleküller görülmektedir. 
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ġekil 1.8. IL-1 sinyal yolağı (Ling ve Recklies, 2004). 

Transforming Büyüme Faktörü Beta Ailesi (TGF β ailesi), proliferasyon, farklılaĢma, 

adezyon ve apoptoz gibi pek çok hücresel olayı regüle eden en geniĢ sitokin ailesidir. 

TGF β, iNOS ekspresyonunu, stabiliteyi ve iNOS mRNA‟sının translasyonunu 

azaltarak, iNOS proteininin degradasyonunu ise artırarak baskılar. Bu durum, iNOS‟un 

transkripsiyonel olarak regüle edildiğinin kanıtıdır (Aktan, 2004). TGF β reseptör ailesi, 

yapısal ve fonksiyonel özellikleri göz önünde tutularak tip I ve tip II reseptörler olmak 

üzere 2 alt gruba ayrılmıĢtır. TGF β, tip I ve tip II reseptör çiftlerine bağlanır ve bunları 

birleĢtirerek sinyalin aktivasyonunu sağlar. Tip II reseptör aracılığıyla tip I reseptörün 

aktivasyonu, TGF β sinyallerinin baĢlamasına neden olur. Aktive olan tip I reseptör, 

hücre çekirdeğine sinyal taĢıyan SMAD proteinlerini fosforile ve aktive eder. Fosforile 

olan SMAD‟lar daha sonra Smad 4 ile birleĢerek hücre çekirdeğine taĢınırlar. SMAD 

ailesine ait proteinler, tip I reseptör kinazların tanımlanmıĢ ilk substratlarıdır ve reseptör 

sinyallerinin hücre çekirdeği içindeki hedef genlere iletiminde merkezi bir rol oynar.    
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(Schmierer ve Hill, 2007; Soyöz ve Özçelik, 2007). ġekil 1.9‟da TGF β sinyal yolağı 

görülmektedir. 

 

ġekil 1.9. TGF-β sinyal yolağı (Soyöz ve Özçelik, 2007). 

İnterferon γ (IFN γ), Jak-STAT sinyalleme yolağı aracığıyla iNOS indüksiyonunda 

görev alan bir moleküldür. IFNγ ile aktive olan Jak-STAT sinyalleme yolağı aracılığıyla, 

iNOS indüksiyonu ve NO üretimi artar. IFNγ‟ nın makrofaj hücrelerinde reseptörüne 

bağlanması, janus kinazların (JAK)‟ların aktivasyonuna neden olur. Bu aktivasyon ile 

JAK, reseptördeki tirozin gruplarını fosforilleyerek SH2 domainleri taĢıyan STAT 

proteinlerinin bağlanmasını sağlar. STAT bir taraftan fosfotirozinlere bağlanırken diğer 

taraftan da JAK ile fosforillenir. Aktive olan STAT reseptörden ayrılarak SH2 

domainleri ile dimerize olur ve nükleusa göç eder. Burada hedef genlerin 

transkripsiyonuna olanak sağlar (Horvath, 2004).  ġekil 1.10‟da IFNγ ile aktive olan Jak-

STAT sinyal yolağı görülmektedir.  
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ġekil 1.10. IFN γ sinyal yolağı (Arbouzova ve Zeidler, 2006) 

1.2.2 iNOS Ekspresyonunun Regülasyonu 

ÇeĢitli fizyolojik ve patofizyolojik durumlarda, nitrik oksite atfedilen önemli roller göz 

önüne alındığında, dokularda nitrik oksit üretiminin regülasyonu oldukça önemli bir 

araĢtırma alanı oluĢturmaktadır. iNOS tarafından nitrik oksit üretiminin yoğunluğunun 

ve zamanlamasının kontrol edilmesi, nitrik oksitin fizyolojik rollerinin patofizyolojik 

rollerinden daha ağır gelmesi için oldukça önem taĢımaktadır. iNOS ekspresyonu, 

transkripsiyonel, posttranskripsiyonel, translasyonel ve posttranslasyonel seviyelerde 

regüle edilebilir (Galea ve Feinstein, 1999). 
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1.2.2.1 Transkripsiyonel Regülasyon  

iNOS, major olarak transkripsiyonel seviyede regüle edilir, hücre tipine ve uyarana bağlı 

olarak değiĢik sinyal yolakları tarafından, transkripsiyon faktörleri, aktivatörler       

(protein kinaz C, tirozin kinaz, janus kinaz, raf-1 protein kinaz, mitojen ile aktive olan 

protein kinazlar) ya da inhibitörler (protein tirozin fosfataz, fosfoinositid 3 kinaz) ile 

aktive ya da inhibe edilebilir. iNOS geninin promotor bölgesi, pek çok transkripsiyon 

faktörü için bağlanma bölgeleri içerir. Nükleer faktör kappa B (NFκB), cAMP yanıt 

elemanına bağlanan protein (CREB), CCAAT/Enhancer Bağlayıcı Protein (C/EBP), 

interferon regülatör faktör-1 (IRF-1), sinyal transdüksiyon transkripsiyon aktivatörü 1 

alfa (STAT- 1 α), promotor selektif transkripsiyon faktör-1 (SP-1), aktivatör protein-2 

(AP-2) ve aktivator protein-1 (AP-1) için pek çok bağlanma bölgesi içerir (Pautz ve ark., 

2010; Murali ve Rao, 2000).  

Nükleer faktör kappa B (NFκB), RAW 264.7 makrofaj ve diğer hücrelerde iNOS 

ekspresyonun regülasyonunda görevli temel transkripsiyon faktörüdür. Hücre 

proliferasyonunu, inflamatuvar cevapları, hücre adezyonunun kontrolünde yer alan 

genlerin ekspresyonunu regüle eder. 1986‟daki keĢfinden beri pek çok biyolojik süreci 

kontrol edebildiğinden dikkatleri üzerine toplamıĢtır. NFκB, iNOS ekspresyonunun 

inhibitörleri ve aktivatörleri için merkezi bir hedeftir. LPS, IL-1β, TNFα ve oksidatif 

stres, iNOS ekspresyonunu farklı hücre tiplerinde NFκB‟yi aktive ederek indükler 

(Ghosh ve ark., 1998). Çizelge 1.2‟de NFκB‟nin aktivasyonuna yol açan ajanlar 

görülmektedir.  
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Çizelge 1.2. NFκB Aktivatörleri 

Aktivatör Örnekler 

Sitokinler, Growth faktörler, Mitojenler 
IL-1, TNF-α, Lemfotoksin, IFN-γ, Forbol 

esterleri, Lektinler, PDGF, VEGF 

Virüsler, mikroorganizmalar ve onların 

ürünleri 

LPS, Chlamydia pneumoniae, Vaccinia virus, 

Borellia burgdorferi, Shigella dysenteriae, 

Plasmodium falciparum 

Fiziksel Faktörler 
UV, gama ıĢınları, shear stres, ısı Ģoku, soğuk 

Ģoku 

Diğerleri 

Okside LDL, AGE, trombin, double-strand 

RNA, homosistein, hipoksi/reperfüzyon, 

leptin, ağır metaller, komplement xenoreaktif 

natural antibodiler 

 

NFκB/Rel ailesi, p65 (RelA), c-rel (Rel), Rel B, NFκB 1 (p50; p105), NFκB 2 (p52; 

p100)‟ü içeren beĢ üyeye sahiptir. Bu protein ailesi, Rel homoloji bölgesi (RHD) olarak 

bilinen, proteinin N terminaline doğru lokalize olan ve dimerizasyondan, inhibitör kappa 

B (IκB) ile interaksiyondan ve DNA‟ya bağlanmadan sorumlu olan 300 aminoasitlik bir 

bölgenin varlığı tarafından karakterize edilir (Bonizzi ve Karin, 2004). Rel A (p65), 

RelB and c-Rel proteinleri, C terminallerinde transaktivasyon domaini (TD) içerirler. Bu 

bölge, transaktivasyon aktivitesi için gerekli olan, hidrofobik aminoasitler, asidik 

aminositler ve serin aminoasidini içerir. p50 ve p52 ise transaktivasyon domaini 

içermediklerinden transkripsiyonel aktivatörler olarak görev yapamazlar. p105 (NFκB 1) 

ve p100 (NFκB 2),  p50 ve p52 proteinlerinin inaktif prekürsörleridir. Bu proteinler, 

inaktif büyük polipeptidler olarak sentezlenirler ve sırasıyla 443. ve 447. aminositlerden 

sınırlı proteolize uğrayarak p50 ve p52 proteinlerini oluĢtururlar. p50 ve p52 genellikle, 

transaktivasyon domaini içeren Rel A (p65), RelB and c-Rel proteinlerinden biri ile 
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homo ya da heterodimerler oluĢturur. p100 ve p105 prekürsör proteinleri, beĢ ile yedi 

arasında ankirin tekrarları içerir. RHD ve ankirin tekarları arasında glisince zengin bölge  

(GRR) yer alır ve p105‟in, p50 oluĢumu ile sonuçlanan,  ATP ve magnezyum bağımlı 

poteazlar tarafından endoproteolitik yıkımı için gerekli sinyali sağlar (Martin ve ark., 

2000).  ġekil 1.11‟de NFκB protein ailesinin yapısının Ģematik gösterimi ve her 

proteinin içerdiği aminosit sayıları görülmektedir.  

 

ġekil 1.11. NFκB proteinlerinin Ģematik gösterimi (Nishikori, 2005) 

NFκB, pek çok hücre tipinde stoplazmada eksprese edilir ve aktivitesi NFκB 

inhibitörleri olarak bilinen inhibitör kappa B (IκB) protein ailesi tarafından kontrol 

edilir. Uyarılmayan hücrelerde, NFκB dimerleri, κB inhibitörleri (IκB) ile kompleks 

halinde stoplazmada bulunur. IκB‟ye bağlanma, NFκB-IκB kompleksinin nükleusa 

transloke olmasını engelleyerek NFκB‟nin inaktif durumda kalmasını sağlar.  

Ġnhibitör κB (IκB) ailesinin, IkBα, IkBβ, BCL-3, IkBε, IkBγ ve prekürsör proteinler 

p100 ve p105 olmak üzere yedi üyesi vardır (ġekil 1.12). Bu proteinler, 33 aminosit 

içeren ankirin tekrarları içerirler. p100 ve p105 proteinlerinin de C terminallerinde bu 
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tekrarları içermesi, bu proteinlerin de IκB ailesine dahil olduklarını gösterir (Hatada ve 

ark., 1992).  

 

 

ġekil 1.12. Ġnhibitör κB proteinlerinin Ģematik gösterimi (Nishikori, 2005) 

NFκB aktivasyonu, IκB‟yi parçalayan sinyaller tarafından sıkı bir Ģekilde kontrol edilir. 

ÇeĢitli moleküller, iNOS indüksiyonunu IκB‟nin degradasyonu aracılığıyla baskılar. 

H2O2, IκB yıkımını ve NFκB aktivasyonunu artırırken, laktasistin, IκB yıkımını 

engelleyerek iNOS indüksiyonunu bloke eder. Bu nedenle, IκB yıkımı, NFκB-IκB 

kompleksinin fosforilasyon/defosforilasyonu ve serbest NFκB‟nin nükleusa 

translokasyonu, iNOS aracılığıyla nitrik oksit sentezinin regülasyonunda önemli yer 

tutmaktadır (Aktan, 2004). 

IκB proteinlerinin parçalanması, IκB kinaz kompleksi (IKK) tarafından fosforile 

edilmeleri ile baĢlar. Fosforilasyon, poliubikitinasyonu baĢlatarak, NFκB dimerlerinin 

serbest kalmasına neden olur. Serbest kalan NFκB nükleusa transloke olarak aralarında 

iNOS‟unda bulunduğu pek çok genin transkripsiyonunu indükler (Baker ve ark., 2011).  
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Çizelge 1.3. NFκB, IκB ve IKK Ailesinin Üyeleri 

NFκB/Rel Ailesi IκB Ailesi IKK Ailesi 

p65 (RelA) 

c-rel (Rel) 

Rel B 

NFκB 1(p50; p105) 

NFκB 2 (p52; p100) 

IkBα, 

IkBβ, 

BCL-3, 

IkBε, 

IkBγ 

p100 ve p 105 

IKKα 

IKKβ 

NEMO (IKKγ) 

 

NFκB sinyallemesi, klasik ya da alternatif yolak olmak üzere iki farklı Ģekilde 

gerçekleĢmektedir (Bonizzi ve Karin, 2004). Klasik yolakda, IKKβ subünitesinin 

aktivasyonu sonucu, IκB α‟nın degredasyonu ve p50/p65‟in ve p50/c-rel dimerlerinin 

salınımı gerçekleĢir. Alternatif yolakta ise,  IKK α, NFκB indükleyici kinaz (NIK) 

tarafından aktive olur ve ardından p100‟ü fosforile eder ve p100‟ün fosforilasyon ve 

ubikitinasyonu sonucunda p52 oluĢumu gerçekleĢir ve p52/RelB dimerleri nüklusa 

transloke olur. Bu iki NFκB aktivasyon yolağı da belirgin regülatör fonksiyonlara 

sahiptir. Klasik yolak, ligandın tümör nekroz faktör tip1/2 reseptör (TNF1/2), B-hücre 

reseptör (BCR), toll benzeri reseptör (TLR) ve interlökin 1 reseptörüne (IL-IR) 

bağlanmasıyla baĢlar. Bu yolak, kemokinleri, sitokinleri, adezyon moleküllerini 

kodlayan genlerin transkripsiyonunda artıĢa neden olur. Alternatif yolak ise, lemfotoksin 

β reseptör (LTβR), TNF ailesi resptörüne dahil olan B-hücre aktivasyon faktörü (BAFF-

R), CD40 ve CD30‟un aktivasyonu ile baĢlar ve lenfoid organların ve adaptif immün 

sistemin geliĢimini regüle eder (Nishikori, 2005; Kurylowicz ve Nauman, 2008). ġekil 

1.13‟de klasik ve alternatif yolak görülmektedir. 
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ġekil 1.13.  NFκB sinyallemesinin klasik ve alternatif yolağı (Nichols, 2004). 
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NFκB, immün ve inflamatuvar cevapta görev alan pek çok genin regülasyonunda temel 

rol oynar. Çizelge 1.4‟de NFκB‟nin hedef genleri yer almaktadır (Bowie ve O‟Neill, 

2000). 

Çizelge 1.4. NFκB‟nin Hedef Genleri 

Hedef Gen Örnek 

Ġmmünomodülatör 

 

MHC-1,MHC-II, IRF-1 

 

Interlökinler ve Growth Faktörler 

IL-1,IL-6, IL-8, TNFα, G-CSF, M-CSF, GM-

CSF,  MCP-1, RANTES, MGSA/gro-α 

 

Sitokin ve Hücre adezyon 

Reseptörleri 

E-selektin, ICAM-1, VCAM-1, MAdCAM-

1, Lox-1, RAGE 

 

Apoptoz ile Ġlgili  genler 
A20, A1, XIAP, c-IAP1, c-IAP2 

Diğerleri 

 

iNOS, COX-2, Doku faktör, PAI-1, 

MnSOD, MMP-2, MMP-9, PTX3 

 

 

Aktivatör Protein-1 (AP-1), NFκB ile beraber, iNOS‟un ve immün ve inflamatuvar 

süreçlerde görev alan diğer indüklenebilir genlerin (COX-2, VCAM-1, ICAM-1) 

ekspresyonuna aracılık eder (Aktan, 2004). Fos proteinleri (c-fos, FOS B, Fra 1, Fra 2), 

jun proteinleri (c-jun, JunB ve Jun D) ve ATF proteinlerinden oluĢan bir transkripsiyon 

faktörüdür. Sitokinler, büyüme faktörleri, stres, bakteriyel ve viral infeksiyonlara yanıt 

olarak farklılaĢma, proliferasyon ve apoptoz gibi hücresel süreçleri kontrol eder (Soyöz 

ve Özçelik, 2007; Yang ve ark., 2009).  

İnterferon Regülatör Faktör-1 (IRF-1)‟in iNOS‟a bağlanma bölgesinin mutasyonu 

sonucunda, LPS ile indüklenen iNOS promotor aktivitesinin IFN γ aracılı artıĢının bloke 
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olması, IRF-1‟in iNOS‟un transkripsiyonel regülasyonunda görev aldığını 

göstermektedir (Martin ve ark., 1994).  

Sinyal transdüksiyon transkripsiyon aktivatörü 1 alfa (STAT- 1 α), proliferasyon, 

farklılaĢma, apoptoz gibi hücresel süreçlerde rol oynayan bir transkripsiyon faktörüdür. 

Hücrelerin IFN γ‟ ya maruz bırakılması, IFN γ reseptör dimerizasyonuna ve kendi 

tirozinlerini fosforilleyen stoplazmik janus kinazların (JAK) aktivasyonuna neden olur. 

Janus kinazlar, STAT1‟i fosforile ve aktive eder. Farklı STAT‟lar homo ya da 

heterodimerler oluĢtururlar. Aktive STAT proteinleri, iNOS gen ekspresyonunu 

modifiye eder (Schindler ve Darnell, 1995). 

cAMP Yanıt Elemanına Bağlanan Protein (CREB) ve CCAAT/Enhancer Bağlayıcı 

Protein (C/EBP), cAMP ile indüklenen transkripsiyon faktörleridir. Yapılan 

çalıĢmalardan elde edilen sonuçlar, cAMP bağımlı yolakların, makrofaj iNOS 

ekspresyonunu 5 kata kadar artırabildiğini göstermiĢtir. cAMP aracılı iNOS 

ekspresyonunun indüksiyonu, sıçan kupfer hücrelerinde, sıçan peritonel makrofajlarında, 

kemik iliği kökenli makrofajlarda ve makrofaj hücre serilerinde gösterilmiĢtir (Gaillard, 

1992; Galea ve Feinstein, 1999). CREB, patofizyolojik durumlarda aktivitesi önemli 

ölçüde artmasına rağmen, hem fizyolojik hem de patofizyolojik uyarılarla uyarılan, hem 

konstitüf hemde indüklenebilir bir transkripsiyon faktörüdür (Ye ve Liu, 2001). C/EBPβ, 

J774A.1 murin makrofajlarında, IFN-γ/LPS stimulasyonundan sonra, iNOS geninin 

yüksek transkripsiyon hızının korunması için önemlidir (Dlaska ve Weisss, 1999).  

Kinazlar, iNOS enziminin ekspresyonunun transkripsiyonel regülasyonunda rol 

almaktadırlar. Protein kinaz C, protein kinaz A ve protein tirozin kinazlar, çeĢitli diğer 

kinazlarında yer aldığı kinaz kaskadını baĢlatırlar. Nitrik oksit üretimini indükleyen 

uyaranlar, transkripsiyonda ve translasyonda önemli rol oynayan mitojen ile aktive olan 

protein kinazları (MAPK) aktive eder. MAPK grubu, P38 MAPK, P42/44 MAPK 

(ERK1/ERK) ve JNK/SAPK‟dan oluĢan kinazların üç ailesini içerir. Kemik iliği kökenli 
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makrofajlar, TNF ile uyarıldıklarında tüm MAPK‟lar aktive olurken, kardiyak 

miyositlerin IL-1β‟ya maruz bırakılması sonucu, p38 MAPK ve p42/44 MAPK, RAW 

264.7 makrofaj hücrelerinin LPS ile uyarılması sonucunda P38 MAPK aktive olur ve 

iNOS indüksiyonunun regülasyonunda görev alır (Murali ve Rao, 2000). 

Nitrik oksit, kendi sentezini transkripsiyon basamağında regüle edebilir. Negatif 

feedback regülasyon ile fare makrofajlarında (Weisz ve ark., 1996) ve sıçan 

hepatositlerinde, NFκB aktivasyonunun inhibisyonu aracılığıyla iNOS‟un sitokin ile 

indüklenen ekspresyonu (Taylor ve ark., 1997) ve sıçan renal mezenglial hücrelerinde, 

IL-1β tarafından iNOS ekspresyonunun indüksiyonunu, iNOS mRNA ekspresyonunun 

modülasyonu aracılığıyla artırır (Mühl ve Pfeilschifter, 1995). Bu regülasyon, indirekt 

olarak, intraselüler cGMPdeki sekonder artıĢ aracılığıyla gerçekleĢir (Marumo ve ark., 

1995).  

1.2.2.2 Posttranskripsiyonel Regülasyon 

Fare makrofajlarında iNOS ekspresyonunun bilinen supresörü TGF β‟dır (Vodovotz ve 

Bogdan, 1994). LPS uygulanan sıçanlarda, farmakolojik olarak düĢük doz TGF β 

uygulaması iNOS ekspresyonunu baskılamaktadır (Perella ve ark., 1996). Primer fare 

peritonel makrofajları ile yapılan çalıĢmalar da, TGF β‟nın, iNOS mRNA‟sını 

destabilize ettiği, iNOS proteinin sentezini yavaĢlattığı ve yıkımını hızlandırdığı 

gösterilmiĢtir (Vodovotz ve Bogdan, 1994).  Epitel ve mezenkimal hücrelerde de TGF β 

tarafından iNOS‟un baskılandığı görülmüĢtür (Nathan ve Xie, 1994). Protein kinaz C α 

(PKCα) ise, pankreatik β hücrelerinde iNOS mRNA‟sının stabilizasyonunda rol oynar. 

NO ve cGMP, posttranskripsiyonel olarak pozitif ve negatif feedback mekanizmalar 

aracılığıyla iNOS gen ekspresyonunu modüle edebilir (Aktan, 2004). 
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1.2.2.3 Translasyonel ve Posttranslasyonel Regülasyon 

Nitrik oksit biyosentezi, esas olarak transkripsiyonel düzeyde regüle edilmesine rağmen, 

translasyonel ve posttranslasyonel seviyelerde de kontrol edilebilir. iNOS mRNA‟sının 

translasyonunun modülasyonunda, deksametason ve sodyum salisilat gibi moleküller 

etkilidir (Bogdan, 2001).  

Nitrik oksit sentezinin posttranslasyonel regülasyonu, iNOS proteininin 

bulunabilirliğinin kontrolünün sağlanması amacıyla, protein stabilitesi, dimerizasyon, 

fosforilasyon, kofaktör bağlanması, oksijen ve L-arjininin bulunabilirliği üzerindeki 

etkiler aracılığıyla gerçekleĢir (Aktan, 2004). Ġnflamasyonda koruyucu role sahip kalirin 

ve bir makrofaj ürünü olan NAP 110 (NOS associated protein), iNOS dimerinin 

oluĢumunu engelleyerek iNOS‟u inhibe eder (Ratovitski ve ark., 1999a; Ratovitski ve 

ark., 1999b). TGF β, stabiliteyi ve iNOS mRNA‟sının translasyonunu azaltarak, iNOS 

proteininin degradasyonunu artırır (Matsuno ve ark., 2001). 

1.3 Nitrik Oksitin Sinyal İletim Mekanizması  

Nitrik oksit, fizyolojik rollerini temel olarak cGMP bağımlı ve cGMP bağımsız 

mekanizmalar olmak üzere iki yolla gösterir. Nitrik oksitin biyolojik aktivitesini 

gerçekleĢtirebilmek için her iki mekanizmayı da kullandığı yapılan çalıĢmalarla 

gösterilmiĢtir. 

NO‟nun esas sinyal iletim mekanizması, demir içeren proteinlere bağlanması aracığıyla 

gerçekleĢir. cGMP bağımlı mekanizmalar altında incelenen bu olaylar sırasında, nitrik 

oksit, çözünür guanilat siklazın hem grubunun demirine bağlanarak bu molekülü aktive 

eder ve ardından GTP‟nin cGMP‟ye dönüĢümü gerçekleĢir. cGMP hücre içi etkilerini 

protein kinaz G‟ye bağlanarak gerçekleĢtirir (Ignarro ve Kadowitz, 1985; Kröncke, 
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2001). cGMP seviyelerinin artıĢı, cGMP bağımlı protein kinazlar, cGMP ile regüle 

edilen fosfodiesterazlar ve cGMP ile regüle edilen iyon kanalları olmak üzere üç ana 

hedef proteinin aktivitesini etkiler (Wanstall ve ark., 2005). 

Nitrik oksitin sinyal iletim mekanizmasındaki temel yolak, cGMP bağımlı olmasına 

rağmen, pek çok kan damarında cGMP bağımsız mekanizmalar damar basıncının 

azalmasına katkıda bulunur. Endotel hücrelerde ve vasküler düz kaslarda, NO ve NO 

donörleri tarafından gerçekleĢen apoptozdan ve vasküler büyümenin inhibisyonundan 

cGMP bağımsız mekanizmalar sorumludur. cGMP bağımsız olaylar, vasküler düz kas 

hücrelerinin gevĢemesini, kalsiyum bağımlı potasyum kanallarının ve sodyum/potasyum 

ATPaz‟ın aktivasyonu, sarkoplazmik retikulumdan kalsiyum salınımın inhibisyonu, 20-

hidroksieikostatetraenoik asit (20-HETE) üretiminin inhibisyonu, 5HT2 G-protein 

coupled reseptör sisteminin inhibisyonu, sarkoplazmik retikulum kalsiyum ATPaz 

(SERCA) aktivasyonu, hücre içine kalsiyum alımının artırılması aracılığıyla 

gerçekleĢtirir (ġekil 1.14). Sıçan mesenterik arterlerinde, kalsiyum bağımlı potasyum 

kanallarının aktivasyonu nitrik oksit tarafından artırılır ve bu etki cGMP inhibitörü olan 

ODQ tarafından değiĢmez. Bu durum nitrik oksitin, cGMP‟den bağımsız olarak 

potasyum kanallarını aktive ettiğini gösterir (Minstry ve Garland, 1998). Vasküler düz 

kas hücrelerinde, nitrik oksit donörleri, SNP ve SNAP, hücre içi kalsiyum düzeylerini 

artırırlar ve bu etkiler cGMP inhibitörleri ve donörleri tarafından taklit edilemez. SNP 

tarafından platellet aktivasyonunun azaltılmasına, artan cGMP konsantrasyonları eĢlik 

etmesine rağmen, cGMP bağımsız mekanizmalar da, nitrik oksit ile indüklenen 

antiplatellet aktiviteye, tirozinin nitrolanması aracılığıyla protein fonksiyonlarının 

inhibisyonuna neden olarak aracılık eder (Marcondes ve ark., 2006). 
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ġekil 1.14. NO ve NO vericilerinin hücredeki cGMP bağımlı ve bağımsız mekanizmalar aracılığıyla sinyal 

iletim mekanizması (Wanstall ve ark., 2005). 

1.4 Nitrik Oksitin Organizmadaki Rolü 

1.4.1 cNOS Tarafından Üretilen Nitrik Oksitin Organizmadaki Rolü 

Nitrik oksit, cNOS (konstitüf nitrik oksit sentaz) tarafından sentezlendiğinde, 

endotelyum bağımlı gevĢeme, platellet agregasyonunun inhibisyonu, damar tonusunun 

ve kan basıncının düzenlenmesi, sinirsel iletim ve immunite gibi çeĢitli fizyolojik 

süreçlerin düzenlenmesinde yer alır (Hobbs ve ark., 1999). Gastrointestinal ve üriner 

sistemin fonksiyonlarının gerçekleĢmesi için önemli bir mediyatördür. 

Endotel bağımlı gevĢeme sırasında, asetilkolinin, G protein reseptörlerine bağlanması 

sonucu inositol trifosfat üretimi ve bu sayede endoplazmik retikulumdan kalsiyum 

iyonlarının salınımı gerçekleĢir. Kalsiyum iyonları ve kalmodulin kompleks oluĢturarak 
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nitrik oksit sentazı, nitrik oksit üretmek üzere stimule eder. Nitrik oksit, Ģekil 1.15‟de 

görüldüğü gibi endotel hücrelerden komĢu düz kas hücrelerine difüze olur ve guanilat 

siklazı cGMP oluĢturmak üzere aktive eder. cGMP konsantrasyonlarının artıĢı düz kas 

gevĢemesi ile sonuçlanır. cGMP hücresel pek çok iĢlevi protein kinaz G‟yi aktive ederek 

tetikler. Protein kinaz G etkisini, kalsiyum ile aktive edilen potasyum kanallarını stimule 

ederek, plazma membranındaki ve sarkoplazmik retikulumdaki kalsiyum-ATP az 

pompasını aktive ederek ve inositol 1,4,5-trifosfat duyarlı kalsiyum salıveren kanalı 

bloke ederek, sarkoplamik retikulumdan kalsiyum salınımını azaltarak gösterir.
 

    

ġekil 1.15. Endotel bağımlı gevĢemede nitrik oksitin rolü (Türköz ve Özerol, 1997) 

Nitrik oksit, platellet agregasyonunun inhibisyonuna neden olarak fizyolojik süreçte 

önemli rol oynar ve  nitrik oksit donörleri antitrombotik etki gösterir (Anfossi ve ark., 

2001). Ġlk kez Azuma ve ark. (1986) tarafından EDRF‟nin trombosit agregasyonunun bir 

inhibitörü olabileceği gösterilmiĢ, Muruganandam ve Mutus tarafından (1994) trombosit 

nitrik oksit sentazı saflaĢtırılmıĢtır.  
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Endotel kaynaklı nitrik oksit, kan basıncının düzenlenmesinde de önemli role sahiptir. 

eNOS enziminin inhibisyonu, normal arter basıncında %40‟a kadar artıĢa neden 

olmaktadır (Rees ve ark., 1989). 

eNOS tarafından sentezlenen nitrik oksit, antiaterojenik bir faktör olarak normal damarı 

aterosklerozdan korur ve hayvan ateroskleroz modellerinde aterosklerotik lezyon 

oluĢumunu inhibe eder. eNOS‟un genetik defektinin ateroskleroz komplikasyonlarını 

artırdığı gösterilmiĢtir (Aji ve ark., 1997; Kuhlencordt ve ark., 2001). Ancak, eNOS hem 

nitrik oksit hem de süperoksit anyonu oluĢturma kapasitesinde bir enzim olduğundan, 

vasküler sistem üzerinde iki yönlü etkiye sahiptir (Ozaki ve ark., 2002). eNOS 

tarafından nitrik oksit oluĢturulabilmesi için optimum düzeyde BH4 bulunması 

gerekmektedir ve pteridin metabolizmasının bozulduğu patolojik durumlarda, eNOS 

nitrik oksitten daha çok süperoksit radikali üretir. eNOS protein düzeyleri ile pteridin 

metabolizması arasındaki dengenin bozulması, eNOS‟da kenetsizlenmeye neden olarak 

nitrik oksitten daha çok süperoksit radikali üretiminine yol açar (Kawasima, 2004; Ozaki 

ve ark., 2002). ġekil 1.16‟da eNOS‟daki kenetsizleme sonucu süperoksit radikali üretmi 

gösterilmiĢtir. 
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ġekil 1.16. eNOS‟da kenetsizlenme sonucu süperoksit radikali üretimi (Kawasima, 2004) 

Nitrik oksit merkezi sinir sisteminde, sinirsel iletim, hafıza oluĢumu, denge, koku alma 

gibi birçok fonksiyonu etkileyen nörotransmitter olarak görev almaktadır. Öğrenme 

fonksiyonunun bozulduğu durumlarda, nitrik oksit sentazın inhibe olduğu ve nitrik oksit 

üretiminin azaldığı gösterilmiĢtir. Periferik sinir sisteminde ise non adrenarjik non 

kolinerjik sinirleri etkileyerek, vazodilatasyon, solunum, mide ve bağırsak 

fonksiyonlarının regüle edilmesine katkıda bulunur (Dawson ve ark., 1992).  

Presinaptik sinir uçlarından salınan glutamat, postsinaptik nöronlarda N-metil-D-

aspartik asit (NMDA) reseptörüne bağlanır ve hücre içine kalsiyum giriĢinin artmasına 

neden olur. Kalmodulin ile birleĢen kalsiyum nNOS‟u aktif hale getirir ve sentezlenen 

NO tekrar presinaptik nörona difüze olarak glutamat salınımını Ģekil 1.17‟de görüldüğü 

gibi artırır (Türköz ve Özerol, 1997). 
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ġekil 1.17. Nitrik oksitin sinir sistemi üzerindeki etkileri  

Nitrik oksit, gastrointestinal sistemde, mide kan akımının artmasına neden olarak ve 

mukozal korunma sağlayarak önemli fizyolojik etkiler gösterir. S-nitroso-n-asetil 

penisilamin (SNAP) gibi NO salıvericileri, duodonel mukus sekresyonunu artırarak, 

gastrik aside karĢı mukozal koruma sağlar (Gaginella ve ark., 1994; Mascolo ve ark., 

1994). Ayrıca, midenin besin alımı sırasında minimum basınç, maksimum gevĢeme 

yanıtı olan adaptif gevĢeme fenomeninde önemli rol oynayan bir nörotransmitterdir 

(Desai ve ark., 1991).  

Nitrik oksit, renal kan akımı, glomerular filtrasyon, renin salgılanması gibi renal 

fonksiyonların kontrolünde önemli bir mediyatördür. Nitrik oksit sentezinin inhibisyonu 

tüm bu homeostatik mekanizmaların fonksiyonunun değiĢmesine ve natriürez 

mekanizmasının bozulmasıyla beraber, intrarenal vasküler rezistansda ve tübüler 

sodyum reabsorbsiyonunda artıĢa yol açar (Romero ve Strick, 1993). 
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1.4.2 iNOS Tarafından Üretilen Nitrik Oksitin Organizmadaki Rolü 

Nitrik oksit, fizyolojik homeostasisde yararlı etkiler sergilemesine rağmen, uygunsuz 

üretimi sonucu pek çok patolojik durum ortaya çıkmaktadır. Bundan dolayı, nitrik oksit 

aktivitesini modüle eden ajanların terapötik değeri olduğu düĢünülmektedir. Septik Ģok, 

miyokard kontraktilitesindeki bozukluklar, iskemi-reperfüzyon hasarı, ateroskleroz, 

hipertansiyon, diyabet, otoimmün hastalıklar, nörodejeneratif hastalıklar, karsinogenez 

ve inflamasyon gibi aĢırı nitrik oksit üretiminin katkıda bulunduğu patofizyolojik 

durumlarda, oluĢumunun azaltılması organizma üzerinde yararlı etkilere sahip 

olmaktadır (Li ve Forstermann, 2000; Hobbs ve ark., 1999).  

Septik Ģok, miyokard kontraktilitesinde bozukluk, iskemi-reperfüzyon hasarı, 

ateroskleroz ve hipertansiyon, nitrik oksitin neden olduğu kardiyovasküler bozukluklar 

arasında yer almaktadır. Septik Ģokun en önemli belirtileri olan, kontraktil ajanlara karĢı 

vasküler yanıtta azalma, hipotansiyon ve miyokard depresyonu, aĢırı nitrik oksit üretimi 

sonucu meydana gelmektedir (Kirkbquen ve Strand, 1999). Sempatik sinir uyarısına 

karĢı vasküler yanıt azlığı septik Ģokun karakteristik bir özelliğidir ve bu durumdan 

nitrik oksit sorumlu tutulmaktadır (Gonzales ve ark., 1992).  

Nitrik oksitin patofizyolojik etkilerinin görüldüğü hastalıklardan biri de diyabettir. 

Aktive makrofajlardan salınan nitrik oksit, pankreas adacık hücrelerine karĢı 

sitotoksikdir. Adacık hücrelerine infiltre olan makrofajlarda, iNOS aktive olur ve nitrik 

oksit sentezi artar ve artan nitrik oksit pankreas harabiyetinden sorumludur (Kröncke ve 

ark., 1991; Kolb ve Kolb-Bachofen, 1992). Nitrik oksit, insülin bağımlı diabetes mellitus 

ile iliĢkili beta hücre disfonksiyonunda yer alarak, glukoz ile uyarılan insan pankreas 

adacık hücrelerinin insülin sekresyonu üzerinde inhibitör etkiler sergileyerek diyabetin 

patolojisinde önemli rol oynar (Corbett ve ark., 1993).  
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Nitrik oksit çeĢitli otoimmün hastalıkların patofizyolojisinde de önemli rol 

oynamaktadır. Sistemik lupus eritematozus, romatoid ve osteoartirit gibi otoimmün 

hastalığı olan bireylerin primer sinoviyal kültürlerinde, endotel hücre ve 

keratinositlerinde, iNOS ekspresyonu ve nitrik oksit üretimi anlamlı derecede 

artmaktadır (Belmont ve ark., 1997). Nitrik oksit, romatoid artirit patolojisine TNFα 

üretiminin indüksiyonu aracılığıyla katkıda bulunmaktadır (Mcinnes, 1996). 

iNOS ekspresyonu, pek çok insan tümöründe ve kimyasal olarak indüklenen hayvan 

tümörlerinde artıĢ gösterdiğinden dolayı, kanser patogenezi için bir göstergedir ve iNOS 

ekspresyonunu selektif olarak inhibe eden bileĢikler kemopreventif olarak kullanılabilir 

(Surh ve ark., 2001). 

iNOS aracılığıyla sentezlenen NO, anjiogenezi, tümör hücre migrasyonunu, invazyon ve 

metastazı etkileyerek tümorogenezin baĢlamasına ve ilerlemesine yol açar. iNOS‟un, 

anjiogenezin stimulasyonunda rol oynayan, vasküler endotel büyüme faktörünün 

(VEGF) ekspresyonunu upregüle ederek mikrovasküler yoğunluğu ve tümör geliĢimini 

artırdığı, iNOS geninin insan kolon kanser hücrelerine transdüksiyonunun, VEGF 

ekspresyonunda artıĢa neden olduğu ve L-NAME ve L-NMMA gibi NOS 

inhibitörlerinin, murin ve insan tümörlerinde kan akımının azalmasına yol açtığı 

gösterilmiĢtir (Ambs ve ark., 1998; Andrade ve ark., 1992; Jenkins ve ark., 1995). Pek 

çok çalıĢma, nitrik oksitin tümör geliĢimi ve metastaz üzerinde pozitif etkilere sahip 

olduğunu göstermiĢtir. eNOS tarafından sGC/cGMP yolağının aktivasyonu kanser hücre 

migrasyonuna yol açar ve orta derecede iNOS ekspresyonu, murin pankreatik 

adenokarsinoma hücrelerinde hızlı tümör geliĢimi ve yüksek metastatik potansiyel ile 

korelasyon gösterir (Wang ve ark., 2003; Jadeski ve ark., 2000; Zhang ve Xu, 2001). 

iNOS-/- farelerde transplant göğüs karsinoma ve melanomaları, metastatik nodüllerin 

büyüklüğünde azalmanın yanı sıra survivalda artma göstermiĢtir (Shi ve ark., 2000).  
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iNOS ekspresyonu sonucu NO üretiminin artması, kanser hücre serilerinde, DNA ve 

protein hasarına, DNA tamir kapasitesinde azalmaya yol açar. Nitrik oksit vericilerinin 

ultraviyole ile indüklenen pirimidin dimerlerinin giderilmesinde önemli olan nükleotid 

kesip çıkarma tamir sistemini inhibe ettiği gösterilmiĢtir (Chien ve ark., 2004). Nitrik 

oksit yalnız baĢına DNA ile reaktif olmamasına rağmen, nitrik oksit kökenli reaktif 

nitrojen türleri (RNS), deaminasyon, nitrolanma, oksidasyon ve alkilasyon 

mekanizmaları aracılığıyla DNA baz modifikasyonlarına ya da DNA tamir enzimlerinin 

inhibisyonu aracılığıyla DNA hasarına yol açabilir (Yoshie ve Ohshima, 1997; Tamir ve 

ark., 1996; Dedon ve Tannenbaum, 2004). Deaminasyon, sitozinin urasile, guaninin 

ksantine ve adeninin hipoksantine (Wink ve ark., 1991), nitrolanma, guaninin 8-

nitroguanin ve 5 guanidino 4 nitroimidazole dönüĢümüne neden olur. 8 nitroguanin, 

adenin ile yanlıĢ eĢleĢme yapabilir ve RNA‟da 8-nitroguanin, RNS ile iliĢkili hücre 

hasarının belirteci olarak kullanılabilir (Yermilov ve ark., 1995; Niles ve ark., 2001). 

Oksidasyon, guaninin, peroksinitritten 1000 kat daha reaktif olan, 8-oxoguanine 

dönüĢümüne (Uppu ve ark., 1996), alkilasyon ise, guaninin, O-6-alkilguanine 

dönüĢümüne neden olur (Ohshima ve Bartsch, 1994; Ohshima ve Bartsch, 1999). 

Çizelge 1.5‟de peroksinitrit aracılığıla DNA‟da meydana gelen baz modifikasyonları 

görülmektedir. 
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Çizelge 1.5. Peroksinit aracılı DNA hasarı 

Reaktif Nitrojen Türleri Aracılığıyla DNA‟da Meydana Gelen 

Baz Modifikasyonları 

Deaminasyon 

Sitozin→ Urasil 

Guanin → Ksantin 

Adenin→ Hipoksantin 

 

Nitrolanma 

 

Guanin→8-nitroguanin 

Guanin→ 5 guanido 4 

nitroimidazol 

Oksidasyon Guaninin → 8-Oxoguanin 

Alkilasyon Guaninin→ O-6-alkilguanin 

 

Nitrik oksit, inflamatuvar hastalıkların geliĢiminde kritik rol oynamaktadır. Kronik 

inflamasyonun en Ģiddetli döneminde, total NOS aktivitesinde sekiz kat artıĢ görülür ve 

inflamasyon kaybolduktan 14 gün sonra,  bu aktivite büyük ölçüde azalır. Aktive olan 

makrofajlar tarafından sentezlenen iNOS, nitrik oksit üretiminin % 90‟ından fazlasına 

katkıda bulunur (Hobbs ve ark., 1999). iNOS, Barrett özafagus, viral hepatit, Chron 

hastalığı ve ülseratif kolit gibi çok çeĢitli inflamatuvar hastalıklarda ekspresyonu 

indüklenir ve ülseratif kolit ve Helicobacter pylori gastiritteki inflamasyon derecesi ile 

korelasyon gösterir. Böylelikle, sistemik inflamatuvar hastalıkların tedavisinde, iNOS 

aktivitesinin ya da iNOS protein ekspresyonunun inhibitörleri yararlı etkiler 

sergilemektedir (Yang ve ark., 2009; Coleman, 2001).  
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1.5 Nitrik Oksitin Farklı Moleküllerle Reaksiyonları 

Nitrik oksit, bir serbest radikal olması sebebiyle birçok farklı molekülle kolaylıkla 

reaksiyona girebilmektedir ve bu etkileĢim parçalanmasında ve inaktivasyonunda önemli 

bir yer tutmaktadır (Stamler, 1996). 

Ġnflamatuvar reaksiyonlar sonucunda, aĢırı miktarda nitrik oksit üretiminin yanında, 

süperoksit, hidrojen peroksit ve diğer reaktif oksidanların üretimi de gerçekleĢir. Nitrik 

oksitin süperoksit ile reaksiyonu sonucu, güçlü oksidasyon ve nitrolama kapasitesine 

sahip, toksik ve oldukça reaktif bir molekül olan peroksinitrit oluĢur (Radi ve ark., 

1993). Bu molekül, tiyol ve sülfidril gruplarının oksidasyonundan, tirozin ve triptofan 

içeren aromatik bileĢiklerin hidroksilasyon, nitrolama ve nitrozolanmasından 

sorumludur. 8-hidroksiguanin ve 8- nitroguanin oluĢumu gibi DNA modifikasyonlarına 

neden olur ve oluĢan 8-nitroguanin, adenin ile yanlıĢ eĢleĢme yapabilir (Yang ve ark., 

2009; Quijano ve ark., 1997; Radi ve ark., 1991). Nitrik oksit tek baĢına, DNA‟da tek 

zincir kırılmalarına neden olamazken, plazmid DNA‟sının nitrik oksit-süperoksit 

reaksiyonunun ara ürünlerine maruziyeti sonucu DNA‟daki tek zincir kırıklarının 

indüklendiği gösterilmiĢtir. Bu durum sonucunda, nükleer bir enzim olan poly ADP 

riboz sentetaz (PARS) enziminin aktivasyonu, enzimin substratı olan nikotiamid 

dinükleotid (NAD) tüketiminde artma, glikoliz hızı ve ATP oluĢumunda azalma ve akut 

hücre disfonksiyonu meydana gelir (Szabo, 1996). Peroksinitritin, karbondioksit ile 

reaksiyonu sonucu, oldukça reaktif nitrosoperoksokarbonat (ONOOCO2
-
) ara ürünü 

oluĢur. Bu ürün, oksidasyon ve nitrolama mekanizmaları aracılığıyla bileĢiklerin yapı ve 

fonksiyonunu değiĢtirip dokuların oksidatif hasarına yol açar (Chen ve Hoffman, 1973). 

Nitrik oksit, oksijen ile reaksiyona girip, nitrojen dioksit molekülünün (NO2) 

oluĢumunu, nitrojen dioksit, nitrik oksit ya da bir molekül nitrojen dioksit ile reaksiyona 

girerek nitrojen trioksit (N2O3) ve nitrojen tetroksit (N2O4) moleküllerinin ve 

inflamatuvar reaksiyonlarda, hipoklorik asit (HOCl) ile reaksiyona girerek nitril klorür 
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(NO2Cl) molekülünün olĢumuna neden olur. Nitrik oksit ile oksijenin reaksiyonu sonucu 

oluĢan reaktif nitrojen türleri, S-nitrozilasyon mekanizması ile, temel hücre regülasyon 

proteinlerinde yer alan hücresel tiyollerin, S-nitrozotiyollere (R-SNO) dönüĢümüne 

neden olurlar. S-nitrozilasyon birçok önemli protein için bir posttranslasyonel 

düzenleme mekanizmasıdır. Sistein tiyolleri genelde çinko ile çinko parmak oluĢturmak 

üzere kompleks yapmıĢtır ve çinko parmak yapıları en yaygın transkripsiyon faktör-

DNA bağlanma motifi olduğundan, S-nitrozilasyon sonucunda çinko-sistein bağlantısı 

kopması sonucu, konformasyonel değiĢiklikler ve fonksiyonel aktivitede 

modifikasyonlar meydana gelir. Transkripisyon faktörünün, DNA‟ya bağlanamaması 

sonucu gen ekspresyonu inhibe olur (Kröncke, 2001).  

Hücrede iNOS ekspresyonu sonucu, yüksek konsantrasyonda üretilen nitrik oksit, demir 

içeren moleküllerle interaksiyona girebilir, demir sülfür içeren enzimlerin fonksiyonunu 

değiĢtirici etkiler yaratabilir. Böylece, solunum sisteminde kompleks I ve II‟nin, ATP 

sentazın, akonitazın, kreatin kinazın, süperoksit dismutazın aktivitesini inhibe eder ve 

mitokondrial DNA ve mitokondrial membranlara zarar verir. Mitokondrial solunum 

zincirinin terminal kompleksi olan sitokrom c oksidazın oksijen bağlanma bölgesine 

bağlanarak enzimi inhibe edebilir ve enzimin inhibisyonu, metabolik hipoksiye neden 

olarak, hücrede zararlı etkiler sergiler (Kröncke, 2001). Nitrik oksitin, diğer moleküllerle 

reaksiyonları çizelge 1.6‟da görülmektedir. 

 

 

 

 

 

http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Nitrozilasyon&action=edit&redlink=1
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Çizelge 1.6. Nitrik oksitin diğer moleküllerle reaksiyonları 

Reaksiyon Ürün Hücresel Etkileri 

Süperoksit radikali ile 

reaksiyon 
Peroksinitrit 

Tiyol ve sülfidril gruplarının oksidasyonu 

Membran lipid peroksidasyonu 

Protein oksidasyonu 

Protein nitrasyonu 

Nitrosoperoksokarbonat oluĢumu 

DNA modifikasyonları 

-DNA‟da tek zincir kırıkları 

            -8-hidroksiguanin ve 8- nitroguanin 

oluĢumu 

Oksijen ile reaksiyon 

 

Reaktif nitrojen türlerinin  

oluĢumu 

2NO+ O2→ 2NO2 

NO2 + NO→ N2O3 

NO2 +NO2 →N2O4 

NO2 +HOCl → NO2Cl 

NOx+ RSH→RSNO 

-Tiyol gruplarının S-nitrozilasyonu sonucu 

transkripisyon faktör ve DNA bağlanma 

aktivitelerinin ve gen ekspresyonunun 

inhibisyonu 

Demir içeren moleküller ile 

reaksiyon 
 

Enzim fonksiyonlarında değiĢiklik 

Mitokondrial DNA ve mitokondrial 

membranlarda  hasar 

 

 

iNOS ekspresyonun artması ve aĢırı nitrik oksit sentezi, pek çok patolojik olaya yol 

açtığından dolayı, iNOS‟u baskılayan moleküller, antioksidan ve yararlı etkilerinden 

dolayı dikkatleri üzerine çekmektedir. RAW 264.7 makrofaj hücrelerinde, fenollerin 

(Pan, M.,2000), flavonoidlerin (Kim ve ark., 1999), lipoik asit (Demarco ve ark., 2004), 

resveratrol (Tsai ve ark., 1999), kafeik asit (Jung ve ark., 2008) gibi pek çok antioksidan 

ve antiinflamatuar etkili bileĢiklerin, iNOS ekspresyonunu inhibe ettiği bildirilmiĢtir.  
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L-karnitin, inflamasyon ve immün regülasyonda koruyucu rolleri olan, önemli 

antioksidan özelliklere sahip bir moleküldür. Oksidatif hasarın azaltılmasında görev alan 

hücrelerin korunması ve enerji metabolizması üzerindeki düzenleyici ve hücre membran 

fosfolipidleri üzerindeki dengeleyici etkileri aracılığıyla, oksijen radikal oluĢumunun 

baskılanmasına katkıda bulunur (Bayraktar ve ark., 2008;  Feller ve Rudman, 1987). Bu 

nedenle çalıĢmamızda, RAW 264.7 makrofaj hücrelerinde nitrik oksit sentezi üzerinde 

L-karnitinin etkileri araĢtırıldı.  

1.6 L-Karnitin 

Kimyasal ismi “β-hidroksi-γ-trimetil-aminobütirat” olan L-karnitin (Ģekil 1.18), suda 

çözünebilen, çok düĢük toksisiteye sahip, vücutta endojen olarak sentezlenebilen, 

kuarterner bir amindir. Bir asimetrik karbon atomu olduğundan D ve L formlarına 

sahiptir. Ancak dokularda sentezlenen ve metabolik olarak aktif olan formu L formudur 

(Bieber, 1988). 

 

ġekil 1.18. L-Karnitinin kimyasal yapısı (Pettegrew ve ark., 2000) 

Ġnsanlarda bulunan L-karnitininin %75‟i diyet yolu ile, %25‟i ise endojen biyosentez 

yolu ile sağlanır (Koeck ve Kremser, 2003). Ġnsan diyetindeki major L-karnitin 

kaynakları, kırmızı et, kümes hayvanları, balık ve süt ürünleridir. Hayvansal gıdalar 
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azımsanamayacak miktarlarda L-karnitin içerirken, bitkisel gıdalar çok düĢük oranda 

içerirler (Rebouche, 1992).  

 

L-karnitinin total vücut havuzu, normal 70 kg bir insanda yaklaĢık 100 mmoldür (Engel 

ve Rebouche, 1984). 1-100mM doku konsantrasyonunun tersine, dolaĢımda 0,05mM 

seviyelerinde sirküle edilir (Rebouche, 1992). Ġnsanlarda iskelet kası, toplam vücut 

karnitinin % 90‟ından fazlasını içerirken, karaciğer ve böbrekte sadece %1,5‟u  bulunur 

(Rebouche, 1986; Feller ve Rudman, 1987). Vücuttan atılımı memelilerde, serbest ya da 

açil formları halinde idrarla olur (Bremer, 1983).  Ġnsan diyetinde bulunan L-karnitinin 

neredeyse tamamı absorbe edilir. Bu durum, %1‟inden daha azının idrarda bulunduğunu 

gösterir (Rebouche, 1986). 

L-karnitin, esansiyel aminositler olan lizin ve metiyoninden sentezlenir (Rebouche ve 

Seim, 1998), karbon iskeleti lizinden, metil grupları ise metiyoninden gelir. 

Biyosentezde görevli olan enzimler kofaktör olarak, C vitamini, niasin, demir ve B6 

vitamini kullanırlar (Elliot ve ark., 1990). L-karnitin biyosentezi Ģekil 1.19‟da görüldüğü 

gibi beĢ enzim tarafından gerçekleĢtirilir ve lizinin metilasyonu, 3-hidroksitrimetillizin 

oluĢumu, deoksikarnitinaldehit oluĢumu, deoksikarnitin oluĢumu ve karnitinin oluĢumu 

olmak üzere beĢ basamakta tamamlanır. Son basamakta, deoksikarnitin hidroksilaz 

enzimi yardımıyla L-karnitin oluĢur. Deoksikarnitinin hidroksilasyonu sonucu              

L-karnitin oluĢumu, karaciğer, beyin, epididimis ve insanlarda ise ayrıca böbreklerde 

gerçekleĢmektedir. Kalan diğer dokularda, ilgili basamaktaki enzim fonksiyonu 

olmadığından L-karnitin sentezi yapılamamaktadır (Gönen, 1999).  Genellikle, vücut 

kendi için gerekli tüm karnitinini sentezleyebilir (Bayraktar ve ark., 2008;  Feller ve 

Rudman, 1987; Jacob ve Belleville, 1992). Sıçanlar, normal karnitin biyosentezi 

hızlarını, ε-N-trimetil-L-lizin ya da γ butirobetainin yeterli miktarlarda diyetlerine 

eklenmesi ile 100 kat artırabilirler (Rebouche, 1986). 
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ġekil 1.19. Karnitin Biyosentezi  (Rebouche ve Seım, 1998). 

1.6.1 L-Karnitinin Fonksiyonları  

L-Karnitin, uzun zincirili yağ asitlerinin mitokondriye transportunun sağlanması, 

intramitokondriyel ve hücresel açil KoA/KoA oranının modülasyonu, karbohidrat ve 

lipid metabolizması üzerindeki koruyucu etkileri, membran bütünlüğünün korunmasının 

sağlanmasının yanı sıra, antioksidan bir molekül olarak inflamasyonda önemli rollere 

sahiptir (Strijbis ve ark., 2010). Yağ asitlerinin oksidasyonu mitokondride gerçekleĢir 

ancak mitokondri membranı aktive edilmiĢ uzun zincirli açil KoA esterlerine geçirgen 

değildir. Bu esterler mitokondri içine ancak L-karnitin ile reaksiyon sonucu, 

açilkarnitine dönüĢtükten sonra girebilir ve bu reaksiyon karnitin palmitoil transferaz I 

enzimi (CPT-1) tarafından katalize edilir (Siliprandi ve ark., 1990). CPT-1, koenzim 

A‟dan açil gruplarının karnitine transferini katalizleyen mitokondri dıĢ membranının 

integral transmembran proteinidir (Foster, 2004). Açilkarnitin, mitokondri iç 

membranında lokalize olan açilkarnitin translokaz transporter (CACT) tarafından 
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matrikse alınır. Karnitin palmitoil transferaz II enzimi (CPT II), mitokondri iç 

membranının matriks yüzeyinde bulunan monotopik membran proteinidir ve CPT-1 

tarafından katalizlenen reaksiyonu ters çevirir (Rufer ve ark., 2009). Bu ardıĢık 

transesterifikasyonlar, uzun zincirli yağ asitlerinin mitokondriye giriĢine olanak sağlar. 

CPT II tarafından salınan açil KoA, beta oksidasyona girer ve asetil KoA‟ya yıkımı 

gerçekleĢir (ġekil 1.20) ( Foster, 2004). 

 

ġekil 1.20. L-Karnitin tarafından yağ asitlerinin mitokondriye taĢınması (Rufer ve ark., 2009). 

L-karnitinin, endojen ve eksojen orjinli açil KoA bileĢiklerinin toksik akümülasyonuna 

karĢı hücreleri korur. AçilKoA/KoA oranının artması, glikoz ve aminoasit 

metabolizmasında görev alan  pek çok mitokondriyel enzimin inhibisyonuna yol açar ve 

L-karnitin, açil gruplarının, karaciğerde katabolize edilmelerine ya da böbreklerden 

idrarla atılmalarına aracılık ederek hücresel ve özellikle intramitokondriyal 

açilKoA/KoA oranının modülasyonunu sağlar. Açil karnitinin, serbest karnitine göre 

böbrek klirensinin daha hızlı olması ve açil KoA akümülasyonunun  pek çok enzim 

aktivitesi üzerindeki inhibitör etkisi, metabolik asidoza karĢı bileĢiğin varsayılan 
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koruyucu rolünü desteklemektedir (Bayraktar ve ark; 2008; Feller ve Rudman, 1987; 

Koeck ve Kremser, 2003).    

L-karnitin, birikmiĢ organik asitler için tampon görevi üstlenir. Pek çok mitokondriyal 

yolak tarafından üretilen kısa, orta ve uzun zincirli organik asitlerin koenzim A 

esterlerinin, metabolize olması ile oluĢan serbest koenzim A, TCA siklusu gibi diğer 

metabolik olaylara katılırken, organik asitler, karnitin ile esterleĢir. Normal durumlarda, 

L-karnitinin organik asitler için tampon olarak görev alması minör düzeydedir. Ancak, 

diyabet, anoksi, beta oksidasyonun defekti gibi anormal durumlarda hücre canlılığının 

ve mitokondriyal fonksiyonun sürdürülmesinde major önem taĢır (Rebouche, 1986; 

Bremer, 1983). 

L-karnitin, karbohidrat ve lipid metabolizması üzerinde de koruyucu etkileri olan bir 

biyomoleküldür. Plazma total kolesterol, trigliserid, VLDL düzeylerini düĢürücü etkileri 

vardır. Kolesterol seviyelerini, HMG-COA redüktaz aktivitesinin inhibisyonu 

aracılığıyla, trigliserid seviyelerini ise, yağ asitlerinin mitokondriye giriĢini etkileyerek 

düĢürür. Yapılan bir çalıĢmada, streptozotosin-diyabetik sıçanlarda, artan kolesterol, 

trigliserid ve TBARS seviyeleri, L-karnitin tedavisi sonucunda normale inmiĢtir 

(Mondola ve ark., 1992; Seccombe ve ark., 1987). L-karnitinin, diyabetiklerde, kan 

glukoz seviyelerini düĢürdüğü ve hücrelerde glukoz oksidasyonundaki ve kaslarda yağ 

düzeylerindeki düĢüĢ aracılığıyla, insülin duyarlılığını artırıcı etkilere sahip olduğu 

bilinmektedir (Mingrone, 2004; Digiesi ve ark., 1994; Eskandari ve ark., 2004).  

L-karnitinin, lipid düĢürücü etkilerinin yanı sıra, aterosklerotik plak oluĢumunu 

engellediği ve anti-iskemik etkiler sergilediği gösterilmiĢtir. Ayıca hipertansif sıçanların 

aortunda, nitrik oksitin endotel üretimi aracılığıyla, endotelyum bağımlı gevĢemeyi  

indüklediği, diyabetik sıçanlarda, nitrik oksit düzeylerini artırarak, endonöral kan akıĢını 

artırdığı ve endotelial disfonksiyonda iyileĢme sağladığı gösterilmiĢtir (Bueno ve ark., 

2005; Spaagnoli ve ark., 1995; Sayed-Ahmed ve ark., 2004) 
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L-karnitin, hücre membranlarının stabilizasyonu üzerinde önemli etkilere sahiptir. 

Amfilik bir molekül olduğundan, membran lipid tabakası ile interaksiyona girer ve 

membran fosfolipidlerinin asetilasyonu aracılığıyla biyomembranları stabilize eder (Fritz 

ve Arrigoni-Mortelli, 1993). L-karnitin, trimetil amino grubunu tanıma bölgesi ve 

membrandaki fosfolipidler, glikolipidler ve proteinlerdeki yüklerle direkt olarak 

interksiyona giren karboksilik grubu aracılığıyla, membranın negatif yüzey 

potansiyelini, membrandaki reseptörlerin ekspresyonunu  ya da hücre  membranıyla 

diğer bileĢiklerin interaksiyonunu etkileyen membran karakteristikleri üzerinde önemli 

rol oynar (Virmani ve ark., 2003). 

L-karnitin, tüm bu görevlerinin yanı sıra, inflamasyon ve immün regülasyonda koruyucu 

rollere sahip bir moleküldür. Akut faz proteini (AGP), inflamatuvar cevabın önemli bir 

immün regülatörüdür. Buyse ve ark. (2007), L-karnitinin, nötrofil ile indüklenen 

inflamasyonu azaltan ve inflamatuvar hasarın pek çok modelinde koruyucu rol oynayan 

akut faz proteinlerinin (hemopexin ve plazma alfa 1 asit glikoprotein) seviyelerini 

artırdığını göstermiĢtir. Tavuklarda diyet ile verilen ekstra L-karnitin, immün cavabı, 

artan akut faz protein cevabı açısından modüle etmektedir (Buyse ve ark., 2007). Sepsis 

hastalarında L-karnitin metabolizmasının önemli ölçüde bozulduğu ve çoğu hastada 

hücresel seviyede L-karnitin depolarının boĢaldığı görülmektedir. Sepsis hastalarında 

görülen, metabolik bozukluğun göstergesi olan, yetersiz hepatik lipogenezin, azalan yağ 

asidi oksidasyonunun ve kas proteinlerindeki harabiyetin üstesinden gelmek için, normal 

L-karnitin havuzunun bulunması gereklidir. L-karnitinin eksikliği, sepsis sendromunun 

gidiĢatını olumsuz olarak etkilemektedir.  L-karnitin ayrıca sepsis hastalarında, seramid 

oluĢumunun baskılanması ve proapoptotik Fas sinyalinin transdüksiyonunun azalması 

ile bağlantılı olarak apoptoz sürecini interfere edebilir. Bu durum, L-karnitin terapisinin 

sepsis sendromlu hastalarda etkili bir antiapoptotik strateji olarak kullanıldığını gösterir. 

L-karnitin metabolizmasının değiĢmesi, septik Ģok ve sistemik inflamatuvar yanıt 

sendromu hastalarında, çoklu organ hasarı ve endotoksin aracılı doku hasarının 

patofizyolojisine katkıda bulunmaktadır. Tüm bu bilgiler, normal endojen L-karnitin 
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havuzunun, immün sistemin normal fonksiyon gösterebilmesi için gerekli bir bileĢik 

olduğunu göstermekedir (Famularo ve ark., 2004).  

Deneysel spontan hipertansif sıçanlar ile yapılan bir çalıĢmada, L-karnitinin, antioksidan 

enzimlerin ekspresyonunda ve plazma total antioksidan kapasitede artıĢa, kalpte 

süperoksit anyonu üretimi ve lipid peroksidasyonunda azalmaya neden olduğu 

gösterilmiĢtir (Miguel-Carrasco ve ark., 2010). L-karnitin, hidroksil radikallerinin 

oluĢumu ve askorbik asidin lipid peroksidasyonunu indüklemesi için gerekli olan demiri 

Ģelatlayarak oksidatif stresi azaltır, ksantin oksidaz aktivitesini inhibe eder ve serbest 

radikal yakalayıcısı olarak görev alır (Reznick ve ark., 1992; Kabaroğlu ve ark., 2005). 

Kan platelletlerinde reaktif oksijen türleri oluĢumu üzerinde inhibitör etkiler sergiler 

(Saluk-Juszczak ve ark., 2010). Nötrofiller ve inflamatuvar hücreler tarafından 

süperoksit üretimini inhibe eder (Elliot ve ark., 1990). Kemirgenlerde LPS ile uyarılan 

sitokin üretimini baskılayarak, septik Ģok süresince survivali artırır, dendritik hücrelerde 

ve splenositlerde, IL-6, IL-1β ve TNFα konsantrasyonlarını azaltır (Fortin ve ark., 2009; 

Ruggiero ve ark., 1993). S. Aurens ile stimule edilen insan polimorfonükleer beyaz kan 

hücrelerinde, TNF α‟nın ex vivo salınımını inhibe eder (Alesci ve ark., 2004). Gastrik 

mukozada, reaktif oksijen türleri tarafından indüklenen stresin zararlı etkileri üzerinde 

koruyucu role sahiptir (Izgut-Uysal ve ark., 2004). Karragen ile indüklenen murin 

inflamasyon modelinde, makrofaj ve granülositlerin yaĢa bağlı olarak bozulan fagositik 

ve kemotaktik fonksiyonlarını onarır. Düzenlemeyen ROS üretimi, hücre hasarını ve 

nekroz ya da apoptoz sürecini baĢlatan major faktör olduğundan, bu bilgiler, 

yaĢlanmanın fizyolojik süreci ile bağlantılı olarak, ROS üretimindeki artıĢın 

baskılanması açısından normal L-karnitin metabolizmasının korunmasının pek çok hücre 

ve dokuda önemli rolü olduğunu gösterir. Diğer taraftan, akut inflamatuvar süreçler 

boyunca, geri dönüĢümsüz hasara karĢı dokuları korumayı hedef alan endojen bir 

mediatördür (Famularo ve ark., 2004; Izgut-Uysal ve ark., 2004). 
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1.7 Amaç 

Nitrik oksitin, fizyolojik ve patofizyolojik olaylarda rol oynadığı bilinmektedir. 3 farklı 

izoformu olan nitrik oksit sentaz ailesi tarafından sentezlenen nitrik oksit, konstitüf NOS 

tarafından sentezlendiğinde fizyolojik süreçlerde rol oynarken, iNOS tarafından aĢırı 

miktarda sentezlendiğinde patofizyolojik olaylara neden olmaktadır. iNOS ekspresyonun 

artması sonucunda pek çok patolojik olay meydana geldiğinden, antiaterosklerotik, 

antiinflamatuvar ve antikanserojen etkili bileĢiklerin etki mekanizmalarının ortaya 

konmasında, iNOS aktivitesi ve iNOS protein sentezi önemli bir yer tutmaktadır. 

L-Karnitinin, antioksidan etkilere sahip olduğu, çeĢitli hücrelerde apoptozu engellediği, 

antioksidan enzimlerin konsantrasyonunu artırdığı ve oksidatif stres belirteçlerini 

düĢürdüğü bilinmektedir.  

Bu çalıĢmada amaç, LPS ile aktive edilmiĢ makrofaj hücrelerinde L-karnitinin nitrik 

oksit sentezi üzerindeki etki mekanizmasını, NFκB yolağı ve iNOS protein ekspresyonu 

üzerindeki etkileri aracılığıyla açıklığa kavuĢturmaktır. Bu amaçla, RAW 264.7 murin 

makrofaj hücre serisi seçilmiĢtir. Bu hücrelerin seçilme sebebi, NFκB üzerinden, iNOS 

enzim ekspresyonunun çalıĢılabileceği en uygun hücre serisi olmasıdır. Böylece, 

çalıĢmamızda, makrofaj hücreleri, LPS ile uyarılıp, iNOS sentezinde artıĢ ve NFκB 

yolağında aktivasyon sağlanması planlanmıĢtır. Standardize edilen bu uyarılmıĢ 

makrofaj hücre sisteminde, L-karnitinin artan dozlarının NFκB yolağı aracılığıyla iNOS 

sentezi üzerindeki etkisi araĢtırılmıĢtır. L-karnitinin 2 farklı protokol ile direkt ve 

indirekt etki mekanizmaları ortaya konması amaçlanmıĢtır. 
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2. GEREÇ VE YÖNTEM 

2.1 Kullanılan Cihazlar 

Spektrofotometre (Spectramax), santirifüj (Beckman Coulter), poliakrilamid jel 

elektroforezi (EC 120), western blot modülü (EC 140), steril kabin (Holten Lamin Air), 

CO2 Ġnkübatörü (Sanyo), otomatik pipetler (Gilson), su banyosu (Nüve), magnetik 

karıĢtırıcı (Velp Scientifica), pH metre (Sesa 1400), -20 ºC ve -80 ºC derin dondurucular 

(Heto, Sanyo, Bosch), buzdolabı (Arçelik), vorteks (Heidolph), elektronik terazi (Mettler 

Toledo), luminometre (Berthold detection systems), çalkalayıcı (Labnet Ġnternational), 

güç kaynağı (EC 250-90), inverted mikroskop (Leica) kullanıldı. 

2.2 Kullanılan Kimyasal Maddeler 

RPMI 1640 medium, fetal bovine serum, penisilin/streptomisin, L-glutamin, PAA 

firmasından, sülfanilamid, naftiletilen diamine, bisakrilamid, leupeptin, pepstatin, 

PMSF, triton X100, APS, BSA, glisin, PBS, monoklonal anti-β-aktin antibodi, L-

karnitin hidroklorid, sigma fast 5-bromo-4-chloro-3-indol phosphate/nitro blue 

tetrazolium tablets (BCIP/NBT alkaline phosphatazse substrate), thiazol blue tetrazolium 

bromide (MTT), DMSO, aminoguanidine hydrochloride Sigma‟dan, akrilamide, tris 

bazı, Hepes, DTT, TEMED, tween 20, Scharleu‟dan, SDS ve coomasie brilliant blue 

Fluka‟dan, EDTA, EGTA, KCl, FNa, NaVO4, Na2Mo4, brom fenol blue, Merck‟den, 

methanol, LabScan Analytic Science firmasından, purified Mouse anti-iNOS/NOS Type 

II, BD Transduction Laboratories‟den, antimouse IgG (H&L) AP conjugate, luciferase 

assay substrat, luciferase assay buffer, reporter lysis buffer Promega‟dan, glacial acetic 

acid, H3PO4, Riedel-de Haen‟den, optimem Gibco‟dan, BenchMark Prestained protein 
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ladder, lipofectamine 2000 reagent Ġnvitrogen‟den, NF-kb plazmidi Clontech 

firmasından temin edildi.  

2.3 Kullanılan Hücre Serisi 

ÇalıĢmalarımızda, Prof. Dr. Beatris de Las Heras Polo (Complutense University, Faculty 

of Pharmacy, Department of Pharmacologia) tarafından hediye edilen RAW 264.7 

makrofaj hücre serisi kullanıldı. 

2.4 İstatiksel Analiz 

Elde edilen verilerin istatistiksel değerlendirmeleri SPSS 16.0 istatistik programı ile One 

way Anova Varyans Analizi Testi kullanılarak yapıldı. Tüm denemeler en az üç 

bağımsız deneme, üç tekrarlı olarak yapıldı. p<0,05 anlamlı kabul edildi. 

2.5 Kullanılan Yöntemler 

2.5.1 Hücre Kültürü 

RAW 264.7 makrofaj hücreleri, 75cm
2
‟lik flasklarda, 37°C‟de, %5 CO2 ile doyurulmuĢ 

havada, %1 L-glutamin, %1 penisilin-streptomisin antibiyotikleri ve fetal sığır serumu 

(%10) içeren RPMI 1640 hücre kültür besiyerinde çoğaltıldı. Steril fetal sığır serumu, 

RPMI 1640 besiyeri içine eklenmeden önce, 60°C su banyosunda 30 dakika ısı ile 

inaktive edildi. Hücreler %80 yoğunluğa ulaĢtıklarında kazıyıcı ile kazınarak pasaj 

yapıldı. 
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2.5.2 Hücre Sayımı ve Canlı Hücrelerin Belirlenmesi  

Deneylerimiz sırasında, 6‟lı ya da 96‟lı plaklara ekim yapılmadan önce, her kuyuya eĢit 

sayıda canlı hücre ekmek amacıyla tripan mavisi kullanılarak neubauer lamında hücre 

sayımı yapıldı. Neubauer lamı, iki özdeĢ bölmeye sahip ve sayma bölmesinin derinliği 

0,1mm, bölmelerin alanı 1mm
2
, hacmi 0,1mm

3 
olan bir lamdır. Tripan mavisi, sadece 

hücre membran geçirgenliğinin bozulduğu durumlarda membrandan geçebilen non vital 

bir boyadır. Böylelikle hücrelerin tripan mavisi ile muamelesi sonucunda, canlı hücreler 

boyanmazken ölü hücreler maviye boyanır ve mikroskopta neubauer lamında maviye 

boyanmayan canlı hücrelerin sayımı yapılır (Strober, 2001). ÇalıĢmamızda, bu amaçla, 

20 μl hücre süspansiyonu eĢit hacimde tripan mavisi ile karıĢtırıldı ve canlı hücre sayısı 

aĢağıdaki formül yardımıyla hesaplandı. 

1ml (1cm
3
)‟teki hücre sayısı = 0,1mm

3
‟teki hücre sayısı x dilusyon faktörü x 10

4
                                                            

2.5.3 Hücre Canlılık Testi 

ÇalıĢmalarımız sırasında, hücrelerin canlılığının belirlenmesi amacıyla 3-(4,5-

dimetiltriazol-2-il)-2,5-difeniltetrozolium bromide (MTT) testi yapıldı. Bu test, 

tetrazolyum boyasının, canlı hücrelerdeki mitokondrial bir enzim olan süksinat 

dehidrogenazla verdiği tepkimeler sonucunda indirgenmesiyle oluĢan, formazan 

maddesinin spektrofotometrik olarak belirlenmesi esasına dayanır. MTT, hücrelere aktif 

olarak absorbe olan sarı renkli bir boyadır. Sağlam hücrelerde mitokondri tarafından bu 

boyanın tetrozolyum halkası parçalanırsa, mavi-mor renkli suda çözünmeyen formazan 

maddesi oluĢur. Hücrelerin MTT indirgeme özelliği hücre canlılığının ölçütü olarak 

kabul edilir ve MTT analizi sonucunda elde edilen boya yoğunluğu, canlı hücre sayısı ile 

korelasyon gösterir (Mosmann,1983). 
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ÇalıĢmamızda, MTT boyası final konsantrasyonu 2mg/ml olacak Ģekilde RPMI 1640 

besiyerinde çözüldü. Hücrelerin üzerindeki besiyeri atıldıktan sonra, 96‟lık plakta her 

kuyuya 20µl MTT çözeltisi ve 100µl besiyeri eklenerek 37°C‟de, CO2 inkübatöründe 1 

saat inkübe edildi. Ġnkübasyonun sonunda hücrelerin üzerindeki besiyeri-MTT karıĢımı 

atıldı ve canlı hücrelerde oluĢan formazan kristallerinin, 100 µl DMSO eklenerek 

çözünmesi sağlandı. Birkaç dakika içinde 550 ve 690nm‟de spektrofotometrede 

absorbans ölçüldü (Loosdrecht ve ark., 1994). Yapılan denemeye bağlı olarak, LPS 

uygulanan gruptaki ya da kontrol grubundaki hücreler %100 canlı kabul edildi (Lee ve 

ark., 2009).  

2.5.4 Nitrit Ölçümü 

Hücre dıĢı süpernatanlarında nitrit düzeyleri Griess metoduna göre belirlendi. Griess 

reaktifi, %5 fosforik asit içinde hazırlanmıĢ %1 sülfanilamid ve 0.1 % 

naftiletilendiaminin eĢit hacimlerde karıĢtırılması ile hazırlandı. RAW 264.7 

hücrelerinin süpernatanları eĢit hacimde Griess reaktifi ile karıĢtırıldı ve 10 dakika oda 

sıcaklığında inkübasyonun ardından oluĢan rengin 550 nm‟de verdiği absorbans 

mikroplaka okuyucuda ölçüldü (Schmidt ve Kelm, 1996). Süpernatanlardaki nitrit 

konsantrasyonları, Ģekil 2.1‟de gösterilen sodyum nitrit standart eğrisi ile 

karĢılaĢtırararak belirlendi.  
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ġekil 2.1. Nitrit Standart Grafiği 

2.5.5 Western Blot Analizi  

LPS (1μg/ml) ile nitrik oksit sentezi indüklenen RAW 264.7 makrofaj hücrelerinde,      

L-karnitinin iNOS protein ekspresyonu üzerindeki etkisi western blot analizi ile 

değerlendirildi. Bu amaçla, aĢağıdaki deney prosedürü izlendi. 

1. EĢit miktarda protein içeren hücre ekstraktları hazırlandı. Bu amaçla, tripan 

mavisi ile Neubauer lamında sayım iĢleminin ardından, 6‟lı plaklarda her kuyuya 

2 x 10
6
 hücre ekildi ve 37°C‟de  %5 CO2 içeren etüvde bir gece inkübasyonun 

ardından hücreler önce L-karnitin (7,5-14mM) ile 20 saat inkübasyona bırakıldı 

ve ardından LPS (1µg/ml) ile 20 saat nitrik oksit sentezi indüklendi. Ġnkübasyon 

sonunda, hücrelerin üzerindeki besiyeri atıldı ve soğuk PBS ile 2 kez yıkandı. 

Çizelge 2.1‟de içeriği ve hazırlanıĢı gösterilen 200μl lizis tamponu içinde 

hücreler kazındı. 
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Çizelge 2.1. Lizis tamponunun içeriği 

Kimyasal 

Madde 

Stok 

Konsantrasyonu 

Eklenen 

Hacim 

Final 

Konsantrasyonu 

Hepes 1M 40μl 10mM 

EDTA 0,1M 40 μl 1mM 

EGTA 0,1M 40 μl 1mM 

KCl 1M 40 μl 10mM 

DTT 0,1M 40 μl 1mM 

NaF 0,5M 40 μl 5mM 

NaVo4 0,5M 40 μl 1mM 

Na2MO4 1M 8 μl 10mM 

Leupeptin 1mg/ml 40 μl 10μg/ml 

Pepstatin 1mg/ml 40 μl 4 μg/ml 

PMSF 1mg/ml 40 μl 10 μg/ml 

Distile su  3592μl  

Toplam Hacim  4000 μl  

 

Elde edilen lizat ependorflara alındıktan sonra buz üzerinde 15 dakika inkübasyona 

bırakıldı. Ardından 10µl triton X 100 (%10) eklendi, 8 saniye vorteks ve 13.000 rpm‟de 

4ºC‟de 30 saniye santrifüj yapıldı (Dı´az-Viciedo ve ark., 2008). Elde edilen süpernatan 

sitosolik ekstre olarak kullanıldı ve sitosolik ekstrede Bradford metoduna göre protein 

tayini yapıldı (Bradford, 1976). Western blot analizi için hücrelerin hazırlanma 

basamakları Ģekil 2.2.‟de Ģematize edilmiĢtir. 

 

ġekil 2.2. Western Blot analizi için hücrelerin hazırlanma basamaklarının Ģematize edilmesi  
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Bu ekstraktların %6,5‟luk SDS poliakrilamid jel elektroforezi ile molekül 

büyüklüklerine göre ayrılmaları sağlandı. Bu amaçla, eĢit miktarda protein içeren 

örnekler, çizelge 2.2‟de gösterildiği gibi hazırlanan yükleme tamponu ile karıĢtırıldı ve 

100°C‟de 4 dakika denatüre edildi. EĢit miktarda protein (100µg), %6,5‟luk SDS-

PAGE‟e yüklendi ve 100V‟da 1,5 saat jelde yürütüldü. %6,5‟luk jelin hazırlanıĢı çizelge 

2.3‟de gösterilmektedir. 

Çizelge 2.2. Yükleme tamponunun (Laemmli Buffer) hazırlanıĢı  

Kimyasal Madde Konsantrasyon/Miktar 

Tris 1,25M (pH 6,8) 

Brom fenol blue 0,5 g 

SDS 10g 

Gliserol 50ml 

 

Hazırlanan çözelti distile su ile 100ml‟ye tamamlandı, 

1ml‟lik ependorflara bölünerek -20°C‟de saklandı. Her 

kullanımdan önce 77,1mg DTT eklenerek 37°C‟de çözüldü 

ve 1/ 5 oranında seyreltilerek örnekler üzerine eklendi. 

 

Çizelge 2.3. SDS PAGE için hazırlanan jel ve tampon içerikleri 

Separating Jel 

(%6,5) 

 

%30 Akrilamid/Bisakrilamid                         3,25ml 

1,5M Tris HCl pH 8,8                                    3,8 ml 

%10 (w/v) SDS                                              150μl                         

Deiyonize su                                                  7,7ml  

%30 (w/v)Amonyum persülfat                      50 μl 

TEMED                                                                 15 μl 

Stacking Jel %30 Akrilamid/Bisakrilamid                         1,7 ml 

1M TrisHCl pH 6,8                                        1,25 ml 

%10 (w/v) SDS                                              100 μl 

Deiyonize su                                                  6,8 ml    

%30 (w/v)Amonyum persülfat                     33,3μl 

TEMED                                                          10μl 

Elektroforez 

Tamponu (5X) 

(pH 8,3) 

125mM Tris, 1250mM Glisin, %0,5 (w/v) SDS  
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2. Nitroselüloz membrana transfer edilerek blotlama iĢlemi yapıldı. Bu amaçla, 

elektroforez tamamlandıktan sonra jeller camlardan çıkartıldı ve 25mM Tris, 

0,192M glisin, %20(v/v) metanol, 0,5g SDS içeren transfer tamponunda, 10 

dakika oda sıcaklığında orta hızda çalkalanarak dengeye getirildi. SDS-PAGE 

sonucu elde edilen jel boyutunda kesilen nitroselüloz membran, blotlama 

sırasında kullanılacak süngerler ve filtre kağıtları birkaç dakika transfer 

tamponunda ıslatıldı ve western blot modülünün kullanma talimatına uygun 

Ģekilde katottan anoda doğru, sünger, filtre kağıdı, jel, membran, filtre kağıdı ve 

iki sünger üst üste konarak ve arada hava kabarcığı kalmamasına dikkat edilerek 

sandwich yapıldı ve 4 saat 15V‟da transfer yapıldı. Transferden sonra jel 

coomassie blue boyası ile boyanırken, membran ponseu S ile boyandı. Jelde bant 

görülmeyip, membranda görülmesi, transfer iĢleminin baĢarılı olduğunu gösterdi. 

Membran distile su ile yıkanarak ponseu S‟den temizlendi. 

3. Membran bloklama iĢlemine tabi tutuldu. Bu amaçla, blotlama sonrasında, 

TBS‟de 5 dakika orta hızda çalkalanarak yıkanan membran, ardından %1 BSA 

içeren TBS tween çözeltisinde oda sıcaklığında 1,5 saat düĢük hızda çalkalanarak 

bloklama yapıldı. 

4. Primer antikor (Mouse anti-iNOS/NOS Type II antibody) ile inkübasyon 

aĢamasında, anti iNOS primer antikor, bloklama tamponu içerisinde 1:2500 

seyreltildi ve membran ile +4°C‟de bir gece düĢük hızda çalkalanarak inkübe 

edildi. Ġnkübasyon sonunda üçer kez, beĢer dakika TBS tween de orta hızda 

çalkalanarak yıkandı. 

5. Sekonder antikor (Anti-Mouse IgG (H+L), AP Conjugate) ile 1 saat orta hızda 

çalkalanarak, oda sıcaklığında inkübe edildi. Sekonder antikor, bloklama 

tamponu içinde 1:2500 seyreltildi ve membran ile inkübe edildi. Ardından TBS 

tween çözeltisi ile yüksek hızda çalkalanarak 45 dakika yıkandı. 
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6. Membran Sigma‟dan temin edilen BCIP/NBT (5-bromo-4-kloro-3-indol 

fosfat/nitro blue tetrozolyum) tabletlerinin sudaki çözeltisi ile karanlıkta 5 dakika 

inkübe edildi. Ġnkübasyon sonunda mor renkli bantlar gözlendi. Distile su ile 

yıkandı ve fotoğrafları alındı. Bu tabletler, alkalen fosfatazın tespiti için 

insoluble substrat olarak geliĢtirilmiĢtir.  Bir tablet 10 ml suda çözülerek elde 

edilen substrat solüsyonu, BCIP (0,15mg/ml), NBT( 0,30mg/ml), Tris tamponu    

( 100mM), ve MgCl2 (5mM) içerir.  

2.5.6 Geçici Transfeksiyon ve Lusiferaz Assay 

Transfeksiyon, DNA gibi yabancı bir molekülün ökaryot hücre içerisine aktarılmasıdır. 

Katyonik lipozomal transfeksiyon, kullanım kolaylığı ve transfeksiyon etkinliğinden 

dolayı transfeksiyon amacıyla en yaygın kullanılan yöntemdir. Lipofectamine 2000 

transfeksiyon ajanı gibi katyonik lipidler, hücrelere DNA aktarımını kolaylaĢtırır 

(Chesnoy ve Huang, 2000). Lipozomların pozitif yükü, nükleik asit ve hücre 

membranının interaksiyonunu kolaylaĢtırarak, liposom-nükleik asit kompleksinin negatif 

yüklü hücre membranı ile füzyonunu sağlar. Transfeksiyon kompleksinin hücreye 

endositoz ile girdiği düĢünülür ve kompleks hücre içine girdikten sonra, gen 

ekspresyonu için nükleusa girer. ÇalıĢmamızda LPS ile indüklenen NFκB aktivasyonu 

üzerinde L-karnitinin etkisinin belirlenmesi amacıyla Clontech firmasından temin edilen 

NFκB plazmidi (pNFkB luc) kullanıldı. Transfeksiyon, invitrogen firmasından temin 

edilen lipofectamine 2000 kullanılarak gerçekleĢtirildi.  

Memelilerde aktive olan NFκB proteini, humoral bağıĢıklıkta görev alan pek çok genin 

ekspresyonunu kontrol eden kappa (к) enhancer elemente bağlanır. pNFκB luc plazmidi, 

NFκB sinyal transdüksiyon yolağının aktivasyonunun görüntülenmesi için dizayn edilen 

ateĢböceği lusiferaz raportör geni ve к  enhancer elementinin dört tandem kopyasını 

içerir. Uygun hücreye aktarılıp, ortama TNF, IL-1, LPS gibi NFкB sinyal transdüksiyon 

yolağını aktive eden ajanların eklenmesi, vektörde raportör genin upstreaminde lokalize 
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olan endojen NFкB‟nin, kappa enhancer elemente bağlanmasına neden olur. NFкB‟nin 

bağlanması, raportör gen olan lusiferaz geninin transkripsiyonuna neden olur. 

AteĢböceği lusiferazı, kosubstrat olarak ATP ve Mg
+2

 kullanarak, lusiferin substratının 

oksidasyonunu katalizler, ürün olarak oksilusiferin oluĢur ve ıĢık ortaya çıkar                    

(ġekil.2.3). Lusiferaz aktivitesinin belirlenmesi amacıyla, Promega‟dan temin edilen 

lusiferin substratı kullanılarak açığa çıkan luminesans luminometrede ölçüldü. 

 

  ATP + Lusiferin + O2                       Oksilusiferin + AMP + PPi + CO2 + IĢık 

ġekil 2.3. AteĢböceği lusiferazı tarafından katalizlenen biyoluminesans reaksiyonu 

ÇalıĢmamızda, hücrelerinin pNFκB luc plazmidi ile transfekte edilmesi ve L-karnitinin 

LPS ile indüklenen NFκB aktivasyonu üzerindeki etkilerinin değerlendirilmesi amacıyla 

aĢağıda belirtilen iĢlemler yapıldı. 

1. Gün: 2 x10
6
 hücre, antibiyotik içermeyen, %10 FBS ve %1 glutamin içeren RPMI 

1640 besiyeri içeren 6‟lı plaklara ekildi. 

2. Gün : Birinci tüpte, her kuyu için 3,2 μg NFκB plazmidi ve final konsantrasyonu 

250μl olacak Ģekilde optimem besiyeri yavaĢça karıĢtırıldı. Ġkinci tüpte ise, her kuyu 

için, 10 μl lipofectamine ve 240μl optimem karıĢtırıldı ve oda sıcaklığında 5 dakika 

ve ardından iki tüp yavaĢça karıĢtırılıp oda sıcaklığında 20 dakika inkübe edildi. 6‟lı 

plaklardaki hücrelerin besiyeri atıldıktan sonra ve her kuyuya bu karıĢımdan 500 μl 

eklendi. 4 saat sonra %10 serum ve %1 glutamin içeren, antibiyotiksiz besiyeri final 

konsantrasyonu 2ml olacak Ģekilde tüm kuyulara eklendi. 

3. Gün : 6‟lı plaklardaki hücrelerin üzerine besiyeri (1ml) eklendi. 

   Mg
+2 

Lusiferaz 
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4. Gün : Hücrelerin kültür ortamındaki besiyeri, taze besiyeri ile değiĢtirildi ve final 

konsantrasyonu 8,3-13,09mM olacak Ģekilde L-karnitin eklenerek 1 saat inkübe 

edilip, ardından LPS ile 20 saat inkübe edildi. 

5. Gün : Hücrelerin kültür ortamındaki eski besiyeri atıldı. Ġki kez 250μl PBS ve bir 

kez 250 μl 1X RLB (reporter lizis buffer) ile yıkandı ve 140 μl RLB içinde hücreler 

hücre kazıyıcısı ile kazınıp ependorf tüplere alındı ve iki kez dondur-çöz yapmak 

amacıyla, -80°C‟de donana kadar beklendi ve 37°C su banyosunda hızlıca 

çözünmeleri sağlandı. Ardından 15 dakika buz üzerinde inkübasyondan sonra 15 sn 

vorteks ve 12.000g‟de 15sn santrifüj iĢlemlerine tabi tutuldu. Elde edilen 

süpernatandan luminometre küvetlerine 20μl ve üzerine Promega‟dan temin edilen 

100 μl lusiferin substratı konuldu. 5 sn vorteksin ardından luminometrede ölçülen 

lüminesans her kuyudaki mg proteine oranlanarak sonuçlar analiz edildi.  

2.5.7 Plazmidin Çoğaltılması 

NFkB plazmidi (pNFkBluc), kompetent DH5α E coli hücrelerine aktarılarak çoğaltıldı. 

Bu amaçla, -80°C‟de saklanan kompetent bakteri hücresi buz üzerinde çözündükten 

sonra, ependorfa alınarak üzerine 100 ng plazmid DNA‟sı konuldu ve karıĢtırıldı. 

Ardından 30 dakika buzda bekletildi. Isı Ģoku için, porların açılıp plazmidi almasını 

sağlamak amacıyla 5 dakika 37°C‟de inkübe edildi ve hemen buza alınarak 2 dakika 

bekletildi. Daha sonra 900 μl steril SOC besiyeri eklendi. Ardından 37 °C‟de 30 dakika 

inkübasyonun ardından bakteri kültüründen 100 μl alınıp ampfisilinli LBM plaklarına 

ekildi ve 37°C‟de 16 saat inkübasyona bırakıldı. LBM plakları, 15 g agarın 1 litre LB 

besiyerinin içinde çözünmesiyle hazırlandı ve otoklavlandıktan sonra soğumaya 

baĢladığında tam katılaĢmadan final konsantrasyonu 100μg/ml olacak Ģekilde amfisilin 

eklendi ve petrilere dökülüp katılaĢması sağlanarak hazırlandı.    
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Ġnkübasyondan sonra, LBM plaklarından, tek koloni seçilerek son konsantrasyonu 100 

μg/ml olan ampfisilin içerikli sıvı LB ortamına konuldu ve 37°C‟de 16 saat çalkalayıcılı 

su banyosunda inkübe edildi. Ġnkübasyonun ardından tek koloni seçilerek plazmid 

100μg/ml ampfisiline dirençli olduğundan, 100μg/ml ampfisilin içeren, sıvı SOC 

besiyerinde 37°C‟de çoğalmaları sağlandıktan sonra eĢit hacimde gliserol eklenerek -80 

°C‟de donduruldu.  

Plazmid izolasyonu için miniprep DNA isolation kit (Zymo Research) kullanıldı. Kit 

protokolüne göre, 10ml LB besiyerine son konsantrasyonu 100 μg/ml ampfisilin içeren 

transformasyon gerçekleĢmiĢ olan tek koloni ekim yapıldı ve 37°C‟de 16 saat 

çalkalayıcılı su banyosunda inkübe edildi. Ġnkübasyondan sonra kit protokolüne uygun 

Ģekilde yapılan iĢlemlerden sonra plazmid DNA‟sı elde edildi ve izole edilen DNA 

transfeksiyon çalıĢmalarında kullanılmak üzere -20°C‟de saklandı. 

2.5.8 Protein Miktar Tayini 

ÇalıĢmamızda western blot analizinde eletroforezde her kuyuya eĢit protein yüklemek 

amacıyla ve NFκB aktivasyonunun anazinde verilerin normalizasyonu için Bradford 

metoduna göre protein tayini yapıldı (Bradford, 1976). 

Bu amaçla, 96‟lı plaklarda her kuyuya, 1μl örnek, 19 μl su ve 180 μl Bradford ayracı 

konuldu. Karanlıkta, 5 dakika, oda sıcaklığında inkübasyondan sonra 595 nm‟de 

absorbans ölçüldü. 10 mg/ml BSA stok çözeltisinden hareketle gerekli seyreltmeler 

yapılarak standart çözeltiler hazırlandı. ġekil 2.4‟de görülen standart grafiğe göre 

örneklerin protein miktar tayini yapıldı  
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Bradford standart grafiği y = 0,0566x + 0,0322

R2 = 0,9786
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ġekil 2.4. Bradford Standart Grafiği 
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3. BULGULAR 

3.1 Lipopolisakkarit (LPS)’in Nitrik Oksit Düzeyleri ve Hücre Canlılığı 

Üzerindeki Etkisinin Zamana Bağlı Değişimi 

RAW 264.7 makrofaj hücrelerinde LPS ile indüklenen nitrik oksit sentezi üzerine          

L-karnitinin etkisinin değerlendirilmesi amaçlanan çalıĢmamızda, öncelikle en etkin 

indüksiyon için gerekli olan LPS dozu ve inkübasyon süresi belirlendi. Bu amaçla 96‟lı 

plaklarda her kuyuya 8x10
4
 hücre ekildi. Hücrelerin yapıĢmaları için bir gece 

inkübasyonun ardından 0,01;0,1 ve 1 μg/ml LPS ile 8, 12, 16, 20 ve 24 saat 37°C ve %5 

CO2 içeren etüvde inkübasyona bırakıldı. LPS uygulanmayan hücreler kontrol grubu 

olarak kullanıldı. Ġnkübasyon sürelerinin sonunda Griess metodu ile nitrit tayini ve 

LPS‟in hücre canlılığındaki değiĢim üzerindeki etkisini belirlemek amacıyla ise MTT 

testi yapıldı. 

Çizelge 3.1 ve Ģekil 3.1 de görüldüğü gibi, her saat kendi içinde değerlendirildiğinde, 

0,01μg/ml LPS uygulanan hücrelerde, 8.saatte nitrit üretimi kontrol grubuna göre 

anlamlı olarak artmaya baĢlamakta (p<0,01) ve 12, 16, 20 ve 24. saatlerde de bu artıĢ 

anlamlı olarak artmaya devam etmektedir (p<0,001). 0,1 ve 1μg/ml LPS uygulanan 

hücrelerde de aynı Ģekilde 8. saat ile 24. saat arasında, nitrit üretimi kontrol gruplarıyla 

karĢılaĢtırıldığında anlamlı olarak artmaktadır (p<0,001). Bu veriler doğrultusunda, 

RAW 264.7 makrofaj hücrelerinde LPS uygulamasının, doza ve zamana bağlı olarak 

nitrit konsantrasyonlarını anlamlı olarak artırdığı sonucuna varıldı.    
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Çizelge 3.1. LPS‟in doza ve zamana bağlı olarak nitrit konsantrasyonlarındaki değiĢim üzerine etkisi 

n=3 

                                         Nitrit (μM) 

           LPS (1μg/ml) 
Kontrol 

0,01 0,1 1 

8.saat 4,12± 0,15**
 

4,94 ± 0,71* 6,83 ± 0,20* 2,38±0,102 

12.saat 7,85± 0,51˜ 11,02±0,61˜ 14,39±0,51˜ 4,58±0,25 

16.saat 8,90±0,38
 θ
 14,39±0,4

 θ
 17,16±0,09

 θ
 5,03±0,16 

20.saat 10,38±0,02
 φ

 14,72±0,17
 φ

 20,50±0,83
 φ

 5,75±0,07 

24.saat 12,29±0,15
 σ
 17,43±0,28

 σ
 21,85±0,15

 σ
 6,69±0,30 

 
**p<0,01;  8.saatin kontrolüne göre anlamlılık,   *p<0,001;  8. saatin kontrolüne göre anlamlılık,                                                                            

˜ p<0,001; 12.saatin kontrolüne göre anlamlılık , 
θ
p<0,001; 16. saatin kontrolüne göre anlamlılık,                           

φ
 p<0,001; 20.saatin kontrolüne göre anlamlılık, 

 σ
p<0,001; 24. saatin kontrolüne göre anlamlılık   

 

ġekil 3.1. LPS‟in doza ve zamana bağlı olarak nitrit konsantrasyonlarındaki değiĢim üzerine etkisi  

(*p<0,001, ** p<0,01; kontrol gruplarına göre anlamlılık) 
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LPS uygulanan hücreler, kontrol grupları ile karĢılaĢtırıldığında nitrit düzeylerinin en 

fazla 1μg/ml LPS uygulanan hücrelerde artıĢ gösterdiği görüldü. Tüm inkübasyon 

süreleri sonunda, 0,01μg/ml LPS uygulanan hücreler ile kontrol grubunun nitrit 

düzeyleri arasında, en fazla 1,81 kat fark; 0,1 µg/ml LPS uygulanan hücreler ile kontrol 

grubunun nitrit düzeyleri arasında, en fazla 2,93 kat fark, 1 µg/ml LPS uygulanan 

hücreler ile kontrol grubunun nitrit düzeyleri arasında 3,56 kat fark olduğu görüldü ve 

hücrelerin nitrit düzeylerinde en etkin artıĢa yol açan 1 μg/ml LPS ile uyarılmasına karar 

verildi.  

1 µg/ml LPS ile uyarılan hücrelerde, 16.saat ile 20.saat arasındaki artıĢın istatistiksel 

olarak anlamlı (p<0,05) ancak 20. ve 24. arasındaki artıĢın istatistiksel olarak anlamlı 

olmadığı (p>0,05) görüldü ve hücrelerin 1 µg/ml LPS ile 20 saat uyarılmasının yeterli 

olacağı düĢünüldü. Ancak, nitrit düzeylerinden elde edilen verilerle, LPS‟in hücre 

canlılığındaki değiĢim üzerindeki etkisinin belirlendiği, MTT testinden elde edilen 

verilerin birlikte değerlendirilmesi sonucunda, inkübasyon süresinin kesin olarak 

belirlenmesine karar verildi. 

MTT testi sonucunda, çizelge 3.2 ve Ģekil 3.2‟ de görüldüğü gibi, hücreler farklı LPS 

dozları ile 8, 12, 16, 20 ve 24 saat inkübasyona bırakıldığında LPS‟in üç farklı dozunun 

da hücre canlılığında anlamlı derecede bir azalmaya yol açmadığı görüldü (p>0,05).  
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Çizelge 3.2.  LPS‟in doza ve zamana bağlı olarak hücre canlılığındaki değiĢim üzerine etkisi 

n=3 

                                           Canlılık (% Kontrol) 

                                                 LPS (μg/ml) 

0,01 0,1 1 

8.saat 106,18±8,73 81,52± 2,80 109± 1,63 

12.saat 87,93± 11,01 93,07±3,39 97±2,26 

16.saat 90,42±15,83 85,87±0,87 110,83±13,02 

20.saat 96,3±2,41 88,42±3,28 84,88±2,94 

24.saat 95,20±5,29 86,95±5,63 82,24±18,16 
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ġekil 3.2. LPS‟in doza ve zamana bağlı olarak hücre canlılığındaki değiĢim üzerine etkisi 

Elde edilen tüm verilerin birlikte değerlendirilmesi ile, RAW 264.7 makrofaj 

hücrelerinin, farklı LPS dozları ile farklı süreler inkübasyonunun, doza ve zamana bağlı 

olarak nitrit düzeylerinde artıĢa yol açtığı ve 24 saatlik inkübasyon periyodu boyunca 

hücre canlılığını anlamlı olarak etkilemediği görüldü. Bu çalıĢmada, L-karnitinin LPS ile 

indüklenen nitrik oksit sentezi üzerindeki etkisi belirleneceğinden, hücrelerin nitrit 
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düzeylerinde en etkin artıĢa yol açan 1 μg/ml LPS ile 20 saat inkübe edilmesine karar 

verildi. Literatürde inflamatuvar yolakların aktivasyonu amacıyla, 20 ve 24 saatlik 

inkübasyon süreleri arasında değiĢik süreler denendiği görülmektedir (Ha ve ark., 2008; 

Kim ve ark., 1999). Ancak 20 saatten daha uzun süre inkübasyon, hücreler üzerinde 

apoptotik etkiler sergileyebilmektedir (Xaus ve ark., 2000). Bu nedenlerden dolayı, 

hücrelerin LPS ile 20 saat inkübasyonu, kimyasal maddelerin bu yolaklar üzerindeki 

etkisini anlamak için yeterli olmaktadır. 

3.2 L-Karnitinin Hücre Canlılığı Üzerine Etkisi 

ÇalıĢmamızda, RAW 264.7 makrofaj hücrelerinde, L-karnitinin nitrik oksit düzeyleri 

üzerindeki inhibitör etkilerinin, sitotoksisiteden kaynaklanma ihtimalini ortadan 

kaldırmak amacıyla, ilk olarak hücreler için toksik olmayan doz aralığı belirlendi. Bu 

amaçla,  hücrelere uygulanan protokollerde, L-karnitin ile inkübasyon süresi en fazla 40 

saat olduğundan, RAW 264.7 makrofaj hücreleri, L-karnitin (7,5-16,39mM) varlığında 

ve yokluğunda 40 saat inkübasyona bırakıldı ve inkübasyon sonunda MTT analizi 

yapılarak hücre canlılığı üzerindeki etkileri belirlendi. ġekil 3.3‟de deney prosedürü 

Ģematize edildi.  

 

ġekil 3.3. L-karnitinin hücre canlılığı ve bazal nitrit düzeyleri üzerine olan etkisinin analiz edildiği deney 

prosedürünün Ģeması 

MTT analizi sonucunda, 7,5-14mM arasındaki L-karnitin konsantrasyonlarının hücre 

canlılığını anlamlı olarak etkilemediği görülürken (p>0,05), 15,13mM ve 16,39 mM       
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L-karnitin konsantrasyonlarının, L-karnitin uygulanmayan kontrol grubuna göre hücre 

canlılığını anlamlı olarak azalttığı görüldü (p<0,01 ve p<0,001 sırasıyla) (Çizelge 3.3, 

Ģekil 3.4). Bu veriler doğrultusunda, RAW 264.7 makrofaj hücrelerinde LPS ile 

indüklenen nitrik oksit sentezi üzerinde L-karnitinin etkisini belirlemek için yapılan 

diğer tüm denemelerde, 7,5-14mM aralığındaki L-karnitin konsantrasyonları kullanıldı. 

Çizelge 3.3. L-Karnitinin hücre canlılığı üzerine etkisi 

L-Karnitin (mM) 

(n=6) 
7,5 8,3 9,84 13,09 14 15,13 16,39 

C
a

n
lı

lı
k

  

(%
 K

o
n

tr
o

l)
 Ortalama 104,88 105,6 100,56 89,71 86,74 76,23 68,4 

SD 5,48 5,88 6,98 12,8 9,5 13,65 10,99 

p 1 1 1 0,801 0,406 0,01 0,001 
 

 

 

ġekil 3.4. L-karnitinin hücre canlılığı üzerine etkisi 

(*p<0,001 ve **p<0,01; kontrole göre anlamlılık) 
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3.3 L-Karnitinin Nitrik Oksit Sentezi Üzerine Etkisi 

RAW 264.7 makrofaj hücrelerinde LPS ile indüklenen nitrik oksit sentezi üzerine          

L-karnitinin etkisinin araĢtırıldığı çalıĢmamızda, öncelikle L-karnitinin bazal nitrik oksit 

düzeyleri üzerinde herhangi bir etkisi olup olmadığı belirlendi. Bu amaçla, hücreler       

L-karnitin (7,5-14mM) varlığında ve yokluğunda 40 saat inkübe edildi ve hücre dıĢı 

süpernatanlarda nitrit tayini yapıldı ve L-karnitinin (7,5-14mM)  hücrelerdeki bazal nitrit 

konsantrasyonları üzerinde anlamlı bir etkisinin olmadığı görüldü (p>0,05) (Çizelge 3.4, 

ġekil 3.5). 

Çizelge 3.4. L-karnitinin RAW 264.7 makrofaj hücrelerinde bazal nitrit düzeyleri üzerine etkisi 

L-Karnitin (mM) 

(n=6) 
7,5 8,3 9,84 13,09 14 Kontrol 

N
it

ri
t 

(μ
M

) 

 

Ortalama 5,108 5,04 4,980 5,023 4,689 4,861 

SD 0,293 0,214 0,285 0,330 0,212 0,154 

P 0,657 0,878 0,976 0,916 0,912  
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ġekil 3.5. L-karnitinin RAW 264.7 makrofaj hücrelerinde bazal nitrit düzeyleri üzerine etkisi 

RAW 264.7 makrofaj hücrelerinde bazal nitrik oksit düzeyleri üzerinde herhangi bir 

etkisi olmadığı görülen L-karnitinin, LPS ile stimule edilen nitrik oksit sentezi 

üzerindeki inhibitör etkisinin değerlendirilmesi amacıyla, hücrelere “koruma protokolü” 

ve “tedavi protokolü” adı verilen iki farklı protokol uygulandı. Koruma protokolüne 

göre, LPS ile nitrik oksit sentezi indüklenmeden önce, hücreler L-karnitin ile ön 

inkübasyona tabi tutuldu ve L-karnitinin LPS aracılı nitrik oksit sentezine engel olup 

olmadığı değerlendirildi. Tedavi protokolünde ise, hücrelerde LPS ile iNOS ekspresyonu 

ve nitrik oksit üretimi stimule edildikten sonra L-karnitin uygulandı ve iNOS enzimi 

üzerindeki inhibitör etkisi değerlendirildi. ġekil 3.6 ve Ģekil 3.7‟de koruma ve tedavi 

protokollerinin deney prosedürleri Ģematize edilmiĢtir. 

 

ġekil 3.6. Koruma protokolünün deney prosedürünün Ģeması 
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ġekil 3.7. Tedavi protokolünün deney prosedürünün Ģeması 

 

Koruma protokolüne göre,  RAW 264.7 makrofaj hücreleri, 96‟lı plaklara ekildi ve bir 

gece yapıĢmaları için 37°C‟de %5CO2 içeren etüvde inkübe edildi. Hücre canlılık analizi 

sonucunda belirlenen L-karnitin dozları (7,5-14mM) ile 1 saat ön inkübe edilen hücreler, 

LPS (1μg/ml) ile 20 saat stimüle edilerek nitrik oksit üretiminin indüksiyonu sağlandı ve 

inkübasyon süresi sonunda Griess metodu ile nitrit tayini ve hücre canlılığının tespiti 

amacıyla MTT testi yapıldı. L-karnitin ile ön inkübe edilen hücrelerin, LPS ile 

indüklenen nitrit konsantrasyonlarındaki artıĢı engelleyip engellemedikleri, yalnız LPS 

uygulanan hücrelerin nitrit düzeyleri ile L-karnitin ve LPS‟in birlikte uygulandığı 

hücrelerin nitrit düzeylerinin karĢılaĢtırılması ile belirlendi. iNOS inhibitörü olan 

aminoguanidin pozitif kontrol olarak kullanılırken, LPS ya da L-karnitin uygulanmayan 

hücreler negatif kontrol olarak kullanıldı. Ġlk olarak yalnız LPS uygulanan hücrelerin 

nitrit düzeylerinin, L-karnitin ya da LPS uygulanmayan negatif kontrol olarak kullanılan 

hücrelerin nitrit düzeyleri ile karĢılaĢtırıldığında (8,48 ± 0,15 μM ve 3,71 ± 0,05 μM 

sırasıyla)  anlamlı olarak arttığı görüldü (p<0,001). Bu protokole göre, hücrelere LPS ile 

beraber uygulanan L-karnitinin (7,5-14mM) toksik etkisi olmadığı görüldü (ġekil 3.8). 
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ġekil 3.8.Koruma protokolüne göre (1 saat), L-karnitinin hücre canlılığı üzerine etkisi 

 L-karnitinin (7,5-14mM), bir saatlik ön inkübasyon sonunda, nitrik oksit sentezi 

üzerinde anlamlı derecede koruyucu etkisi görülmedi (p>0,05). ġekil 3.9‟da L-karnitinin 

nitrit düzeyleri üzerine etkisi ve çizelge 3.5‟de L-karnitinin nitrit ve hücre canlılığı 

üzerine etkisinin birlikte gösterimi görülmektedir. 
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ġekil 3.9. Koruma protokolüne göre (1 saat) L-karnitinin LPS ile indüklenen nitrit düzeyleri üzerine etkisi  

(*p<0,001, LPS‟ göre anlamlılık) 

Çizelge 3.5. Koruma protokolüne göre (1 saat), L-karnitinin nitrit ve hücre canlılığı üzerine etkisinin 

birlikte gösterimi  

n=4 

                              L-Karnitin (mM) 

7,5 8,3 9,84 13,09 14 

Nitrit (μM) 7,6±0,24 

 

7,57± 0,27 7,41±0,27 7,84±0,41 7,7±0,79 

P 0,236 0,186 0,059 0,689 0,512 

% İnhibisyon 10,37±2,60 10,70±2,8 12,65±3,24 7,53±4,83 9,19±9,07 

Canlılık 

 (% LPS) 

96,7±6,7 94,60±11,9 101,5±14,8 92,74±8,46 99,71±14,7 

P 1 1 1 1 0,996 
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Bu sonuçlar doğrultusunda, önemli bir antioksidan olan L-karnitinin, hücrelere 

uygulanan dozlarının (7,5-14mM), LPS (1μg/ml) ile indüklenen nitrit düzeylerini, bir 

saatlik ön inkübasyon sonucunda anlamlı olarak baskılayamadığı görüldü. Bu noktada, 

etkin bir inhibisyon görebilmek için, daha yüksek L-karnitin konsantrasyonları ya da 

daha uzun süre L-karnitin ile inkübasyonun LPS ile indüklenen nitrik oksit sentezi 

üzerine olan etkisinin belirlenmesine karar verildi. Ancak, hücre canlılık testi sonucunda 

14mM‟ın üzerindeki dozların hücre canlılığını anlamlı derecede azalttığı görüldü 

(p<0,01 ve p<0,001). Bu nedenle 14mM‟dan daha yüksek dozların, LPS ile indüklenen 

nitrik oksit sentezi üzerinde inhibisyona yol açması durumunda, bu inhibisyonun hücre 

sayısındaki azalmadan kaynaklandığı düĢünülecektir. Bu sebeple, 14mM‟ın üzerindeki 

dozların LPS ile indüklenen nitrik oksit sentezi üzerindeki etkileri denenmedi. Ancak 

hücrelerin L-karnitin ile bir saatten daha uzun süre ön inkübasyonunun, nitrik oksit 

sentezi üzerinde inhibitör etki gösterebileceği düĢünüldü.  

Hücre canlılık testi sonucunda, 40 saatlik inkübasyonun canlılıkta herhangi bir değiĢim 

yaratmadığı görüldüğünden, 20 saatlik LPS stimulasyonundan önce hücrelerin 20 saat L-

karnitin ile inkübe edilmesinde bir sakınca görülmedi ve hücreler önce 7,5-14 mM 

arasındaki L-karnitin dozları 20 saat inkübe edildi ve ardından LPS ile 20 saat boyunca 

nitrik oksit sentezi indüklendi. Kontrol grubu ile LPS uygulanan hücrelerin nitrit 

düzeyleri (3,14±0,14 mM ve 8,22± 0,35 mM sırasıyla) arasında anlamlı fark gözlendi 

(p<0,001). Bu protokole göre, hücrelere LPS ile beraber uygulanan L-karnitinin (7,5-

14mM) hücre canlılığını anlamlı olarak etkilemedikleri görüldü (p>0,05) (ġekil 3.10). 
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ġekil 3.10. Koruma protokolüne göre (20 saat) L-karnitinin hücre canlılığı üzerine etkisi 

 

7,5mM L-karnitin uygulanan hücrelerde, nitrit düzeylerinin, sadece LPS uygulanan 

hücrelere göre, anlamlı derecede farklı olmadığı görülürken (p>0,05), 8,3-14mM          

L-karnitin uygulanan hücrelerde ise, nitrit düzeylerinin, sadece LPS uygulanan hücrelere 

göre anlamlı olarak daha düĢük olduğu (p<0,001) görüldü (ġekil 3.11 ve çizelge 3.6). Bu 

veriler doğrultusunda, 8,3-14mM arasındaki L-karnitin dozlarının hücre canlılığını 

etkilemeksizin nitrit düzeyleri üzerinde inhibitör etkiye sahip olduğu sonucuna varıldı. 
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ġekil 3.11. Koruma protokolüne göre (20 saat) L-karnitinin LPS ile indüklenen nitrit düzeyleri üzerine 

etkisi  

(*p<0,001, LPS‟ göre anlamlılık) 

Çizelge 3.6. Koruma protokolüne göre (20 saat) L-karnitinin nitrit ve hücre canlılığı üzerine etkisinin 

birlikte gösterimi 

n=5 

L-Karnitin (mM) 

7,5 8,3 9,84 13,09 14 

Nitrit (μM) 7,31±0,75 6,13± 0,76 5,36±0,2 5,01±0,57 4,84±0,11 

P 0,865 P<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 

% İnhibisyon 11,13±7,39 25,38±9,35 34,70±3,12 39,01±6,99 41,12±1,38 

Canlılık 

(%LPS) 
93,10±3,74 98,90±3,08 92,68±1,34 84,48±0,23 88,74±11,7 

P 0,861 1 0,862 0,107 0,579 
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Koruma protokolü sonucunda elde edilen tüm verilerin değerlendirilmesiyle,                 

L-karnitinin (7,5-14mM) hücreler için toksik etki göstermediği, hücrelerin LPS ile 

stimulasyonundan önce, L-karnitin ile 1 saat ön inkübasyonunun yeterli olmadığı, nitrik 

oksit sentezi üzerindeki inhibitör etkisinin ancak 20 saat ön inkübasyondan sonra 

görülebildiği sonucuna varıldı. 

Tedavi protokolüne göre, 1μg/ml LPS ile iNOS ekspresyonunun ve nitrik oksit 

sentezinin indüklenmesinin ardından uygulanan L-karnitinin, hücrede iNOS enzimi 

üzerindeki etkisi belirlendi ve L-karnitinin iNOS enzimi tarafından daha fazla nitrik 

oksit üretimini baskılayıp baskılamadığı değerlendirildi. Bu amaçla, 96‟lı plaklara ekilen 

ve bir gece inkübasyona bırakılan hücreler (8x10
4
 hücre), LPS (1μg/ml) varlığında ve 

yokluğunda 20 saat inkübe edildi. 20. saat sonunda tüm kuyuların hücre dıĢı 

süpernatanlarında Griess metodu ile nitrit tayini yapıldı ve LPS uygulanan hücrelerin 

nitrit konsantrasyonlarının, LPS uygulanmayan kontrol grubundaki hücrelere göre 

anlamlı derecede yüksek olduğu görüldü (p<0,001). Hücrelerin LPS ile stimule 

edildiğinden emin olunduktan sonra, tüm hücrelerin besiyeri taze besiyeri ile 

değiĢtirilerek ortamdan LPS‟in uzaklaĢtırılması sağlandı ve uyarılmıĢ hücrelerin ortama 

yeniden LPS eklenmemesine rağmen 1 ve 20 saat inkübasyon sonucunda nitrit üretmeye 

devam ettikleri görüldü. ġekil 3.12‟de 20 saatlik LPS inkübasyonunun ardından kontrol 

ve LPS grubunun nitrit düzeyleri ve ortamdan LPS uzaklaĢtırıldıktan 1 saat ve 20 saat 

sonra kontrol ve LPS gruplarının nitrit konsantrasyonlarındaki değiĢim gösterilmektedir. 
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ġekil 3.12. Hücrelerin LPS ile 20 saat inkübasyonunun ardından, ortamdan LPS‟in uzaklaĢtırılmasının, 

zamana bağlı olarak nitrit konsantrasyonlarına etkisi  

(*p<0,001; 20.saatin kontrolüne göre anlamlılık, **p<0,001; ortamın besiyeri değiĢtirildikten 1 saat sonra 

kontrol grubuna göre anlamlılık, *** p<0,001; ortamın besiyeri değiĢtirildikten 20 saat sonra kontrol 

grubuna göre anlamlılık) 

Tedavi protokolüne göre, 1 saat inkübasyon sonucunda, L-karnitinin nitrit 

konsantrasyonları üzerindeki etkisinin değerlendirilmesi amacıyla, hücreler 20 saatlik 

LPS stimulasyonunun ardından ortamın besiyeri taze besiyeri ile değiĢtirildikten sonra, 

L-karnitin varlığında ve yokluğunda 1 saat inkübe edildi ve inkübasyon sonunda, yalnız 

LPS uygulanan hücrelerin nitrit düzeylerinin, L-karnitin ya da LPS uygulanmayan 

negatif kontrol olarak kullanılan hücrelerin nitrit düzeyleri ile karĢılaĢtırıldığında 

(3,68±0,19μM ve 2,4±0,14μM sırasıyla)  anlamlı olarak arttığı görüldü (p<0,001). Bu 

protokole göre, hücrelere LPS ile beraber uygulanan L-karnitinin (7,5-14mM) toksik 

etkisi olmadığı görüldü (ġekil 3.13). 
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ġekil 3.13. Tedavi protokolüne göre, 1 saat inkübasyon sonunda L-karnitin dozlarının hücre canlılığı 

üzerine etkisi 

Hücrelerin L-karnitin (7,5-14mM) ile, LPS stimulasyonunun ardından bir saatlik 

inkübasyonu sonunda, nitrit konsantrasyonları ölçüldüğünde, 7,5 ve 8,3mM L-karnitin, 

nitrit konsantrasyonları üzerinde anlamlı bir etki göstermezken (p>0,05), 9,84-14 mM 

arasındaki karnitin dozlarının anlamlı olarak nitrit düzeylerindeki artıĢı baskıladığı 

görüldü (p<0,001). ġekil 3.14‟de tedavi protokolüne göre, L-karnitinin nitrit düzeyleri 

üzerine olan etkisi, çizelge 3.7‟de bu protokole göre L-karnitinin nitrik oksit sentezi ve 

hücre canlılığı üzerine olan etkileri birlikte görülmektedir. 
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ġekil 3.14. Tedavi protokolüne göre (1 saat) L-karnitin dozlarının nitrit düzeyleri üzerine etkisi 

 (*p<0,001; LPS‟e göre anlamlılık) 

Çizelge 3.7. Tedavi protokolüne göre (1 saat) L-karnitinin nitrit ve hücre canlılığı üzerine etkisinin birlikte 

gösterimi 

n=12 
L-Karnitin (mM) 

7,5 8,3 9,84 13,09 14 

Nitrit (μM) 3,45±0,28 3,28± 0,33 3,05±0,13 2,91±0,26 2,88±0,34 

% İnhibisyon 9,19±5,04 10,6±9,06 17,08±3,74 20,11±8,01 22,23±9,83 

P 0,402 0,305 0,001 0,001 0,001 

Canlılık 

(% LPS) 
95,6±6,13 92,35±11,75 96,74±6,77 94,3±10,68 97,57±6,07 

P 1 1 1 1 1 
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Tedavi protokolüne göre, 20 saat inkübasyon sonucunda, L-karnitinin nitrit 

konsantrasyonları üzerine olan etkisinin değerlendirilmesi amacıyla, hücreler 20 saatlik 

LPS stimülasyonunun ardından ortamın besiyeri taze besiyeri ile değiĢtirildikten sonra, 

L-karnitin varlığında ve yokluğunda 20 saat inkübe edildi ve inkübasyon sonunda, 

yalnız LPS uygulanan hücrelerin nitrit düzeylerinin, L-karnitin ya da LPS uygulanmayan 

negatif kontrol olarak kullanılan hücrelerin nitrit düzeyleri ile karĢılaĢtırıldığında 

(5,81±0,29μM ve 2,76±0,35μM  sırasıyla)  anlamlı olarak arttığı görüldü (p<0,001). Bu 

protokole göre, hücrelere LPS ile beraber uygulanan L-karnitinin (7,5-14mM) toksik 

etkisi olmadığı görüldü (ġekil 3.15). 

 

ġekil 3.15. Tedavi protokolüne göre (20 saat) L-karnitin dozlarının hücre canlılığı üzerine etkisi 

Bu protokole göre, L-karnitin ile 20 saat inkübe edildiğinde, 7,5-9,84mM L-karnitinin, 

nitrit düzeylerine etki etmediği (p>0,05), 13,09 ve 14mM L-karnitin dozlarının nitrit 

düzeylerini anlamlı derecede düĢürdüğü gözlendi (p<0,01 ve p<0,001 sırasıyla) (ġekil 

3.16 ve çizelge 3.8). Bu veriler doğrultusunda, 13,09 ve 14mM L-karnitin dozlarının 

tedavi protokolüne göre, 20 saat inkübasyon sonunda, hücre canlılığını etkilemeksizin, 

nitrit düzeylerini düĢürdüğü sonucuna varıldı. 
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ġekil 3.16. Tedavi protokolüne göre (20 saat) L-karnitin dozlarının nitrit düzeyleri üzerine etkisi 

(**p<0,01; *p<0,001; LPS‟e göre anlamlılık) 

Çizelge 3.8. Tedavi protokolüne göre (20 saat) L-karnitinin nitrit ve hücre canlılığı üzerine etkisinin 

birlikte gösterimi 

n=6 
L-Karnitin (mM) 

7,5 8,3 9,84 13,09 14 

Nitrit 

(μM) 
5,09±0,32 4,94± 0,13 5,20±0,32 4,72±0,25 4,63±0,20 

p 0,09 0,109 0,324 0,01 0,001 

% İnhibisyon   

12,99±5,59 15,55±2,35 11,13±5,62 19,26±4,33 20,77±3,23 

Canlılık  

(% LPS) 88,95±9,02 86,22±8,70 81,71±7,61 85,94±8,57 80,45±7,44 

p 1 1 0,722 1 0,085 
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3.4 L-Karnitinin iNOS Protein Ekspresyonu Üzerine Olan Etkisi 

RAW 264.7 makrofaj hücrelerinde, L-karnitinin LPS ile indüklenen iNOS protein 

ekspresyonu üzerindeki etkilerini değerlendirmek amacıyla western blot analizi  yapıldı 

ve elde edilen protein bantları  „Image J‟ software programı kullanılarak analiz edildi.  

Western Blot deneylerinin optimizasyon aĢamasında, proteinlerin jelden membrana 

transferinde yaĢanan problemler, transfer süresinin 1,5 saatten 4 saate çıkarılması ile 

çözüldü. Membranın görüntülenmesi aĢamasında elde edilen sinyalin zayıflığı, farklı 

antikorlar denenmesi, 6‟lı plaklara ekilen hücre sayısının 1x10
6‟

dan 2x10
6
‟ya 

çıkarılması, SDS PAGE‟e yüklenecek protein miktarının artırılması, primer antikorun 

1:10.000 yerine 1:2500 ve sekonder antikorun 1:7500 yerine 1:2500 seyreltilmesiyle 

çözüldü. 

RAW 264.7 makrofaj hücrelerinde, L-karnitin tarafından, LPS ile indüklenen nitrik oksit 

sentezi üzerinde en etkin inhibisyon 20 saatlik koruma protokolünün uygulandığı 

deneylerde gözlendiğinden, bu inhibisyonunun iNOS protein ekspresyonu ile korelasyon 

gösterip göstermediği araĢtırıldı. Bu amaçla, hücreler L-karnitin varlığında ve 

yokluğunda LPS ile stimule edildi ve LPS stimulasyonundan önce L-karnitin (8,3-

13,09mM) ile 20 saat ön inkübe edilen hücrelerde iNOS protein ekspresyonunun, yalnız 

LPS uygulanan hücreler ile karĢılaĢtırıldığında doza bağımlı olarak azaldığı görüldü 

(ġekil 3.17). iNOS protein ekspresyonunun kantifikasyonu, üç bağımsız denemenin 

densitometrik analizi ile değerlendirildi. Densitometrik analiz sonuçları, yalnız LPS 

uygulanan hücrelerdeki maksimum bant yoğunluğunun yüzdesi olarak ifade edildi (ġekil 

3.18). 
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ġekil 3.17. L-karnitinin iNOS protein ekspresyonu üzerine etkisi 

 

 

ġekil 3.18. L-karnitinin iNOS protein ekspresyonu üzerine etkisi (Densitometrik değerlendirme)  

(*p<0,05; LPS‟e göre anlamlılık,  **p<0,01; LPS‟e göre anlamlılık) 
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3.5 L-Karnitinin NFκB Aktivitesi Üzerine Olan Etkisi  

LPS ile indüklenen iNOS ekspresyonunda, NFκB aktivasyonu kritik önem taĢıdığından 

çalıĢmamızda L-karnitinin, LPS ile indüklenen NFκB aktivitesi üzerindeki etkisi 

araĢtırıldı ve lüsiferaz sistemi ve NFκB plasmid ile transfekte olan makrofaj hücreleri 

kullanıldı. Bu amaçla, RAW 264.7 makrofaj hücreleri, NFκB aktivasyonunu gözlemek 

için dizayn edilen ve ticari olarak temin edilen pNFκB luc plazmidi ile transfekte edildi. 

Bu plazmid, ateĢ böceği (Photinus pyralis)‟e ait  lusiferaz (luc) geni ve NFκB konsensus 

sekansının pek çok kopyasını içerir. Lusiferaz, biyolüminesansta rol oynayan bir 

enzimdir. Kültür ortamına LPS gibi uyaranların eklenmesi ile NFκB‟nin DNA‟daki 

bağlanma bölgelerine bağlanması indüklenir ve lusiferaz raportör genin 

transkripsiyonunu baĢlatılır.  

Transfeksiyon deneylerini optimize etmek amacıyla, RAW 264.7 makrofaj hücreleri      

(2 x10
6
 hücre/well) 6‟lı plaklara ekildi, bir gece inkübasyonun ardından transfeksiyon 

yapıldı ve en etkin transfeksiyon için gerekli sürenin belirlenmesi amacıyla, hücreler 

transfeksiyondan sonra 24 ve 48 saat inkübe edildi ve bu inkübasyon sürelerinin 

ardından NFκB aktivasyonunu stimule etmek üzere, kültür ortamına LPS (1μg/ml) 

eklenerek 20 saat daha inkübasyona devam edildi. LPS uygulanmayan hücreler kontrol 

grubu olarak kullanıldı ve inkübasyon süreleri sonunda lusiferaz aktivitesi ölçüldü. 

Sonuçlar analiz edildiğinde, 24 saat transfeksiyondan sonra, LPS uygulanan hücrelerin 

lusiferaz aktivitesi ile LPS uygulanmayan kontrol grubundaki hücrelerin lusiferaz 

aktiviteleri arasında anlamlı farklara rastlanmazken, 48 saat transfeksiyon yapılan 

hücrelerde, bu iki grup arasında anlamlı fark görüldü (p< 0,001) (ġekil 3.19).  
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ġekil 3.19. 24 ve 48 saat transfeksiyon sürelerinin, transfeksiyon etkinliğine etkisi   

(*p<0,001; kontrol grubuna göre anlamlılık) 

Optimizasyon amacıyla yapılan deneyler sonucunda, LPS ile uyarılan RAW 264.7 

makrofaj hücrelerinde aktive olduğu bilinen NFκB yolağı üzerinde L-karnitinin herhangi 

bir etkisinin olup olmadığının araĢtırılması amacıyla, transfeksiyon sonrasında 

hücrelerin 48 saat inkübasyona bırakılmasına karar verildi. Transfeksiyonun ardından 48 

saat inkübe edilen hücreler, L-karnitin (8,3-13,09mM) ile 1 saat inkübe edildi ve 

ardından LPS ile 20 saat uyarıldı ve lusiferaz aktivitesi ve protein miktar tayini yapıldı. 

Lusiferaz aktivitesi mg protein düzeylerine bölünerek normalize edildi. LPS grubunun 

lusiferaz aktivitesinin kontrol grubundan 2,19 ± 0,41 kat daha yüksek olduğu ve           

L-karnitinin LPS ile indüklenen NFκB transkripsiyonel aktivitesini anlamlı olarak 

düĢürdüğü görüldü (p<0,01 ve p<0,001) (ġekil 3.20 ve çizelge 3.9). 
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ġekil 3.20. L-karnitinin lusiferaz aktivitesi üzerine etkisi  

(LPS‟e göre anlamlılık, *p<0,01 **p<0,001) 

Çizelge 3.9. L-karnitinin lusiferaz aktivitesi üzerine etkisi 

n=5 
L-Karnitin (mM) 

8,3 9,84 13,09 

Relatif Lusiferaz Aktivitesi 

/mg protein 
1,58±0,29 1,57±0,35 1,50±0,28 

% İnhibisyon 27,78±13,44 28,40±16,01 31,35±12,80 
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4. TARTIŞMA 

Ġnflamasyon, enfeksiyon ve doku hasarına karĢı hücresel ve humoral düzeyde oluĢan 

güçlü bir fizyolojik cevaptır ve kanser dahil çok çeĢitli hastalıkların baĢlama ve ilerleme 

süreçlerinde kritik rol oynar (Fujihara ve ark., 2003). Lipopolisakkarit (LPS), gram 

negatif bakterilerin dıĢ membran komponentidir ve makrofajları aktive edebildiğinden, 

inflamasyon modeli oluĢturulması amacıyla sıklıkla kullanılır. LPS ile aktive edilen 

makrofaj hücreleri; sitokinler, kemokinler, prostaglandinler, koloni stimule edici 

faktörler, lizozimler, proteazlar, büyüme faktörleri, eikazonoidler ve nitrik oksit üreterek 

inflamatuvar cevapta merkezi rol oynarlar (Qi ve Shelhamer, 2005; Rhee ve Hwang, 

2000). 

Ġnflamasyon sürecinde hasarlı dokularda üretilen aĢırı nitrik oksit üretiminden makrofaj 

kökenli iNOS sorumludur. RAW 264.7 hücrelerine LPS uygulanması, iNOS 

ekspresyonunda ve nitrik oksit sentezinde artıĢa neden olur (Stuehr ve Marletta, 1987).   

Nitrik oksit, iNOS tarafından aĢırı miktarda üretilir ve karsinogenez, ateroskleroz, 

otoimmün hastalıklar, astım, artirit, multiple skleroz, kolit, psoriasis, nörodejeneratif 

hastalıklar, tümör geliĢimi ve septik Ģok gibi pek çok patolojik süreçte merkezi rol 

oynar. iNOS inhibitörlerinin, osteoartirit (Pelletier ve ark., 1998) periodontitis (Lohinai, 

1998), deneysel otoimmün miyokardit (Shin, 1998), multiple skleroz (Hua, 1998) ve 

septik Ģok (Levy, 1999) gibi hastalıkların patolojisinde olumlu rol oynamaktadır. 

Böylelikle iNOS protein sentezinin veya enzim aktivitesinin inhibisyonu pek çok 

hastalığın tedavisinde önemli yer tutar (Ahn ve ark., 2005; Xie ve Nathan, 1994; 

Titheradge, 1999). 

iNOS ekspresyonu, esas olarak, transkripsiyonel seviyede regüle edilir. NFκB, iNOS 

geninin major transkripsiyonel regülatörüdür ve ayrıca immün ve inflamatuvar 
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süreçlerden sorumlu pek çok geni regüle eder (Aktan, 2004). NFκB, iNOS 

ekspresyonunun aktivatörleri ve inhibitörleri için merkezi bir hedeftir. iNOS 

ekspresyonu, farklı hücre tiplerinde, NFκB aktivasyonu aracılığıyla indüklenmektedir 

(Pautz ve ark., 2010).  

L-Karnitin, reaktif oksijen türü yakalayıcısı olan önemli bir antioksidan moleküldür 

(Gulçin, 2006), insan beyninde oksidatif stresi azalttığı bildirilmiĢtir (Augustyniak ve 

Skrzydlewska, 2010). Sepsis, sistematik skleroz, HIV enfeksiyonu, kronik yorgunluk 

sendromu hastalarının serum ya da dokularında L-karnitin havuzunda azalma olduğu 

görülmektedir (Famularo, 2004). L-karnitin ayrıca, membran fosfolipidleri ve enerji 

metabolizması üzerindeki düzenleyici etkileri aracılığıyla, oksijen radikal oluĢumunun 

baskılanmasına katkıda bulunur (Bayraktar, 2008; Feller ve Rudman, 1988). Sıçanlarda, 

γ ıĢını ile indüklenen oksidatif hasardan sonra uygulanan L-karnitin, süperoksit 

dismutaz, glutatyon peroksidaz aktivitelerini ve redükte glutatyon düzeylerini artırırken, 

total nitrat/nitrit ve malondialdehit (MDA) seviyelerini düĢürür (Mansour, 2006).  

Günümüze kadar yapılan çalıĢmalarda, kemirgenlerde, LPS ile indüklenen sitokin 

üretiminin L-karnitinin tarafından baskılandığı (Winter ve ark., 1995), S.aurens ile 

stimule edilen insan polimorfonükleer beyaz kan hücrelerinde, L-karnitinin, TNF α‟nın 

ex vivo salınımını inhibe ettiği (Fattrossi, 1993), multiple skleroz (MS) hastalarında NO 

üretiminin sonucu oluĢan nitrosatif strese karĢı asetil karnitinin koruyucu role sahip 

olduğu (Calabrese ve ark., 2003), asetilkarnitinin amiloid beta peptid 1-42  aracılı 

oksidatif stresi ve iNOS ekspresyonunu inhibe ettiğine dair çalıĢmalar vardır (Abdul ve 

ark., 2006). Ancak, yapılan çalıĢmalarda, L-karnitinin, proinflamatuvar yolaklarda 

önemli rollere sahip olan NFκB aktivitesi üzerindeki etkileri ve LPS ile indüklenen 

iNOS ekspresyonu üzerindeki etkileri netlik kazanmamıĢtır.  L-karnitinin, LPS ile 

indüklenmiĢ RAW 264.7 makrofaj hücre serisinde nitrik oksit sentezi üzerindeki etkileri 

ile ilgili ve nitrik oksit ve iNOS ekspresyonu üzerindeki etkilerinin NFκB yolağı 

aracılığıyla açıklandığı herhangi bir çalıĢma yoktur. Bu çalıĢmada, LPS ile aktive olan 

RAW 264.7 makrofaj hücrelerinde, L-karnitinin NFκB ve iNOS aracılı nitrik oksit 
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sentezi üzerindeki etkileri araĢtırıldı. ÇalıĢmamızda L-karnitinin nitrik oksit sentezi 

üzerindeki etki mekanizması NFκB yolağı ve iNOS protein ekspresyonu üzerindeki 

etkileri aracılığıyla açıklandı ve L-karnitinin, bu yolak üzerinde inhibitör etkilere sahip 

olduğu görüldü. iNOS promotoru, NFκB transkripsiyon faktörü için iki bağlanma 

bölgesi içerir ve LPS ile indüklenen iNOS expresyonunda NFκB kritik rol oynar (Xie ve 

ark., 1994). ÇalıĢmamızda, NFκB aktivitesinde L-karnitin aracılı inhibisyonun sonucu 

olarak, iNOS protein ekspresyonu ve nitrik oksit sentezinin azaldığı görüldü. Nitrik oksit 

sentezinin L-karnitin tarafından baskılanmasından sorumlu mekanizma, iNOS gen 

ekspresyonunun NFκB aracılı transkripsiyonel regülasyonunun ve iNOS protein 

sentezinin inhibisyonudur. RAW 264.7 makrofaj hücrelerinin NFκB lusiferaz reporter 

plazmid ile transfeksiyonundan elde edilen sonuçlar, iNOS protein ekspresyonunun 

inhibisyonunun, transkripsiyon seviyesinde olduğunu göstermektedir. Çünkü, L-karnitin, 

LPS aracılı iNOS gen ekspresyonundan sorumlu olan transkripsiyon faktörü NFκB‟nin 

aktivitesini azaltmaktadır. Ġnsan iNOS geninin 5‟ flanking promotor bölgesi pek çok 

dekamerik κB motifi içermektedir. Bu transkripsiyonel regülatörün inhibisyonu iNOS 

proteininin ekspresyonunun baskılanmasından sorumlu olabilir. UyarılmamıĢ hücrelerde 

NFκB stoplazmada IκB proteinleri ile bağlı olarak ve inaktif formda bulunur. LPS gibi 

NFκB‟nin aktivasyonuna yol açan ajanlar RAW 264.7 makrofaj hücrelerinde ıκB α‟nın 

fosforilasyonuna ve proteozomal degradasyonuna neden olur. Bu proteozomal 

degradasyon, NFκB‟nin ıκB‟den ayrılarak serbest kalmasına ve aktivasyonuna neden 

olur. Aktive olan NFκB nükleusa transloke olarak iNOS geninin promotor bölgesindeki 

κB motifine bağlanır ve gen transkripsiyonunu baĢlatır. Bu çalıĢmada, NFκB 

aktivitesinin L-karnitin tarafından inhibisyonunun IκB degredasyonun azaltılması ya da 

NFκB‟nin translokasyonunun engellenmesinden ileri gelebilir. NFκB, inflamasyonda, 

karsinogenezde ve pek çok immunolojik hastalıkta görevli pek çok enzimin, sitokinlerin, 

hücre adezyon moleküllerinin ve büyüme faktörlerinin gen ekspresyonunu modüle eden 

bir transkripsiyon faktörüdür. L-karnitin tarafından NFκB‟nin inhibisyonu pek çok 

hastalığın tedavisi ve yeni ilaç geliĢtirilmesi açısından oldukça önemli olacaktır. 
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RAW 264.7 makrofaj hücrelerinde, LPS stimulasyonunun, iNOS transkripsiyonunu ve 

protein sentezini indüklediği, nitrik oksit sentezini, IκB proteolizini ve NFκB‟nin 

nükleer translokasyonunu artırdığı gösterilmiĢtir (Xie ve ark., 1994; Henkel ve ark., 

1993; Hwang ve ark., 2011). Bu nedenle, bu hücre sistemi, iNOS ve NO üretimine karĢı 

potansiyel inhibitörlerin değerlendirilmesi için mükemmel bir modeldir (Yang ve ark., 

2009). Literatürlerde makrofaj hücrelerinin LPS ile uyarılabildiğini gösteren pek çok 

çalıĢma mevcuttur (Liu ve ark., 2011; Tao ve ark., 2008; Kanno ve ark., 2007; Luo ve 

ark., 2009; Quang ve ark., 2006). ÇalıĢmamızda elde ettiğimiz sonuçların, literatür 

verileri ile uyumlu olduğu ve kullandığımız hücre modelinin ve sistemimizin kimyasal 

maddelerin antioksidan etkilerinin değerlendirilmesi açısından uygun olduğu 

görülmektedir. 

ÇalıĢmamızda değiĢik LPS dozları ile farklı inkübasyon periyodları boyunca 

uyardığımız makrofaj hücrelerinde literatürler ile uyumlu olarak nitrik oksit 

konsantrasyonlarının zamana ve doza bağlı olarak arttığı görüldü. Tüm denemeler 

boyunca, nitrik oksit düzeylerini en etkin düzeyde artıran 1μg/ml LPS dozu kullanıldı ve 

inkübasyon süresi olarak ise 20 saat seçildi. ÇalıĢmamızda, RAW 264.7 makrofaj 

hücrelerinin 1μg/ml LPS ile 20 saat uyarıldığında hücre süpernatanlarındaki nitrik oksit 

konsantrasyonlarının LPS uygulanmayan kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında en az iki 

kat arttığı görüldü. Literatürde uyarılma için 20 ve 24 saat arasında farklı inkübasyon 

sürelerinin denendiği görülmektedir. Ancak, 20. saatten sonra, LPS ile inkübasyon 

sonucunda apoptotik etkiler görülebilmektedir ve ayrıca hücrelerin, LPS ile 20 saatlik 

inkübasyon sonunda ürettikleri nitrit düzeyleri ile 24 saatlik inkübasyon sonunda 

üretilen nitrit düzeyleri arasında anlamlı farklara rastlanmadı (p>0,05) ve bu sebeplerden 

dolayı daha uzun süre inkübe etmeye gerek olmadığı, 20 saat inkübasyonun yeterli 

olduğu düĢünüldü. 

Nitrik oksit sentezi üzerindeki çalıĢmalar iki farklı deney protokolü üzerinden (tedavi ve 

koruma protokolü) sürdürüldü. L-karnitinin nitrik oksit sentezi üzerindeki direkt ve 

indirekt etkileri koruma ve tedavi protokolü üzerinden açıklandı.  Koruma protokolünde, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7508926
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8371761
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L-karnitin, kültür ortamına LPS stimulasyonundan önce, tedavi protokolünde ise, LPS 

stimulasyonundan sonra eklendi. Koruma protokolünde, L-karnitinin, NFκB aktivitesi ve 

iNOS protein ekspresyonu üzerindeki inhibitör etkisi değerlendirilirken, tedavi 

protokolünde sentezlenen ve nitrik oksit düzeylerinde artıĢa sebep olan iNOS enzimi 

üzerinde herhangi bir inhibitör etkiye sahip olup olmadığı belirlendi ve L-karnitinin 

koruma protokolüne göre daha etkin inhibitör etkiler sergilediği görüldü. Her 

protokolde, değiĢik inkübasyon süreleri (1 ve 20 saat) denendi ve ilginç sonuçlar elde 

edildi. Hücrelerin tek baĢına L-karnitin ile 40 saat inkübasyonunun hücre canlılığını 

etkilememesi, 20 saatlik koruma potokolünün güvenli olarak kullanılabileceğini 

gösterdi.  

ÇalıĢmamızda, L-karnitinin nitrik oksit sentezi üzerindeki etki mekanizmasının 

aydınlatılması için uygulanan koruma protokolüne göre, 20 saatlik inkübasyonun 1 

saatlik inkübasyona göre daha etkin olduğu ve bu nedenle inflamasyona daha iyi karĢı 

koyduğu görüldü (Çizelge 4.1). L-karnitin antiinflamatuvar etkilerinin yanı sıra, 

intramitokondriyal açil COA/COA oranının modülasyonunda yer alır. Normal 

koĢullarda, pek çok mitokondriyal yolak tarafından üretilen organik asitlerin kısa ve orta 

zincirleri koenzim A esterleri, daha ileri metabolize olarak serbest koenzim A 

oluĢumuna neden olur. Ancak stres koĢulları altında, bu esterlerin üretimi artar, oganik 

asitler karnitine transesterifiye olarak, koenzim A‟nın serbest kalmasına ve TCA siklusu 

gibi diğer metabolik yolaklara katılmasına neden olur. L-karnitinin, organik asitlere 

karĢı mitokondriyal tampon olarak görev alması normal koĢullarda minimum düzeyde 

iken, inflamasyonda mitokondri fonksiyonunun ve hücre canlılığının korunması için 

temel öneme sahiptir (Rebouche, 1986). L-karnitin,  β oksidasyonun gerçekleĢtiği 

mitokondriyal matrikse uzun zincirli yağ asitlerinin taĢınmasında major rol oynar. 

LPS‟in rat R2 makrofajlarında oleat oksidasyonunu artırdığı bilinir (Hauton ve Evans, 

2002). Bununla beraber, makrofajlara LPS uygulandığında, yağ asidi oksidasyonu ve L-

karnitin ihtiyacı artabilir. LPS ile aktive edilen bu deney modelinde, inflamasyon ve 

stress koĢullarında, hücresel ihtiyaçların yerine getirilmesi için L-karnitin ile daha uzun 

süre inkübasyona gerek duyulmaktadır. Bu durum kısmi olarak, koruma protokolünde 



 
89 

20 saat inkübasyonun 1 saat inkübasyondan neden daha etkin inhibisyon sağladığını 

açıklayabilir. 

ÇalıĢmamızda ayrıca, aktive makrofajların, kültür ortamından LPS çekildiğinde bile 

nitrik oksit sentezine zamana bağlı olarak devam ettikleri gösterildi. LPS ile iNOS 

ekspresyonu indüklenmiĢ hücrelerin, ortamdan LPS uzaklaĢtırılsa bile, uyarılmamıĢ 

hücreler ile karĢılaĢtırıldıklarında, nitrik oksit setezinde anlamlı bir artıĢ olmaya devam 

ettiği görülmektedir (p<0,001). Bu durumda, nitrik oksit ile beraber diğer oksidatif 

metabolitlerin de artması muhtemeldir. Hücrelerin, 20 saatlik LPS ile inkübasyondan 

sonra LPS ortamdan uzaklaĢtırılsa bile nitrit üretimine devam ettiği ve L-karnitinin bu 

artıĢı 1 ve 20 saatlik tedavi protokolüne göre baskıladığı görüldü.  

Koruma ve tedavi protokolleri, L-karnitinin nitrik oksit sentezi üzerindeki % inhibisyon 

değerlerine bakılarak, çizelge 4.1‟de görüldüğü gibi, karĢılaĢtırılarak incelendiğinde, en 

etkin inhibisyonun 20 saatlik koruma protokolünde gerçekleĢtiği görülmektedir. Koruma 

protokolünde hücreler LPS ile uyarılmadan önce L-karnitin ile koruma sağlanmaktadır. 

Bu protokolde 8,3; 9,84; 13,09 ve 14 mM L-karnitin ile 20 saat inkübe edilmiĢ hücreler 

de nitrik oksit sentezinin doz bağımlı olarak sırasıyla %25,38 ± 9,35; %34,7±3,12; 

%39,01± 6,99 ve %41,12 ± 1,38 inhibe olduğu görüldü. 9,84mM L-karnitin koruma 

protokolüne göre (20 saat), %34,7±3,12 inhibisyon gösterirken, tedavi protokolünde, 1 

saatlik inkübasyon sonunda, %17,08±3,74 ve 20 saatlik inkübasyon sonunda, 

%11,13±5,62 inhibisyon yapabilmektedir. Bu örnekten görüldüğü gibi en iyi inhibisyon 

20 saatlik koruma protokolünde gözlenmektedir.  

Tedavi protokolünde, 1 saatlik inkübasyon sonucunda, 9,84mM ve üzerindeki L-karnitin 

dozları nitrit düzeylerinde anlamlı derecede inhibisyon yaparken (p<0,001), 20 saatlik 

inkübasyonda ancak 13,09 ve 14mM‟lık L-karnitin dozları anlamlı derecede inhibisyon 

sağlayabilmekte (p<0,01 ve p<0,001), 13,09mM‟dan daha düĢük dozların anlamlı 

düzeyde inhibitör etkisi görülmemektedir (p>0,05) (Çizelge 4.1). 
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Çizelge 4.1. Koruma ve tedavi protokollerine göre L-karnitinin nitrik oksit sentezi üzerindeki inhibitör 

etkisinin karĢılaĢtırılması 

 
% İnhibisyon 

L- Karnitin(mM) 8,3 9,84 13,09 14 

K
o

ru
m

a 

P
ro

to
k

o
lü

  

1 saat 10,70±2,80 12,65±3,24 7,53±4,83 9,19±9,07 

 20 saat 
25,38±9,35 34,70±3,12 39,01±6,99 41,12±1,38 

T
ed

av
i 

P
ro

to
k

o
lü

 

 

 1 saat 
10,6±9,06 17,08±3,74 20,11±8,01 22,23±9,83 

20 saat 
15,55±2,35 11,13±5,62 19,26±4,33 20,77±3,23 

 

Tedavi protokolüne göre, 20 saat inkübasyon sonundaki nitrik oksit üretiminin, 1. saat 

inkübasyon sonundaki nitrik oksit üretimininden yüksek olduğu ve L-karnitinin 1.saat 

sonundaki nitrik oksit sentezini, 20. saate göre daha iyi baskıladığı görülür. Hücrelerin 

LPS ile stimulasyonun sonucunda hücrede oksidatif metabolitlerin sentezi artmaktadır. 

TNF α, intelökinler, prostaglandinler ve nitrik oksitin yanı sıra, süperoksit ( ) ve 

hidrojen peroksit üretimi de gerçekleĢmektedir. Süperoksitin, hidrojen peroksit ile 

reaksiyonu sonucu, hidroksil radikali oluĢumu, nitrik oksit ile reaksiyonu sonucu, 

peroksinitrit sentezi artmaktadır (Johnston, 1978; Liaudet ve ark., 2009). Bu protokole 

göre, belirtilen stresli koĢullardaki hücreler ile inkübasyona devam edilmektedir. 20 

saatin ardından, besiyeri taze besiyeri ile değiĢtirildiğinde, ikinci bir 20 saatlik 

inkübasyonda sadece 13,09 ve 14mM‟lık L-karnitin dozları ile istatistiksel olarak 

anlamlı düĢüĢler görülmektedir. Artan stres koĢullarında 13,09mM‟dan daha düĢük 

dozlar bu modelde antioksidan etki gösterememektedir. L-karnitinin düĢük dozları, nitrik 

oksit konsantrasyonları üzerindeki inhibitör etkisini, oksidatif stres düzeyinin çok arttığı 

koĢullarda sergileyememektedir. Hücrelerin LPS ile uyarılmasından sonra L-karnitin ile 

bir saat inkübasyonu yeterli olmaktadır, sağlıklı sonuçların elde edilebilmesi için daha 

uzun inkübasyonlardan kaçınılmalıdır.   
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LPS varlığında uzun süreli inkübasyonlarda nitrit düzeylerinde gözlenen artıĢ, LPS‟in 

yaratacağı stres, LPS yokluğunda bile devam etmektedir. Bu nedenle tedavi 

protokollerinin LPS inkübasyonundan sonra 20 saat yerine 1 saat sürdürülmesi gerekir. 

Hücre modellerinde, LPS ile yapılacak hücre uyarılmalarında hücrenin stres altında 

olduğu unutulmamalıdır.  

Sonuç olarak, L-karnitinin, LPS ile indüklenen nitrik oksit sentezini, transkripsiyonel 

aĢamada, NFκB ve iNOS protein ekspresyonunun inhibisyonu aracılığıyla baskıladığı ve 

bunun yanında, sentezlenen iNOS enziminin üzerinde de inhibitör etkilere sahip olduğu 

görülmektedir. 
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 

LPS (1μg/ml) ile 20 saat uyarılan RAW 264.7 makrofaj hücrelerinde nitrik oksit sentezi 

zamana ve doza bağlı olarak artmaktadır. 1 μg/ml LPS ile hücreler 20 saat uyarıldığında 

LPS hücreler üzerinde herhangi bir toksik etki göstermemektedir. 

Bu tez çalıĢmasında, koruma protokolünde, hücreler, 8,3-13,09mM arasındaki L-karnitin 

ile 20 saat inkübe edildikten sonra LPS ile 20 saat uyarıldığında hücre canlılığını 

etkilemeden nitrik oksit sentezinde azalma olduğu ve bu azalmanın NFκB aktivasyonu 

ve iNOS protein ekspresyonu üzerindeki inhibitör etkiden kaynaklandığı ilk kez 

saptanmıĢtır. 

Tedavi protokolünde, LPS ile 20 saat stimulasyonun ardından, ortamdan LPS 

uzaklaĢtırıldığında hücreler nitrit üretmeye devam etmektedir. Sonuçlarımıza göre, 

iNOS sentezinden sonraki periyotta da L-karnitinin, nitrit düzeyleri üzerinde inhibitör 

etkisi olduğu anlaĢılmaktadır. Bu protokolde, 1 saatlik inkübasyon sonucunda, 20 saatlik 

inkübasyona göre daha iyi inhibisyon gözlenmesi sebebiyle, LPS stimülasyonunun 

ardından L-karnitinin nitrik oksit sentaz enzimi ve nitrik oksit düzeyleri üzerindeki 

inhibitör etkisinin görülebilmesi için bir saat inkübasyonunun sağlıklı olacağı kanısına 

varıldı.    

ÇalıĢmamızda kullanılan indüklenebilir sistem, antiinflamatuvar, antikanserojen ve 

antiaterosklerotik etkili bileĢiklerin etki mekanizmalarının açıklanması bakımından 

oldukça uygun bir modeldir. L-karnitinin bu sistemde iNOS ile aĢırı miktarda 

sentezlenen nitrik oksit sentezi üzerindeki etkisinin, NFκB yolağı üzerinden 

transkripsiyonel basamakta olduğu, ayrıca, iNOS sentezinden sonra etkin olduğu 

anlaĢılmaktadır. 
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Ġleride yapılacak çalıĢmalar ile, iNOS proteini sentezlendikten sonra, L-karnitinin 

translasyonel ya da posttranslasyonel basamaklarda, dimer oluĢumu ya da protein 

stabilitesi üzerinde etkisi olup olmadığı ve ayrıca NFκB aktivitesi, iNOS protein 

ekspresyonu ve enzim aktivitesi üzerindeki etkileri in vivo çalıĢmalar ile desteklenebilir. 
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ÖZET 

RAW 264.7 Makrofaj Hücrelerinde Nitrik Oksit Sentezi Üzerine L-Karnitinin 

Etkisi 

L-karnitin, çeĢitli hücrelerde apoptozu engellediği, antioksidan enzimlerin 

konsantrasyonunu artırdığı ve oksidatif stres markerlarının seviyelerini düĢürdüğü 

bilinen, antioksidan etkilere sahip bir bileĢiktir. Bu çalıĢmada LPS ile uyarılan RAW 

264.7 makrofaj hücrelerinde L-karnitinin nitrik oksit sentezi üzerindeki etki 

mekanizması araĢtırıldı. Hücreler 1μg/ml LPS ile 20 saat uyarıldığında kontrol ve LPS 

grubunun nitrit konsanrasyonları arasında anlamlı fark görüldü (3,71 ± 0,05 mM ve 8,48 

± 0,15mM sırasıyla) (p<0,001). Hücreler LPS ile uyarılmadan önce 20 saat L-karnitin ile 

inkübe edildiğinde, L-karnitinin nitrik oksit konsantrasyonlarını anlamlı derecede 

azalttığı (p<0,01) ve bu durumun iNOS protein ekspresyonundaki azalmadan 

kaynaklandığı görüldü. L-karnitin LPS ile indüklenen NFκB aktivitesini inhibe 

ettiğinden dolayı, iNOS protein ekspresyonu üzerindeki inhibitör etki transkripsiyon 

seviyesindedir. Ayrıca, 1μg/ml LPS ile nitrik oksit sentezi indüklendikten sonra ortama 

ilave edilen L-karnitin ile hücrelerin inkübasyonu sonucunda da nitrik oksit 

konsantrasyonlarının anlamlı olarak azaldığı görüldü (p<0,001). Bu çalıĢmadan elde 

edilen sonuçlar göstermiĢtir ki, RAW 264.7 makrofaj hücrelerinde L-karnitin doz 

bağımlı olarak NF κB aktivitesini ve iNOS protein ekspresyonunu azaltarak, nitrik oksit 

sentezi üzerinde inhibitör etkiye sahiptir. 

Anahtar Sözcükler: iNOS, L-karnitin LPS, NFκB, nitrik oksit. 
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SUMMARY 

The Effect of L-Carnitine on the Synthesis of Nitric Oxide by iNOS in RAW 264.7 

Murine Macrophage Cell Line 

L-carnitine is a compound that is known to have anti-oxidant effects, preventing 

apoptosis in various cells, increasing antioxidant enzyme concentration and decreasing 

oxidative stress markers. In this study, the effect mechanisms of L-carnitine on nitric 

oxide synthesis in LPS induced RAW 264.7 macrophage cells have been researched. 

When the cells are induced by 1μg/ml LPS for 20 hours, it has been observed that a 

meaningful difference exists between the nitrite concentrations of the control group and 

LPS group.  When the cells are incubated for 20 hours with L-carnitine before inducing 

with LPS, it has been observed that L-carnitine is decreasing the nitric oxide levels 

meaningfully and this decrease is caused by the decrease of iNOS protein expression. 

Since the L-carnitine is inhibiting the activity of LPS induced NFκB activity, the 

inhibitor effect on the iNOS protein expression is at the transcription level. Also, when 

L-carnitine added to the cell culture after the LPS stimulation (1μg/ml), it was seen that 

nitrite concentrations were decreased (p<0,001). The results from this study showed that, 

L-carnitine in RAW 264.7 macrophage cells have an inhibitor effect on the nitric oxide 

synthesis by decreasing the NFκB activity and iNOS protein expression dose 

dependently.  

Key Words: iNOS, L-carnitine, LPS, NFκB, nitric oxide 
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