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Metabolik Sendrom Modelinde Egzersiz ve Kalori Kisitlamasinin Beyin ve
Karacigerde Bazi Biyokimyasal Parametrelere Etkisi

Ogrencinin Adi: Nevin Gen¢ Kahraman
Damismani: Prof. Dr. Aysen Yarat

Anabilim Dali: Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dal

OZET

Amag: Yiksek fruktoz diyeti ile metabolik sendrom olusturulmus sicanlarin beyin
ve karaciger dokularinda olusabilecek metabolik disfonksiyonun ve egzersiz ve/veya

kalori kisitlamasinin bu disfonksiyonlar tizerine etkisini incelemekti.

Gere¢ ve Yontem: Sprague-Dawley erkek siganlar, kontrol (K), metabolik sendrom
(M), metabolik sendrom + egzersiz (ME), metabolik sendrom + kalori kisitlamasi
(MK), metabolik sendrom + egzersiz + kalori kisitlamas1 (MEK) olarak 5 gruba
ayrildi. Metabolik sendrom olusturmak igin siganlara 3 ay boyunca %10’luk
fruktozlu igme suyu verildi. Sonraki 6 hafta boyunca metabolik sendrom
olusturulmus gruba egzersiz ve/veya kalori kisitlamasi uygulandi. Kanda glukoz
diizeyleri, beyin ve karaciger homojenatlarinda lipid peroksidasyonu (LPO), siyalik
asit (SA), heksozamin, miisin, fukoz, glutatyon (GSH) diizeyleri, alkalen fosfataz
(ALP), doku faktorii (DF), stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon-S-
transferaz (GST) aktiviteleri tayin edildi.

Bulgular: Beyin dokusu M grubunda K’ya gore LPO, SA, miisin, fukoz degerleri
artarken, MK ve daha belirgin olarak MEK grubunda M’ye gére azaldi. GSH, SOD
ve CAT degerleri M grubunda K’ya gore azalirken, MK ve MEK gruplarinda M’ye
gore artt1. Karacigerde ise M grubunda K’ya gére LPO ve DF degerleri artarken, MK
ve MEK grubunda M’ye gore bu degerler azaldi. GSH, SOD ve CAT degerleri M
grubunda K’ya gore azalirken, MEK grubunda M’ye gore artti.

Sonug¢: Beyin ve karaciger dokularinda fruktoz diyeti sonrasi olusan hasar ve azalan
antioksidan seviyeleri en iyi kalori kisitlamasi ile birlikte yapilan egzersizle

diizeltilebildigi tespit edildi.

Anahtar Sozciikler: Metabolik sendrom, egzersiz, kalori kisitlamasi, antioksidan —

oksidan parametreler



Effect of Exercises and Caloric Restriction to Some Biochemical Parameters in
Brain and Liver Tissues in Metabolic Syndrome Model

Student’s Name: Nevin Genc Kahraman
Supervisor: Prof. Dr. Aysen Yarat

Department: Department of Biochemistry, Faculty of Pharmacy

SUMMARY

Aim: Detecting the level of antioxidant and tissue damage that can be occured in
brain and liver tissues induced metabolic syndrome by high fructose diet in rat, and

the changes after exercise and/or caloric restriction.

Methods: Sprague-Dawley male rats were divided into five groups: control (C),
metabolic syndrome (M), metabolic syndrome with exercise (ME), metabolic
syndrome with caloric restriction (MK) and metabolic syndrome with exercise and
calorie restriction (MEK). To induce metabolic syndrome 10% fructose solution was
given to rats in drinking water for 3 months. Exercise and caloric restriction were
applied to the related groups for 6 weeks after the induction of metabolic syndrome.
Blood glucose and lipid peroxidation (LPO), sialic acid (SA), hexosamine, mucin,
fucose, glutathione (GSH) levels, alkaline phosphatase (ALP), tissue factor (TF),
sodium dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione-S-transferase (GST) activities

were measured in rat liver and brain tissue homogenates.

Results: In brain LPO, SA, mucin, fucose values increased in M group compare to C
group, reduced in caloric restriction and more significantly in MK group compare to
M group. GSH, SOD and CAT values decreased in M compare to C group, increased
in MK and MEK groups compare to C group. In liver LPO and DF values increased
in M group compare to C group, decreased in the MK and MEK groups compare to
M group. GSH, SOD and CAT values decreased in M compare to C group, increased

more significantly in MEK group compare to M group.

Conclusion: Brain and liver tissue damage that occurs after fructose diet and

decreased antioxidant levels were shown to be improved best in MEK group.

Key Words: Metabolic syndrome, exercise, caloric restriction, antioxidant-oksidan

parameters



1. GIRIS ve AMAC

Metabolik  sendrom; insiilin  direnci, obezite, aterojenik dislipidemi,
hipertansiyon ve hiperkoagiilobilite ile karakterize abdominal hastaliklar tablosu
olup, kardiyovaskiiler hastaliklar ile Tip II diyabet gelisimi agisindan ciddi risk
faktorii olusturan bir durumdur (Rutledge ve Adele, 2007; Chang ve ark, 2012). Son
yiizyildaki teknolojik gelismeler ve ekonomik durumdaki iyilesme, batili iilkelerde
sedanter yasam sekline uyma ve yiiksek kalori alimina neden olmaktadir. Yasam
standardindaki yilikselmenin olumsuz etkisi sonucu ortaya c¢iktigr kabul edilen
metabolik sendrom, giiniimiizde 6nemi giderek artan genel bir saglik sorunu haline
gelmistir. Yasam tarzi bozuklugu, fiziksel aktivite eksikligi, dengesiz ve asir1
beslenme insiilin direncini asikar hale getirerek metabolik sendroma yol actig1 kabul
edilmektedir (Meigs, 2002).

Artan metabolik sendromun ana nedenlerinden birisi de diyette bulunan
fruktozdur. Fruktoz birgok meyvede ve balda dogal olarak, endiistride ise
tatlandiricilarda bulunmaktadir (Basciano ve ark, 2005; Rutledge ve Adele, 2007;
Miller ve Adeli, 2008). Son yillarda siganlarda deneysel metabolik sendrom modeli
olusturmada fruktoz igerigi yiiksek musir surubu kullanilmaktadir. Yiiksek fruktoz
diyetinin; dozu ve kullanim siiresine bagli olarak deney hayvanlarinda glukoz
intoleransi, insiilin direnci, dislipidemi, karaciger yaglanmasi gibi metabolik
sendroma ait karakteristik 6zellikler gelismektedir (Akar ve ark, 2012; Babacanoglu
ve ark, 2013; Morvan ve ark, 2013).

Asint fruktozla beslenme sonucunda antioksidan mekanizmalar bozulmakta ve
oksidatif stres gelismektedir. metabolik sendromlu hastalarin serumunda C vitamini
ve o-tokoferol konsantrasyonunda azalma, serbest radikal olusumunda artma,
glutatyon diizeyinde azalma, glukoz otooksidasyon ve lipid peroksidasyon (LPO)
diizeylerinde artma tespit edilmistir. Hiperglisemik kosullarin uzamasiyla protein

glikasyonunun arttig1 ve siiperoksit dismutaz (SOD) gibi antioksidan enzimlerin



aktivitelerinin azaldigi gozlenmistir (Girard ve ark, 2006; Nandhini ve ark, 2005;
Oda ve ark, 1994; Moreno ve Hong, 2013; Elliott ve ark, 2002; Roberts ve Sindhu,
2009).

Metabolik disfonksiyonlar beyin hemostasizini de etkilemektedir. Beyin
fonksiyonlarinda bozukluga ve beyin patogenezinin gelisimine sebep olabilmektedir
(Zhang ve ark, 2009). Insan beyni arasidonik asit, eikosapentaenoik asit,
dokosaheksaenoik asit gibi ¢oklu doymamis yag asitlerince (PUFA) zengin bir
yapiya sahiptir. Benzer seklide diyabette oldugu gibi metabolik sendromda de

beyinde oksidatif stres hasarinin gozlenebilecegi diistiniilmektedir.

Fruktoz metabolizmasinin gergeklestigi baslica dokunun karaciger olmasi
sebebiyle yiiksek fruktoz diyeti sonrasi toksik etkilerin en fazla gozlendigi doku
karacigerdir. Tip Il diyabette metabolik bozukluk ve hepatik insulin direnci sebebiyle
oksidatif stresten birincil olarak etkilenen doku yine karacigerdir (Bagul ve ark,
2012; Kannappan ve ark, 2010; Kim ve ark, 2010; Reddy ve ark, 2009).

Egzersiz insiilin duyarliligmmi gelistirmek ic¢in etkili bir yontemdir. Ciinki
egzersiz ile glukozun insiiline duyarli dokulara tasinmasi arttirilir. Bu durum

ozellikle kemik ve kaslarda gozlenir (Caponi ve ark, 2013).

Diisiik kalorili diyet ile birlikte egzersiz kan basinci ve metabolik sendrom

prevalansini azaltilabilir (Anderssen ve ark, 2007).

Diyabetik si¢anlarda kalori kisitlamasi uygulanarak yapilan ¢aligmalarda beyin
dokusundaki katalaz (CAT) aktivitesinde belirgin bir artis, LPO’da azalma ve
indirgenmis glutatyon (GSH) seviyelerinde artma gozlenmistir (Ugochukwu ve ark,
2006). Dolayisiyla metabolik sendromda kalori kisitlamasi uygulandigi takdirde

oksidan-antioksidan parametrelerde dengenin yeniden saglanmasi beklenmektedir.



Calismamizda siganlarda yiiksek fruktoz diyeti ile metabolik sendrom olusturup,
beyin ve karaciger dokularinda meydana gelen metabolik disfonksiyonlari ve
egzersiz ve/veya kalori kisitlamasinin  bu disfonksiyonlar {izerine etkileri

biyokimyasal parametrelerle tayin edilerek incelendi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Metabolik Sendrom

Metabolik sendrom, insiilin direnci nedeniyle glukoz intoleransi, Tip Il diyabet,
abdominal obezite, dislipidemi, hipertansiyon ve koroner arter hastaliklari gibi

bozukluklarin birbiri tizerine eklendigi sistemik bir endokrinopatidir.

Ik olarak 1923 yilinda diyabet ile hipertansiyon arasinda iliskiyi tammlayan
aragtirmacilardan Kylin’in yaptigi c¢aligmada hipertansiyon, hiperglisemi ve gut
arasindaki iligki gosterilmistir. 1940’larin sonunda Jean Vague tarafindan santral
adipozite, diyabet, ateroskleroz ve gut arasindaki iliski rapor edilmistir (Balkau ve
ark, 2007). 1965’te Avrupa Diyabet Arastirmalari Derneginin (European Association
for the Study of Diabetes) yillik toplantisinda hipertansiyon, hiperglisemi ve
obeziteden olusan bir sendrom tarif edilmistir (Alberti, 2005). 1970°li yillarda Alman
arastirmacilar ilk kez ‘Metabolik Sendrom’ terimini kullanarak sendromun
aterosklerozla iliskisini incelemigler (Alexander ve ark, 2003). Biitin bu
tanimlamalardan sonra Gerald Reaven 1988 yilinda insiilin direncini, glukoz
intoleransi, hiperinsiilinemi, artmis ¢ok diisiik dansiteli lipoprotein (VLDL), azalmis
yiiksek dansiteli lipoprotein (HDL) ve hipertansiyon ile iliskilendirmis, Tip Il
diyabette ve kardiyovaskiiler hastaliklarda goriilen insiilin direncini ve
kompansatuvar  hiperinsiilinemi  gelisimi  mekanizmalarin1 ~ agiklayarak, bu
anormallige “Sendrom X adini vermistir, ancak orijinal tanimlamaya obeziteyi dahil
etmemistir (Reaven, 1988). 1989 yilinda Kaplan bu tanima ilave olarak "Oliimciil
Dortli" (Deadly Quartet) ifadesini kullanmistir (Kaplan, 1989). 1991 Ferrannini
‘Insiilin  Direnci Sendromu’ kavrami ile hipertansiyon arasindaki iliskiyi
vurgulamustir (Ferrannini, 1992). 1992°de Juhan Vague ve arkadaslart metabolik
sendrom ile protrombotik bozukluklar arasindaki iligkileri incelemislerdir (Juhan-
Vaguel ve ark.,, 1993). Mikroalbuminiirinin; metabolik sendrom, diyabet,
kardiyovaskiiler hastaliklar ile iliskisi ve genetik faktorler yine 1992’te Yudkin
tarafindan yayimlanmigtir. (Yudkin, 1992). 1995 yilinda ise ayni arastirmaci



obeziteyi sendromun bilesenleri arasina eklemis ve serbest yag asitleri (FFA) nin bu
hastaliktaki 6nemine dikkat ¢cekmistir. Reaven’in sendromu adlandirmasindan sonra
sendrom, halk saglig1 alanindaki arastirmalar i¢in 6nemli bir ilgi merkezi olmustur.
2000 yilindaki A. Festa ve arkadaslarinin yaptigi metabolik sendromda subklinik
inflamasyonun 6nemini gosteren ¢alismadan sonra, giiniimiize kadar basta C-reaktif
protein olmak {iizere metabolik sendrom ile inflamasyon gostergeleri arasindaki

iliskiyi arastiran yiizlerce ¢alisma yapilmistir (Festa ve ark, 2000).

Birgok klinik tablo metabolik sendromun klinik yansimalari olarak kabul
edilmektedir. Bunlar arasinda hipertansiyon, dislipidemi, nonalkolik yagli karaciger
hastaligi, polikistik over sendromu, uyku apne sendromu, Alzheimer hastaligi,

akciger, prostat ve pankreas kanserleri yer almaktadir (Handelsman, 2009; Reaven,
2005).

2.1.1 Epidemiyolojisi

Metabolik sendrom, bir modern yasam hastaligidir. Son yiizyildaki teknolojik
gelismeler ve ekonomik durumdaki iyilesme batili iilkelerde sedanter yasam
kosullarina ve yiiksek kalori alimima neden olmaktadir. Bu durum metabolik sendrom
insidansinin artisina ve epidemik olarak gelismis ve gelismekte olan iilkeleri tehdit
etmesine yol agmistir (Soleimani, 2011). Hareketsiz ortamlarda g¢alisan bireyleri
tehdit eden metabolik sendrom goriilme sikligi tim diinyada oldugu gibi tilkemizde

de artis gostermektedir.

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) kriterlerine gére incelendiginde, normal glukoz
toleranst olan erkeklerin %]15’inde, kadinlarin %10’nunda, bozulmus aclik
glukozu/bozulmus glukoz toleransi olan erkeklerin %64’ ve kadinlarin %42’sinde
ve Tip Il diyabeti olan erkeklerin %841, kadinlarin ise %78’inde metabolik sendrom

tespit edilmistir (Isomaa ve ark, 2001).



Metabolik sendrom sikligi, ilerleyen yas ve viicut agirligr artisiyla artar, ayni
zamanda kullanilan kriterler ve incelenen toplumlara gore de degiskenlik gosterir.
Yapilan en kapsamli ¢alismalardan biri olan ve Ulusal Kolesterol Egitim Programi -
Ucgiincii Eriskin Tedavi Paneli (NCEP - ATP 1Il) kriterlerinin kullanildig1 Ulusal
Saglik ve Beslenme Inceleme Anketi II1 (National Health and Nutrition Examination
Survey Ill)’e gore Amerika Birlesik Devletleri’nde metabolik sendrom prevalansi
%23,7 olarak belirlenmistir ve 20-29 yas grubunda %7 olan prevalans 60-69 yas
grubunda %44’e ¢ikmaktadir (Ford ve ark, 2002). Avrupa Insiilin Direnci Calisma
Grubu Avrupa’da yapilan sekiz ¢alismanin analizine dayanarak yayinladigi raporda,
metabolik sendrom sikligin1 40-50 yas arasi erkeklerde %7 ile %36, aym yas
grubundaki kadinlarda ise %5 ile %22 olarak belirtmislerdir (Balkau ve ark, 2002).

Ulkemizde NCEP ATP-III kriterleri kullanilarak yapilan Tiirk Eriskinleri Kalp
Hastalig1 ve Risk Faktorleri Sikligi Taramasi ¢alismasina gore metabolik sendrom
prevalansi toplumumuzda, 30 yas ve istii erkeklerde % 28, kadinlarda % 45 olarak
tespit edilmistir (Onat ve Sansoy, 2002). Buna gore iilkemizde 30 yas tizerindeki 9,1
milyon yetiskinin (5,1 milyonu kadin) metabolik sendrom oldugu tahmin
edilmektedir. Metabolik sendrom sikliginin, 1990 yilinda % 24,4 iken, 2000 yilinda
% 36,2’ye yiikseldigi goriilmiistiir (Karcier, 2006).

2004 yilinda yapilan diger bir ¢aligma olan Tiirkiye Metabolik Sendrom Siklig1
Aragtirmast (METSAR) sonuglarina gore, 20 yas ve Tlzerindeki eriskinlerde
metabolik sendrom siklig1 % 35 olarak saptanmistir. Bu arastirmada kadinlarda (%
41,1) metabolik sendrom sikligi erkeklere (% 28,8) gore daha yiiksek bulunmustur
(METSAR, 2004)

2.1.2 Tam Kriterleri

Metabolik sendrom olarak adlandirilan bu sendromun farkli organizasyonlara ait
degisik tanimlamalar1 bulunmaktadir. WHO, NCEP-ATP Il ve Uluslararas1 Diyabet



Federasyonu (IDF)’nun yapmis oldugu tanimlamalar en ¢ok kullanilan tanimlamalar
olmakla birlikte, en ¢ok bilineni ve klinik pratikte uygulama kolaylig1 nedeniyle en

cok tercih edileni NCEP-ATP III’iin metabolik sendrom tanimlamasadir.

Metabolik sendrom tanimlamalarindan ilki WHO tarafindan yapilmigtir. 1988
yilinda yaptigi tamimlamanin temelinde; insiilin diren¢ bulgulart [Tip Il diyabet,
bozulmus aglik glukozu (110 mg/dL), bozulmus glukoz toleransi (75 gr glukoz
yiiklemesi sonucunda 2. saat plazma glukozu 140 mg/dL) veya insiilin direnci]
vardir. Bunlarin disinda diger en az iki kriterin varlig1 tani i¢in yeterlidir (Alberti ve
Zimmet, 1998).

Tablo 1 - WHO’a gére metabolik sendrom tani kriterleri

Risk Faktorii Degerler
Hipertansiyon Kan basinci >140/90 mmHg
Hiperlipidemi Trigliserid (TG) >150 mg/dL ve/veya

HDL erkeklerde < 35 mg/dL, kadinlarda <40 mg/dL
Santral obezite Bel/ kal¢a oranmi erkeklerde >0,9; kadinlarda >0,85

1 gece agliktan sonra toplanilan spot idrar drneginde iiriner
Mikroalbumintiri

albiimin/kreatinin oran1 >30 mg/dL

NCEP - ATP 11l 2001 yilinda yiiksek kan kolesterolii tespiti, degerlendirmesi ve
tedavisi raporunu hazirlamistir. Bu raporda, metabolik sendrom tanisi igin tabloda

belirtilen bes kriterden {iiglinlin bir arada bulunmasmin yeterli oldugu bildirilmistir
(Bethesda, 2001).



Tablo 2 - ATP III’e gore metabolik sendrom tani kriterleri (American Hearth
Association, 2002)

Risk Faktorleri Degerler

Hipertansiyon tedavisi veya

Hipertansiyon kan basinci >130/85 mmHg veya
antihipertansif ila¢ kullanimi
>
Dislipidemi TG >150 mg/dL ve/veya

HDL erkeklerde < 40mg/dL, kadinlarda <50 mg/dL

Bel ¢evresi;

Obezite erkeklerde >102 c¢m, kadinlarda >88 cm

Glukoz Aclik kan glukozu > 110mg/dL

IDF tarafindan 2005 yilinin nisan ayinda Berlin’de diizenlenen “1. Uluslararasi
Metabolik Sendrom Kongresinde”, metabolik sendrom tani kriterlerine yeniden sekil
verildi. Buna gore; bel c¢evresinin erkeklerde 94 cm, kadinlarda 80 cm’den fazla
bulunmasina ek olarak asagida belirtilen 4 faktorden ikisinin varlig tan1 koymak i¢in
yeterli kabul edildi. TG diizeyinin 150 mg/dL’dan fazla olusu veya bunu saglamak
i¢in bir ilag kullaniliyor olmasi. HDL-kolesterol diizeyinin erkeklerde <40 mg/dL,
kadinlarda <50 mg/dL olusu veya bunu saglamak i¢in bir ilag¢ kullaniliyor olmasidir

(Visscher ve Seidell, 2005).

Amerikan Kalp Birligi / Ulusal Kalp Akciger ve Kan Enstitiisii (NHLBI) ne gore
metabolik sendrom tanisi i¢in belirtilen kriterlerden 3 ya da daha fazlasi
gerekmektedir (Wen-Ya Ma ve ark, 2009).
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Tablo 3 - NHLBI’ya gore metabolik sendrom tani kriterleri

Risk Faktorleri Degerler

Kan basinci >130/85 mmHg veya

Hipertansiyon o i
P y antihipertansif ila¢ kullanimi

TG >150 mg/dL ve/veya

Dislipidemi HDL erkeklerde < 40mg/dL,
kadinlarda <50 mg/dL

Abdominal Bel ¢evresi;

Obezite erkeklerde >90 c¢m, kadinlarda >80 cm

Glukoz Aglik kan glukozu > 100mg/dL

2.1.3 Etiyolojisi

Metabolik sendromun patofizyolojisini aydinlatan tek bir genetik veya cevresel
faktor tanimlanamamustir. Etiyolojisi temel olarak ii¢ kisimda incelenebilir; insiilin
direnci ve glukoz metabolizma bozukluklari; obezite, adipoz doku ve lipid
metabolizmasi ile ilgili bozukluklar; diger bagimsiz faktorler (vaskiiler, hepatik ve

immiinolojik kokenli molekiiller gibi) (Sendur ve Giiven, 2011).

Genetik yatkinlik s6z konusu olsa da, modern ¢agin getirdigi sedanter yasam,
asirt ve dengesiz beslenme sendromun goriilme riskini arttirmaktadir. Metabolik
sendromun insiilin direnciyle iliskili oldugu one siiriilmektedir. Genetik olarak
insiilin direncine yatkinligi bulunan kisilerde fiziksel inaktivite ve yiiksek kalorili

beslenme insiilin direncini gliglendirmektedir (Sendur ve Giiven, 2011).

Metabolik sendromu olusturan dislipidemi, hiperglisemi, hipertansiyon ve
obezite bilesenlerinin temelinde insiilin direncinin rolii bulunmaktadir (Ozbakkaloglu
ve Demirci, 2003). Obezite, metabolik sendrom gelisiminde temel bilesen olarak

kabul edilse de, tim obezlerin insiilin direncine sahip olmadig1 gosterilmistir (Abbasi
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ve ark, 2002). insiilin direnci olan bireylerde de metabolik sendrom gelisiminin farkl
fenotiplerde oldugunun belirlenmesi genetik aktarimin arastirilmasia sebep
olmustur. Farkli etnik gruplarda yapilan ¢alismalar bunu desteklemis olup obezite ve
insiilin direncinin sik goriildiigii bir poptilasyon olan Pima yerlilerinde; Tip 1l diyabet
siklig1 artmisken, hiperlipidemi ya da hipertansiyon prevalansinin yiliksek olmamasi

bu duruma 6rnek olarak verilebilir (Isildak, 2004).

2.2. Metabolik Sendrom Bilesenleri

2.2.1 insiilin direnci

Insiilin pankreasin langerhans adaciklarinin beta-hiicreleri tarafindan iiretilen
polipeptit yapida bir hormon olup birbirine disiilfid kopriileri ile bagli olan iki
polipeptid zincirinden olusur. Aktif formu 21 amino asit i¢eren bir A zinciri ile 30
amino asit igeren bir B zinciri ihtiva eder. Insiilin sekresyonunu uyaran en énemli
maddeler glukoz, glukagon, amino asitler (en giiglii arginin), gastrointestinal
hormonlar, Kkortizol, biiyiime hormonu, 0strojen, progesteron, [-adrenerjik
agonistlerdir (Champe ve ark, 2007; Onat ve ark, 2006).

Insiilin, hiperglisemiye yamit verilebilmesi amaciyla pankreasta sentezlenip
salinir ve glukozun farkli dokularca kullanimini tetikler. Glukozu kan dolagimindan
alan ana dokular iskelet kaslar1, yag dokusu ve karacigerdir. Insiilin, iskelet kaslar1 ve
yag dokusunda glukozdan glikojen sentezini indiiklerken, glikojenolizisi inhibe eder.
Karacigerde ise fazla glukozun kan dolasimina akin etmesini engellemek amaciyla
hepatik glukoneogenezisi durdurur. Insiilin adipoz dokularda lipolizi inhibe ederken,
glukoz alimimi uyarir. Bu da insiilinin metabolik etkilerinin anabolik oldugunu
gostermektedir (Reaven GM, 2001; Flakoll ve ark, 2004).

Insiilin direnci; insiilinin kendisine duyarli dokulardaki karbohidrat, yag ve
protein metabolizmasinin diizenlenme yeteneginin bozulmasidir. Bagka bir ifade ile

insiilin direnci, endojen veya ekzojen insiiline kars1 biyolojik yanitin olusmamasidir.

12



Saglikli popiilasyonun % 25’inde, bozulmus glukoz toleransinin % 60’inda ve Tip 11
diyabeti olan kisilerin ise % 60-75’inde insiilin direnci goriiliir. Insiilin direncinde
hedef dokular insiiline yanit veremeyerek hiperglisemiye ve pankreatik beta
hiicrelerinden daha fazla instilinin salinmasina sebep olurlar. Bu direng normoglisemi
seviyesine erisebilmek icin hiperinsiilinemiyle karsilanmaya calisilir. Insiilin
direncinin genelde hiperinsiilinemiyle seyretmesi beklenir, fakat her zaman
hiperglisemiyle birliktegi s6z konusu degildir. Hiperglisemi, insiilin direncinin ileri

evresinde goriilmektedir (Arslan ve ark, 2009, Bolu ve Taspinar, 2006).

Insiilin direncine neden olan mekanizmalar dort kisimda ele alinabilir; pre-
reseptor nedenler (anormal insiilin ve insiilin antikorlari, kan akim bozuklugu),
reseptore ait nedenler (azalmis reseptor sayisi ve affinitesi), post-reseptor nedenler
(anormal sinyal iletimi ve fosforilasyonu) ve glukoz transport proteini tip 4 (GLUT-
4)’lin azalmasidir (Reaven ve ark, 1989).

Genetik faktorler, obezite, fetal malniitrisyon, hareketsizlik, yasam sekli ve
yaslanma gibi pek ¢ok faktoriin ¢esitli mekanizmalarla insiilin direnci ve bununla

iliskili klinik tablolara zemin hazirladigi kabul edilmektedir (Reaven ve ark, 1989).

Yapilan ¢aligmalarda fruktoz diyeti ile obezite olusturulmus sican modellerinin
tamaminda insiilin direncinin gelistigi tespit edilmistir. Bu siganlarda ayrica
hipertansiyon, hiperinsiilinemi, glukoz intoleransi, hipertrigliseridemi ve plazma
serbest yag asidi artis1 goriilmiistiir (Steppan ve ark, 2001; Shuldiner ve ark, 2001).
Obezite ile insiilin direnci arasinda yiiksek bir korelasyon s6z konusudur. Obez bir
kiside insiilin direnci gelismisse kesinlikle ¢ok faktorlii, birden fazla geni ilgilendiren

bir hastalik s6z konusudur (Steppan ve Lazar, 2002).

Abdominal obezite ile birlikte gelisen adipoz dokudan salinan yag asitlerinin de
dolagimdaki miktar1 artmaktadir. Artan bu yag asitleri kasin insiilin duyarliligini

azaltarak kasa glukoz alinimi engeller. Kandaki fazla glukoz miktar1 pankreastan
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insiilin salintmin1  artirir. insiilin lipogenik bir hormondur. FFA karacigerde glukoz
tiretimini, TG ve diisiik yogunluklu lipoprotein kolesteroliiniin (LDL-C) sentezini
artirtr. Adipoz dokudaki hormon duyarli lipazi azaltir. Ancak insiilin direnci
oldugunda insiilinin antilipolitik etkisi engellenir. Bir yandan plazma lipoprotein
lipaz (LPL) aktivitesi azalip plazma TG’leri artarken, bir yandan da karacigerde LPL
aktivitesinin artmasi nedeniyle yiiksek dansiteli lipoprotein kolesteroliiniin (HDL-C)

yikimi hizlanir (Aganovi¢ ve Dusek, 2005).

Insiilin direncinin metabolik sendroma eslik eden protrombotik durumla da
iligkilidir. Hiperinsiilinemi, karacigerde fibrinojen ve plazminojen aktivator
inhibitori 1 (PAI-1) yapimini indiiklemektedir; bu iki yolla da aterogeneze etkisi

olan protrombotik durumu ortaya ¢ikarmaktadir (Haffner ve ark, 1999).

Insiilin direncini belirlemek igin klinikte en sik kullanilan yontem HOMA

(homeostasis model assesment) formiiliidiir.

HOMA = aclik insiilini (uU/ml) x aglik plazma glukozu (mg/dL) / 405

Saglikli bireylerde HOMA degeri 2,7 den diisiik olarak bildirilmektedir. 2,7 nin
tizeri ise degisik derecelerde insiilin direncini yansitmaktadir (American Diab. AsS.

2004; Arslan M ve ark, 2009).

2.2.2 Obezite

WHO obeziteyi, viicut kompozisyonunda insan sagligini olumsuz etkileyecek
diizeyde yag miktar1 artist olarak tanimlamistir. Viicut agirliginin kisinin boy
dlgiisiiniin karesine boliinmesi ile elde edilen viicut kitle indeksi (VKI) viicut yag
iceriginin 6nemli bir gostergesidir. Klinik agidan VKi 25-29,9 kg/m? arasinda olanlar

fazla kilolu, 30 kg/m? iizerinde olanlar obez, 40 kg/m? iizerinde olan ise morbid obez
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kabul edilir (http://www.who.int/gho/ncd/risk_factors/bmi_text/en/, Erisim tarihi: 11

Kasim 2014). Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK)’nun yaptig1 arastirmada ise VKI
degerleri incelendiginde; 15 ve {izeri yastaki niifusun %17,2’si obez, %34,8’i fazla
kilolu, %44,2’si normal kilolu, %3,9’u ise diisiik kilolu oldugu tespit edilmistir.
Cinsiyetler aras1 farka bakildiginda ise, kadinlarin %20,9 unun obez ve %30,4’{iniin
fazla kilolu oldugu goriilmektedir. Erkeklerde ise bu oranlarin sirasiyla, %13,7 ve
%39,0 oldugu tespit edilmistir (http://www.tuik.gov.tr/PreHaberBultenleri.do?id=13490,
Erisim tarihi: 05 Mayis 2014)

Metabolik sendromu olusturan etmenlerin ortaya ¢ikmasinda viicut yag
miktarina kiyasla abdominal yag miktarinin daha etkili oldugu kabul edilmektedir.
NCEP-ATP III kilavuzuna gore bel gevresi Olgiimiiniin erkeklerde >102 cm,
kadinlarda >88 cm olmasi abdominal obeziteyi tanimlamaktadir (Grundy ve ark,
2005).

Abdominal obezite insiilin direncinin en Onemli gostergesidir. Bu sebeple
Tiirkiye Endokrinoloji Metabolizma Dernegi her obez hastanin metabolik sendrom
acisindan taranmasini ve visseral yaglanma gdstergesi olarak VKI yerine bel cevresi
Olgtimiinii kullanilmasin1 6nermektedir (Arslan M ve ark, 2009). Bel ¢evresi insiilin
direncinin kesin bir gostergesi olmasa da insiilin direncinin varligi ve derecesi ile
iligkili onemli dlgiittiir. Ancak obez hastalarin tiimiinde insiilin direnci gériilmedigi
gibi normal kilolu kisilerde de insiilin direnci gelisebilmektedir (Ferrannini ve ark,
1997).

Obez veya fazla kilolu bireylerde insiilin direncinin artmasindan bu yana
obezite, metabolik sendrom tanisinda ilk kriter olarak kabul edilmistir (Shin ve ark,
2006; II’yasova ve ark, 2005). Bunun tizerine ATP Il ve WHO tarafindan yeni bir
Oneri getirilmis ve fazla adipositlerin insiilin direnci ile olan iligkisine vurgu
yapmistir. Yine ATP III ve WHO tarafindan 6nerilen diger degiskenler obezitenin
insiilin direncinin bir sonucu olmadigini gostermistir. Bu ylizden, fazla kilolu ve veya

hareketsiz olan bir birey, insiilin direnci gelisimi i¢in daha yiiksek risk tasirken;
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insiilin direnci, bir bireyi asir1 sisman veya hareketsiz olmasina sebep olmamaktadir.

(Shin ve ark, 2006; II’yasova ve ark, 2005; Boyne ve ark, 2007).

Obezite giiniimiizde gelismis toplumlarda epidemi olarak kabul edilmektedir.
metabolik sendromun diger bilesenleri olan hiperglisemi, dislipidemi ve
hipertansiyon da obezitenin en Onemli sonuclaridir. Diyabet, kardiyovaskiiler ve
serebrovaskiiler olaylarin gelisimindeki artma, obezite insidansinin artmasina

baglanmaktadir (Ryan ve ark, 2008).

Yapilan c¢aligmalarda insiilin direnci ile visseral obezite arasinda negatif bir
korelasyon oldugu saptanmistir. Visseral yag dokusu subkutan dokuya gore insiilinin
etkilerine daha direngli bulunmustur. Lipoliz, visseral dokuda diger yag depolarina
gore daha belirgin olup visseral yag doku hiicreleri insiilinin lipolizi baskilayici
etkisine kars1 daha az duyarhidir. Yag dokudan saliman FFA direkt olarak insiilin
sinyal yolagin1 baskilamaktadir. Bunun yani sira visseral yag dokusu dogrudan portal
dolasimla baglantilidir. Vena porta yoluyla karacigere ulasan fazla miktardaki FFA
karacigerdeki bazi metabolik yolaklari etkileyerek insiilin direnci gelisimine neden
olmaktadir. Insiilin klirensini azaltarak hiperinsiilinemiye, hepatik glukoz sentezini
arttirarak glukoz intoleransina ve VLDL-apolipoprotein sekresyonunu arttirarak

hipertrigliseridemi gelismesine sebep olur (Goldstein ve ark, 2002; Després, 2008).

2.2.3 Aterojenik dislipidemi

Metabolik sendromlu hastalarda goriilen dislipidemi tablosu viseral obezite ve
insiilin direncinin birlikteligi ile gelismektedir. Lipid tablosundaki bu degisiklik HDL
diisiikligii ve VLDL yiksekligi ile karakterizedir. LDL, siklikla normal
seviyelerdedir ancak apolipoprotein-B partikiilleri artmistir. Bunun sebebi de daha
kolay okside olan ve dolayisiyla daha fazla aterojenik 6zellik tasiyan kiiclik ve yogun

LDL alt grubunun artigidir (Brunzell ve Hokanson, 1999).
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Insiilin direnci varliginda lipoprotein lipaz enzimi baskilanamadigindan
adipositler tarafindan dolasima salinan FFA miktarinda artig olur. Dolayisiyla daha
fazla FFA karacigere ve kaslara tasinir. Bir yandan da insiilin direnciyle karacigerde
lipoliz aktive olur. Artmis plazma glukoz konsantrasyonu glikoliz yolag: lizerinden
gliserol olusumu yoniinde ilerleyerek hepatik TG sentezini arttirir. Tim bu
degisiklikler karacigerde VLDL trigliseridi artisina neden olur (Paul, 2009).

Kolesterol ester transfer proteini (CETP) varliginda VLDL-C ile HDL-C ve
LDL-C arasinda TG ve kolesterol ester transferi gergeklesir. Olusan TG’den zengin
HDL partikiilleri hepatik lipaz tarafindan hidrolize ugrar ve diizeyleri azalir. LDL-C
partikiillerinin tagidigi TG’ler de daha ileri lipolize ugrayarak kiiciik ve yogun LDL-
C partikiillerinin olusmasina yol agar. Kolayca okside olabilme ve damar
endotelinden gegebilme o6zelliginde olan bu kiigiik ve yogun LDL partikiillerinin
miktarindaki artis kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in bagimsiz bir risk faktoridiir

(Kendall ve Harmel, 2002; Fonseca, 2005).

Obez bireylerde hepatik lipaz aktivitesi artmis olup HDL’deki fosfolipidleri
yikarak HDL’nin ¢apmi kiiciiltiir ve 6zellikle HDL’nin antiaterojenik etkilerine

katkida bulunan HDL; diizeylerini azaltir (Carr ve Brunzell, 2004)

2.2.4 Hipertansiyon

Erigkinlerde goriilen ortalama sistolik/diyastolik basing 120/80 mmHg dir.
Yiiksek tansiyonda sistolik basing 140 mmHg, diyastolik basing 90 mmHg {istiine
cikar. Her yasta goriilebilmesine karsin ozellikle 40 yasindan sonra fazla kilolu

bireylerde daha sik goriiliir (British Hypertension Society).

Hipertansiyon siklikla dislipidemi, glukoz intoleransi ve abdominal obezite ile

birliktedir. Bu nedenle de metabolik sendromlu hastalarin yaklasik 1/3” {inde
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hipertansiyon goriilmektedir (Tordjman, 2001). Yapilan g¢alismalarda hipertansif
hastalarin yaklasik %55°inin obez ve morbid obezlerin yaklasik % 55’inin hipertansif
oldugu goézlenmistir (Sharma ve ark, 1999). Kisilerin sahip olduklar1 her 10 kg
fazlalik sistolik kan basincin1 3 mmHg, diastolik kan basincini 2,3 mmHg arttirir. Bu
durum koroner kalp hastaligin1 %12, felg riskini %24 oraninda arttirir. Hipertansiyon
patofizyolojisinde obezitenin direkt etkileri de bulunmaktadir (Bas ve Kiziltan,
2011).

Metabolik sendromda hipertansiyon gelisimini agiklayan pek ¢ok mekanizma
bulunmaktadir. Sempatik sinir sistemi aktivasyonu, renin-anjiotensin sistemi
aktivitesinin stimiile edilmesi, bobreklerde sodyum ve suyun reabsorbsuyonunun
artig1 ve bununla birlikte gelisen ekstraselliiler voliim ekspansiyonu, Na+/K+-ATPaz
fonksiyonunun azalmasi, Na+/H+ pompasmin etkinliginin artis1, oksidatif stres,
endotel disfonksiyonu ve inflamatuvar mediatérlerin  salinimi hipertansiyonu
arttirmaktadir (Timar ve ark, 2000; Yanai ve ark, 2008).

2.2.5 Hiperkoagiilobilite

Metabolik sendromun bir diger komponenti de hiperkoagiilabilitedir. Pihtilasma
faktorlerinin (doku faktorii, Faktor VII, Faktor VIII, von-Willebrand Faktor ve
fibrinojen) diizeylerinin arttig1 ve fibrinolitik sistemin (artmis PAI-1 ve azalmis doku
plazminojen aktivatorii aktivitesi) inhibe edildigi bu siireg, metabolik sendromda

kardiyovaskiiler hastalik riskini arttirmaktadir (Nieuwdorp ve ark, 2005).

Endotel disfonksiyonu ile dislipidemi varliginda trombosit agregasyonu
tetiklenerek hem arteriyel hem de vendz sistemde trombotik olay gelisme riski daha
da artmaktadir. Protrombotik siirecin baslangici, abdominal obeziteyi izleyen
bozulmus adiposit fonksiyonlari, artan inflamatuvar aktivite ve trombin {iiretimi ile

olmaktadir (Deedwania, 2003).
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2.3. Metabolik Sendrom ve Oksidatif Stres liskisi

Serbest oksijen radikalleri (ROS), oksijenin belirli kosullarda kismen
indirgenmesi sonucu olusan, dig orbitalinde paylasilmamis bir elektron tasiyan, ¢ok
kisa omiirlii ve gliglii oksidan nitelikli metabolitlerdir. Bu reaktif molekiiller lipid,
protein ve niikleik asitler gibi biyolojik molekiiller ile reaksiyona girerek onlardan
elektron alip kararli hale gelirler, ancak biyolojik yapilara da hasar verirler. ROS,
maruz kalinan miktar ve siireye bagli olarak hiicre fonksiyonlarmi bozar. Hem
metabolizma sirasinda siirekli olusurlar, hem de radyasyon, ilaglar ve zararh
kimyasallar gibi gesitli dig etkenlerin etkisi sonucunda ortaya c¢ikabilirler (Uysal,
2010; Lee ve Blair, 2001)

ROS’un olusturdugu hasarlar organizmada antioksidan denilen tamir sistemleri
tarafindan Onlenmeye calisilir. Eger bu mekanizmalar yetersiz kalirsa, oksidatif
stresin zararli etkileri ortaya ¢ikar. Oksidatif stres, ROS’un konsantrasyonu ile
viicudun antioksidatif savunma mekanizmalarinin konsantrasyonu arasindaki
dengesizligi gostermekte kullanilan bir terimdir. Bu dengesizlik birgok patolojik
durumda 6nemli rol oynamaktadir (Nakazawa ve ark, 2000; Palmieri ve Shlendorio,
2006)

Biiyiiyen adipoz dokuda artmis oksidatif stres metabolik sendromun obezite ile
iligkili en 6nemli patojenik mekanizmasini olusturmaktadir. Obezitede birikmis
yagdan periferal kana ROS salinim1 artmakta ve artmig ROS sistemik oksidatif stresi
indiiklemektedir. Bu yolla adipoz dokuda ve iskelet kasinda insiilin direnci
olusturmaktadir. Sistemik oksidatif stres VKI ile orantili olarak artmaktadir
(Furukawa ve ark, 2004).

Oksidatif stres, pankreas B-hiicrelerinden insiilin salgilanmasini ve hiicre igine
glukoz alinimini bozar. Hipertansiyon ve ateroskleroz damar duvarinin artmis

oksidatif stres ile etkilenmesinden kaynaklanmaktadir (Keaney JF, 2003).
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Literatiirde metabolik sendromda oksidatif stresin arttigin1 gosteren gesitli klinik
ve deneysel ¢alismalar mevcuttur (Simdo ve ark, 2011; Karamouzis ve ark, 2011;
Rault-Nania ve ark, 2008; Reddy ve ark, 2009). Baz1 arastirmacilar yiiksek oranda
fruktozlu yemle beslenen siganlarin serum ve karacigerlerinde malondialdehit
(MDA), lipid hidroperoksit (LOOH) diizeylerinin arttigini, GSH, E vitamini ve C
vitamini diizeyleri ile SOD, CAT, glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon
rediiktaz (GSH-R) ve glutatyon-S-transferaz (GST) aktivitelerinin azaldigini
bulmuslardir (Kannappan ve ark, 2010; Reddy ve ark, 2009).

2.4. Egzersizin Metabolik Sendrom Uzerine EtKkisi

Hareketsiz yasam bigimi ve beraberinde gelen obezite; diyabet gelisimi ve
diyabetle iliskili tiim koplikasyonlar i¢in bagimsiz bir risk faktoriidiir (Wei ve ark,
2000). Sedanter yagsam sekli ve obezitenin giderek yayginlagmasi, orta ve ileri yasg
hastalig1 olarak bilinen diyabetin genglerde hatta ¢ocuklarda dahi goriilme sikligini
arttrrmustir. (Wei ve ark, 2000; Mokdad ve ark, 2000).

Yapilan caligmalara bakildiginda, fiziksel aktivitenin metabolik sendromun
olusumunu engelleme ve olusmasi halinde tedavisinde etkili oldugu goriilmektedir.
Diizenli egzersiz, yag profilini, diyabeti ve obeziteyi kontrol altina almay1 saglarken
aerobik diizeyde fiziksel aktivite de, kan basincini diigiirmeye yardim etmektedir
(Bertrais ve ark, 2005).

Fiziksel aktivite yasam tarzi degisiklikleri igerisinde, insiilin direncinin
onlenmesinde en 6nemli faktordiir. Diyabetik bireylerde yag asidi metabolizmasinin
bozulmasiyla dolasimdaki FFA ve iskelet kasinda yag birikimi artar. Yag asidi
oksidasyon hizi azalir. Egzersiz hiicre diizeyinde yag asidi oksidasyon hizini
arttirarak insiilin direncini azaltmakta ve kasa glukoz girisini hizlandirmaktadir.
Klinik agidan diizenli acrobik egzersizin diyabetik hastalarda kardiyak performans ve

rezervi arttirir, kardiyovaskiiler komplikasyonlarin sikligint azaltir, otonom
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regililasyonu iyilestirir, diyabetik kardiyomyopati gelisimini engeller. Kan sekerini
diistirerek, HbAlc diizeylerinde anlamli azalma sagladigi, VLDL ve LDL-C
diizeylerini diisiiriip, HDL-C seviyelerini artirdigi, baroreseptdr duyarliliginm
arttirdig1, kan basmcini disiirdiigti, kardiyovaskiiler ve genel mortalitede azalma
sagladig1 goriilmiistiir. Ayrica viseral yag dokusunu azalttigi ve yagsiz viicut Kitlesini
azaltmaksizin viicut agirlign azaltarak kilo kontrolii sagladigi, otonom sinir
sisteminde semptatik-parasempatik dengeyi parasempatik tonus lehine arttirdigi,
inflamasyonu baskiladig1 ve fibrinolitik sistem tizerine olumlu etkileri oldugu, ruhsal
durumu diizenledigi ve hastaliga bagli depresyonu engelledigi gosterilmistir (Tosun,

2003; Johnson ve ark, 2007; Steppel ve Horton; 2008).

Kilo verme ve egzersiz kombinasyonu metabolik sendrom tedavisinde olumlu
yonde en iyi etkiyi olusturmaktadir. Metabolik sendromu olan bireyler i¢in yiiriime,
bisiklet siirme, yiizme gibi biiyilk kaslarin kullanildigi aerobik egzersizler
onerilmektedir (Johnson ve ark, 2007). Diizenli egzersiz antioksidan savunmalari

gliclendirir ve akut egzersiz sonrasi istirahat aninda oksidatif stresi azaltabilir (Kim

ve ark, 1996).

Egzersiz akut olarak uygulanilirsa oksidatif hasari baglatabilir ama diizenli
egzersiz antioksidan savunmayi artirir ve bazi hayvan c¢alismalarinda egzersiz lipid
peroksidasyonu dahi azaltmistir. Egzersiz diyabet icin iyi bir tedavi edici

uygulamadir (Laaksonen ve ark, 2000).

2.5. Kalori Kisitlamasinin Metabolik Sendrom Uzerine Etkisi

Esansiyel besin alimi1 devam ederken, alinan kalorinin miktar olarak azaltilmasi
yani yetersiz beslenmeye ve organizmanin ihtiyact olan besinlerin eksikligine sebep
olmadan diyetin azaltilmasi islemine kalori kisitlamasi adi1 verilmektedir (Weindruch
ve ark, 2001; Akman ve ark, 2004). Diyette yapilan kisitlama ile kilo verilmesi

sonucu, obezitenin neden olacagi 6liimciil hastaliklarda %10-40 arasinda azalmalar
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goriilebilmektedir. Gida kisitlamasi ya da kalori kisitlamasi sonucunda obez
bireylerde 6miiriiniin uzayabilecegi pek ¢ok calisma ile gosterilmistir (Williamson
ve ark, 1995; Williamson ve ark, 2000). Si¢anlarda sadece normalden %40 daha az
gida alimina izin verildiginde ortalama ve maksimum Omiir siirelerinin %25-40

oraninda arttig1 tespit edilmistir (Weindruch ve Walford, 1988).

Kalori kisitlamasinda glikoliz azalmakta, glikoneogenez ve transaminasyon
yolaklar1 hizlanmaktadir. Dolayisi ile glikolitik yol disinda diger besin maddelerinin
oksidasyonu hizlanmaktadir. Ornegin fruktoz metabolizmasinda etkili olan
fruktokinaz enziminin kalori kisitlamasi uygulanan farelerde kontrol gruplarina gore

daha aktif oldugu yapilan ¢alismada belirtilmistir (Hagopian ve ark, 2005).

Kalori kisitlamasmin enerji dongiisii, protein donglisii metabolizmalarini
ozellikle spesifik transaminazlari aktive etmesinin yani sira antioksidan enzimlerin
aktivitelerini artirarak ROS’un sebep oldugu protein oksidasyonu, DNA oksidasyonu
ve LPO gibi oksidan hasarlari minimuma indirdigi, hiicresel yaslanma dongiilerini
yavaslattigl; uzun siireli ve diizenli kalori kisitlama aliskanliklarinin belirtilen bu
mekanizmalar etkisi ile yasam siiresinde uzama olusturdugu kemirgen, insan ve diger
canli tiirleri ile yapilan aragtirmalarda kanitlanmistir (Xia ve ark., 1994; Kim ve ark.,
1996; Merry, 2002; Hagopian ve ark, 2003; Yu, 2005).

2.6. Karaciger

2.6.1. Karacigerin yap1 ve fonksiyonlari

Insan karacigeri, viicudun en biiyiik organ1 olup eriskinde ortalama agirlig1 1500
gram kadardir. Yapisal olarak hepatositler, biliyer kanal sistemi, vendz ve arteriyel
damar sistemi ve destek yapilardan olusur (Giizel C, 1996; Tortora ve Derrickson,
2012).
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Karaciger protein, TG, yag asidi, kolesterol ve safra asidi sentezlerinin de dahil
oldugu ¢ok genis sentez fonksiyonlaria sahiptir. Glukoz, amino asitler, FFA, diger
besinler ve Onciillerinin ¢ift yonlii akisi hepatosit membranindan gergeklesir.
Bagirsaklardan emilen pentoz ve heksozlar karacigerde viicuttaki en Onemli
karbonhidrat depolama sekli olan glikojen haline getirilip depolanir (Giizel C, 1996;
Tortora ve Derrickson, 2012).

Kan glukoz konsantrasyonu kisa siireli aclik sirasinda hepatik glikojen
yikimiyla, uzamis aglik sirasinda ise glukoneogenez ile korunmaktadir. Kan glukoz
diizeyi yiikseldiginde ise karaciger glukozu, glikojen ve TG olarak depolar (Giizel C,
1996; Tortora ve Derrickson, 2012).

Lipid metabolizmasi viicuttaki biitiin hiicrelerde kismen yiiriitiilse de, baslica
islev yeri karacigerdir. Hepatositler kolesterol sentezlerler ve kolesteroliin % 80’ini
safra tuzlarinin yapiminda kullanilir. Ayrica kolesterol tasiyan lipoproteinleri de
sentezler. Geri kalan kolesterol ve fosfolipidler ise kanla yoluyla tim hiicrelere
tasinir. Karaciger yag asidi ve TG sentezi yapar. Karbonhidrat ve proteinlerden yag
sentezi genel olark karacigerde gergeklesir ve sonra adipoz dokuya tasinarak depo
edilir. Viicut fonksiyonlar1 i¢in ihtiya¢ duyulan enerji yag asidi oksidasyonu ile biitiin
hiicrelerde gerceklesse de karaciger hiicrelerinde daha hizhidir (Giizel C, 1996;
Guyton ve Hall, 2007; Tortora ve Derrickson, 2012).

Karaciger hiicresi, kendisi igin drettigi proteinlere ek olarak albiimin,
protrombin, trombin, fibrinojen, heparin ve lipoproteinler gibi plazma proteinlerini
de sentezler. Bu proteinlerin sentezi graniiler endoplazmik retikuluma bagh
ribozomlarda gerceklesir. Diger bez hiicrelerindan farkli olarak hepatositler
proteinleri sitoplazmada depolamayip, kan dolasimina vererek endokrin bir bez
ozelligi gosterir. Karaciger tarafindan disariya salinan proteinlerin % 5°lik bir
kismin1 da Kupffer hiicreleri tiretilmektedir (Guyton AC, 1986; Mlicin ve ark, 1996;
Kaplan LA ve ark, 2003).
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Hepatositler amino asitlerin deaminasyonunu saglar. Boylece amino asitler lipid
veya karbonhidrata ¢evrilmede ya da ATP {iretiminde kullanilabilir hale gelirler
(Tortora ve Derrickson, 2012). Toksik yapida olan amonyak daha az toksik olan
iireye cevrilir. Ure de ter bezleri ya da bobrekler vasitasiyla viicuttan atilir (Rizzo,

2010; Tortora ve Derrickson, 2012).

Vitaminlerin tamami karacigerde depolanir ve karaciger tarafindan kullanilir. A,

D, E, K ve By, vitaminlerinin de ana deposu karacigerdir (Ratych ve Smith, 1996).

Karaciger ayni zamanda viicudun detoksifikasyon merkezidir. Karaciger
oksidasyon, rediiksiyon, metilasyon, asetilasyon, esterifikasyon ve konjugasyon gibi
islemlerle, steroid hormonlar gibi endojen, ilag ve kimyasal maddeler gibi ekzojen
bir¢ok maddeyi metabolize eder (Ratych ve Smith, 1996; Schwartz, 1999; Trauner ve
Boyer, 2003).

Retikiiloendoteliyal —sistemdeki Kupffer hiicreleri  bakterileri, omriinii
tamamlamis eritrositleri ve diger artiklari fagositoz yoluyla kandan temizlerler
(Schwartz, 1999).

2.6.2. Metabolik sendromda karaciger

Insiilinin karacigerde glukoz iiretimi iizerine direkt etkisine dair kamtlar, kas ve
yag dokuda insiilin reseptorii bloke edilen ve karacigerde normal insiilin sinyal
iletimi olan fare modellerinden elde edilmistir. Bozulmus glukoz toleransi varligina
ragmen bu modellerde diyabet gelismemis; diyabet i¢in hepatik insiilin direncinin

gerekli olduguna dikkat ¢ekilmistir (Lauro ve ark, 1998).

Insiilin direncinde, Karacigerde glukoneogenezin artis1 ve/veya baskilanmis

glikojenoliz ile beraber, karacigerin glukoz aliminda bozukluk s6z konusudur.
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Kronik hiperinsiilinemi, karacigerde insiilin reseptor substrati-2 ekspresyonunda
azalma sonucunda glukoneogenez artisina, ayn1 zamanda TG iiretimine neden olur
(Karsidag K, 2004).

Adipositler, yag asitlerini serbest birakarak karacigere ve kaslara kan dolasimi
yoluyla gecisine imkan tanir. Karacigerde bir miktarda FFA okside olmus durumda
kalir. Bir¢ogu esterleserek TG’lere doniisiir. Bu FFA ve TG’ler karaciger ile adipoz
doku arasinda tasmirlar. Bu yollarla adipoz dokuya tasinma azalip, karacigere TG

gecisi artarsa karacigerde yaglanma meydana gelir (Miranda ve ark, 2005).

Insiilin direnci karacigerde basit yag birikiminden (hepatosteatoz), transaminaz
yiiksekligi (steatohepatit), hatta siroza kadar uzanabilen bir yol izler. Obezlerin %

75’inde hepatosteatoz, % 20’sinde steatohepatit, % 2’sinde siroz goriilmektedir

(Arslan M ve ark, 2009).

2.7. Beyin

2.7.1. Beynin yap1 ve fonksiyonlar:

Kafatasi i¢inde yerlesik olarak bulunan beyin, tiim omurgali canlilarda oldugu
gibi insanda da embriyonik evrenin basinda noral tiipiin kranial kismindan
gelismektedir. Beyin bu evrede on (prosensefalon), orta (mezensefalon) ve arka
(rhombensefalon) olmak tizere 3 vezikiilden olusmustur. Post embriyonik donemde
telensefalon, diensefalon, mezensefalon, metensefalon ve miyelensefalon olmak
tizere sekonder vezikiiller olusur. Gelisimini tamamlamis bir beyin yetiskin
insanlarda 1300-1500 g agirhginda olup kafatasi ve beyin zarlart (meninks)
tarafindan korunmaktadir. Beyin ve omuriligi disardan saran ii¢ bag doku tabakasina
meninks denir. Meninkslerin en dis tabakasina dura mater, orta tabakasina araknoid
ve en i¢ tabakasina da pia mater denilir. Beynin yiizeyini genellikle 6 tabakadan
olusmus, 2-4 mm kalinhiginda olan gri cevher tabakasi olusturur. Buna korteks

serebri ad1 verilmektedir. Korteks serebri ceviz igi gibi birtakim kivrimlar ve yariklar
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icermektedir. Kivrimlarin herbirine girus, vyariklara ise sulkus veya fissiir
denilmektedir. insan beyninde 12-14 milyar sinir hiicresi olup bunun 9 milyar
kortekste yer almaktadir. Korteksin gelisimi insanda ancak 18-20 yaslarinda
tamamlanabilmektedir (Colak S, 2008).

Sinir sistemi insan viicudunun en karmasik yapisidir ve sinir hiicrelerinin
olusturdugu bir iletisim agindan kuruludur. Sinir dokusu yapisal olarak hiicreler arasi
madde igermedigi igin néronlar ve glia hiicreleri olmak tizere iki tip hiicreden olusur

(Jungueira ve Carneiro, 2006).

Noronlar sinir dokusunda asil fonksiyon goren hiicrelerdir. Uyarilari almak,
iletmek ve ilerletmek, belli hiicresel aktiviteleri baslatmak, ndrotransmitterleri ve
diger bilgi molekiillerini salgilamaktan sorumludurlar (Junqueira ve Carneiro, 2006).
Noéron bir govde (perikaryon) ve sitoplazmik uzantilardan meydana gelir. iki tip
sitoplazmik uzantist bulunur. Dendrit; ¢evreden gelen uyartiyi alan, ¢ok sayidaki kisa
uzantilardir. Dendritlerde nukleus ve golgi disinda perikaryonda bulunan tim
organeller goriilebilir. Akson ise; akson tepeciginden ¢ikan tek, uzun uzantidir.
Impulsu diger hiicrelere (ndron, kas, bez) iletir ve molekiillerin aksonal
taginmasindan sorumludur. Aksonlar bulunduklart yere gore farkli miktarda miyelin
kilifla sarihidirlar (Paker, 1990).

Noronlar sinir dokusunun esas hiicreleri olmalarina karsin, glia hiicreleri
noronlara metabolik ve mekanik destek saglayan hiicrelerdir. Beyindeki néronlardan
10 kat daha fazladirlar. Sinir dokusunun hiicreler aras1 matriksi yoktur, glia hiicreleri
noron etkinligi icin gereken uygun mikrogevreyi saglar (Snell, 2000). Santral sinir
sisteminde (SSS) dort tip noroglia vardir.

Astrositler; noroglia hiicrelerinin en biiyiikleridir. Cok sayidaki uzantilar1 nedeni
ile yildiz seklinde izlenen hiicrelerdir. Astrositler ndronlarin iyonik ve kimyasal

ortamini kontrol ederler. SSS ile kan damarlar arasinda kesintisiz bir bariyer, yani
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kan-beyin bariyerini olustururlar. Ayrica SSS hasar gordiigiinde astrositler prolifere

olarak ska-glia yamasini olustururlar.

Oligodendrositler; astrositten daha kiigtiktiir. Az sayida, az dalli uzantilar1 vardir.

SSS noronlarin miyelin kilifi yaparlar. (Junqueira ve Carneiro, 2006).

Ependim hiicreleri; SSS’deki bosluklar1 doseyen algak prizmatik silyali epitel
hiicreleridir. Ependim hiicresi tiirii olan koroidal epitel hiicreleri, koroid pleksuslarin

yiizeyini orterler. BOS tiretimi ve salgilanmasindan sorumludur (Snell, 2000).

Mikroglia; noroglial hiicrelerin en kiigiikleridir. Sinir dokusunda mononiikleer
fagositik sistem kapsamina giren fagositik hiicrelerdir ve kemik iligindeki 6nciil
hiicrelerden koken alirlar. Notral proteazlar ve oksidatif radikaller iiretip salgilayarak

inflamasyon ve onarimda gorev alirlar (Junqueira ve Carneiro, 2006).

Glukoz beyine kolaylastirilmis difiizyon yolu ile taginir. Bu tasinma glukoz
transporter proteinleri (GLUT-1) yardimci olur. Glukoz beyinde glukoz-6-fosfat’a
dontisiir. Bu reaksiyonda hekzokinaz enzimi rol alir ve aktivitesi reaksiyon triini
olan glukoz-6-fosfat ile inhibe edilir. Glukoz-6-fosfat glukoz metabolizmasinin
kavsagidir. Glikoliz, glikojenez veya pentoz monofosfat yolaklarindan birine

girebilir.

Glikojen beyinde diisiik miktarda bulunmasina ragmen 6nemli bir karbohidrat
deposudur. Glukoz-6-fosfat’in en 6nemli kismi burada glikolitik yolaga girer.
Aerobik ortamdan elektron transport zincirine kadar ilerler ve 38 ATP iiretilir.
Uretilen ATP beyinde iki énemli amag icin kullanilir; transport ve sentez islemleri.
Transport islemlerindeki en 6nemli olaylar ndronlarin impuls iletimleri ve kalsiyum

homeostazlarinin saglanmasidir. Sentaz iglemleri ise gelisen beyin i¢in dnemlidir ve
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norotransmitterleri, yapisal ve fonksiyonel proteinleri ve membran lipidlerini igerir

(Volpe, 2001).

2.7.2. Metabolik sendromda beyin

Glukozun dolasimdan serebral hiicrelere gegisi GLUT-1 araciligi ile olur ve
insiilinden bagimsizdir. GLUT-1’ler kan-beyin bariyerinde kilcal damarlara
yerlesmistir. Hipotalamus ve diger bazi 6zel beyin bolgeleri, insiiline duyarli olan
GLUT-4’leri eksprese ederler. Bunlarin harabiyeti, diyetle indiiklenen insiilin direnci

ve gida alimini arttirmistir (Shepherd ve Kahn, 1999).

Beyin oksidatif hasara karst duyarli bir organdir. Yiiksek diizeyde ROS
tiretimine, yliksek oranda oksidatif metabolizmaya ve hiicre membranlarinda yogun
PUFA bulundurmasina karsin gorece diisilk bir antioksidan savunma sistemine
sahiptir. ROS norodejeneratif siireglerde hasarin olusmasinda Kilit bir rol
oynamaktadirlar. Noral hiicreler arasinda astrositler oksidatif strese karsi daha
direnglidir. GSH diizeyinin yiiksek olusu bu dayanikliligin 6nemli bir nedenidir.
SSS’deki lipoproteinler ise birgok beyin islevini desteklemeleri agisindan ¢ok
onemlidirler. (Mates, 2000).

Beyinde demir diizeyi son derece yiiksektir ve ferritine bagli durumdadir.
Ancak; siiperoksit (027) ve askorbat, demiri hidroksil radikali (HO") olusumuna
kanalize eder. Metallerin katalizledigi Fenton veya notr pH’da yavas ilerleyen Haber-
Weiss reaksiyonlar1 sonucunda olusan HO-, beyinde LPO’ya neden olur (Halliwel ve
Gutteridge, 1999). CAT gibi enzimatik antioksidanlar da beyinde diger dokulara

oranla daha az bulunur (Sherki ve ark, 2001).

Pestisidler, yagli dokularda birikerek PUFA peroksidasyonuna neden olurlar. Bu

durum, ozellikle lipid igerigi yiiksek ve oksijen gereksinimi daimi olan sinir
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hiicrelerinde doniisiimsiiz hasarlara neden olabilir (Gupta ve ark, 1998). Noronlarda
GSH iiretme kapasitesinin diisiik olmasindan dolay1 beyinde ROS detoksifikasyonu
belirli sinirlar igerinde yapilir. Bu sebeple néronlar ROS artisindan en fazla etkilenen
hiicrelerdir (Chauhan ve ark, 2006).

Hiicre olimleri, motor noron bozukluklart ve aksonal hasarlar gibi sinirsel
dejenerasyon mekanizmalarindan ROS sorumlu tutulur (Mates, 2000). Beyin
hiicrelerinde  ROS’a  karsi dayaniklilik diisik molekiiler agirlikli tiyollerin
konsantrasyonlarina, enzim aktivitelerindeki degisimlere, NADPH
rejenerasyonundaki diizenlenmelere ve GSH sentezi onciilerinin kullanilabilirligine
baghdir. Beyinde GSH diizeyinin azalmasi, beyin hiicrelerinde ¢esitli
ksenobiyotiklere karsi duyarlihgin artmasina ve mitokondride bozukluklara neden
olabilmektedir. Azalan GSH diizeyi ve ATP miktari, sinerjistik olarak oksidatif
strese ve noron kaybina neden olmaktadir (Dringen, 2000).

2.8. Deneysel Metabolik Sendrom Olusturma Modelleri

Diyetle indiiklenen metabolik sendrom modelleri 4 ¢esittir:
Yiiksek yaglh diyetle indiiklenen metabolik sendrom;

Toplam enerjinin %30'undan fazlasinin yag oldugu diyetlerin obezite gelisimine
neden oldugu bilinmektedir. Yiiksek yagli diyetle besleme hayvanlarda insiilin
direnci, dislipidemi ve obezite olusturmak i¢in kullanilan en etkili yontemdir (Silva
ve ark, 2006; Akagiri ve ark, 2009; Hariri ve Thibault, 2010). Yiiksek yaglh diyetle
beslenen hayvanlarda metabolik sendrom ve komplikasyonlarina benzer tablolar
gelismektedir. Yiiksek yagli diyet ile beslenme sonucunda viicut agirliginda, plazma
insiilin miktarinda, plazma TG ve FFA konsantrasyonunda yiikselme, karacigerde
TG birikimi ve adiponektin miktarinda azalma gozlenir (Panchal ve Brown, 2011,
Ghibaudi, 2002; Bell ve ark, 1997). Deney hayvanlarinda metabolik sendrom
olusturmak i¢in kullanilan farkli yiiksek yagli diyet protokolleri bulunmaktadir. Bu
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diyetlerdeki enerjinin %20-60" hayvansal veya bitkisel yaglardan elde edilir (Hariri
ve Thibault, 2010).

Fruktoz ile indiiklenen metabolik sendrom:

Fruktozun diyetsel tiiketimindeki artis ile obezite insidansindaki artis paralel
olarak ilerlemektedir. Diyetsel fruktoz karacigerde fosfofruktokinaz araciligiyla lipid
metabolizmasina direkt etki etmektedir. Ayrica fruktoz; bazi sinyal faktorlerinin
regiilasyonunda bozulmalara yol agarak metabolik sendrom riskini arttirmaktadir.
Asini fruktoz tiiketiminin metabolik hormon degisimleri, inflamasyon, plazma tirik
asit diizeyine etki etmesi sebebiyle metabolik sendrom modeli olarak
kullanilmaktadir. Sprague-Dawley ve Wistar tiirii sicanlarda 2 haftada metabolik
sendrom olusturulabilmektedir (Basciano ve Federico, 2005). Fruktoz, glukoz aksine
insiilin sekresyonunu uyarmaz. Karacigerde de novo lipogenezi aktive etmesine
ragmen, leptin sekresyonunu uyarma 6zelligini kaybeder (Panchal ve Brown, 2011).
Yiiksek dozda fruktozla beslenme sicanlarda; hipertansiyon ve hiperinsiilinemiye,
hamsterlarda; insiilin direnci, hipertrigliseridemi, hepatik VLDL'nin asir1 iiretimine,
hiperglisemi ve obezite gelisimine sebep olur. Glukozun aksine kemirgenlerde asiri
fruktoz tiikketimi; inslilin direnci, hipertansiyon, bozulmus glukoz toleransi ve
dislipidemi gibi metabolik sendrom bilesenlerinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir
(Miller ve Adeli, 2008).

Siikrozla indiklenen metabolik sendrom:

Siikroz; fruktozun diyetle alinma sekli olup, siikrozla beslenme de obeziteye
neden olmaktadir. Siikroz, bozulmus glukoz toleransiyla beraber plazmada artmis
insiilin, glukoz, TG, FFA ve leptin ile si¢anlarda lipogenezi aktive eder. Yiiksek-
sikrozla beslenme si¢anlarda hepatik steatozun gelismesine yol acar (Panchal ve

Brown, 2011).
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Yiiksek karbohidrat - yiiksek yag ile indiiklenen metabolik sendrom:

Yag ve karbohidrat oranmi yiiksek bir diyet (hayvansal ya da bitkisel), insan
diyetine en yakin olanidir ve bu diyet kemirgenlerde metabolik sendrom olusumunu
tetiklemektedir. Cesitli ¢alismalarda, farkli oranlarda karbohidratlar ve yag
kombinasyonlar1 kullanilmistir. Karbohidrat olarak siikroz ve fruktoz kullanilirken,
spesifik olmayan yag tiirleri kullanilmistir. Siikkroz miktart %10-30 araliginda, yag
miktart %20-40 araliginda degismektedir. Bu diyetle beslenen kemirgenlerde yiiksek
viicut agirhg, fazla abdominal yaglanma, hiperinsiilinemi, hiperglisemi ve
hiperleptinemi gosterilmistir. Ayn1 zamanda bu ikili beslenme steatoza yol agmis ve

hepatik lipojenik enzimler arttirmistir.

Metabolik sendromu indiikklemek igin bir diger yol fruktoz ve yag
kombinasyonunun kullanildigi metoddur. Diyetteki, igme suyundaki veya her
ikisindeki fruktoz igerigi %10-60 arasinda olup, yag igerigi %20-60 arasinda
degismektedir. Fruktoz ve yag kombinasyonu, TG’lerin, kolesteroliin, FFA’larin ve
leptinin plazma konsantrasyonlarini arttirmistir. Ayni zamanda hiperinsiilinemi,
insiilin direnci, bozulmus glukoz toleransi, artmis abdominal yag depozisyonu,

hepatik steatoz ve inflamasyona yol agmistir (Panchal ve Brown, 2011).

Siganlar {izerinde yapilan bir ¢alismada, diisiik proteinli yiiksek karbonhidrat
diyetinin abdominal bolgedeki beyaz adipoz doku lipidlerinin artisinin mekanizmasi
arastirllmis ve bu yag dokusundaki artisin, gliserol fosforilasyonundaki ve
dolasimdaki lipoproteinlerden yag asidi alimindaki artistan ve aymi zamanda
norepinefrin indiiklii lipolizdeki azalmadan kaynaklandigi sonucuna varilmistir

(Santos ve ark, 2012).

Even ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada, obeziteye yatkinlik i¢in yiiksek yag
diyetinin sart olmadigi, yiiksek karbonhidrat diyetiyle de obeziteye yatkinlik
kazandirilabilecegi ve sabit viicut agirhigiyla birlikte adipoz dokuda bir artig

olabildigi gosterilmistir (Even ve ark, 2011).
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2.9. Deneysel Parametreler

2.9.1. Doku faktorii

Doku faktorii (DF), fonksiyonel reseptor gorevi goren ve Faktor VII/VIla igin
katalitik faktor gorevinde ekstraselliler domaini bulunan bir hiicre yiizey
transmembran proteinidir (Yilmaz ve ark, 2004). Tiim dokularda elde edilebilen bir
lipoprotein olan DF, aynm1 zamanda endopeptidaz ve ekzopeptidaz aktivitesine de

sahiptir. Beyin, akciger ve plasenta DF agisindan zengindir (Emekli, 2006).

Doku faktorii, koagiilasyon sisteminin en gii¢lii baslaticist olup normal kan
akiminin oldugu dolasim sisteminde ve aktive olmamis hiicrelerden salinmaz. Ancak
baz1 fizyolojik veya patolojik olaylarda endotel hiicreleri ve lokositler DF
ekspresyonu i¢in uyarilir (Yilmaz ve ark, 2004). Subendotelyal tabakada yapisal
olarak mevcut olup diiz kas hiicreleri ve fibroblastlar tarafindan da DF eksprese
edilir. Hasar olustugunda vaskiiler biitiinligiin korunmasina yardimci olur. Normal
sartlarda l10kositler DF aktivitesine sahip degildir. Damar medias1 veya kollajenine
maruz kalinca DF sentez edebilirler. Miyeloid hiicreler ve endotel hiicreler sadece
uyarildiklarinda DF ekspresyonu vyaparlar. Intravaskiiler DF inflamasyon ve

enfeksiyonun neden oldugu prokoagiilan duruma yardimeidir (Yarat A, 2007).

Doku faktorii, hemostatik fonksiyonlar1 yani sira hiicrenin biyolojik 6zelligini
direkt veya indirekt olarak etkileyen hemostatik olmayan fonksiyonlara da sahiptir.
Embriyogenez, yara iyilesmesi, inflamatuvar cevap, timor biiylimesi, metastaz ve
anjiogenezde rol oynadig1 gosterilmistir (Rickles FR, 2001; Rickles FR, 2003). DF,
lipopolisakkaritler veya endotoksin, immiin kompleksler, tiimor nekroz faktorii
(TNF), interlokin-1 (IL-1) ve anafilatoksin olan kompleman 5a (C5a) gibi cesitli
maddelerle indiiklenip eksprese edilebilir. DF nin hiicre diizeyindeki etkilerini hiicre
ici sinyaller olusturarak gosterir. Bir ¢ok biiylime faktori; proinflamatuvar
sitokinlerin, transkripsiyon faktorlerin, genlerin transkripsiyonuna ve ekspresyonuna
neden olur (Nawroth ve ark, 1986; Conway ve ark, 1989; lkeda ve ark, 1997)
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2.9.2. Glutatyon

Karacigerde sentezlenen ve birgok dokuda yiiksek diizeylerde bulunan GSH,
glutamat, sistein ve glisin amino asitlerinden olusan bir tripeptiddir. ROS ve
peroksitlerle reaksiyona girerek bu maddelerin oksidatif etkilerinden hiicreleri korur
(Frei, 1994; Akkus, 1995; Yalgin, 1998). Proteinlerdeki —SH gruplarini rediikte halde
tutarak fonksiyonel protein ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller. Hemoglobinin
oksitlenerek methemoglobine doniismesini onleyen GSH, eritrositleri, 16kositleri ve

g6z merceklerini de oksidatif strese kars1 korur (Akkus, 1995).

2.9.3. Lipid peroksidasyonu

Oksidasyonun temel hedefi hiicresel makromolekiiller olup bunlar ozellikle
lipidler, proteinler ve DNA’dir. Oksidanlar, PUFA’dan bir allilik protonu ayirarak
LPO’yu baglatabilirler (Jens, 2007).

Lipid peroksidasyonu PUFA’nin ¢ift baglarina serbest radikallerin saldirmasiyla
baslar. Metilen grubundan bir H atomonun ¢ikariimas: baslangic hizin1 belirleyen
esas adimdir. Molekiillerin yeniden diizenlenmesiyle kararli olmayan karbon radikali
daha kararli bir form olan konjuge diene dontsir. Hizli bir sekilde molekiiler
oksijenle reaksiyona girerek peroksil radikalini olusturur. Bu lipid peroksil
radikalleri de diger PUFA’lan1 etkileyerek yeni lipid radikallerinin olusturur.
Kendileri de agiga ¢ikan H atomlarmi alarak LOOH’e doniismektedir. LOOH’de
MDA ve 4-hidroksinonenal (4-HNE) gibi kisa zincirli aldehitlere pargalanirlar
(Young ve McEneny, 2001).
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(Young ve McEneny, 2001)
2.9.4. Siiperoksid dismutaz

SOD, oksijeni metabolize eden biitiin hiicrelerde bulunan ve siiperoksit
radikalinin ~ (O,")‘in  hidrojen perokside dismutasyonunu katalizleyen bir
metalloenzimdir. Bu enzim sadece O, igin spesifiktir. Enzimatik olmayan sartlarda
cok yavag olan dismutasyon tepkimesini 104 kat hizlandirarak H,O, ve O,
olusturmaktadir (Halliwell ve Gutteridge, 1999).

20" +2H 5 Hs05 + Os

SOD aktivitesi dokulara gore farklilik gostermektedir. Karacigerde kalbe gore

dort kat daha fazla aktivite gostermektedir. Memeli dokularinda SOD enzimi temelde
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hiicre i¢i Yyerlesimlidir, yaklasik %10’u hiicre disinda bulunmaktadir. SOD’un iig
formu bulunmaktadir (Halliwell ve Gutteridge, 1999).

Bakir ve ¢inko igeren (Cu-Zn SOD) dismutazlar (sitozolik SOD); enzimin aktif
bolgesinde bu elementler yer alir. Bu enzim ise hiicrelerin sitoplazmasinda bulunur.
Cinkonun stabiliteyi sagladigi, bakirin ise aktiviteden sorumlu oldugu
diistiniilmektedir. Isitmaya, proteazlara ve iire gibi ajanlarla denatiirasyona karsi
dayaniklidir. Cu-Zn SOD Kkaraciger, beyin ve testiste en yiiksek, akciger ve

pankreasta ise en diigiik konsantrasyonlarda bulunmaktadir (Fridovich, 1995).

Manganez igeren (Mn-SOD) dismutazlar (mitokondrial SOD); mitokondri
matriksinde bulunan Mn-SOD birbirinin ayni olan iki alt birimden olusur ve her alt
birim basina birer atom mangan baglidir. Mitokondri elektron tagima zincirindeki
kagak sonucu ve mitokondrial enzimler tarafindan olusturulan O," radikalini
uzaklastirir. Is1 veya kimyasallarla denatiirasyona karsi Cu-Zn SOD’a gore daha

hassastir (Fridovich, 1995).

Demir igeren dismutazlar (Fe-SOD); aktif bolgesinde demir iyonu tagimaktadir.
Hiicre sitoplazmasina yerlesmistir ve iki protein alt tinitesi vardir. Yapisal olarak
Mn-SOD*a biiyiik benzerlik gostermesine ragmen her iki enzim de aktif bolgelerinde
kendi metal iyonlar1 oldugu zaman calisabilmektedir. Mn-SOD enziminin endojen
O, " radikallerine karsi, Fe-SOD enziminin ise eksojen radikallere kars1 koruyucu etki
gosterdigi bilinmektedir. Fe-SOD bitkilerde ve bazi bakteri tiirlerinde bulunmasina

ragmen insanlarda bulunmaz (Fridovich, 1995).

SOD aktivitesi doku oksijenlenmesine duyarli olan biyosentez araciligi ile
diizenlenmektedir. pO, veya hiicre i¢i oksijen derisimindeki artis SOD biyosentezini
hizlandirmaktadir (Fridovich, 1995).
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2.9.5. Katalaz

CAT, peroksidazlar grubunun bir iiyesidir. Aktif bolgesinde hem grubu
tasimaktadir. H;O, ‘in ortadan Kkaldirilmasini katalizlemektedir (Halliwell ve
Gutteridge, 1999; Vatassery, 1998).

EHQOE G .2 Hgo +C‘2

Katalaz; diisiik hizlarda H,O,’nin olustugu durumlarda peroksidatif tepkimeyle,
H,0; olusum hizinin yiiksek oldugu durumlarda ise katalitik tepkimeyle H,O,’i suya
dontistiirerek metabolize eder (Halliwell ve Gutteridge, 1999; Vatassery, 1998).

Aerobik hiicrelerin ¢ogu, bazi bakteriler, helmintler, mavi-yesil algler katalaz
aktivitesi icermektedir. Hayvanlarda tiim organlarda, 6zellikle karacigerde yogun
olarak bulunmaktadir. Beyin, kalp ve iskelet kasindaki seviyeleri daha diisiiktiir

(Halliwell ve Gutteridge, 1999; Vatassery, 1998).

2.9.6. Glutatyon -S- transferaz

Toksik metabolitlerle  GSH’in  konjugasyonunu katalizleyen GST toksik
metabolitlerin detoksifikasyonu saglar (Van ve ark, 2001). Detoksifikasyonun yani
sira hiicre i¢i baglayict ve tasiyict gorevleri de vardir. Oksidasyon-rediiksiyon
reaksiyonlarinda, hiicre zarindan amino asitlerin taginmasinda rol oynar. Basta
arasidonik asit ve lineolik asit hidroperoksitleri olmak iizere lipid peroksitlerine karsi
bir savunma mekanizmas1 olarak c¢alisir. Katalitik olarak yabanci maddeleri
GSH’taki —SH grubu ile baglayarak nétiirler ve onlart suda ¢oziinlir hale getirir
(Akkus, 1995).

36



2.9.7. Alkalen fosfataz

Alkalen fosfataz (ALP) grubu enzimler, alkali pH da maksimum aktivite
gosteren, fosfat monoesterlerinden inorganik fosfat (Pi) ayrilmasinmi katalize eden ve
her bir monomerinin aktif merkezinde iki Zn*? ve bir Mg*? iyonu bulunduran dimerik
metaloproteinlerdir. Zn*? iyonu enzimin prostetik grubunu meydana getirir. Katalitik
aktivite i¢in esastir ve substrat baglanmasinda rol alir (Harris, 1990; Coleman, 1992;
Murphy ve ark, 1993).

Memeli tiirlerinin biiyiik ¢ogunlugunun doku, kan ve sekresyonlarinda ALP
varligi tespit edilmistir. En yiliksek aktivitenin gorildiigii dokular aktif tasimanin
oldugu bagirsak epiteli, bobrek proksimal tiibiilleri, karaciger ve plasentadir.
ALP’nin en fazla hiicre membraninda, daha az oranda nukleus ve golgi aparatinda
yer aldigi bilinmektedir (Moss, 1992; Fishman,1974; Sandborn, 1969; Fishman,
1990).

ALP’lerde  kismen genetik faktorler kismen de posttranslasyonal
modifikasyonlar sebebiyle dolasimda cesitli izoenzim formlar1 bulunur. Insan ALP
izoenzimleri glikoprotein yapidadir ve protein kisimlari farkli genler tarafindan

kodlanmaktadir (Harris, 1990; Anderson ve Cockayne, 1993).

Hepatik ALP, hepatositlerin siniisoidal membranlarinda, safra kanallarinin
mikrovilluslarinda, vena portal ve vena santralisin endotel hiicrelerinde yer alir.
Karaciger izoenzimi iki tiptir. Biri hepatositlerden salinan yavas tip, digeri plazma
membranindan koken alan yiiksek molekiiler agirlikli ve daha hizli ¢alisan tiptir.

Enzimin bu formuna fast liver veya biliyer ALP adi verilir (De Broe ve ark, 1985)

37



2.9.8. Siyalik asit

Siyalik asit (SA), noraminik asitin N- ve O- acil tiirevleri olup hem
glikoproteinlerin hem de gangliyozidlerin yapilarinda bulunur. No6raminik asit,
mannozamin ve piriivattan tiireyen dokuz karbonlu bir sekerdir (Murray ve ark,
1996). SA, glikoprotein ve glikolipidlerin oligosakkarid zincirlerinin indirgenmemis
ucundaki terminal karbonhidrat kalintilarini olusturur. Insan dokularinda bilinen en
onemli formu ise N-asetilndraminik asit (NANA)’tir. Diger SA’lar pek ¢ok farkli
komponentler icermektedirler (Dadiik, 2006).

En fazla hiicre zarlarinda bulunan SA, fizyolojik pH da negatif yiikli olup
pozitif yiikli partikiillerin baglanmasint saglanin yani sira hiicre yiizeyinde itici giig
olusturarak agregasyonu da onler. Yiizey reseptorlerinin yapisinda, glikoprotein ve
glikolipidlerde antijenik bdlge olarak bulunan SA’in bir diger fonksiyonu biyolojik
maskelemedir (Uslu, 2002). SA, antijenik bir belirte¢ olarak islev goriir. Kan grubu
molekiilleri, hormonlar, sitokinler gibi hiicre i¢i molekiillerin reseptorleri igin
zorunlu bir bilesiktir. Virtsler, toksinler, bakteri ve protozoa gibi patojenik ajanlar da
SA igeren reseptorler yolu ile konakg1 hiicreye tutunma saglar (Schauer ve Traving,
1998). Membrandan madde transportunun kontroliine katkida bulunurlar. Glomeriiler
bazal membranin gegirgenligini kontrol eder ve kan glikoproteinlerinin
stabilizasyonunu ve fonksiyonlarini etkiler (Ponni6é ve ark, 1999). SA’nin biiyiik
kismi akut inflamatuvar reaksiyonlarda artan akut faz proteinleri olarak bilinen

proteinlere baglidir ve akut faz reaktan olarak gorev almaktadir (Dadiik, 2006).

Ayrica kronik karaciger hastaliklarinda serumda SA’nin yiikseldigi gorilmistiir
(Crook ve ark, 1997).
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2.9.9. Heksozamin

Glukozamin (2-amino-2-deoksialfa-D-glukoz) mukopolisakkarit (Horton ve
Wander, 1980) ve kitinin gerekli bir bilesini olan bir aminosakkarid olup,
kondrositlerin sentezledigi proteoglikanlarin ve glukozaminoglikanlarin yapiminda

kullanilir (Andrew ve ark, 2001; Kazakgioglu, 2009; Beaumont ve Rovari, 2006).

Glukozamin hemen hemen tiim insan dokularinda bulunur ama en yiiksek
diizeyleri karaciger, bobrek ve kikirdakta mevcuttur (Chen-ti ve ark, 2004).
Glikoproteinler, glikolipitler, glukozaminoglikanlar, hyaluronat ve proteoglikanlar
gibi eklem yapist ve fonksiyonu ile ilgili bilesikler de dahil olmak iizere cesitli
molekiillerin sentezi i¢in gerekli temel yapitasi glukozamindir (Chen-ti ve ark, 2004;
Kelly, 1998). Glukozamin, hiicreleri bir arada tutan interstisyel yapisal molekiil
olarak hiicre membraninin ve hiicre yiizey proteinlerinin 6nemli bir bilesenidir.
Direkt veya dolayl olarak, solunum, sindirim ve iiriner sistem iginde eklem, tendon,
bag, sinovyal sivi, deri, kemik, tirnak, kalp kapakgiklari, kan damarlari ve mukus

sekresyonu olusumunda rol alir (Akman ve ark, 2001).

Proteoglikanlar bir heksozamin (D-glukozamin ya da D-galakozamin) ve bir
hekzosuronik asidin (D-glukuronik asid, iduronik asid ya da L-galaktoz) olusturdugu
tekrarlayan disakkarit birimlerinden olusur. 3 tip glukozamin mevcuttur: glukozamin

hidrokloriir, glukozamin siilfat ve N-asetilglukozamin (Kazakgioglu, 2009).

Glukozamin siifat kollojenaz ve fosfolipaz A2 gibi kikirdagi hasara ugratan
enzimlerin ve lizozomal enzimlerin aktivitesini ayn1 zamanda siiperoksit
radikallerinin olusumunu da azaltmaktadir. Diger taraftan, glukozamin siilfat
nonsteroidal antiinflamatuvar ilaglardan (NSAII) farkl1 olarak prostaglandin sentezini
baskilamadigi i¢in daha giivenli bir profile sahiptir (Gouze ve ark, 2006; Beaumont
ve Rovari, 2006).
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D-Galaktozamin galaktoz yolagi ile karacigerde metabolize olan bir amino seker
olup selektif bir hepatotoksindir (Newsome, 2000). Galaktozaminin sitotoksik
etkisinde endojen LPO’nun onemli bir faktor oldugu gosterilmistir (Sakaguchi ve
Yokota, 1995). Galaktozaminin varligi ile olusan oksidatif hasarlanma genellikle
LPO’nun uyaricisi ve hiicre membraninin yikiminin kaynag: olan hidroksil radikali
olusumu ile iliskili bulunmustur (Barry ve Gutteridge, 1989).

2.9.10. Miisin

Organizmalardaki epitelyal yiizeyleri patojen ve benzeri streslerden koruma
amacli mukus sekresyonu gerceklesir. Iyi bir korunma i¢in mukusun miktar, bilesim
ve fonksiyonunun regiilasyonu son derece miithimdir. Hiicre ylizeyindeki mukus
tabakasi, glikoprotein yapida olan miisin tarafindan olusturulur ve biiyiik bir kismini
O-bagli oligosakkaritler olusturmaktadir. Miisinler hiicre yiizeyinde bulunduklari
yere gore iki gruba ayrilirlar. Jel olusturan misinler tamamen ekstraselliiler olup
hiicrenin dis1 ortami ile mukoza tabakasi arasindaki ilk savunma hattidir. Hiicre
membranina yerlesen miisinler ise sitoplazmik kuyruk, transmembran bolim ve
ekstraselliiler parcalardan olusan misinlerdir. Bunlar ikinci savunma hattini
olustururken, ayn1 zamanda dis ortamdaki bir farkliliga ait bilgileri hiicre i¢ine ileten
sensorler olarak calisirlar (Gendler, 2001). Miisin, her iki tabaka epitel hiicre
yiizeyini olumsuz sartlara karsi korur. Dig miisin katmani1 mikroorganizmalar veya
cesitli materyal igin fiziksel bir engel olustururken hidrasyonu, iyonik bilesimi,
iyonik derisimi ayarlar ve spesifik molekiillerin igeri veya disar1 gegisini diizenleyip

denetler (Bhaskar ve ark, 1992).

Miisinler ve mukus tabakasi sitokinler, bliylime ve diferansiasyon faktorleri ve
inflamasyon mediatdrleri gibi molekiilleri baglar. Akciger ve sindirim sistemi epitel
hiicrelerinde inflamatuvar cevabi mukus tabakasindaki IL-1, TNF-a, IL-4, IL-6, IL-9

ve IL-13 gibi sitokinlerin olusturdugu, tiikiiriik bezlerinde sentezlenen epidermal
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biiyiime faktorii (EGF) niin tiim gastrointestinal sistem boyunca mukus tabakasi ile
baglantili oldugu, keza enterositler tarafindan iiretilen insiilin benzeri biiylime

faktorii-a (IGF-a)’nin mukus tabakasinda bulundugu gosterilmistir (Kibe, 2003).

2.9.11. Fukoz

Glikoprotein ve glikolipit fonksiyonlarinda belirleyici veya yardimci rol
oynayan oligosakkaritlerin 6zellikle zincir sonlarinda yer alan fukoz ve SA’nin bir
¢ok malignitede serumda arttig1 bilinmektedir (Bhuvarahamurthy ve ark, 1995; Patel
ve ark, 1995; Lopez, 1989; Rosato ve Seltzer, 1969). 6-deoksigalaktoz ya da metil
pentoz olarak da isimlendirilen fukoz, glikoproteinlerin oligosakkarit zincirlerinde
genellikle zincir sonuna yerlesir. Fukozun, serum glikoproteinlerinde, kan grubu
molekiillerinde, hayvan dokularinda ve bakteriyel polisakkaritlerde varligi tespit
edilmistir (Rosato ve Seltzer, 1969). Serum proteinlerinde baslica iki fraksiyonu
bulunmaktadir. Birisi diisiik oranda karbohidrat igeren glikoproteinler, digeri
karbohidrat orani yiiksek olan mukoproteinlerdir. Serum fukoz igeriginin %45’i
mukoproteinlerden olusur ve M-fukoz olarak isimlendirilir. Malignitelerdeki serum
fukoz artisindan ¢ogunlukla mukoproteinlerin disindaki glikoproteinlerin yapisinda
bulunan ve G-fukoz olarak tanimlanan fraksiyon sorumludur (Tatsumura ve ark,
1977).

a-L-fukozidaz, organizmadaki tiim hiicrelerde bulunan, glikozidaz grubundan
lizozomal bir asit hidrolaz enzimidir. Fukoz igeren glikoprotein ve glikolipitlerdeki
oligosakkaritlerden a-L-fukoz’u glikozid bagimi pargalayarak serbestlestirir (Troost,
1976). Metastatik karaciger tiimorlerinde normaldan fazla enzim aktivitesi gosterir

ve en yiiksek primer hepatik karsinoma olgularinda tespit edilmistir (Lopez, 1989).
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3. GEREC ve YONTEMLER

3.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Calismamizda kullandigimiz kimyasal maddeler analitik saflik olup, Merck,

Sigma-Aldrich ve Fluka firmalarindan temin edilmistir.

3.2. Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

Spektrofotometre
Santrifiij

Santrifiij

Mikro santrifiij
Vortex

Manyetik karistiricilar
Etiiv

Su banyosu (37°C)
Su banyosu (100° C)
Elektronik terazi
Distile-deiyonize su cihazlari
Otomatik pipetler

pH metre

Buz yapma makinasi
Buzdolab1

Homojenizator

RAY LEIGH UV 1800
HERAEUS-SEPATECH LABOFUGE 200
NUVE NF 200

HEIDOLPH

JANKE & KUNKEL, IKA LABOR TECHNIK
JANKE & KUNKEL, IKA RH BASIC 2
NUVE EN 500

BOEHRINGER - MANNHEIM

NUVE, BT 400

SHIMADZU AUX 220

PURELAB OPTION - Q

GILSON

710 A pH/ISE METER

KING

ARCELIK

JANKE & KUNKEL ULTRA TURRAXT 25
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3.3. Kullanilan Deney Hayvanlar:

Bu ¢alisma M.U. Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 19.09.2013 tarih ve
101.2013.mar say1l1 izni ile yapildu.

Calismada Sprague - Dawley 3 aylik 56 adet erkek sigan kullanildi. M.U. Deney
Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi (DEHAMER)’den temin edilen siganlar
deney oncesinde laboratuvar kosullarinda (20°C + 2, 12 saat aydinlik/12 saat

karanlik) yetistirildi.

3.4. Deney Hayvanlarinin Beslenmesi

Tim deney gruplarmin beslenmeleri oral yolla gergeklestirildi. Hayvanlar
stirekli kafeslerinde tutuldular. Deney siiresi boyunca beslenme su ihtiyaglar giinliik
olarak karsilandig1 kontrolii laboratuvar sartlarinda muhafaza edildiler. Su ihtiyaglari
taze ¢esme suyundan karsilandi. Beslenmeleri icin Istanbul Cobangesme Yem Sanayi
Fabrikalarinda iretilen ve igerigi asagida belirtilen normal pellet tipi sican yemi
kullanildi.

% 24 protein, % 7 seliiloz, %8 ham kiil, %2 HCI’de ¢6ziinmeyen kiil, % 1- 2,8
kalsiyum, % 0,9 fosfor, % 0,5 - 0,7 sodyum, % 1 sodyum kloriir, % 0,6 metiyonin ve
% 1 lizin igeren standart sigan yemi ve igme suyu ad libitum olarak verilmistir.

Sagladig1 metabolik enerji: 2650 kcal/kg
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3.5. Metabolik Sendrom Modelinin Olusturulmasi

Metabolik sendrom modeli olusturabilmek igin siganlara igme suyunun haricinde
ikinci bir sulukla %10’luk fruktoz soliisyonu (yiiksek fruktoz diyeti) 2 giinde bir

olmak tizere taze olarak hazirlanarak deney siiresince verildi.

3.6. Deney Gruplariin Olusturulmasi, Kan ve Doku Orneklerinin Alinmasi ve

incelenecek Parametreler

Sicanlar; 5 gruba ayrildi.

1. Kontrol (K) grubu (n= 5): Bu gruptaki siganlar 18 hafta siireyle standart yem

ile beslendi.

2. Metabolik sendrom (M) grubu (n=11): Bu gruptaki sicanlara 18 hafta siireyle
% 10’luk yiiksek fruktoz diyeti uygulanda.

3. Metabolik sendrom + egzersiz (ME) grubu (n=9): Bu gruptaki siganlara 18
hafta siireyle %10’luk yiiksek fruktoz diyeti uygulandi. Son 6 haftalik siirecte ayni
zamanda siganlara egzersiz yaptirildi. Egzersiz uygulamasi igin; 6nceden ¢esme suyu

ile doldurulmus ve 1sitilmis 1lik havuz suyunda sicanlar 30 dakika yiizdiirtildii.

4. Metabolik sendrom + kalori kisitlamas1 (MK) grubu (n=8): Bu gruptaki
sicanlara 18 hafta siireyle %10’luk yiiksek fruktoz diyeti uygulandi. Son 6 haftalik
sliregte aynt zamanda siganlara Kkalori kisitlamasi yaptirildi. Kalori kisitlamas,

standart yemden % 40 oraninda yem azaltilarak uygulandi.

44



5. Metabolik sendrom + Egzersiz + Kalori Kisitlamas: (MEK) grubu (n=12): Bu
gruptaki siganlara 18 hafta siireyle %10’luk yiiksek fruktoz diyeti uygulandi. Son 6
haftalik siliregte sicanlara ayni zamanda hem kalori kisitlamasi hem egzersiz

yaptirildi.

Deney sonunda sicanlar dekapite edilerek kan ornekleri, karaciger ve beyin

dokular1 alindu.

Serum fizyolojik ile homojenize edilen beyin ve karaciger dokularinda total
protein, GSH, LPO, SA, heksozamin, miisin, fukoz diizeyleri ve SOD, CAT, GST,
ALP, DF aktiviteleri tayin edildi.

3.7. Kan Glukoz Tayini

Deney baslangicinda (0. giin), 3.ayinda (12. hafta) ve deney sonunda (18.
hafta) hafif eter anestezisi altinda siganlarin orbital venlerinden kan &rnekleri

alinarak glukometre ile kan glukoz diizeyleri 6l¢iildii.

3.8. Beyin ve Karaciger Homojenatinin Hazirlanmasi

Doku ornekleri ayri ayr1 serum fizyolojik ile yikanip kan ve damarlarindan
temizlendikten sonra bir kurutma kagidi ile kurutularak tartilir ve tartim kaydedilir.
Bir makas yardimiyla kiiciik parcalara ayrilir. Plastik tiipe konur ve ilizerine gerekli
miktarda serum fizyolojik eklenir. Buz dolu kap icerisine yerlestirilir ve
homojenizatérde ¢ok cabuk olarak homojenize edilir. Homojenizasyon siiresi ve
devir hiz1 kaydedilir. Her doku homojenatt ayr1 ayr1 kiigiik kisimlara ayrilarak
eppendorf tipleri iginde, gerekli bilgiler tzerlerine yazilarak dondurucuda
caligilacag1 giine kadar saklanir. Tiim islemler sogukta yapilir. Deney yapilacagi

vakit dondurucudan ¢ikarilir, dnce +4 OC de yaklagik bir saat, sonra oda sicakliginda
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buz tizerinde bekletilerek ¢oziinmesi saglanir. Homojenat ya direkt olarak kullanilir
ya da 4000 rpm’de 10 dk. sogukta santrifiij eldildikten sonra siipernatantla tayin
yapilir.

% 10 gramlik doku homojenat1 igin gerekli olan serum fizyolojik hacmi;

Nemli doku tartim1 (mg)
Serum fizyolojik hacmi (ML) = -------=-mmmmmmm oo

formiilii ile hesaplanir.

3.8.1. Beyin ve karaciger homojenatinda arastirilan parametreler i¢in kullanilan

tayin yontemleri

3.8.1.1. Beyin ve karacigerde total protein tayini (Lowry ve ark., 1951)

Prensip

Bu metodda 6nce proteinler alkali ortamda bakir iyonlari ile reaksiyona sokulur.
Daha sonra fosfomolibdik - fosfotungstik asit reaktifi (folin reaktifi) ile indirgenir.
Olusan mavi rengin siddeti spektrofotometrik olarak degerlendirilir. Olusan mavi

rengin siddeti protein konsantrasyonu ile orantilidir.

Gerekli ¢ozeltiler

A ¢ozeltisi: Sodyum karbonat ¢ozeltisi (% 2 g, 0,1N NaOH'teki); 0,4 g NaOH
biraz suda ¢ozilir ve hacmi 100 mL'ye distile su ile tamamlanir. 2 g sodyum
karbonat hazirlanan 0,1 N NaOH ¢ozeltisinde ¢oziilir ve hacmi 100 mL'ye 0,1N

NaOH ¢ozeltisi ile tamamlanit.
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Bakir siilfat ¢ozeltisi (% 1 g): 1 g bakir siilfat biraz distile suda ¢6ziiliir ve hacmi

distile su ile 100 mL'ye tamamlanr.

Sodyum potasyum tartarat ¢ozeltisi (% 2 g): 2 g sodyum potasyum tartarat biraz

distile suda ¢oziiliir ve hacmi distile su ile 100 mL'ye tamamlanuir.

B ¢ozeltisi: %1 g lik Bakir siilfat ¢ozeltisi ile % 2 g lik sodyum potasyum tartarat
cozeltisi esit hacimde (1/1) kanstirilarak Kkullanilir (kullanilacagr zaman taze

hazirlanir).

C cozeltisi: 50 mL A ¢ozeltisi ve 1 mL B ¢ozeltisi kanistirilarak kullanilir.

(Kullanilacag1 zaman taze hazirlanir.)

Folin ¢ozeltisi: 100 g sodyum tungstat, 25 g sodyum molibdat. 2H,0, 50 mL %
85 g lik fosforik asid, 100 mL derisik HCI ve 700 ml distile su bir balona konularak
10 saat geri sogutucu altinda kaynatilir. Sogutulur. Uzerine 150 g LiSOy ilave edilip,
geri sogutucu altinda 15 dk daha kaynatilir. Soguduktan sonra, 5-6 damla brom
katilir. (Cozelti bozuksa renk siyahlasir, bu durumda ¢ozelti tekrar hazirlanir, bozuk
degilse renk sar1 yesil olur.) Cozelti distile su ile 1000 mL'ye tamamlanir ve

kullanilir. Koyu renkli sisede saklanir, uzun siire dayanir.

Serum fizyolojik ( % 0,9 g NaCl): 0,9 g NaCl biraz suda ¢oziliir ve hacmi 100

mL'ye distile su ile tamamlanir.

Protein stok standart ¢6zeltisi (%100 mg’lik albumin ¢o6zeltisi): 100 mg albumin
biraz serum fizyolojik de ¢oziildiikten sonra hacmi 100 mL'ye serum fizyolojik ile

tamamlanir.

Protein ¢alisma standart ¢ozeltileri: Stok ¢ozeltiden uygun hacimler alinarak %
5, 15, 25 mg albumin ihtiva edecek sekilde serum fizyolojik ile seyreltilerek

hazirlanir.

Deneyin yapilist

% 10 gramlik beyin ya da karaciger homojent: 10 dak. 3000 rpm de santrifiij
edilir. Stipernatant alinarak calisilir. Deney tiipii alinarak numune (N), standart 1
(St1), standart 2 (St2), standart 3 (St3) ve kor (K) olmak tizere isaretlenir ve
asagidaki gibi ¢aligilir.
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Stl St2 St3
Numune %5 mg %10mg %15mg  Kor (K)

(N) Albumin Albumin Albiimin
Albumin(%2100mg) - 25 ulL 50 uL 75 ulL -
Siipernatant 10 uL - - - -
Serum fizyolojik 490 puL 475 uL 450 pL 425 L 500 pL
Toplam hacim 500 pL 500 pL 500 pL 500 uL 500 puL
Vortekste karistirilir.
C gozeltisi 3mL 3mL 3mL 3mL 3mL

Vortekste iyice karistirilir ve oda sicakliginda 10 dk bekletilir.
Folin ayiraci 100 pL 100 pL 100 pL 100 uL 100 pL

Vortekste iyice karistirilir, oda sicakliginda 30 dk bekletilir. 30 dk sonunda 500
nm de kore karsi absorbanslar kaydedilir. Standart grafigi ¢izilir. Doku protein

miktar1 hesaplanir.

Hesaplama

Standart grafigi yardimiyla protein miktar1 Protein (mg)/g nemli doku cinsinden

hesaplanir.

3.8.1.2. Beyin ve karacigerde doku faktorii aktivitesi tayini (Ingram ve Hills,
1976)

Prensip

Dokularin tromboplastik aktiviteleri saglikli kisilerden alinan plazma kullanarak
Quick metoduna gore tespit edilir. Tromboplastin kaynagi olarak doku homojenati
kullanilir. CaCl, ilavesinden sonra fibrin olusumu igin gegen siire tayin edilir.

Aktivite siire ile ters orantili olarak degisir.
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Gerekli ¢ozeltiler

Sodyum sitrat ¢ozeltisi (%3,8 g): 3,8 g sodyum sitrat biraz distile suda ¢oziilir
ve hacmi distile su ile 100 mL'ye tamamlanir.

Plazma: Saglikli Kisiden sitratli kan (9 mL kan + 1 ml % 3,8 g’lik sitrat) alinarak
plazmasi ayrilir.

Stok kalsiyum klortir ¢ozeltisi (0,2 M): 2,22 g CaCl, biraz distile suda ¢6ziilerek

hacmi 100 mL'ye distile su ile tamamlanur.

Seyreltik kalsiyum kloriir ¢ozeltisi (0,02 M): 1 mL stok kalsiyum kloriir ¢ozeltisi

tizerine 9 mL distile su konur ve karistirtlir. 37 °C de tutulur (taze hazirlanir).

Deneyin yapilist

37 °C’lik su banyosunda kiigiik bir deney tiipiinde ¢alisilir.

Cozelti Hacim

Doku homojenati 0,1 mL
2 dk inkiibe edilir.

Plazma 0,1 mL

Karistirilir 30 sn inkiibe edilir

0,02 M’lik CaCl, ¢6zeltisi 0,1 mL

Karistirilir, ptht1 olusumu i¢in gegen stire kronometre ile tayin edilir.

3.8.1.3. Beyin ve karacigerde glutatyon tayini (Beutler, 1975)

Prensip

Ellmann ayiraci, 5-5' ditiyobis 1-2 nitro benzoikasit (DTNB) ile stlfidril
gruplarinin  reaksiyonu sonucu olusan renkli triin spektrofotometrik olarak

degerlendirilir.
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Gerekli ¢ozeltiler

Sodyum sitrat ¢ozeltisi (% 1 g): 1 g sodyum sitrat tartilir, biraz distile suda

¢oziilerek hacmi distile su ile 100 mL'ye tamamlanir.

Elmann ayiraci (%40 mg DTNB): 40 mg DTNB (5-5' ditiyobis 1-2 nitrobenzoik
asit) tartilir, biraz sodyum sitrat ¢ozeltisinde (% 1 g) ¢oziiliir. Hacmi %1g’lik sodyum

sitrat ¢ozeltisi ile 100 mL'ye tamamlanir.

Proteinsizlestirme ¢ozeltisi: 1,67 g metafosforik asit, 0,2 g etilen diamin tetra
asetik asit sodyum tuzu (EDTA-Na), 30 g sodyum Kloriir ayr1 ayr1 biraz distile suda
¢oziliir. Hepsi birlestirilir ve hacmi 100 mL'ye distile su ile tamamlanir.

Disodyum fosfat ¢ozeltisi (0,3 M): 426 g NaHPO, veya (534 ¢
Na;HPO4.2H,0) biraz distile suda c¢ozilir ve hacim distile su ile 100 mL'ye

tamamlanir.

Deneyin yapilist

% 10 g’lik doku homojent1 10 dk. 3000 rpm’de santrifiij edilir. Siipernatant
alinarak g¢alisilir. Bir deney tiiptine 0,2 mL doku siipernatanti konur. Vorteks ile
kanstirihir. Uzerine 0,3 ml proteinsizlestirme c¢ozeltisinden ilave edilir. Vorteksle
karistirilir. 5 dk. oda sicakliginda bekletilir. 4000 rpm'de 10 dk santrifiyj edilir.
Cokelti atilir. Siipernatant alinir. 2 tane deney tiipii alinir. Numune ve kor olarak

isaretlenerek asagidaki gibi ¢aligilir.

Numune Kor
Distile su - 0,2 mL
Siipernatant 0,2 mL -
Na;HPO, 0,8 mL 0,8 mL
Elmann Ayiraci 0,1 mL 0,1 mL

Tipler vortekste karistirildiktan sonra oda sicakliginda 5 dk bekletilir. Kére karsi
412 nm'de absorbanslar kaydedilir.
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Hesaplama

Sonuglar seyreltme faktorii ve olusan sari renkli tiriiniin 412 nm'de ekstinksiyon

katsayisi (13600/m™cm™) kullanilarak GSH mg/ g protein cinsinden hesaplanir.

3.8.1.4. Beyin ve karacigerde lipid peroksidasyonu tayini (Ledwozyw ve ark,
1986)

Prensip

LPO iiriinii olan malondialdehit (MDA\) ile tiyobarbitiirik asit (TBA) arasindaki

reaksiyon sonucu olusan pembemsi rengin absorbans: spektrofotometrik olarak

degerlendirilir.

Gerekli ¢ozeltiler

TBA ¢ozeltisi (0,047 M): 500 mg TBA ile 6 mL 1 M’lik NaOH ile karistirtlir.
Uzerine 69 mL distile su ilave edilir.

NaOH (1M): 4 gram NaOH tartilir, biraz distile suda ¢6ziiliir, hacmi 100 mL ye

distile su ile tamamlanir.

Triklorasetik asit (TCA) ¢ozeltisi (1,22 M; 0,6 M HCI iginde): 20 mL TCA
(%100 g TCA) ile 5 mL HCI (% 37 g’lik, d=1.19 g/dL’lik HCI) karistirilir ve hacmi

distile su ile 100 mL’ye tamamlanir.

n-butanol: Orijinal sisesinden kullanilir.

Deneyin yapilist

% 10 gramlik doku homojent: 10 dk. 3000 rpm’de santrifiij edilir. Siipernatant
alinarak calisilir. 2 tane deney tiipii alinir; numune ve kor olarak isaretlenir ve
asagidaki gibi ¢aligilir.
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Numune Kor

Siipernatant 0,25 mL -
Distile su - -
TCA 1,25 mL -
Vorteks ile karistirilir ve 15 dk. bekletilir.
TBA 0,75 mL -

Vorteks ile karistirilir ve 30 dk. kaynar su banyosunda inkiibe edilir.

n-butanol 2mL 2mL

Vortekslenir ve 10 dk. 3000 rpm'de santrifiij edilir. Butanol fazi alinarak 532

nm'de kore karsi absorbanslar kaydedilir. Kor olarak n-butanol kullanilir.

Hesaplama

MDA icin saptanmis ekstinksiyon kat sayisi (1,56.10° M™cm™) kullanilarak

sonuglar nmol MDA/ g protein cinsinden hesaplanir.

3.8.1.5. Beyin ve karacigerde siiperoksid dismutaz aktivitesi tayini (Mylorie ve
ark, 1986)

Prensip

SOD aktivitesi, riboflavin ile duyarlandiriimig o-dianisidinin foto-oksidasyon
hizin1 arttirma yetenegi olarak olgilir. Riboflavinin  floresans 15181  etkisiyle
olusturdugu siiperoksit radikali, ortamdaki SOD'un etkisiyle hidrojen peroksite
doniistir. H,O, ise o-dianisidin ile reaksiyona girerek renkli iirin olusturur. SOD
aktivitesi ne kadar c¢ok ise renkli iiriin olusumu da o kadar fazla olur. Olusan renkli

tirliniin absorbansi 460 nm'de spektrofotometrik olarak degerlendirilir.
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Gerekli ¢ozeltiler

Fosfat tamponu (50 mM, pH 7,8): 0,136 g KH,PO4 ve 0,697 g K,HPOy tartilip
ayr1 ayr1 biraz distile su iginde ¢oziliir, birlestirilir ve hacmi distile su ile 100 mL'ye
tamamlanir. (Hacim 100 mL‘ye tamamlanmadan once pH kontrol edilir, pH 7,8%e

ayarlanir, 2°C de saklanir).

Fosfat tamponu + 0,1 mM’lik Na-EDTA: 0,0037g Na-EDTA tartilir, biraz
50mM’lik fosfat tamponunda ¢oziiliir ve hacmi 50 mM’lik fosfat tamponu ile 100

mL'ye tamamlanur.

Potasyum fosfat tamponu (10 mM, pH 7,5): 0,041 g KH,PO4ve 0,122 g K;HPO,
tartilip ayr1 ayr biraz distile su iginde ¢oziiliir, birlestirilir ve hacmi distile su ile 100
mL'ye tamamlanir. (Hacim 100 mL'ye tamamlanmadan 6nce pH kontrol edilir, pH

7,5'e ayarlanir, 2°C de saklanir).

Riboflavin (0,2 mM): 7,5 mg riboflavin 100 mL potasyum fosfat tamponunda
(10mM’lik, pH 7,5) ¢oziiliir.

o- dianisin (6 mM): 19 mg o-dianisin 10 mL distile suda ¢oziliir.

SOD (120 1U/mL) stok standardi: Liyofilize SOD standard1 120 1U/mL olacak
sekilde soguk distile su ile ¢oziiliir. Daha sonra bu stok standartdan uygun hacimler
alinarak deney ortaminda 3, 6, 9, 12 U SOD olmas: saglanir.

Deneyin yapilisi

% 10 gramlik doku homojent1 10 dk. 3000 rpm’de santrifiij edilir. Siipernatant
alinarak caligilir. Numune, standart ve kor olmak tizere 3 deney tiipiinde caligilir.

53



Numune St3U St 6U StouU St 12U Kor

Fosfat tamponu 2,6 mL 2,6 mL 2,6 mL 2,6 mL 2,6 mL 2,6
(EDTA’l1, pH 7,8) mL
o- dianisin 0,1 mL 0,1 mL 0,2 mL 0,2 mL 0,2 mL 0,1

mL
Distile su - 0,075mL 0,060 mL 0,025 mL - 01

mL
Stok standard1 - 0,025mL 0,050mL 0,075mL 0,1 mL -
(120 1U/mL)

Diliie slipernatant 0,1 mL - - - - -

Her tiipe 30 sn. ara ile 0,2 mL riboflavin konur, karistirilir. 460 nm'de absorbansi
okunur. Sonra tiipler oda sicakliginda 20 W Floresans lamba bulunan kutu iginde 8
dk. inkiibe edilir. 460 nm'de absorbans1 okunur.

Not: Lamba 20 dk. 6nce agilir ve 1sinmasi saglanir.

Hesaplama

Standart grafigi yardimiyla yapilan seyreltmeler g6z oniine alinarak

stipernatantin SOD aktivitesi U/mg protein.dk cinsinden hesaplanir.

3.8.1.6. Beyin ve karacigerde katalaz aktivitesi tayini (Aebi, 1974)

Prensip

CAT; H0O2’nin, H,O’ya doniisiim reaksiyonunu Kkatalizler. Bu doniisiim 240
nm’de absorbansin azalmasi ile takip edilebilir. 1 dk. da absorbanstaki azalma

katalaz aktivitesi ile ilgilidir.
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Gerekli ¢ozeltiler

Fosfat tamponu (50 mM, pH 7,0): a) 6,81 g KH,PO, ve b) 8,90 ¢
Na,HPO,4.2H,0 tartilip ayr1 ayr1 biraz distile suda ¢oziildiikten sonra hacimleri ayri
ayr1 distile su ile 1000 mL’ye tamamlanir. Kullanilacagi vakit a’dan 1 hacim, b’den
1,5 hacim almarak karistirilir (pH 7,0 olmali) (2°C de saklanir) (fosfat tamponu

bakteriyal kontaminasyon olmadig siirece stabildir, kullanilabilir).

H.0, ¢ozeltisi (30 mM) + Fosfat tamponu: d=1.11 g/mL olan %30 g’lik H,O,
¢ozeltisinden 0,31 mL alinir ve 50 mM’lik fosfat tamponu (pH 7,0) ile 100 mL’ye

seyreltilir (taze hazirlanir).

Deneyin yapilist

% 10 gramlik doku homojent1 10 dk. 3000 rpm’de santrifiij edilir. Stipernatant
almir ve 1/10, 1/20 veya 1/50 oraninda serum fizyolojik ile seyreltilerek c¢alisilir.
stipernatant diliie edildikten sonra 5-10 dakika i¢inde mutlaka ¢aligilmalidir.

Numune ve kor olarak isaretlenmis 2 ayri deney tiipii alinir. Asagidaki gibi

calisilir.
Cozeltiler Numune Kor
Fosfat tamponu ) 0.2mL
Dilue siipernatant 0,4 mL 0,4 mL

H,0, ¢ozeltisi + fosfat

0,2 mL --
tamponu

llave edilir ve karstirilir. 1 dk. sonra 240 nm de absorbanslari okunarak

kaydedilir.
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Hesaplama

Bu deney icin ekstinksiyon katsayist 0,004 (0,00394) mM™/ mm * géz 6niine

alinarak hesaplanir.

3.8.1.7. Beyin ve karacigerde glutatyon-S-transferaz aktivitesi tayini (Habig ve
Jacoby, 1981)

Prensip

GST aktivitesi tayini, GSH ve 1-kloro-2,4-dinitro-benzenin (CDNB)
konjugasyonu ile olusan iriiniin, 340 nm’deki absorbansinin spektrofotometrik

olarak degerlendirilmesi esasina dayanir.

Gerekli ¢ozeltiler

Sodyum fosfat tamponu (0,2 M pH 6,5): 0,534 Na,HPO4.2H,O ve 2.3 g
KH,PO, ayr1 ayri biraz distile suda ¢oziiliir ve birbirine karistirilir ve hacim distile su
ile 100 mL’ye tamamlanir (hacim 100 mL‘ye tamamlanmadan 6nce pH kontrol

edilir, pH 6,5 e ayarlanir) (2°C de saklanir).

Glutatyon (GSH) (60 mM): 1,84 g glutatyon biraz distile suda ¢oziiliir ve hacmi

100 mL’ye tamamlanir (taze hazirlanir).

1-klor-2,4-dinitro-benzen (CDNB) (60 mM): Absolii etanolde taze hazirlanir.
1,22g CDNB tartilir ve biraz etanolde ¢oziiliir. Sonra hacmi 100 mL’ye tamamlanir

(taze hazirlanir).

Deneyin yapilist

% 10 gramlik doku homojent1 10 dk. 3000 rpm’de santrifiij edilir. Siipernatant
alinir ve gerekli miktarda serum fizyolojik ile seyreltilerek ¢alisilir. Numune ve kor

olarak isaretlenmis 2 tiip alinir ve asagidaki gibi ¢aligilir.
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Cozeltiler Numune Kor
Dilue siipernatant 0,5mL --
SF veya Distile Su - 0,5 mL
Fosfat Tamponu 1,5mL 1,5mL
GSH ¢ozeltisi 0,05 mL 0,05 mL
CDNB ¢ozeltisi 0,05 mL 0,05 mL
Distile su 0,90 mL 0,90 mL
Toplam Hacim 3mL 3mL

Karistirilir. 3 dakika siire (0, 1, 2, 3. dakikalarda) ile karisimin 340 nm’de

(25° C) absorbanslari izlenir ve kaydedilir.

Hesaplama

Absorbans artis1 hesaplanir. Glutatyon ve CDNB’nin konjugasyonu sonucu
olusan iiriin i¢in saptanmus olan ekstrinksiyon katsayisi (9,6 mM™ x cm™)

kullanilarak sonuclar hesaplanir. Enzimsel konjugasyon sonucundan, enzimsel

olmayan konjugasyon degerleri ¢ikarilir.

3.8.1.8. Karacigerde alkalen fosfataz aktivitesi tayini (Walter ve Schiilt, 1974)

Prensip

ALP enzimi substrat olarak kullanilan p-nitrofenil fosfati ortamin pH sina bagh
olarak p-nitrofenol’a hidroliz etmektedir. Meydana gelen iirliniin 405 nm’de verdigi

absorbans spektrofotometrik olarak degerlendirilir.
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Gerekli Cozeltiler

HCI Cozeltisi (0,1 N): d=1,19 g/mL %37 g HCI ¢ozeltisinde 0,828 mL alarak

biraz distile su lizerine konur. Sonra hacim 100 mL’ye tamamlanir.

Tampon ¢6zelti (pH 9,8): 1,052 gram dietanolamin, 8 mL 0,1N HCI, 46,4 mg 4-
nitrofenilfosfat 85 mL distile suda ¢6ziiniir. 0,1 N HCI ile pH’s1 9,8’¢ ayarlanir.

Sonra hacmi distile su ile 100 mL’ye tamamlanr.

NaOH Cozeltisi (0,05 N): 0,2 g NaOH biraz distile suda ¢oziiliir. Hacim distile

su ile 100 mL’ye tamamlanir.

Deneyin Yapilisi:

% 10 gramlik doku homojenta 10 dk. 3000 rpm’de santrifiij edilir. Siipernatant

alinarak caligilir. Numune ve kor olmak tizere 2 deney tiipiinde ¢aligilir.

Numune Kor
Tampon ¢ozelti 2mL 2mL
Distile su -- 0,05 mL
Stipernatant 0,05 mL -

Vortexde karistirilir ve oda temparaturede 30 dk inkiibe edilir.

NaOH ¢ozeltisi 10 mL 10 mL

Vortexde karistirilir ve 405 nm’de absorbans okunarak kaydedilir.

Hesaplama

Siipernatant ALP aktivitesi Abs X 434 (U/L) formiili kullanilarak U/g protein

cinsinden hesaplandi.
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3.8.1.9. Beyin ve karacigerde siyalik asit tayini (Warren, 1959)

Prensip

SA, periyodik asid oksidayonuna ugrayarak, [(-formilpiirivik asit olusur. Bu
bilesik, 2 mol tiyobarbiitirik asid ile reaksiyonlasarak, 549 nm’de maksimum
absorbans veren renkli bir bilesik olusturur. Bu iirlin stabil degildir, bu nedenle
sikloheksanon fazina ¢ekilir. Olusan rengin siddeti 549 nm’de maksimum absorbansa

sahiptir.

Gerekli Cozeltiler:

0,1 N H,SO4: 1 L’lik balon jojeye bir miktar distile su ilave ettikten sonra
tizerine 2,71 mL derigik siilfiirik asid konur ve hacim distile su ile 1 L’ye

tamamlanir.

0,2 M sodyum metaperiyodat (9 M fosforik asid igerisinde): 250 mL’lik balon
jojeye belli bir miktar distile su ilave edilir. Suyun tizerine 151,7 mL fosforik asid
ilave edilip karistirilir. Bu karigimin tizerine 10,695 g sodyum metaperiyodat ilave

edilir, karistirillarak ¢ézlinmesi saglanir. Hacim distile su ile 250 mL’ye tamamlanur.

0,5 M sodyum siilfat (0,1 N H,SOy igerisinde): 500 mL’lik balon jojeye 35,51 g
sodyum stilfat bir miktar 0,1 N H,SOy igerisinde ¢oziildiikten sonra hacim 500 mL’ye

stulfurik asidle tamamlanir.

%10 g sodyum arsenit (0,1 M siilfiirik asidde hazirlanan 0,5 M sodyum siilfat
icerisinde): 10 g sodyum arsenit tartilir bir miktar 0,5 M sodyum siilfat igerisinde

¢oziliir, hacim 0,5 M sodyum siilfat ile 100 mL'ye tamamlanir.

% 0.6 g TBA (0,1 N siilfiirik asidde hazirlanan 0,5 M sodyum siilfat igerisinde):
0,6 g TBA tartilir bir miktar 0,5 M sodyum siilfat i¢erisinde ¢oziiliir, hacim 0,5 M

sodyum siilfat ile 100 mL’ye tamamlanir (taze hazirlanir).

Siklohekzanon: Direk olarak orijinal sisesinden kullanilir.
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Deneyin Yapilist:

% 10 gramlik doku homojenati 10 dk. 3000 rpm’de santrifiij edilir ve
stipernatant alinir. 180 uL 0,1 N H,SO4 + 20 pL stipernatant karistirilir, tiiplerin agz1
kapatilarak 1 saat 80°C'de etiivde hidroliz edilir. Numune, standart ve kor olmak
tizere 3 deney tiipii alinir. Elde edilen hidrolizat numune olarak isaretlenmis deney

tiiptine konur.

Numune (N)
Hidrolizat 0,2 mL
0,2 M sodyum meta-periyodat 0,1 mL

20 dakika oda sicakliginda beklenir.

% 10 g sodyum arsenit 1mL

Meydana gelen sar1 renk kayboluncaya kadar ¢alkalanir.
% 0,6 g TBA 3mL

100 °Cl'lik su banyosunda 15 dakika bekletilir. Bu siire sonunda
tiipler su banyosundan alinarak oda 1sisina sogutulur.

Siklohekzanon 4,3 mL

Ilave edilir. Vortekslenir ve 10 dk. 3000 rpm’de santrifiij edilir. Kor olarak
siklohekzanon kullanilir. Numunelerin de siklohekzanon fazi alinarak 549 nm de

kore kars1 absorbanslari kaydedilir.
Hesaplama

Sonuglar ekstinksiyon katsayist (57000/M™*cm™) kullanilarak mg/g protein

cinsinden hesaplanir.
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3.8.1.10. Beyin ve karacigerde heksozamin tayini (Winzler, 1955)

Prensip

Dokudaki heksozamin miktari, modifiye edilmis Winzler metoduna goére tayin
edilir. Belirli hacimde doku homojenat1 (100-500uL) 20 ml’lik kapakli sicaga
dayanikli deney tiipline koyulur. Peptid baglarinin agiga ¢ikmasi i¢in {izerine 1 mL
2N HCI ve 1 mL %1 fosfotungstik asid ¢ozeltileri ilave edilir, karigtirtlir. 4 saat
boyunca etiivde 100°C de inkiibe edilir. Bu siire sonunda etiivden ¢ikarilan drnekler
sogutulur. 4 N NaOH ile nétiirlestirilir. Hidrolizat hacmi distile su ile gerekli oldugu
kadar seyreltilir. 3000 rpm’de 10 dk. Santrifiij edilir, siipernatant kullanilir.

Gerekli Cozeltiler:

Asetilaseton ¢ozeltisi: 1 mL asetilaseton, 0,5 M Na,COj3 ¢ozeltisi ile 50 mL’ye

tamamlanir.

Ehrlich ayiraci: 0,8 g p-dimetilaminobenzaldehid, 30 mL metanol ve 30 mL
derisik HCI’de ¢oziiliir.

Glukozamin HCI Standardi: 10 mg glukozamin hidrokloriir, 10 mL distile suda
¢oziiliir. Bu ¢ozelti stok ¢ozeltidir ve bu ¢ozeltiden konsantrasyonlar1 5, 10, 20, 40 ve

50 pg/mL olacak sekilde seyreltmeler yapilarak standart cozeltiler hazirlanir.

Deneyin Yapilist:

Numune, kor ve standart tiipleri, asagidaki tabloda belirtildigi gibi hazirlanir.

61



Reaktifler Kor Numune Standart

Asetilaseton

1mL 1mL 1 mL
Cozeltisi
Distile Su 1mL - -
Hidrolizat - 1mL -
Standart - - 1mL
Vortekslenen tiipler 15 dakika kaynar su banyosunda bekletilir.
Ardindan sogutulur.
%395 Etil alkol 5mL 5mL 5mL
Ehrlich
1mL 1mL 1 mL
Ayiraci

Son hacim %95°lik etil alkol ile 10 mL ye tamamlanir.

Absorbanslar spektrofotometrede 530 nm’de kore karsi okundu.

Hesaplama
Standart egrisi grafiginden yararlanilarak mide dokusunun heksozamin miktari

hesaplanir.

3.8.1.11. Beyin ve karacigerde miisin tayini (Winzler, 1955)

Prensip

Metod,  miisindeki  heksoz  bilesiklerinin  belirlenmesi ~ amaciyla,
spektrofotometrik olarak, derisik siilfiirik asidli ortamda karbohidratlarin orsinol ile

verdigi renk reaksiyonuna dayanur.

Gerekli Cozeltiler:

2 N HCI ¢ozeltisi: 16,57 mL derisik HCI, 100 mL’ye destile su ile tamamlanur.
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%1 fosfotungstik asid ¢ozeltisi: 1 g fosfotungstik asid, 100 mL distile suda

¢Ozilir.
4 N NaOH ¢ozeltisi: 16 g NaOH, 100 mL distile suda ¢oziiliir.
%1,6 orsinol ¢6zeltisi: 0,16 g orsinol monohidrat, 10 mL distile suda ¢oziiliir.

%60 H,SO, ¢ozeltisi: 33,27 mL derisik H,SO4, 100 mL’ye distile su ile

tamamlanir.

%1 Stok glukoz ¢ozeltisi: 100 mg glukoz biraz suda ¢oziiliir, hacmi distile su ile

10 mL’ye tamamlanir.
%95 Etil Alkol: Orijinal sisesinden kullanilir.

Calisma standardi: %1 g glukoz ¢ozeltisi seyreltilerek %0,1; 0,2; 0,04; 0,02 g

glukoz olmak iizere bir seri ¢aligma satandardi hazirlanir.

Hidrolizat Hazirlanmasi

Dokudaki miisin miktar1, modifiye edilmis Winzler metoduna gore tayin edilir.
Belirli hacimde doku homojenat: (100-500pL) 20 mL’lik kapakli sicaga dayanikli
deney tiipiine koyulur. Peptid baglarinin agiga ¢ikmasi i¢in tizerine 1 mL 2N HCI ve
1 mL %1 fosfotungstik asid ¢ozeltileri ilave edilir, karistirilir. 4 saat boyunca etiivde
100°C de inkiibe edilir. Bu siire sonunda etiivden ¢ikarilan &rnekler sogutulur. 4 N
NaOH ile nétralize edilir. Hidrolizat hacmi distile su ile gerekli oldugu kadar
seyreltilir. 4000 rpm’de 10 dk. Santrifiij edilir, slipernatant kullanilir. K&r, numune
ve standart tiipleri agagidaki tabloda belirtildigi gibi hazirlandi.

Reaktifler Kor Numune Standart
Hidrolizat - 0,25 mL -
Distile Su 0,25 mL - -
Standart - - 0,25 mL
Orsinol 0,25 mL 0,25 mL 0,25 mL
% 60 H,SO, 2mL 2mL 2mL
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Karigim 10 dakika boyunca kaynar su banyosunda tutulur, sonra buzlu suda

sogutulur. Kore karsi absorbans 425 nm’de okunur.

Hesaplama

Standart egrisi yardimiyla dokudaki miisin miktar1 hesaplanir.

3.8.1.12. Beyin ve Kkaracigerde fukoz tayini (Dische ve Shettles, 1948;
Shakeerabanu ve ark., 2011)

Prensip;

Bu metodda doku homojenatinda bulunan fukozlarin (metilpentozlarin) derisik
stlfirik asidli ortamda -SH bilesikleri ile verdigi renk spektrofotometrik olarak

degerlendirilir.
Gerekli ¢ozeltiler

H2SO4 ¢ozeltisi: Bir deney tiipiine 1 hacim distile su konur. Tiip sogutularak

tizerine 6 hacim H,SO,4 eklenir.
Sistein-HCI ¢ozeltisi (%3g): 39 sistein-HCI 100 mL distile suda ¢oziiniir.

Fukoz stok standart ¢6zeltisi (%0,01 g fukoz): 0,01 g fukoz 1 mL distile suda
¢oziilir. Bu ¢ozelti %1g hik fukoz c¢ozeltisidir. Bu ¢ozelti iki kere 1/10 oraninda

seyreltilerek %0,01 g fukoz ¢ozeltisi elde edilir.

Hidrolizat Hazirlanmasi: Belirli hacimde doku homojenati (100-500uL) 20
mL’lik kapakli sicaga dayamkli deney tiipiine koyulur. Uzerine 1 mL 2N HCI ve 1
mL %1 fosfotungstik asid c¢ozeltileri ilave edilir, karistirilir. 4 saat boyunca etiivde
100°C de inkiibe edilir. Bu siire sonunda etiivden ¢ikarilan drnekler sogutulur. 4 N
NaOH ile nétralize edilir. Hidrolizat hacmi distile su ile gerekli oldugu kadar

seyreltilir. 4000 rpm’de 10 dk. Santrifiij edilir, siipernatant kullanilir.
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Deneyin yapilisi

N. Kori
. Std Std Std Std Std Kor
N  sisteinsiz Kor .
5 10 20 30 sisteinsiz
(ng/ mL)
Hidrolizat (mL) 1 1 - -- -- - - -- --
%0,01g fukoz (mL) -- -- 001 005 01 0,2 0,3 -- --
Distile su (mL) -- 0,1 099 095 09 08 0,7 1 1
H,S0,4 ¢6z. (ML) 45 45 45 45 45 45 45 45 45

Siilfiirik asid ilavesi tiip disaridan sogutularak yapilir, sonra 20-22° C’de 3 dk. bekletilir.
5 dk. kaynar su banyosunda inkiibe edilir. Buzlu su ile sogutulur.

Sistein ¢6z. (ML) 0,1 - o1 01 01 01 01 01 --
Karistirilir, 60 dk. karanlikta bekletilir.

Agik yesil-sar1 renk olusur. Olusan rengin absorbansit 396 nm ve 430 nm’de

havaya kars1 ayr1 ayr1 okunur.

Hesaplama
Absorbans degerlerinden kor degerleri ¢ikarilir. Iki dalga boyundaki absorbans
farklar1 bulunur. Standart grafigi egrisi yardimiyla homojenattaki fukoz miktar

hesaplanir.

3.9. istatiksel Degerlendirme

Calismanin biyoistatistiksel analizinde Graphpad Prism 5.0 (Graphpad Yazilim,
San Diego, Ca, ABD) programi kullanilmistir. Veriler ortalama + standart sapma
olarak tanimlanmistir. Coklu gruplar1 karsilastirmada ANOVA varyans analizi,

gruplararasi ikili karsilastirmalar i¢in de Tukey testi kullanilmistir.

P < 0,05ten kiigiik degerler anlaml1 kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Kan Glukozu Sonuglar

Kan glukoz degerleri deney baslangicinda (0. giin) tiim gruplarda birbirine
benzer diizeylerde bulundu. Aralarinda istatistiksel agidan anlamli fark yoktu. M,
ME, MK ve MEK gruplarinda yapilan 3 ay (12. hafta) siireyle %10 fruktoz
uygulamasi sonras1 donemde kan glukoz seviyeleri deney baslangicina gore anlaml
olarak yiikseldi. %10 fruktoz sonrasi kalori kisitlamas1 yapilan grupta kan glukozu M
grubuna gore anlamli olarak diistii. Egzersiz uygulamasi da benzer sekilde %10
fruktoz diyetinin neden oldugu kan glukozundaki artisi diisiirdii. Egzersiz ile bu
diisis M grubuna gore anlamli olmasina ragmen kontrol grubuna gére kan glukozu
anlamli olarak yiiksek kaldi. Her iki uygulamanin yapilmasi ise metabolik sendrom

grubuna gore kan glukozunu anlamli olarak diisiirdii. (Tablo 4, Sekil 2)

Tablo 4 - Kan glukoz degerleri (mg/dL) ve karsilastiriimasi

Dénem K M ME MK MEK
(n=5) (n=11) (n=9) (n=8) (n=12)

Deney ort. | 100 92 84 80 85
baslangict

(0. giin) SD | 6,90 4,10 3,90 3,30 2,60
M olusmas: | Ort. 94 255 *xx [ 181 *xx [ 192 *xx | 188 *x*
(12. hafta) | SD 3,20 13,40 9,60 6,50 15,60
Deney sonu | Ort. 91 249 *** | 125 * 7 [ 105 7 92"
(18.hafta) [ sD | 4,10 15,20 6,40 6,70 3,60

K = Kontrol, M = Metabolik sendrom, ME = Metabolik sendrom ve egzersiz, MK = Metabolik
sendrom ve kalori kisitlamasi, MEK = Metabolik sendrom, egzersiz ve kalori kisitlamasi, Ort:

Ortalama, SD: Standart sapma

*p<0.05, *** p<0.001: Her grupta deney baslangicina gére anlamli,

+++ p<0.001: Her grupta M olusmasi sonrasina gére anlamlidir.
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Sekil 2 - Kan glukoz degerlerinin grafiksel gosterimi

Mavi bar = deney baslangici (0. giin), kirmizi bar = M olugmasi sonrasi (12. hafta), yesil bar = deney
sonu (18. hafta)

K = Kontrol, M = Metabolik sendrom, ME = Metabolik sendrom ve egzersiz, MK = Metabolik

sendrom ve kalori kisitlamasi, MEK = Metabolik sendrom, egzersiz ve kalori kisitlamasi

*p<0.05, *** p<0.001: Her grupta deney baslangicina goére anlamli,

+++ p<0.001: Her grupta M olusmasi sonrasina gore anlamlidir.
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4.2. Beyin Dokusuna Ait Sonuglar

4.2.1. Total protein sonuclari

Beyin dokusunda total protein degerleri arasinda anlamli fark bulunmadi

(p<0,1) (Tablo 5, Sekil 3).

Tablo 5 - Beyin dokusuna ait total protein degerleri ve karsilastirilmasi (mg protein

/g doku)
K M ME MK MEK P
(n=5) (n=11) (n=9) (n=8) (n=12) (Anova)
Ortalama
deger 32,20 29,91 29,56 28,00 28,42
Standart 0,1215
sapma 2,28 3,94 2,60 1,60 3,15

K = Kontrol, M = Metabolik sendrom, ME = Metabolik sendrom ve egzersiz, MK = Metabolik

sendrom ve kalori kisitlamasi, MEK = Metabolik sendrom, egzersiz ve kalori kisitlamasi,

Total Protein (mg/g doku)

30

20

10

[ ME MWK MEK

Sekil 3 - Beyin dokusu total protein degerlerinin grafiksel gosterimi
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4.2.2. Beyin dokusuna ait doku hasar parametrelerin sonugclari

Beyinde doku hasarin1 gosteren parametrelerden doku faktord, lipid
peroksidasyon, siyalik asit, heksozamin, miisin ve fukoz sonuglart Tablo 6’da ve
Sekil 4’te verilmektedir.

Tablo 6 - Beyin dokusunda doku hasar parametrelerinin degerleri ve karsilastiriimasi

Parametreler K M ME MK MEK P

(n=5) | (n=11) | (n=9) (n=8) (n=12) |(Anova)

LPO ot | 262 | 336° | 300 | 232" | 220
(nmol/mg protein) | sp | 046 | 033 | 055 0,48 049 | 2001

DF ort. | 140,00 | 134,20 | 121,6% | 12800 | 130,40
(saniye) sD | 11,25 | 635 | 15,00 13,66 540 | 00242

SA ort. | 13,80 | 30,50° | 21,78%¢ | 23,63°% | 19,18'
(ng/mg protein) | sp | 2,39 | 4,85 5,43 3,74 519 | 90001

Heksozamin | ort. | 013 | 012 | o012 | 007> | 0,07*"
(9/mgprotein) | sp | 002 | 003 | 003 0,01 002 | 2000

Miisin ort. | 3360 [4838 | 3700 |3560¢ 35,89°
(mg/mg protein) | sD | 709 | 816 | 6,00 9,60 1001 | 20197

Fukoz ort. | 12,00 | 1430* | 1175 | 1220% | 11,50°
(ng/mg protein) ["sp | 255 | 313 | L75 111 124 | 0012

K = Kontrol, M = Metabolik sendrom, ME = Metabolik sendrom ve egzersiz, MK = Metabolik
sendrom ve kalori kisitlamas;, MEK = Metabolik sendrom, egzersiz ve kalori kisitlamasi, Ort:

Ortalama, SD: Standart sapma

p<0,05, p<0,01, °p<0,001 K grubuna gore anlamlidir,
dp<0,05, ’p<0,01, fp<0,001 M grubuna gore anlamlidir,

9p<0,05, "p<0,01, 'p<0,001 ME grubuna gére anlamlidir.
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Sekil 4 - Beyin dokusunda doku hasar parametrelerinin grafiksel gosterimi

K = Kontrol, M = Metabolik sendrom, ME =

Metabolik sendrom ve egzersiz, MK = Metabolik

sendrom ve kalori kisitlamasi, MEK = Metabolik sendrom, egzersiz ve kalori kisitlamas1

#p<0,05, p<0,01, °p<0,001 K grubuna gore anlamlidir,

dp<0,05, “p<0,01, fp<0,001 M grubuna gore anlamlidr,

9p<0,05, hp<0,01, ip<0,001 ME grubuna gére anlamlidir.
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Beyinde LPO degerleri M grubunda K grubuna gore anlamli derecede yiiksek
bulunmustur. MK ve MEK gruplarinda LPO degerlerinde M grubuna goére anlamli
derecede azalma, yine MK ve MEK gruplarinda ME grubuna gore LPO degerlerinde

anlamli derecede azalma gozlenmistir.

Beyinde K ile M gruplarinin DF aktiviteleri arasinda anlamli bir farklilik
gozlenmezken, ME grubunun DF aktivitesi K grubuna gore anlamli derecede

artmistir (siirenin kisalmasi aktivitenin artmast anlamina gelmektedir).

Beyinde K grubuna gore SA degerleri M, ME ve MK gruplarinda anlamli olarak
yiikselmis, M grubuna gore ise ME, MK ve MEK gruplarinda SA degerleri anlaml

olarak diismiistiir.

Beyinde MK ve MEK gruplarinda heksozamin degerleri K, M ve ME grubuna

gore anlamli derecede diisiik bulunmustur.

Beyinde miisin ve fukoz degerleri K grubuna gore M grubunda anlamli olarak
artmig, MK ve MEK gruplarinda ise miisin ve fukoz degerleri M grubuna gore

anlamli olarak azalmistir.
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4.2.3. Beyin dokusu antioksidan parametrelerin sonug¢lar:

Beyin dokusunda incelenen antioksidan parametrelerden GSH diizeyleri ile

SOD, CAT ve GST aktiviteleri, anlamliliklar1 ve karsilastiriimasi Tablo 7 ve Sekil

5’te gosterilmistir.

Tablo 7 - Beyin dokusunda antioksidan parametrelerin degerleri ve karsilastirilmasi

Parametreler K M ME MK MEK P
(n=5) [ (n=11) | (n=9) (n=8) (n=12) (Anova)

GSH ort. | 242 | 132° | 252" | 241 274"

(hg/mg protein) [ sp | 043 | 0,19 | 042 0,63 0,37 0,0001
SOD ort. | 233 | 1,89 | 220 | 2,34° 2,30°

(U/mgprotein) | sp | 024 | 014 | 017 0,32 0,30 00311
CAT ort. | 20210 |163,20%(208,40° | 219,.40° | 212,60°

(U/mg protein) [ sp | 32,44 | 2516 | 22,68 | 9,69 25,35 0,0041
GST ort. | 016 | 0,09% | 011 0,13 0,15°

(U/mg protein) [ sp [ 0,03 | 0,01 | 0,04 0,02 0,05 0,0025

K = Kontrol, M = Metabolik sendrom, ME = Metabolik sendrom ve egzersiz, MK = Metabolik

sendrom ve kalori kisitlamasi,

Ortalama, SD: Standard sapma

p<0,05, "p<0,01, °p<0,001 K grubuna gére anlamlidir,

dp<0,05, ‘p<0,01, fp<0,001 M grubuna goére anlamlidir,

90<0,05, hp<0,01, ip<0,001 ME grubuna gore anlamlidir.

72

MEK = Metabolik sendrom, egzersiz ve kalori kisitlamasi Ort:




GSH (ug/mg protein) SOD (U/mg protein)
4 3
d d
f f f
3 T
2
2
1
1
0 0
K M ME MK  MEK K M ME MK MEK
CAT (U/mg protein) GST (U/mg protein)
250 d e © 0.25
e
200 0.2 _
150 0.15
100 0.1
50 0.05
0 0
K M  ME MK MEK K M ME MK MEK

Sekil 5 - Beyin dokusunda antioksidan parametrelerin grafiksel gosterimi

K = Kontrol, M = Metabolik sendrom, ME = Metabolik sendrom ve egzersiz, MK = Metabolik

sendrom ve kalori kisitlamasi, MEK = Metabolik sendrom, egzersiz ve kalori kisitlamasi

p<0,05, "p<0,01, °p<0,001 K grubuna gére anlamhdur,
99<0,05, ®p<0,01, 'p<0,001 M grubuna gére anlamlidir,

%<0,05, "p<0,01, 'p<0,001 ME grubuna gére anlamlidur.

Beyin dokusunda GSH diizeyleri M grubunda K grubuna goére anlamli derecede
azalmig, ME, MK ve MEK gruplarinda M grubuna gore anlamli olarak artmistir.

Beyin dokusunda SOD aktivitesi M grubunda K grubuna gére anlamli derecede

azalmig, MK ve MEK gruplarinda M grubuna goére anlamli olarak artmistir.
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Beyin dokusunda CAT aktivitesi M grubunda K grubuna gore anlamli derecede
azalmis, ME, MK ve MEK gruplarinda M grubuna gore anlamli olarak artmuistir.

Beyin dokusunda GST aktivitesi M grubunda K grubuna gore anlamli derecede

azalmig, MEK grubunda ise M grubuna gore anlamli olarak artmustir.

4.3. Karaciger Dokusuna Ait Sonuclar

4.3.1. Total protein sonuclari

Karaciger dokusu total protein parametresinde gruplar arasinda anlamli fark
bulunmadi (Tablo 8, Sekil 6).

Tablo 8 - Karaciger dokusunda total protein degerleri (mg/g doku)

K M ME MK MEK P
(n=5) (n=11) (n=9) (n=8) (n=12) (Anova)
Ortalama deger | 88,40 87,00 97,33 87,75 94,33 07288
Standart sapma | 19,37 16,93 24,22 12,90 21,66 ’

K = Kontrol, M = Metabolik sendrom, ME = Metabolik sendrom ve egzersiz, MK = Metabolik

sendrom ve kalori kisitlamasi, MEK = Metabolik sendrom, egzersiz ve kalori kisitlamasi

Total Protein (mg/g doku)
150
100 [
50
0
K M ME MK MEK

Sekil 6 - Karaciger dokusunda total protein degerlerinin grafiksel gosterimi
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4.3.2. Karaciger dokusuna ait doku hasar parametrelerin sonuglari

Karacigerde doku hasarini gosteren parametrelerden lipid peroksidasyon, doku
faktort, siyalik asit, heksozamin, miisin ve fukoz sonuglar1 Tablo 9’da ve sekil 7°de
verilmektedir.

Tablo 9 - Karacigerde doku hasar parametrelerin degerleri ve karsilastiriimasi

Parametreler K M ME MK MEK P
(n=5) | (n=11) | (n=9) (n=8) (n=12) (Anova)
LPO ort. | 041 | 063° | 045" | 042’ 044" 0 0001
(nmol/mg protein) [ sp | 0,08 | 0,08 0,05 0,08 0,05 '
DF ort. | 80,20 | 120,50 [ 111,102 | 81,50 "9 | 82,58 ¢ 0 0001
(saniye) SD | 12,07 | 2485 | 2563 | 11,74 9,85 '
SA ot | 406 | 347 | 367 595" | 4922"" 0 0001
(ng/mg protein) | sp | 0,16 | 0,26 0,50 0,58 0,71 '
ALP ot | 173 | 166 2,08 1,48 130" 0.0042
(U/g protein) [ sp [ 0,40 | 0,56 0,43 0,35 0,29 ’
Heksozamin | ort | 19 | 1755 | 1756 | 1813 17,33 04373
(9/mg protein) | sp | 1,73 | 1,57 2,07 1,96 1,50 '
Misin | Ort. | 252 | 2136 | 1956 | 2313 19,58 0,088
(mg/mg protein) | sp | 2,95 | 5,35 4,45 5,03 3,06 '
Fukoz o |2985| 2707 | 2495 | 2222 | a547°""
(g /mg protein) [~ "17338 | 625 | 853 | 640 ramn

K = Kontrol, M = Metabolik sendrom, ME = Metabolik sendrom ve egzersiz, MK = Metabolik sendrom ve

kalori kisitlamasi, MEK = Metabolik sendrom, egzersiz ve kalori kisitlamasi, Ort: Ortalama, SD: Standard sapma
#p<0,05, °p<0,01, °p<0,001 K grubuna gore anlamlidur,

p<0,05, ®p<0,01, p<0,001 M grubuna gére anlamlidir,

9<0,05, "p<0,01, 'p<0,001 ME grubuna gdre anlamlidir,

kp<0,05, Mp<0,01, "p<0,001 MK grubuna gore anlamlidur.
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Sekil 7 - Karaciger dokusunda doku hasar parametrelerinin grafiksel gosterimi

K = Kontrol, M = Metabolik sendrom, ME = Metabolik sendrom ve egzersiz, MK = Metabolik sendrom ve

kalori kisitlamasi, MEK = Metabolik sendrom, egzersiz ve kalori kisitlamasi
p<0,05, "p<0,01, °p<0,001 K grubuna goére anlamlidir,

dp<0,05, ®p<0,01, fp<0,001 M grubuna gore anlamlidur,

9p<0,05, hp<0,01, ip<0,001 ME grubuna goére anlamlidir,

kp<0,05, Mp<0,01, "p<0,001 MK grubuna gore anlamlidur.
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Karacigerde M grubunda K gubuna gore LPO degerleri anlamli olarak artmuis;
ME grubu, MK ve MEK grubunda M grubuna gére LPO degerlerinde anlamli olarak

azalmstir.

Karacigerde M ve ME gruplarinda K grubuna gére DF aktivitelerinde anlamli
azalma gozlenmistir. MK ve MEK gruplarinda M grubuna gore anlamli artma, yine

MK ve MEK gruplarinda ME grubuna gore anlamli artma gézlenmistir.

Karacigerde K grubu ile M grubu SA degerleri arasinda anlamli bir farklilik
gozlenmemistir. MK grubunda K, M ve ME grubuna gore anlaml artis gdzlenirken,

MEK grubunda K, M, ME ve MK grubuna gére anlamli artis gozlenmistir.

Karacigerde K grubu ile M grubu ALP aktivite degerleri arasinda anlamli bir
farklilik gozlenmezken, MEK grubunda ME grubuna gore ALP aktivite degerleri

arasinda anlamli azalma gozlenmistir.

Heksozamin ve miisin parametrelerinde gruplar arasinda anlamlilik

bulunamamastir.

K grubu ile M grubunun fukoz degerleri arasinda anlamli bir farklilik
gozlenmezken, MEK grubunda K, M, ME ve MK grubuna gore anlamli artis

gozlenmistir.
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4.3.3. Karaciger dokusu antioksidan parametrelerin sonuclari

Karaciger dokusunda incelenen antioksidan parametrelerden GSH diizeyleri ile
SOD, CAT ve GST aktiviteleri, anlamliliklar1 ve karsilagtirilmasi Tablo 10 ve Sekil

8’de gosterilmistir.

Tablo 10 - Karaciger dokusunda antioksidan parametrelerin degerleri ve

karsilastirilmasi
Parametreler K M ME MK MEK P
(n=5) | (n=11) | (n=9) (n=8) (n=12) (Anova)
GSH ot | 169 [ 105¢ | 164" | 1627 | 1797 0,001
(ng/mgprotein) [ sp [ 023 | 007 | 020 | 011 0,26 ’
SOD ot | 212 | 137° | 165° | 150° | 2,03™9" 2,000
(U/mg protein) [ sp | 0,27 0,14 0,15 0,20 0,26 ’
3526° | 2031° [6007™ | 5827"
CAT | om | 079 0,0001
(U/mg protein) sp | 1222 | 1047 | 1117 | 11,30 8,54
GST ot | 041 | 036 | 040 | 029 | 019°® 0.0003
(U/mg protein) [ sp | 0,07 0,07 0,18 0,10 0,04 ’

K = Kontrol, M = Metabolik sendrom, ME = Metabolik sendrom ve egzersiz, MK = Metabolik
sendrom ve kalori kisitlamas;, MEK = Metabolik sendrom, egzersiz ve kalori kisitlamasi, Ort:
Ortalama, SD: Standard sapma

p<0,05, "p<0,01, °p<0,001 K grubuna gére anlamlidir,
dp<0,05, °p<0,01, fp<0,001 M grubuna gore anlamlidir,
9<0,05, "p<0,01, 'p<0,001 ME grubuna gdre anlamlidir,

kp<0,05, Mp<0,01, "p<0,001 MK grubuna gore anlamlidir.
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Sekil 8 - Karacigerde antioksidan parametrelerin grafiksel gosterimi

K = Kontrol, M = Metabolik sendrom, ME = Metabolik sendrom ve egzersiz, MK = Metabolik

sendrom ve kalori kisitlamasi, MEK = Metabolik sendrom, egzersiz ve kalori kisitlamasi

p<0,05, °p<0,01, °p<0,001 K grubuna gore anlamhidir,
dp<0,05, *p<0,01, fp<0,001 M grubuna gore anlamhidir,
9p<0,05, hp<0,01, ip<0,001 ME grubuna goére anlamlidir,

kp<0,05, Mp<0,01, "p<0,001 MK grubuna gore anlamlidir.

Karacigerde M grubunda K grubuna gére GSH degerlerinde anlamli azalma, ME
grubu, MK ve MEK grubunda M grubuna goére GSH degerlerinde anlamli artma

tesbit edilmistir.

Karacigerde M, ME ve MK grubunda kontrole gére SOD aktivite degerlerinde
anlamli azalma, MEK grubunda ise M, ME ve MK grubuna goére anlamli artig

gozlenmistir.
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M ve ME grubunda K grubuna gore CAT aktivite degerlerinde anlamli azalma
gbzlenmig, MK ve MEK grubunda M grubu ve ME grubuna gore anlamli artig

gbzlenmistir.

K grubu ile M grubu GST aktivite degerleri arasinda anlamli bir farklilik
gozlenmezken, MEK grubunda K, M ve ME grubuna gore anlamli azalma

gbzlenmistir.
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5. TARTISMA

Metabolik sendrom; insiilin rezistansi, abdominal obezite, hiperinsiilinemi,
hipertansiyon ve dislipidemi ile karakterize olan patofizyolojik bir durumdur
(Reaven GM, 1988). Bu hastaligin modern hayat tarzi ile birlikte gelen asir1 yemek
ve sedanter yasam ile ortaya ¢iktigi, 6zellikle diyet igerigindeki fruktozun obeziteyle
birlikte diger hastaliklar1 da tetikledigi bilinmektedir (Dalle-Donne ve ark, 2006).
Metabolik sendrom gelisiminden genetik ve ¢evresel faktorler sorumludur. Cevresel
faktorlerden en Onemlisi de son yillarda hizli bir sekilde artan fruktoz tiikketimi
oldugu bilinmektedir (Rutledge ve Adeli, 2007; Ritz E, 2007). Ambalajli hazir
gidalarda yiiksek fruktoz icerikli misir surubu kullanilmaktadir. Fruktoz igeren
cikolata, kek, biskiivi, sekerlemeler, recel, marmelat ve diger jole tiirii besinler ile
meyve suyu, soguk cay, meyveli sodalar ve gazli igeceklerin fazla miktarda alinmast

ile fruktoz tiiketimi artmaktadir.

Bu caligmada yiiksek fruktoz diyeti ile metabolik sendrom olusturulmus
siganlarin beyin ve karaciger dokularinda meydana gelen doku hasari ve oksidatif

strese kars1 egzersiz ve/veya kalori kisitlamasinin tedavi edici etkisi aragtirilmistir.

Deney hayvanlarina yem veya igme suyu ile yiiksek oranda fruktoz verilmesi
metabolik sendrom modeli olusturmak i¢in en yaygin kullanilan yontemdir (Rutledge
ve Adeli, 2007; Ritz E, 2007; Cirillo ve ark, 2009; Abdullah ve ark, 2009; Pasko ve
ark, 2010; Singh ve ark, 2010; Pasko ve ark, 2011; Akar ve ark, 2012; Babacanoglu
ve ark, 2013; Masterjohn ve ark, 2013). Fruktoz; dozuna ve kullanim siiresine bagl
olarak glukoz intoleransi, insiilin direnci, dislipidemi, hipertansiyon ve karaciger
yaglanmasi, dolayl olarak kalp ve beyin damarlarinda tikanma gibi genis spektrumlu
bir tablo olusmaktadir (Akar ve ark, 2012; Babacanoglu ve ark, 2013; Masterjohn ve
ark, 2013).
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Yiiksek miktarda fruktozla beslenmenin direkt olarak hipertansiyona neden
oldugu bilinmektedir (Miller ve Adeli, 2008). Yiiksek-fruktozlu diyetlerin insiilin
diizeylerini artirtp insiilin rezistansina neden oldugu c¢ok sayida ¢alismada
gosterilmistir (Gaby AR, 2005; Rutledge ve Adeli, 2007; Kitagawa ve ark, 2012).
Hem insan hem de hayvan calismalar1 neticesinde fruktoz tiikketiminin TG artigina
neden olabilecegi yoniinde ortak sonuca varilmistir (Parks ve Hellerstein, 2000;

Elliott ve ark, 2002; Gaby AR, 2005).

Metabolik sendrom modeli genellikle fruktozun %60-65 oraninda diyete veya %
10-30 oraninda igme suyuna eklenmesi ile olusturulmaktadir (Jia ve Wu, 2007;
Bagul ve ark, 2012; Akar ve ark, 2012; Masterjohn ve ark, 2013; Babacanoglu ve
ark, 2013). Mesrubatlarin igerigindeki karbonhidrat oraninin da %7-15 oldugu
bilinmektedir (Ventura ve ark, 2011).

Bir ¢ok galismaya gore igme suyunda %10 fruktoz iceren diyet ile 6 veya 8 hafta
stire beslenen siganlarinin plazma/serumlarinda TG, insiilin ve glukoz diizeylerinde
artis oldugu (Zhao ve ark, 2009; Giani ve ark, 2009; Wang ve ark, 2013), endotel
islev bozuklugu ve diiz kas proliferasyonu meydana geldigi (Steinberg ve ark, 1996),
plazma/serum glukoz, insulin ve TG diizeylerindeki artisa ilaveten HOMA
degerlerinin arttigt bulunmus, ayrica serumda oksidatif stresin arttigi da
gosterilmistir (Abdullah ve ark, 2009; Delbosc ve ark, 2005; Kannappan, 2010;
Singh, 2010).

Biz de ¢alisgmamizda yukaridaki ¢alismalarin sonuglarina uyumlu olarak 18 hafta
stireyle %10 fruktoz uygulamasi sonrasinda sicanlarin 12. hafta ve 18. hafta kan

glukoz degerlerini deney baslangicina gore anlamli olarak yiiksek bulduk.

Oksidatif stres nedeniyle olusan ROS’larin (027, H,O, ve OH" gibi) gesitli
dokularda oksidan hasara neden olduklari gosterilmistir (S6zmen E, 2006). Bu

durum antioksidan sistem elemanlarinin (SOD, CAT, C ve E vitamini, indirgenmis
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GSH) tiikkenmesi, cesitli inflamatuvar aract molekiillerinin indiikledigi hiicre
hasarinin geligsmesi, organ fonksiyon bozuklugu ve dliimle sonuglanir (Macdonald,
2003; Demirbilek ve ark, 2004). Calismamizda karaciger ve beyinde doku hasar
parametrelerinden LPO, DF, ALP, SA, heksozamin, miisin, fukoz ve antioksidan
parametrelerden ise GSH, SOD, CAT, GST arastirilmistir.

Lipid peroksidasyonu; ROS araciligiyla, hiicre membranin hasar1 ve yikimindan
sorumlu 6nemli etkenlerden birisidir. Ayni1 zamanda; hiicre lizisine neden olan
protein denatlirasyonun artmast ile membran akigskanligt ve permeabilitesinin
degismesi de doku hasarinin ilerlemesinde rol oynamaktadir. Dokularda LPO'nun
son triinlerinden olan MDA tayinleri ile oksidatif hasarin belirlenmesi miimkiindiir.
LPO iiriinleri de dokuda benzer toksik etkiler gosterip, serbest radikallerin hasari
baglatmasini indiiklemektedir (Sener ve Arbak, 2005).

Buna karsin; endojen bir antioksidan olan rediikte GSH, oksidatif hasarin neden
oldugu ¢esitli zararli uyaranlara karsi, 6zellikle serbest radikallere yanit veren hiicre
i¢ci koruyucu mekanizma bilesenlerinden birisidir (Iceri, 2005; Sener ve Toklu,

2005).

SOD ve CAT antioksidan savunma mekanizmasinda yer alan 6nemli hiicre i¢i
enzimlerdir. SOD; hiicre icerisinde O,”i substrat olarak kullanarak molekiiler
oksijen ve H,0O, triinlerini meydana getiren bir metaloenzimdir. CAT ise; olusan
H,O,’i substrat olarak kullanan, oksijen ve suya pargalayip H,0;
detoksifikasyonunu saglayan peroksidaz tiirii bir enzimdir (Greenwald, 1990;
Guemouri, 1991; Macdonald, 2003).

Baz1 arastiricilar %60 oraninda fruktoz iceren yemle beslenen si¢anlarda 2-5
haftalik donemde karacigerde MDA diizeylerini incelemisler ve bazilart MDA
diizeylerinin arttigini (Kim ve ark, 2010; Yokozawa ve ark, 2008), digerleri ise
degismedigini (Rault-Nania, 2008) belirtmislerdir. %60 oraninda fruktoz igeren
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diyetle beslenmenin karacigerde prooksidan-antioksidan denge iizerine etkisini
ayrintili inceleyen iki ¢alisma bulunmaktadir (Kannappan, 2010; Reddy, 2009).
Reddy ve arkadaslar1 yiiksek fruktoz diyeti uygulamasindan 2 ay sonra serumda
glukoz, insiilin ve TG diizeylerinin arttigini, karacigerde MDA ve protein karbonil
diizeylerinde bir artis ve GSH, SOD, CAT ve GST aktivitelerinde bir azalma
bulmuslardir (Reddy, 2009).

Kannappan ve arkadaslar1 %60 fruktoz iceren diyetle 2 ay siire ile besledikleri
sicanlarda Reddy ve arkadaslarinin sonuglarina benzer sekilde plazma glukoz ve
insiilin diizeyleri ve HOMA degerlerinin arttigini, karacigerde MDA, LPO, PCO
diizeylerinde bir artis, GSH, E vitamini ve C vitamini diizeyleri ile SOD, CAT, GSH-
Px, GSH-R ve GST aktivitelerinin azaldigini bildirmislerdir. (Kannappan, 2010).

Suwannaphet ve arkadaslar1 8 hafta boyunca % 63’liik yiiksek fruktoz diyeti ile
besledikleri siganlarin karacigerinde SOD, CAT ve GPx enzimlerinin aktivitelerinde
ve GSH miktarinda azalma, LPO miktarinda ise artma gozlemlemislerdir

(Suwannaphet ve ark, 2010).

Kitagawa ve arkadaglar1 6 hafta boyunca %60 lik fruktoz diyeti ile besleyip
metabolik sendrom modeli olusturduklari siganlarin karacigerinde GSH da azalma ve

LPO da artma oldugunu rapor etmislerdir (Kitagawa ve ark, 2012).

Francini ve arkadaglar1 21 giin siireyle %10’luk fruktoz igeren su verilen
siganlarin serumunda glukoz, insiilin, TG miktarlarini artmis, karacigerinde ise GSH
miktar1 diisiik bulmustur. LPO miktarinda anlamli bir farklilik bulamamistir. CAT
aktivitesinde ve SOD, CAT, GSH-Px enzimlerinin gen ve protein ekspresyonlarinda

azalma gozlemlemistir (Francini ve ark, 2010).
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Castro ve arkadaslar1 21 giin siireyle %10’luk fruktoz igeren su verilmis
sicanlarin karacigerinde GSH miktarinda ve SOD, CAT’in gen ekspresyonlarinda

anlamli azalma oldugunu gostermislerdir (Castro ve ark, 2012).

Biz de calismamizda %10’luk fruktoz igeren igme suyu verilen siganlarin
karacigerinde yukaridaki caligmalara uyumlu olarak LPO miktarindan artma, GSH
miktarinda azalma, CAT ve SOD aktivitesinde azalma saptadik. GST aktivitesinde

ise anlamli bir farklilik tespit edemedik.

Beyin, insan viicudundaki en yiiksek miktarda oksijen tiiketen organlardan
birisidir. Beyin kullanilan oksijenin biiytik bir kismini CO; ve H,O’ya déniistiirse de,
kiigiik miktarda O,", H,O, ve OH" gibi ROS’larda olusmaktadir. Serbest radikallerin
hedefi olan ¢oklu doymamis yag asitlerin beyindeki varlig1 bu organi oksidatif hasar
acisindan daha hassas hale getirmektedir. (Kumar ve Menon, 1993). Bu nedenle,
serbest radikallerin zararli etkilerini notralize eden beyinde g¢esitli antioksidan
mekanizmalar vardir. Ancak diyabet ile antioksidan mekanizmalarinin etkinligi
azalmakta ve mitokondrideki elektron transfer zincirindeki degisiklikleri nedeniyle

de ROS olusumunu artirmaktadir (Ozkaya ve ark, 2002).

Madani ve arkadaslar1 2 ay boyunca %?20’lik kazein ve %64’liik fruktozlu yem
ile beslenmis siganlarin beyin dokularinda sadece %20’lik kazein ile beslenenlere
gore CAT ve GSH-Px aktivitelerinde anlamli derecede azalma LPO miktarinda

artma gozlemlemistir (Madani ve ark, 2015).

Cheng ve arkadaglar1 4 hafta boyunca %10’luk fruktoz igeren su verilen

siganlarin beyin dokusunda SOD ekspesyonlarinin arttigini rapor etmistir (Cheng ve
ark, 2014).
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Yin ve arkadaglart 16 hafta boyunca %10’luk fruktoz iceren su verilmis
sicanlarin beyin dokusunda SOD, CAT, GPx aktivitelerinde ve GSH miktarinda

azalma, LPO miktarinda artma oldugu bulunmustur (Yin ve ark, 2013).

Biz de ¢alismamizda %10’luk fruktoz igeren igme suyu verilen siganlarin beyin
dokularinda diger ¢alismalara uyumlu olarak LPO miktarindan artma, GSH

miktarinda azalma, CAT, SOD ve GST aktivitelerinde azalma saptadik.

Egzersizin insan sagligi lizerine faydali etkilerini inceleyen pek ¢ok calisma
yapilmistir. Kas aktivitesinin artisina bagli olarak enerji tiretimi ve tiiketimi
artmaktadir. Yapilan egzersizin siddetiyle dogru orantili olarak oksijen tiiketimi de
artar. Egzersiz sirasinda artan oksijen tiilketimine bagli olarak da ROS {iretimi artar.
Akut agir egzersizin doku hasarina neden olacagi ve LPO’nun artabilecegi, diizenli
fiziksel aktivite ile de antioksidan aktivitenin artabilecegi LPO’nun azalabilecegine

isaret edilmistir (Vincent ve ark, 1999, Duarte ve ark, 2001).

Ozkaya ve arkadaslar1 siganlar1 kontrol, egzersiz, diyabet ve diyabet + egzersiz
olmak tizere 4 gruba ayirmis, streptozotosin enjeksiyonu ile diyabet modeli
olusturmus, 8 hafta sonunda sadece egzersiz ve diyabet + egzersiz gruplarindaki
sicanlarin beyin dokusunda SOD ve GPx aktivitelerinde azalma goézlemlemisler.
Egzersiz, beyin dokusunda CAT aktivitesinde anlamli bir degisim olusturmazken,
diyabet + egzersiz grubunda SOD aktivitelerinin azaldig1 tespit edilmistir (Ozkaya ve
ark, 2002).

Alipour ve arkadaslar1 siganlar1 kontrol, egzersiz, diyabet ve diyabet + egzersiz
grubu olarak 4’e ayirmis, streptozotosin enjeksiyonu ile diyabet olusturmus ve 8
hafta boyunca siganlara kosu egzersizi yaptirmistir. Sicanlarin  hipokampiis
bolgelesinde diyabet ve diyabet + egzersiz gruplarinda kontrol grubuna goére LPO
degerlerinin yiikseldigini saptamislardir. SOD, CAT ve GPx aktivitesi kontrol

grubuna gore egzersiz grubunda yiiksek, diyabet grubunda ise diisiik bulunmustur.
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SOD, CAT, GPx aktivitesi ve GSH degerleri sadece egzersiz grubuna gore diyabet
grubunda anlamli olarak azalmis, diyabet + egzersiz grubunda SOD ve GPx

aktiviteleri diyabet grubuna goére anlamli derecede yiikselmistir (Alipour ve ark,
2012).

Calismamizda ise metabolik sendrom + egzersiz grubuna 6 hafta boyunca yiizme
egzersizi yaptirildi. Egzersiz yapan si¢anlarin kan glukozu 12. hafta kan glukozuna
gore diistii. Egzersiz ile bu diisiis anlamli olmasina ragmen kontrole gore kan
glukozu anlamli olarak yiiksek kalmistir. Beyin dokularinda ise GSH diizeyi ve CAT
aktivitesi metabolik sendrom grubuna gére anlamli olarak artti. LPO diizeyi, SOD ve
GST aktivitelerinde ise anlamli bir farklilik bulunmadi. Metabolik sendromlu
sicanlarda sadece egzersiz uygulamasi beyin dokusundaki antioksidan enzimlerin
diizeyini yiikseltmeye yetmedi. SOD ve GST aktiviteleri bir miktar artmis olsa da bu

artis yeterli olmadi.

Botezelli ve arkadaglar1 saglikli siganlarda uyguladiklar1 diizenli egzersiz
protokolleri sonrasinda sedanter yasayan gruba gore egzersiz grubunun
karacigerlerinde TG miktarlarinin ve LPO diizeylerinin azaldigini, SOD ve CAT
aktivitelerinin arttigin1 gézlemlemisler (Botezelli ve ark, 2011).

Tanes 1. Lima ve arkadaslar1 siganlar1 kontrol, egzersiz, diyabet ve diyabet +
egzersiz olmak tizere 4 gruba ayirmis, streptozotosin enjeksiyonu ile diyabet modeli
olusturmus, 9 hafta boyunca si¢anlara kosu egzersizi yaptirmislar. Diyabetik
sicanlarin kontrol grubuna gore karacigerinde TG miktarlarinda artma, diyabet +
egzersiz grubunda ise TG miktarinda azalma gozlemlenmistir. Egzersiz grubunda
kontrole gére ve ayn1 zamanda diyabet + egzersiz grubunda diyabet grubuna gore
SOD ve CAT aktivitelerinde artis oldugu rapor edilmis, GSH-Px aktivitesinde ise
sadece diyabet+ egzersiz grubunda diyabet grubuna gore artis goriilmistiir (Lima ve
ark, 2015).
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Frederico D. Lima ve arkadaslari siganlar1 kontrol ve egzersiz grubu olusturacak
sekilde 2’ye ayirip 6 hafta ylizme egzersizi yaptirmig, daha sonra kontrol ve egzersiz
gruplarin1 kendi i¢inde 2’ye ayirip 72’°ser saat arayla 3 set agir egzersiz yaptirmislar.
Sadece 6 hafta egzersiz yapan sicanlarin egzersiz yapamayanlara gore karaciger GSH
diizeyleri ve SOD aktiviteleri artig gostermis LPO diizeyleri ise azalmistir. 6 haftalik
egzersiz sonrasit agir egzersiz yapan sigcanlarin diizenli egzersiz yapmadan agir
egzersiz yapanlara gére GSH diizeyleri yiiksek, LPO diizeyleri diisiik bulunmus,
SOD aktivitelerinde anlamli bir farklilik bulunamamuistir (Lima ve ark, 2013)

Bizim c¢aligmamizda ise sadece egzersiz yapan siganlarin karacigerlerinde GSH
diizeyi metabolik sendrom grubuna gore anlamli olarak artmis, LPO diizeyi ise
anlamli olarak azalmistir. SOD, CAT ve GST aktivitelerinde ise anlamli bir farklilik
bulunamamis; hatta kontrol grubuna gore SOD ve CAT aktiviteleri diisiik
bulunmustur. Metabolik sendromlu sicanlarda tek basina yapilmis olan egzersiz
karaciger dokusundaki antioksidan enzim diizeylerini arttirmaya yetmemistir.
Uygulanan egzersiz protokolii metabolik sendromlu si¢anlara agir gelmis ve
karaciger dokusundaki antioksidan enzimlerin aktivite kaybetmelerine sebep olmus

olabilir.

Kalori kisitlamasi, yetersiz beslenme olmaksizin ad libitum seviyesinin altinda
olacak sekilde gida aliminin azaltilmasidir. Kalori kisitlamasi ile serbest radikallerin
tiretimi ve sebep olduklart oksidan hasarlar azaltilmaktadir (Hagopian, 2005). Bu
sayede kalori kisitlamasi, diyabet, kanser ve Kkardiyovaskiiler hastaliklarin
baglamasimi onlemek veya geciktirmek i¢in bir ydntem olarak arastirmalarda
uygulanmaktadir. Bu yaklasimin basarisin1 kanitlayan deneysel calismalar son on
yilda artmistir (Speakman ve Mitchell, 2011). Kalori kisitlamas1 yasa bagli vaskiiler
oksidatif stresi ve inflamasyonu azaltirken, endotel fonksiyonunu diizenler (Csiszar
ve ark, 2009). B-hiicre fonksiyonunu korumak, ROS’un asir1 iiretilmesi ile olusan
diyabetin baslamasin1 engellemek ve tedavisini saglamak kalori kisitlamasini klinik

anlamda onemli kilmaktadir (He ve ark, 2012). Hafif fibrotik ve yash farelerde
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karacigerin inflamatuvar durumunun kalori kisitlamasi ile iyilestirilebilecegi ileri
stiriilmektedir (Horrillo ve ark, 2013).

Xia ve arkadaslar1 %40 kalori kisitlamasi uygulanmis olan sigan modellerinin
beyin korteksi, kalp ve bobrek dokularinda LPO degerlerinde azalma, SOD ve CAT
aktivitelerinde ise artig gosterdigini belirtmisler (Xia ve ark, 1994).

Calismamizda metabolik sendrom + kalori kisitlamasi1 grubuna 6 hafta boyunca
%40°lik kalori kisitlamasi uygulandi. Kalori kisitlamasi yaptirilan siganlarin kan
glukozu 12. hafta kan glukozuna gore anlamli olarak diistii. Yukaridaki ¢aligmalara
uyumlu olarak da kalori kisitlamasi uygulanan si¢anlarin beyin dokularinda GSH
diizeyi, SOD ve CAT aktiviteleri metabolik sendrom grubuna gore anlamli olarak
yiksek, LPO diizeyi de metabolik sendromlu siganlar ve egzersiz yaptirilan

metabolik sendromlu si¢anlara gore anlamli olarak diisiik bulundu.

Mladenovi¢ ve arkadaslart siganlar1 kontrol; enerji ihtiyacinin %40-50 (CRgo-s0)
ve %60-70’ini (CRyo-30) karsilayacak kalori kisitlamasi yapilan; etanol verilen; etanol
verilen ve kalori kisitlamasi yapilan gruplar (E+ CRgo50 Ve E+ CRyo.30) olarak
ayirmiglar. Karaciger dokusunda yapilan ¢calismada MDA seviyeleri etanol grubuna
gore E+CRyo30 grubunda anlamli olarak diisiik, E+CRgo50 grubunda yiiksek
bulunmustur. GSH diizeyleri ve SOD aktiviteleri E+CR4g.30 grubunda anlamli olarak

yiiksek, E+CRgo.50 grubunda diisiik bulunmustur (Mladenovi¢ ve ark, 2013).

Mohammadi ve arkadaslar1 siganlar1 ad libitum ve kalori kisitlamasi olarak 2’ye
ayirmis, kalori kisitlamasi grubuna giinliik enerji ihyacinin %65’ini karsilayacak
kadar yem vermislerdir. 6 hafta sonra her bir grup kendi i¢cinde 2’ye ayrilmis ve
yarisina kursun asetat diger yarina salin verilmistir. Kursun verilen siganlardan kalori
kisitlamasi yapilanlarin karacigerlerinde SOD ve GSH-Px aktiviteleri anlamli olarak

artmig, LPO diizeyi azalmistir (Mohammadi ve ark, 2014).
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Calismamizda sadece kalori kisitlamasi uygulanan sigcanlarin  karaciger
dokularinda GSH diizeyi ve CAT aktiviteleri metabolik sendrom grubuna gore
anlaml olarak yiiksek, LPO diizeyi de anlamli olarak diisiik bulunmustur. Ancak
SOD ve GST aktivitelerinde anlamli bir farkliik bulunamamistir. Metabolik
sendromlu sicanlara sadece kalori kisitlamasi ve sadece egzersiz uygulanmasi

karaciger antioksidan enzim diizeylerini arttirmaya yeterli olmamustir.

Bu ¢alismada olusturdugumuz bir diger grup ise metabolik sendrom + egzersiz +
kalori kisitlamasi grubudur. Bu gruptaki sicanlarin deney sonu kan glukozlar1 12.
haftada artmis olan kan glukozlarima gore diisti. Hem egzersiz hem de kalori
kisitlmas1 yapan siganlarin beyin dokularinda GSH degerleri, SOD, CAT ve GST
aktiviteleri metabolik sendrom grubuna gore anlamli olarak artmig, LPO degerleri ise
hem metabolik sendromlu sigcanlara hem de egzersiz yaptirilan metabolik sendromlu
sicanlara gore anlamli olarak azalmistir. Karaciger dokularinda ise GSH degerleri
artmig, LPO degerleri azalmis, CAT aktivitesi hem metabolik sendromlu hem de
egzersiz yaptirilan metabolik sendromlu siganlara gére anlamli olarak artmistir. SOD
aktivitesi kontrol hari¢ tiim gruplara karsi anlamli olarak artmig, ancak GST ise
sadece kalori kisitlamasi yaptirilan grup hari¢ tiim gruplara karst anlamli olarak
azalmistir. Antioksidan-oksidan dengenin iyilestirilmesinde diger gruplara gore hem
egzersiz hem de kalori kisitlamasi uygulamasi nispeten daha iyi bir tedavi

yontemidir.

Calismamizda arastirdigimiz doku hasar parametrelerinden bir digeri de DF
aktivitesidir. DF ile ilgili olarak daha 6nce yapilan ¢alismalarda gesitli dokularin
(akciger, kalp, aort, bobrek, karaciger, pankreas, dalak, beyin) farkli DF
aktivitesine sahip oldugu, beslenme ve sistemik hastaliklara gore degistigi
saptanmistir (Mackman N, 2004; Alturfan EI, 2006; Kasik¢1i E, 2006). Pro ve
antikoagiilan faktorlerin regiilasyonlari, hemostatik faktorlerin vaskiiler dagiliminin
farkli farkli oldugu belirtilmektedir (Angus ve Crowther, 2003; Lopes-Bezerra ve

Filler, 2003). Doku faktorii aktivitesi normal kan plazmasi kullanilarak tayin
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edilmektedir. Pithti olusumu igin gecen siirenin artmasi aktivitenin azaldigini

gostermektedir.

Calismamizda beyin dokusunda DF aktivitesi kontrol ile metabolik sendrom
gruplarinda anlamli degilken, sadece egzersiz yaptirilan metabolik sendromlu
siganlarda kontrole gore aktivite artigi olmustur. Karaciger dokusunda ise metabolik
sendrom grubunda kontrole gore DF aktivitesinde azalma tespit edilmistir. Ayni
sekilde sadece egzersiz yaptirilan metabolik sendromlu sicanlarda da DF
aktivitesinde kontrole gore anlamli azalma gozlenmistir. Sadece kalori kisitlamasi ve
egzersiz ile kalori kisitlamasi yaptirilan metabolik sendromlu siganlarda ise hem
metabolik sendromlu hem de egzersiz yaptirilan metabolik sendromlu siganlara gore
DF aktivitileri yiiksek bulunmustur. Karaciger ve beyin yapisal ve islevsel olarak

farkli dokulardir. Bu nedenle DF aktivitesi karaciger ve beyinde farkli degismistir.

Dokuz karbonlu bir seker olan néraminik asitten tiireyen SA, glikoproteinlerin
ve glikolipidlerin oligasakkarit zincirlerinin terminal seker komponentini olusturur.
Molekiiliin fizyolojik pH'da negatif yiik tasimasi, hiicreler arasi etkilesimlerde,
hormon reseptor iliskilerinde, hiicrenin patojenler tarafindan taninmasinda,
membranin proteolizinden korunmasinda 6nemli rol oynamasini saglar (Paulson JC,
1989; Schauer R, 1992; Emekli ve ark, 2008). Son yillarda oksidatif stres sonucu
artan siyalidaz aktivitenin SA’lart glikoprotein ve glikolipidlerin u¢ kisimlarindan
kopardigi ve viicut sivilarinda serbest SA artisina neden oldugu bildirilmistir (Emekli
ve ark, 2008). Serum SA diizeyleri inflamasyon ile seyreden daha bir ¢ok hastalikta
yiksek bulunmustur, behget hastaligi, merkezi sinir sitemi hastaliklart,
kardiyovaskiiler hastaliklar, bakteriyel enfeksiyonlar, psoriazis ve romatoid artrit
bunlardan bazilaridir (Serap ve Hamdi, 2010). Ayrica kronik karaciger
hastaliklarinda serumda SA’nin yiikseldigi gorilmistir (Crook ve ark, 1997).
Metabolik sendrom  hastalarinin kandaki siyalik asit konsantrasyonun saglikli
bireylerle karsilastirildiginda belirgin sekilde yiiksek oldugu rapor edilmistir (Crook
ve ark, 1993).
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Calismamizda beyin ve karacigerde total SA diizeyleri de tayin edilmistir.
Beyin dokusunda metabolik sendrom grubunda SA diizeylerinin kontrole gore
anlaml olarak arttig1, karaciger dokusunda ise bu iki grup arasinda SA diizeyleri
acisindan anlamli bir fark olmadig1 saptanmistir. Beyin dokusunda tedavi gruplarimin
ticiinde de metabolik sendrom grubuna gére SA degerlerinde anlamli bir azalma
gozlenmistir. Karaciger dokusunda ise sadece kalori kisitlamasi yapilan siganlar ve
kalori kisitlamasi ile egzersiz yaptirilan siganlarin SA degerleri hem metabolik
sendromlu si¢anlara hem de egzersiz yaptirilan metbolik sendromlu si¢anlara gore

anlamli arttig1 tespit edilmistir.

Karaciger dokusunda calistigimiz bir diger parametre ALP’dir. Metabolik
sendrom ile kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik bulunamamigtir. ALP
karaciger hiicre harabiyetinden ¢ok, kolestaz gdstergesi olarak kullanilan testlerden
biridir (Mehmetoglu I, 2013). Sadece egzersiz yaptirilan sicanlarin karaciger
dokularinda diger gruplara gore anlamli olmasa da bir artis goriilmiistiir. Bunun
sebebi egzersiz sonrast ALP aktivitesinin fizyolojik olarak artmasi olabilir (Kogyigit
ve ark, 2011). Egzersiz ve kalori kisitlamasi yaptirilan siganlarin sadece egzersiz
yapan sicanlara gore ALP degerleri azalmistir. Kalori kisitlamasi ile yapilan egzersiz

ALP diizeylerini azaltmada en etkili yol oldugu goriilmektedir.

D-Galaktozamin galaktoz yolag: ile karacigerde metabolize olan bir amino seker
olup selektif bir hepatotoksindir (Newsome, 2000). Galaktozaminin sitotoksik
etkisinde endojen LPO’nun 6nemli bir faktér oldugu gosterilmistir (Sakaguchi ve
Yokota, 1995). Galaktozaminin varligt ile olusan oksidatif hasarlanma genellikle
LPO’nun uyaricisi ve hiicre membranmin yikiminin kaynagi olan hidroksil radikali
olusumu ile iligkili bulunmustur (Barry ve Gutteridge, 1989). Ancak ¢alismamizda
karaciger heksozamin parametresinde gruplar arasi anlamli bir farklilik
goriilememistir. Beyin dokusunda ise MK ve MEK gruplarinda M ve ME gruplarina
gore anlamli azalma goriilmiistiir. Metabolik sendromlu siganlarin beyin dokusunda

kalori kisitlamasinin tedavi edici etkisi goriilmiistiir.
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Organizmalarda epitelyal yiizeyleri patojen ve benzeri streslerden koruma
amach mukus sekresyonu yapilir. lyi bir korunma i¢in mukusun miktar, bilesim ve
fonksiyonunun regiilasyonu son derece miihimdir. Hiicre yiizeyindeki mukus
tabakasi, glikoprotein yapida olan miisin tarafindan olusturulur ve biiyiik bir kismini
O-bagl oligosakkaritler olusturmaktadir (Gendler, 2001). Calismamizda karaciger
dokusunun miisin parametresinde gruplar aras1 anlamli bir farklilik bulunamamustir.
Beyin dokusunda ise metabolik sendrom grubunda kontrol grubuna gore anlamli bir
artis goézlenmistir. Doku hasarina yanit olarak miisin sentezi artmis olabilir. Sadece
kalori kisitlamasi yaptirilan ve kalori kisitlamasi ile egzersiz yaptirin siganlarin
miisin degerleri metabolik sendrom grubuna gore anlamli olarak azalmistir. Kalori
kisitlamasinin beyinde hasar1 Onlemede egzersize gore daha etkili oldugunu

diistiniilmektedir.

Glikoprotein ve glikolipit fonksiyonlarinda belirleyici veya yardimci rol
oynayan oligosakkaritlerin 6zellikle zincir sonlarinda yer alan fukoz ve siyalik asidin
pek ¢ok malinitede serumda arttig1 bilinmektedir (Rosato ve Seltzer, 1969; Lopez,
1989; Bhuvarahamurthy ve ark, 1995; Patel ve ark, 1995). Calismamizda da beyin
dokusunda fukozun metabolik sendrom grubunda kontrole gore anlamli bir artis
gosterdigi tespit edilmistir. Sadece kalori kisitlamasi yaptirilan siganlarin ve kalori
kisitlamasi ile egzersiz yaptirilan siganlarin fukoz degerlerinde metabolik sendrom
grubuna gore anlamli azalma oldugu bulunmustur. Bu da kalori kisitlamasinin
metabolik sendrom {izerine tedavi edici etkisini dogrulamaktadir. Karaciger
dokusunda ise metabolik sendrom grubu ile kontrol arasinda anlamli bir farklilik
bulunamamistir. Egzersiz ile kalori kisitlamasi yaptirilan siganlarda fukozun diger
tim gruplara gore anlamli bir artig gosterdigi tespit edilmistir. Birlikte yapilan
egzersiz ve kalori kisitlamasi karaciger dokusunda fukoz diizeylerini azaltmamis

hatta daha da arttirmistir.
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6. SONUC

12 hafta boyunca igme suyu ile %10’luk fruktoz verilmis siganlarda metabolik
sendrom olusturulmus, takip eden 6 hafta boyunca da bir gruba egzersiz, bir gruba
kalori kisitlamasi, bir diger gruba da hem egzersiz hem de kalori kisitlamasi
yaptirilmis ve kontrol hari¢ tiim gruplara %10’luk fruktoz verilmeye devam
edilmistir. Fruktoz yiiklemesi sonucu tiim gruplarda kan glukozu artmis egzersiz
ve/veya kalori kisitlamasi tedavi protokolleri sonrasi anlamli olarak azalmistir.
Sadece egzersiz yaptirilan grupta kan glukozu kontrole gore yiiksek degerde

kalmustir.

Beyin dokusunda fruktoz yiiklemesi sonrasi1 doku hasar parametrelerinden LPO,
SA, miisin ve fukoz degerleri artmis, sadece kalori kisitlamasi ve kalori kisitlamasi
ile birlikte egzersiz yaptirilan iki grupta bu degerler belirgin olarak azalmistir. Yine
bu iki grupta heksozamin degerleri diger gruplara gore azalma gostermistir. Tim bu
parametrelerde kalori kisitlamasi + egzersiz uygulamasi tek basina kalori
kisitlamasinin sonuglarindan daha etkili olmustur. Doku hasar parametreleri tizerine
kalori kisitlamasi + egzersizin daha etkili oldugu saptanmustir. Fruktoz yiiklemesi ile
azalan GSH, CAT, SOD degerleri en iyi kalori kisitlamasi1 ve kalori kisitlamasi +
egzersiz yaptirilan gruplarda, GST ise sadece kalori kisitlamasi + egzersiz yaptirilan
gruplarda yiikselmistir. Bu durumda antioksidan parametreler {izerine kalori

kisitlamasi + egzersiz uygulamasinin daha etkili oldugu diistiniilebilir.

Karaciger dokusunda ise; fruktoz yiiklemesi sonrast doku hasar
parametrelerinden LPO ve DF degerleri yiikselmis, sadece kalori kisitlamasi ve
kalori kisitlamas1 + egzersiz sonrasi bu degerler azalmistir. Ancak tek basina kalori
kisitlamas1 SA degerini yiikseltmis, kalori kisitlamasi + egzersiz ise SA ve fukoz
degerlerini ylikselmistir. Antioksidan parametrelere bakildiginda ise fruktoz
yiiklemesi sonrast GSH, SOD ve CAT degerleri diismiis ve ancak kalori kisitlamasi

+ egzersiz uygulamasi ile ylikselmistir.
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8. ETIK KURUL ONAYI
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SWO03 Mechanisms of Communication and Signaling

provide a novel mechanism for the intracellular PAI-1 ~ depen-
dent regulation of apoptosis in the context of angiogenesis pro-
cess and vascular remodeling.

To test our hypothesis we employed truncated PAl-1 ¢cDNA’s
(without signal sequence) in pcDNA vector to obtain endothelial
cells overexpressing PAI-1 mostly accumulated within the cells.
Using this cellular model we demonstrate that PAI-1 abolish pro-
survival action of VEGF in cell death induced by serum with-
drawal, mainly by inhibition of expression of inhibitors of apop-
tosis (members of Bcl-2 family). Accumulation of PAI-1 did not
affect the level of pro- and anti-apoptotic factors in quiescent
endothelial cells however. Based on the observations that VEGF
as a pivotal survival factor activate NFKB signaling pathway we
conclude that PAI-1 via proteasome interaction blocks this path-
way and modulate endothelial cells survival.

To sum up, the inhibition of secretion of PAI-1 and its accu-
mulation in endothelial cells, which is not excluded in vivo, can
modify their proliferative balance and induce their apoptosis.

SW03.513-120

Methanol controls plant bacteria-host
interactions

T. V. Komarova, D. V. Pozdyshev and Y. L. Dorokhov
Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russia

Plants generate a complex defence reaction in response to patho-
gen attacks that includes the emission of volatile organic com-
pounds. Recently, we showed that methanol emitted by injured
plants causes a phenotypically inconspicuous priming reaction in
neighbouring plants i.e., the preparation of a plant receiver for a
potential bacterial attack. The so-called methanol-inducible genes
(MIGs) play a key role in such priming. Included among these
genes are B-13-glucanase (BG), NCAPP (non-cell-autonomous
pathway protein) and the previously unidentified gene MIG-21.
In this study, we performed a search for a natural system to
study the role of the intercellular transport of macromolecules in
plant antibacterial immunity. Tobacco ‘sink’ and ‘source’ leaves
fulfilled our requirements. The main difference between such
leaves is the degree of plasmodesma ‘openness’. In intact tobacco
plants, only small upper leaves, also known as ‘sink’ leaves,
which are the acceptors of photoassimilates, are characterised by
the presence of open plasmodesmata and intense intercellular
transport. Mature, large tobacco leaves, i.¢., ‘source’ leaves, are
the donors of photoassimilates. We compared the ability of
tobacco ‘sink’ and ‘source’ leaves to support Agrobacterium tum-
efaciens growth and found no difference between them, although
the leaves showed a significant difference in the transcriptional
activity of some MIGs, such as BG and MIG-2]. However, meth-
anol dramatically enh d the ib ial i ity of the
‘sink' and ‘source’ leaves, and this enhancement was accompa-
nied by activation of the transcriptional activity of the NCAPP
gene. We concluded that the elevated level of NCAPP and not
the degree of open plasmodesmata plays a key role in the
increase in plant antibacterial immunity. Although bacteria are
mainly extracellular pathogens that do not need to transfer their
genetic material into plant cells, the nucleocytoplasmic transport
of their protein virulence factors is an important stage of plant
cell colonisation. We found that NCAPP can suppress the nucle-
ocytoplasmic transport of bacterial virulence factors. We con-
cluded that methanol controls plant immunity by affecting the
nucleocytoplasmic transport and intercellular transport of macro-
molecules.

FEBS Journal 280 (Suppl. 1) (2013) 3-617
© 2013 The Authors. FEBS Journal @ 2013 FEBS
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SW03.513-121

Effects of exercise and caloric restriction on
metabolic syndrome induced hepatic oxidative
stress in rats

N. Gene', H. Ipekei', R. Ozcelik?, S. Cadirci®, U. V. Ustundag',
T. T. Akbay', E. Alturfan', G. Sener’ and A. Yarat'

! Department of Basic Medical Sciences, Faculty of Dentistry,
Marmara University, Istanbul, Turk Department of
Pharmacology, Faculty of Pharmacy, Marmara University,
Istanbul, Turkey

In the pathogenesis of the metabolic syndrome, an increase of
oxidative stress may play an important role which is closely
linked with insulin resistance, endothelial dysfunction, and
chronic inflammation. The aim of this study was to assess the
effects of exercises and caloric restriction on some hepatic oxida-
tive stress parameters in rat with metabolic syndrome. Fifty-six
male Sprague-Dawley rats, weighing 250-350 g. were divided into
five groups: control, metabolic syndrome, metabolic syndrome
with exercise, metabolic syndrome with caloric restriction and
metabolic syndrome with exercise and caloric restriction. To
induce metabolic syndrome 10% fructose solution was given to
rats in their drinking water for 3 months. Exercise and caloric
restriction were applied to the related groups for 3 weeks after
the induction of metabolic syndrome. In all rats, liver reduced
glutathione and lipid peroxidation levels, superoxide dismutase,
catalase and tissue factor activities were measured and results
were discussed.

SW03.513-122

The effects of thymol and thyme oil on
differentiated PC12 cells with downregulated
Mgst1

M. Sobezak', D. Kalemba®, B. Ferenc' and L. Zylinska'

! Department of Molecular Neurochemistry, Medical University,
Lodz, Poland, * Institute of Gerneral Food Chemistry, University of
Technology, Lod:=, Poland

Protection against oxidative damage is one of the most widely
described attributes of polyphenols. Thymol, a dietary monoter-
pene phenol derivative is found in the oils of thyme and many
plants, and possesses antioxidant and lipid antiperoxidative prop-
erties. However, some polyphenol supplements could be detri-
mental, since they could exhibit the hormetic effects: at a low-
dose stimulation and at a high-dose inhibition. Microsomal glu-
tathione transferase 1 (Mgstl) plays a specific role in protection
of the cells and displays both, glutathione transferase and peroxi-
dase activities that distinguishes this enzyme from other glutathi-
one transferases. However, less information is available on Mgstl
functioning in neuronal tissue. This study was undertaken to
evaluate the effect of 24 h incubation with selected concentra-
tions of thymol and thyme oil (100 uM and 400 uM) on differen-
tiated PC12 line, a widely accepted neuronal model system.
Based on the reports showing a decrease in Mgstl expression
during aging, we also used stable transfected PCI2 cell line with
downregulated Mgstl (PCI2_M). Whereas the antioxidant
potency of thymol and thyme oil increased in control cells, Mgst]
reduction induced necrosis with concomitantly enlarged TBARS
content, and these effects were augmented by incubation with
higher concentration of thyme oil. Accompanying decrease in the
expression level of glutathione metabolizing enzymes: y-glutam-
yleysteine ligase, glutathione synthetase and glutathione reduc-
tase, as well lowered total level of glutathione and ATP in
PCI12_M cells indicated on toxic effect of 400 yM thyme oil.
Since the increasing interest in natural dietary components has
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