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ONSOZ

Saglikli ve dengeli beslenme, canli organizmada tiim metabolik aktivitenin
diizenli bir sekilde siirdiirebilmesi i¢in kaginilmaz bir olgudur. Dengesiz beslenme,
toplum igerisinde siklikla enerji alinmasi ve harcanmasi arasindaki dengenin
bozulmasina bagl olarak sekillenen ve gereksinim fazlasi kalorinin depolanmasinin
sonucu ortaya ¢ikan obezite ile giindeme gelmektedir. Etyolojisinde yiiksek kalorili
diyet alimlar1 kadar hareket yetersizligi, genetik, stres, kronik ilag kullanimu,
metabolik hastaliklar gibi sekonder faktorler de rol oynamaktadir. Hizla gelisen
teknolojiye bagli olarak ozellikle gelismis toplumlarda tempolu yasam tarzinin da
etkisi ile gittikge artan obezite orani insan organizmasini olumsuz etkileyerek
hiperlipidemi,koroner kalp hastaligi, diabet hipertansiyon, safra kesesi fonksiyon
bozukluklar1 gibi birgok hastaligin olusumunda predispoze riskler tagimaktadir. Son
donemlerde sozii edilen bu beslenme dengesizliklerine kars1 toplumda biligli ya da
bilingsizbir  sekilde kalori kisitlamasina gidilerek obezitenin  Onlenmesi
gayretleriglindeme gelmektedir. Kontrollii ve dengeli yapildigi taktirde kalori
kisitlamasinin birgok hastaliga kars1 koruyucu etkisi oldugu diisliniilmekte; bunun
yani sira yaglanmanin gecikmesi ve yaslanmayabagli ¢esitli patolojilerin 6nlenmesi
acisindan da pozitif etkilerinin oldugu son yillarda bu konuda giderek artan

caligmalarda ortaya konmaktadir.

Kalori kisitlamast siirecinde kisitlamanin derecesine gore organizmanin temel
metabolik aktivitelerinde olusan olumlu ve olumsuz degisimlerin incelenmesinin
amaglandig1 bu yiiksek lisans tez calismas1 Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Biyokimya Anabilim Dalinda yiiriitiilmiis olup, farkli iki diizeyde kalori kisitlamasi
farkli gruplar halinde beslenen erkek farelerde denenmis olup, belirli biyokimyasal
degerlere etkileri arastirilmistir. Calisma Selcuk Universitesi Bilimsel Arastirma

Projeleri Koordinatorliigii tarafindan 11202012 proje numarasi ile desteklenmistir.

Caligma konusunu Onererek bilgi ve deneyimlerini esirgemeyen, tezin
sonuglanmasinda katkilar saglayan damisman hocam Prof. Dr. Firuze KURTOGLU’ na;
deneysel calisma asamalarinda bakim, besleme ve deneysel tim uygulamalarda biiyiik
yardimlarim gordiigiim Veteriner Hekim Nagehan OZGOKCEN, Dr. Erdal TASKIN, Dr.
Halil YAVUZ, Ars. Gor. Hale ERGIN ve Vet. Hek. Miige DOGAN a en igten tesekkiirlerimi

sunarim.
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1. GIRIS

Besinlerle alinan major enerji kaynaklari karbonhidrat, yag ve proteinlerdir.
Bu besin maddelerinin mitokondrilerde karbondioksit ve suya kadar okside edilmesi
ile 1s1 enerjisi ve adenozin trifosfat (ATP)iiretilir. Kanda CO, akcigerlerde solunum
yoluyla atilirken olusan metabolikH,O, idrar, ter ve diger viicutsivilariyla
organizmay1 terk eder. ATP, bazal metabolizma, fiziksel kas aktiviteleri, hiicre
boliinmesi, tireme, tiim biyokimyasal reaksiyonlar, sindirim ve emilim basta olmak

lizereenerjiye gercksinim gosteren tiim islevler i¢in gereken enerjidir(Harris ve

Crabb1997).

Karbonhidrat, lipit ve proteinler Oncelikli olarak enerji amagh okside
edilebilecek en kiiclik yapitaslarina, yani sirasi ile glikoz, yag asitleri ve
aminoasitlere yikimlanirlar. Takiben her ii¢ besin 0Ogesi, ortak ana yol olan
trikarboksilik asit (TCA) dongiisiine enerji amaclh katilabilmek igin asetilKoA'ya
oksitlenir. Diger bir ifade ile TCA dongiisii ad1 verilen ve bir dizi reaksiyonlar
zincirinden olusan ortak metabolik yol ile besin maddeleri (karbonhidrat, lipit ve
protein) enerji tretilmesi amaci ile tiimiiyle COy'e kadar yikimlanirlar. Oksidatif
reaksiyonlar esnasinda yakitlardan kaybolan elektronlar, elektron tasima
zincirindedemir ve bakir tarafindan aktive edilen enzimler (oksidazlar) araciligi
ileO,¢ aktarilarak, yine enerji gereksinimi altinda adenozin di fosfat (ADP) ve
inorganik fosfat (Pi)tan ATP elde edilir(Schwartz 1997).

1. 1. Temel Besin Ogeleri; Karbonhidrat, Lipit ve Proteinler

Besinlerle alinan en 6nemli karbonhidratlar nisasta, glikoz, sakkaroz, laktoz,
fruktoz ve gevis getirenler igin oncelikli olan seliilozdur. Bunlar yani sira ramnoz,
arabinoz gibi kaynaklarda vardir. Biiyiikk karbonhidratlar sindirim kanalinda
hidrolitik olarak pargalanarak monosakkaridlereve ¢ogunlukla en basit seker olan
glukozadonistiiriiliir. Enerji tiretimi ile oncelikli yiikiimlii olan diger bir ifade ile
birincil gorevi enerji {iretimi olan besin Ogesi karbonhidratlardir. Acil enerji
gereksinimi karbonhidrattan saglanir, cabuk okside edilebilen bu karbonhidratlarin
organizmadaCO; ve H,O ya oksidasyonu ile yaklasik 4 kcal/g enerji iiretilebilir
(Schwartz 1997).



Cizelge 1.1. insanlarda enerji reservleri*

Depo Yakit Doku Enerji Reservi

(@  (kcal)
Glikojen Karaciger 70 280
Glikojen Kas 120 480
Glikoz Viicut Sivilari 20 80
Yag Yag Doku 15.000 135.000
Protein Kas 6.000 24.000

*Degerler 70 kg agirliginda bir insan icindir, Karbonhidratlar 4kcal/g; yaglar
9kcal/g;proteinler4 kcal/g enerji saglarlar

Organizmaya enerji eldesinde ikinci siray1 alan lipitler (triagilgliserol) ise bir
gliserol molekiilii ile esterlesmis 3 yagasidinden olusurlar. Yaglar, karbonhidrat ve
proteinlere gore cok daha az oksijenigerdiklerindendaharediikte durumdadirlar ve
viicutta CO;, ve H,'ya tamamen okside edilmeleri ve susuz olarak simirsiz depo
edilebilmeleri nedeni ileesdeger miktarda karbonhidrat veya proteinin verdigi
enerjinin iki katindan fazla; yaklasik 9 kcal/g enerji vermektedirler. Ornegin adipdz
dokudasu orani ortalama %10-15 kadar iken, ¢izgili ya da diiz kaslar % 80 lere
varan oranda su igerirler. Hiicre zar yapisina katilmasi, depo enerji kaynagi olmasi,
spesifik hormonlarin sentezi, A, D, E ve K vitaminlerinin emilimi i¢in gereken
lipitler kismen organizmada karbonhidrat ya daproteinlerden sentez edilebilirler
(Chaney 1997).

Saglikli bir beslenme diizeninde giinliik olarak gereksinim duyulan enerjinin
%50-55 i karbonhidratlardan, % 25-30 si yaglardan (%15 tekli doymamis, %15 ¢oklu
doymamis) geri kalan % 15 i de proteinlerden karsilanmalidir (Hopferl997).
Ozellikle bazi lipidlerin diyette asgari bir diizeyde bulunmasi zorunludur ki;
esansiyel yag asitleri olarak bilinen ve sahip olduklar ¢ift baglarin 6zel diizenlenis
sekilleri nedeni ile birgok canli organizmasi tarafindan sentez edilemeyen bu yag
asitleri, a-linoleik ve linolenik asitler olup bitkisel yaglarda, balik yaglarinda, soya
gibi baz1 tahilgillerde yer alirlar. Ozellikle biyolojik olarak etkin olan
eikozapentaenoik asit (EPA) vedokzaheksaenoik asit (DHA) ler ise balik yaginda
yeteri oranda bulunurlar (Baspinar ve Kurtoglu 2003).



Peptid baglar1 ile birbirine baglanan farkli niteliklerdeki aminoasitler ise daha
cok yapisal fonksiyonlar: ile 6zellesmis olan proteinleri sekillendirirler. Proteinler
yapilarinda karbon, hidrojen ve oksijene ek olarak, agirliklarininyaklagik %16's1
kadar da azot icerirler. Proteinlerdenorganizmada CO, H,Ove NH* a

tamoksidasyon ile ortalama 4 kcal/g enerji elde edilebilir(Coomes 1997).

Lipit ve glikojen (hayvansal depo karbonhidrat)lerden farkli olarak
proteinler,yakit kaynagi olmalarinin 6tesinde; oncelikli olarak fiziksel aktivite igin
kas proteini, enzimlerve de hiicre-dokularin yapisal bilesenleriolarak gorev
yaparlar.Bu nedenlerle fonksiyonlari agisindan enerji amagh olarak yikilabilecek
viicut proteinmiktart ¢ok smirli olup viicut agirhgmmin en fazla %8-9 unu
gegmemelidir (Sprott 1997).Farkli bir veri olarak ifade edilirse bu deger, giinliik
yiiksek kaliteli (esansiyel amino asitleri yeterince igeren) protein olarak yaklasik 60
g/giin diir. Beslenmede hayvansalkaynakli proteinler (siit, yumurta ile kirmizi-beyaz
et proteinleri) esansiyel aminoasitleri biiyiik oranda igerirken, bitkiselbesinlerdeki

proteinler bazi esansiyel aminoasitlerce yetersiz olabilirler(Chaney 1997).
1.2. Kalori Kisitlamasi

Esansiyel besin alimi devam ederken, alinan kalorinin miktar olarak
azaltilmas1 yani yetersiz beslenmeye ve organizmanin ihtiyact olan besinlerin
eksikligine sebebiyet vermeden diyetin azaltilmasi islemine kalori kisitlamasi adi
verilmektedir(Weindruch ve ark 2001; Akman ve ark 2004). Kalori kisitlamasi, diger
ismi ile diyet kisitlamasi, beslenme bozuklugu olusturmaksizin organizmaya alinan
giinlik kalorinin azaltilmasidir. Kalori kisitlamasinda glikolizis azalmakta,
glikoneogenesis ve transaminasyon mekanizmalari hizlanmaktadir. Dolayist ile
glikolitik  mekanizmalardan 6te  diger besin maddelerinin  oksidasyonu
hizlanmaktadir. Ornegin fruktoz kullaniminda etkili olan fruktokinaz enziminin
kalori kisitlamas1 uygulanan farelerde kontrol gruplarina oranla daha aktif oldugu

yapilan ¢alismada belirtilmistir (Hagopian ve ark 2005).
1.2.1. Metabolik Etkileri

Kalori kisitlamasinin enerji dongiisli, protein dongiisii metabolizmalarini
ozellikle spesifik transaminazlar1 aktive etmesinin (Hagopian ve ark 2003) yan1 sira
antioksidan enzim aktivitelerini artirarak protein oksidasyonu, DNA oksidasyonu,
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lipid peroksdiasyonu gibi serbest radikal hasarlarin1 minimuma indirdigi, hiicresel
yaslanma dongiilerini yavaslattigi; uzun siireli ve diizenli kalori kisitlama
aligkanliklarinin  belirtilen bu mekanizmalar etkisi ile yasam siiresinde uzama
olusturdugu kemirgen, insan, ve diger canli tiirleri ile yapilan arastirmalarda

kanitlanmistir (Xia ve ark 1994,Kim ve ark 1996, Merry 2002, Yu 2005).

l

l Yag kitlesi

l

1 Leptin
I Enery ﬁerjil
Somatik Hiicre artisi I"{re}ne
Adrenokortikal Biiyiime
AKksis Enerji
Metabolizmasi

Sekil 1.1. Kalori kisitlamasinin yaglanma onleyici etkisinde leptinin néroendokrin

sinyali(Heilbronn ve Ravussion 2003).

Karbonhidrat alimmin  kisitlanmasi1  glikolitik  dongiiniin  azalarak,
glikoneogenetik yolun aktive edilmesi ile sonuglanabilir (Cizelge 1.2). Bu metabolik
diizen, transaminazlarin aktive edilmesini, proteinlerin normal smirlar igerisinde
(%10-25) enerji dongiisiine katilma hizinin artmasint ve bu sekilde protein
dongiisiiniin ~ aktif sekilde isleyisi ile hasarli proteinlerin organizmadan
uzaklastirilmasiin saglanmasini miimkiin kilar (Rolfe ve Brown 1997, Lee ve ark
2002). Ozellikle ilerleyen yas ile birlikte azalan protein dongiisii ve hasarl
proteinlerdeki birikim, kalori kisitlanmasiin ileri yas periyotlarinda daha etkin

olusunun agiklamasi olabilir (Lewis ve ark 1985, Spindler 2001).



Cizelge 1.2. Insanlarda farkli diizeyde besin aliminda plazma hormon ve substrat

diizeyleri(Devlin T.M, ....)

Hormon Tokluk Emilimin Aclik Acglik
Substratlar 12 saat sonrast (3 glinlik) (5 haftalik)
Insulin 40 15 8 6
Glukagon 80 100 150 120
Insulin/Glikogon oran1 0,50 0,15 0,05 0,05
Glikoz 6,1 4,8 3,8 3,6
Yag asitleri 0,14 0,6 1,2 1,4
Asetoasetat 0,04 0,05 0,4 1,3
Beta-hidroksi butirat 0,03 0,10 1,4 6,0
Laktat 2,5 0,7 0,7 0,6
Piruvat 0,25 0,06 0,04 0,03
Alanin 0,8 0,3 0,3 0,1
ATP 313 290 380 537

Kalori kisitlamasmin en belirgin etkilerinden biri de lipid profiline olan
etkileridir. Bu konuda insanlar (Heilbonn ve Ravussion 2003, Fontana ve ark 2004)
ve deney hayvan modellerinde (Lane ve ark 2001, Guo ve ark 2002, Stein ve ark
2003) yapilan arastirmalar ile aterosklerozis risk faktorlerinin 6 ay ve daha uzun
kalori kisitlamasi uygulamalariin 6zellikle ileri yas donemlerinde belirgin azalma
olusturdugu; sistolik ve diyastolik basing, LDL kolesterol, trigliserit, toplam
kolesterol, trigliserit/HDL kolesterol degerlerinin kontrol gruplarina oranla diisiik,

HDL kolesterol oranlarinin ise belirgin oranda yiiksek oldugu belirtilmistir.

Fontana ve ark (2004), kalori kisitlamasi uygulanan grupta giinliik alinan
ortalama 1100-1900 kcal nin % 26 sinin protein, % 28 lik kisminin yag ve % 46 sinin
da kompleks karbonhidratlardan elde edildigini; kontrol grubu katilimcilarinin ise
klasik Amerikan toplumu beslenme seklinde giinlik 1900-3500 kcal alarak % 18
protein, % 32 yag ve % 50 karbonhidrat kompleksinden enerji elde edilecek bir
beslenme aliskanlhigi siirdiirdiiklerini; buna bagl olarak ateroskleroz ile obesite ve
insulin direng gelisimi gibi risklerin kalori kisitlamasi uygulanan gruba oranla ¢ok

yiiksek oranda ortaya c¢iktigini insanlar iizerinde deneysel olarak kanitlamislardir.
5



Trans yag asitleri ile glisemik indeksi yiiksek rafine sekerler, tatlilar, asitli ve sekerli
icecekler gibi gidalar kalori kisitlamasinda oncelikli olarak kagnilmasi gereken
yiyecek gruplaridir (Fontana ve ark 2004). Glikoz ve insulin degerlerinde ani
degisime neden olan bu yiyecek gruplari organizmada adipoz dokunun
yogunlagmasima ve protein donlislimiiniin  azalmasma dolayis1 ile enerji
dongiisindeki karbonhidrat-lipid ve protein katabolizma dengesinin bozulmasina

neden olurlar (Heilbonn ve Ravussion 2003).

Hiicrelerdeki en biiyiik serbest radikal kaynagi elektron transport zincirinden
elektron sizintisidir. Mitokondriyal elektron transport zincirinde, oksijen cesitli
reaksiyonlardan gecerek su haline doniismektedir. Bu sirada hiicre kendisi igin
gerekli olan enerjiyi saglar. Fakat bu siirecte oksijenin % 1-5’1 tam olarak suya
doniismez, kismi rediiksiyonla hidrojen peroksit ile siiperoksit ve hidroksil
radikallerine dondstir (Niki 1993, Gutteridge ve Halliwell 1993).

Endoplazmik retikulum ve niikleer membranda ise serbest radikal iiretimi
membrana bagli sitokromlarin (Sitokrom Pgsp, Sitokromps) oksidasyonundan
kaynaklanir. Sitokrom Pgsp tarafindan yiiriitiilen ksenobiyotiklerin metabolizmasi

sirasinda da serbest radikaller olusabilir (Oz ve Kurtoglu 2002).

Kalori kisitlamasi, enerji tiretiminde rol oynayan hepatik glikolizdeki anahtar
enzimlerin expresyonunda ve kas metabolizmasindan saglanan nitrojende azalmaya,
glukoneogenezisde etkin olan enzimlerin expresyonunda ise artmaya yol agmaktadir
(Longo ve Fontana 2009). Kalori kisitlamasi krebs siklusunda; sitrat sentaz, akonitaz,
NAD bagimli izositrat dehidrogenaz aktivitesini azaltirken, fumaraz aktivitesini
arttirir. Dolayist ile sitrat, glutamat, a-ketoglutarat miktarlarin1 azaltirken; malat
miktart ile alfaketoglutarat/glutamat ve malat/alfa-ketoglutarat oranlari artar. Ayrica
glukagon, piriivat karboksilaz enzim aktivitesi yiikselerek sonucta beyin gibi
glukozun acil gerekli oldugu dokulara glukoneogenez yoluyla glukoz saglanir
(Weindruch ve ark 2001).

Kalori kisitlamasinin, organlardaki fonksiyonel hiicrelerde proliferasyona yol
actigr bildirilmistir (Troyer ve ark 1998) Ornegin testisde leyding hiicrelerde,
pankreasda insiilin iireten hiicrelerde, hipofizde somatotrop hiicrelerde

proliferasyonu arttirmaktadir. Ratlarda parsiyel hepatektomi sonrasinda kronik orta



dereceli bir kalori kisitlamasinin karacigerde daha hizli rejenerasyona neden oldugu

gosterilmistir (Weindruch ve Sohal 1997).

Asir1 kalori alim v T
Yang
Ly

N

v HIPERTROFIK ADJROSIT
A)ﬂiponektin, serbest 'vag asiti e \

Aromataz aktivitesi e
Karaciger
o

N insulin
SHBG IGFBP/1
v

IG
N Cinsiyet &) ~ /

Hormonlar: EPITEL

Insulin Direnci
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A Cogalma
SHBG: Seks Hormonu Baglayict ApOptOSiS
Globulin Genomik
IGFBP: Insulin Growth Faktor
L Raglayici Protein degiskenlik |

Sekil 1.2. Asir1 kalori alimi ve temel metabolik dongiiye etkileri

Kalori kisitlamasi uygulanan birgok hayvan deneyinde organizmalarda hem
yag kitlesinde hem de viicut kitlesin de gozle goriiliir kii¢iilme izlenmistir (Selman ve
ark 2005). Uzun siiren kalori kisitlamalarinda kan basinci, kan glikoz seviyeleri,
viicut 1s1s1, insiilin seviyeleri ve kalp hizi diismekte fakat kalori kisitlamasi
uygulanan siire¢ uzun tutuldugundan deneyin alisma donemi sonunda adaptasyonlar
gelismektedir. Uzun siireli olmayan kalori kisitlamasi g¢alismalarinda ise viicut
metabolik hiz1 yavaslayabilmekte ancak bu durumun gegici oldugu belirtilmektedir

(Chacon ve ark 2004).

Kalori kisitlamasimin deneysel hayvan flizerinde olan birgok c¢alismada

genigbir hastalik spektrumunu engelledigi tespit edilmistir (Reiser ve ark 1995,



Merry 2005, Speakman ve Mitchell 2011). Viicuttaki hiicreler yasam
vefonksiyonlarin1 devam ettirmek icin enerjiye gereksinim duymakla birlikte, uzun
stireliasir1 kalori alim1 hiicre fonksiyonlarini yavaslatmakta ve hormonal bozukluklar
ile kardiyovaskiiler hastaliklar, tip 1 ve 2 diyabet ve kanser, ateroskleroz ve gesitli
norodejeneratif bozuklularla seyreden hastaliklarin ortaya ¢ikma potansiyelini

yiikseltmektedir (Sekil 1.2).
1.2.3. immunolojik Etkileri

Kalori kisitlamasi uygulanan bireylerde C reaktif protein (CRP) ve diger
sitokinlerin diisitk bulunmasinin hiicresel proliferasyon vekronik enflamasyonlara
bagli hasarlarin azaldiginin gostergesi olarak degerlendirilmektedir (Guo ve ark
2002, Fontana ve ark 2004). Ayricayaslanmaya bagli immiinite kaybini azalttig:
bildirilmistir (Heilbronn ve Ravussion 2003).Azalan proliferasyon ve inflamasyon
dolayli olarak damar endotelinde kalinlagmanin, elastikiyet kaybimnin ve

aterosklerozisinde 6niine gegebilir (Weindruch ve ark 2001).

Yapilan deneysel ¢alismalar (Speakman ve Mitchell 2011)kalori kisitlamasi
ile lenfosit dogal savasci (killer) hiicrelerinin ve dalaktaki immun stimiilasyon

ajanlarin artisinin uyarildigini ortaya koymustur.
1.2.4. Oksidatif Stresle Tliskisi

Yaslanmada etkili olan serbest radikal teorisinde mitokondrial reaksiyonlarin
artisina neden olan glikoz ve oksijen molekiilleri sorumlu tutulmaktadir. Bu teori ilk
olarak 1950°li yillarda Denham Harman tarafindan ortaya atilmistir. Arastirici
demirin paslanmast orneginde oldugu gibi canli organizmanin da oksidatif
fosforilasyon ile tahripedildigini ileri siirmiistiir. ilerleyen dénemde 1970’1i yillarda
serbest atomik oksijeni zararsiz hale doniistiiren siiperoksit dismutaz (SOD)
enziminin kesfi ile de aragtirmalar mitokondri ilizerinde yogunlagmistir. Bu enzim
stiperoksit radikalini etki potansiyeli daha zayif olan H,O; (hidrojen peroksit) haline
doniistiiriir. Peroksidazlar etkisi ile de suya kadar indirgenirler (Oz ve Kurtoglu

2002).

Oksidatif  fosforilasyon basamaklar1  mitokondrilerde  gerceklesirken

mitokondrial enzim komplekslerinden oldukca kararsiz bir yapi sergileyen serbest



oksijen radikalleri sizarak niikleik asit (DNA), protein ve hiicre zar lipidleri ile diger
biyomolekiillere hasar verici etkiler gosterirler. Serbest oksijen elektro-negativitesi
oldukca yiiksek oldugundan diger molekiiller ile kolay ve etkili bir sekilde kovalent
bag yaparak molekiiler hasar olusturabilir (Kargin ve Fidanc1 2000).

Kalori kisitlamasi ile oksidatif hasar ve oksidan ajanlarin iiretimi azalir.Kabul
goren kuramlardan biri hafif kalori kisitlamasmin serbest radikallerin Yol
actigithasarlar1 azalttigi yoniindedir (Hagopian ve ark 2005, Maalouf ve ark
2009).Aerobik organizmalarda oksijen kullaniminin dogal sonucu olarak
reaktifoksijen tiirleri (ROT) siklikla sekillenir ancak etkili bir antioksidan savunma
zinciri ile zararsizlastirilirlar. Basta mitokondriyal elektrontransportu (solunum
zinciri) olmak fizere, fagositik aktivasyon, tiim anabolik-katabolik reaksiyonlar, asirt
fiziksel ve sportif aktivitelerde ROT lar olusmakta ve oksidan/antioksidan
dengeninoksidanlar lehine kaymasi sonucunda gelisen oksidatif stres, g¢esitli
mekanizmalar ilebiomolekiillerde geridoniistimsiiz hasarlar ortaya ¢ikarabilmektedir
(Cunha ve ark 2011).

Proteinlerin etkilenme dereceleri igerdikleri aminoasit kompozisyonuna
baglidir. Triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin ve sistein gibi doymamis
bag ve kiikiirt igeren aminoasitlerden meydana gelmis 1gG ve albumin gibi proteinler
serbest radikallerden kolaylikla etkilenirler.Sonugta kiikiirt radikalleri ve karbon

merkezli radikaller meydana gelir (Aruoma 1994).

Serbest radikallerin olusturdugu hasar sonucunda proteinlerde fragmantasyon,
capraz baglanmalar ve proteinlerin agregasyonu ortaya ¢ikar (Kargin ve Fidanci
2000).Serbest radikaller; DNA’da baz modifikasyonlarina ve zincir kirilmalarina
neden olarak hiicrede mutasyona ve oliime yol acarlar (Aruoma 1994, Kargin ve

Fidanci1 2000).

Radikal oksijen tiirlerinin DNA’ya etkisi sonucunda ¢ok ¢esitli DNA hasar
tirlinleri olusur. Giliniimiizde,8-hidroksi deoksiguanozin (8-OHdG) oksidatif DNA
hasarmin gostergesi olarak kabuledilmekte ve plazmadaki oranlarinin yiikselisi
protein karbonil (PC) diizeylerinin dolayisi ile DNA hasarlarinin yogunlugunu

belirtmektedir (Yu 2005).



Radikal oksijen tiirlerinin temel olusum yerleri ve hasar yapici etkileri
mitokondrilerdir. Yaslanma ile organizmada yogunlasan oksidatif mitokondrial DNA
(mtDNA) lezyonlar1 mitokondriyal fonksiyon bozukluklarinin baslica nedenidir.
Ozellikle yasla artan mtDNA delesyonlar1 beyin ve iskelet kasinda birikime
ugramaktadir (Wickens 2001).Mitokondri disfonksiyonu biyoenerjide azalma,
organdisfonksiyonu ve apopitoz ile sonuglanir. Siddetli ve kalict oksidatif stres
varhigindagerceklesen apopitoz, oOzellikle yaslanma ile insidansi artan Alzheimer ve
Parkinsonhastaliklarinda artmaktadir (Smith ve ark 1994, Mitokondrial ROT
olusumunu ve DNA hasarin1 azaltankalori kisitlamasinin bu mekanizmalarla
yaglanma hizin1 azalttig1 deneysel bir¢ok ¢alisma (Yang ve Schaich 1996, Drew ve
ark 2003,Cunha ve ark 2011) ile de kanmitlanmis durumdadir.

Kalori kisitlamasinin bir diger yarari da santral sinir sistemi {izerinde
belirlenmigtir. Bu etki, kalori kisitlamasinin oksidatif stresi azaltmasi olup 40 giin
stiren ve % 60 kalori kisitlamasinin uygulandigi bir ¢alismada (Xia ve ark
1994),beyinde ROT iiretiminde azalma oldugu belirtilmis, bir¢ok dokuda oksidatif
stresin azaldig1 tespit edilmis, buna karsin antioksidan sistemde bir artis
gozlenememistir. Beyinde sadece lipidperoksidasyonunu engellemesi ise kalori

kisitlamasinin kisa donem uygulanmasindan dolay1 oldugu bildirilmistir.

Yapilan bir diger ¢alismada (Dixit ve ark 2006) ratlar obez, % 25 kalori
kisitlamas1 ve % 50 kalori kisitlamasi yapilan grup olmak iizere 3 farkli gruba
ayrilmiglar; calisma sonunda obez olan grubun diger gruplara gore % 40 daha fazla
yag ve % 80 daha fazla mortalite oran1 gosterdigi bildirilmistir. Bu ¢aligmada kalori
kisitlamasinin obeziteyi azalttigi, hayatta kalma oranini ise % 60 ile % 80 oraninda
artirdi@r belirlenmistir. Antioksidatif kapasite lizerine de kalori kisitlamasinin olumlu
etki olusturdugu, lipit peroksidasyonunun ve protein oksidasyon tiriin miktarlarinin

diistiigi tespit edilmistir.

Ad libutum beslenen hayvanlarla kalorisi kisitlanmig  hayvanlar
kiyaslandiginda dokularindaki protein, lipit, DNA gibi makro molekiiller iizerine
mitokondrial O,ve H,0; iiretim oranlarmin ad libutum beslenen hayvanlarda daha
yiiksek oldugu belirlenmistir (Sohal ve Weindruch 1996, Weindruch ve Sohal 1997).
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Diyet kisitlamasi ile yaglilikla beraber gelen katalaz (CAT), glutasyon
peroksidaz (GSH-Px) ve glutasyon rediiktaz (GRaz) gibi antioksidan enzim
aktivitelerindeki diisiis kismen onlenmekte; ilaveten O, ve OH radikalleri azalmakta
bunun sonucu olarak karaciger hiicre zarlarinda meydana gelen lipit peroksidasyonu
azalmaktadir. Kisaca kalori kisitlamasi sayesinde antioksidan savunma sistemi
giiclendirmekte, serbest radikal iiretimi ve hiicre-doku-organ hattinda olusan

dejenerasyonlar onlenebilmektedir (Wickens 2001).

Organizmada yiiksek glikoz konsantrasyonlar 6zellikle glikoz molekiillerinin
proteinlerle olusturdugu nonenzimatik global glikasyon reaksiyonlari serbest radikal
hasarlarindan daha etkili protein modifikasyonlarina neden olur. Bu tiir aktif yapidan
uzak protein molekiilleri normal hizda yikimlanamadiklari i¢in agir metaller ve diger
metabolitleri de alarak birikir; basta sinir hiicreleri olmak {izere farkli hiicresel
yapilar {izerinde patolojiler olustururlar (Hagopian ve ark 2003). Kalori kisitlamasi
glikasyon reaksiyonlarini kontrol edilebilirken ayni1 zamanda hiicrede sirtuin adl
protein sentezini aktive ederek tahrip olmus protein yikiliminin artmast ve
birikimlerinin 6nlenmesi saglanmaktadir. Bu protein geninde olusan aksakliklarin ya
da genetik mutasyonlarin erken yaslanmaya neden oldugu belirtilmektedir (Lee ve

ark 1999, Cao ve ark 2001).
1.2.5. Kalori Kisitlamasimin Yaslanmaya Etkisi

Yaslanma organizmanin fizyolojik bir siireci olup, besin (kalori) alimi, bunun
enerjiye doniisiimii, bu doniisiim reaksiyonlar1 siiresince olusan oksidatif
reaksiyonlar, proton sizintisi, serbest radikal olusum yogunlugu bu fizyolojik siireci
belirgin olarak etkiler. Diger bir deyisle bahsedilen bu reaksiyonlarin yogunlugu ile

serbest radikal olusumu ve erken yaglanma olgular1 dogru orantili olarak seyreder.

Farkli hayvan modelleri ile yiiriitilen calismalar enerji doniisiim yogunlugu
yiiksek olan beyin ve kas dokularinda gerceklesen oksidatif hasarlarin karaciger ve
bobrekdokularindan daha yiiksek oldugunu gostermekte(Hagen ve ark 1997);
hepatositlerde belirlenen yiiksek proton sizintis1 ve oksidatif hasarlarin ise geng fare
modellerine oranla yasli modellerde daha belirgin oldugu belirtilmektedir (Brookes
ve ark1998).
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Kalori kisitlamalar1 sonucu elde edilen veriler agiklanan bu mekanizmalarin az
kalori alimi ile daha az proton sizintisi, daha az radikal iiretimi ve oksidatif hasar
olusumu ile sonuglandigini, bu etkilerin de yaslanma siirecinde daha pozitif olarak
gbze carptigini ortaya koymaktadir. Kalori kisitlamasi yanisira kaliteli beslenme,
membran yag asiti profilini etkileyerek, oksidatif hasarlara karsi duyarliligin
azaltilmasinda da etkin rol iistlenmektedir. Ornegin yaslanma siirecinde membran
duyarhilig1 artmakta, membran linoleik asit konsantrasyonu azalmakta buna karsin
oksidatif hasara karsi duyarli olan uzun zincirli ¢oklu doymamis yag asit
konsantrasyonu artarak membran hasarlarina kars1 duyarlilik yiikselmekte iken uzun
streli kalori kisitlamas1 aligkanliklart  belirtilen bu olumsuz reaksiyonlar

onleyebilmektedir (Lee ve ark 1999).

Geng Yaslanma Yash
Okside protein
birikiminde artis
Oxidatif reaksiyonlarda artis Ubiquitinasyon kaybi
Proteazom aktivitesinin -
diismesi
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Okside protein birikimi yok-
sinirh
Protein yenilenme oraninin artist

Diisiik oksidatif reaksiyon hizinda diisiis ‘

Yiiksek proteazom aktivitesi
Ubiquitinasyonda stireklilik

Yasam Siiresinde
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Sekil 1.3. Yaslanma ve kalori kisitlamasi etkilesimi

Kemirgenlerde yapilan bir ¢alismada, normal besinin % 60 oraninda
kisitlanmasi ile yaklasik 40 ay olan omriin 56 ay’a kadar ¢ikarilmasi basarilmistir
(Heilbonn ve Ravussion 2003).Deney hayvanlarinda yapilan c¢aligsmalara gore,
giinliik kalorinin 1/3 oraninda azaltilmasi Omriin belirli oranda uzamasini

saglayabilmektedir (Merry 2005).

12



Albino siganlarda yapilan ¢alismalarda normal diyetle beslenenlerin ortalama
23 ay; maksimum olarak ta 33 ay yasadiklar1 belirlenmistir. Ancak, 1/3 oraninda
kalori kisitlamasi1 uygulanan grupta ortalama émiir 33 ay; maksimum Omiir ise 45 ay
olarak bulunmus ve bu grupta geng¢ kalma siiresinin de arttig1 tespit edilmistir. Geng
kalmada olgiit olarak cevresel olarak uygulanan faktorlere karsi gelisen yanitlar
dikkate alinmistir. Maymunlar da ise kontrol grubu i¢in normal diyet giinde 688
kalori iken; deney grubuna giinde 477 kalorilik diyet verilmis, yani 1/3 oraninda
kisint1 yapilmistir. Sonugta, kisith diyetle beslenenlerde kan basinci, kan glikozu,
insulin seviyesi, trigliseritler ve viicut agirligmin azaldigr gorilmistiir. Benzer

sekilde mortalite oran1 da azalmistir (Merry 2005).

Antioksidan savunmada kalori kisitlamasimin etkilerinin sadece rediikte
antioksidan unsurlarin artmasint degil, ayn1 zamanda okside olmus ve prooksidan
haline doniismiis maddelerin oranlarinda da azalma sagladigi belirtilmektedir. Bu
amagcla antioksidan/prooksidan oranlar1 sonuglarin degerlendirilmesinde daha

anlamli bulunmaktadir (Rebrin ve ark 2003).

Laboratuvar hayvan modellerinde yapilan genis capli denemeler ortalama
%30-50 oraninda uygulanan kalori kisitlamalarinin kan glikoz ve insulin
diizeylerinde diigme egilimi olustururken, insulin duyarliliginin arttigin1 gostermistir.
Uzun siireli ve diizenli kalori kisitlamasimin ise 6zellikle glikolizis, glikoneogenesis,
amino asit metabolizmasi, krebs dongiisii ve yag asiti metabolizmasi enzimlerinde
diizenleyici etkiler olusturdugu (Weindruch ve ark 2001), yashlikla ortaya g¢ikan
noroendokrin  sistem  diizensizliklerini de  (sekil 1.4)minimize ettigi

belirtilmistir(Redman ve Ravussin 2009).

Bunun yanisira kalori kisitlamasi uygulamalarinda diyet kalitesinden 6diin
verilmeden, protein, yag gibi besinsel bilesenlerin niteliginin de O6nem tasidigi
belirtilmelidir. Ornegin uzun zincirli omega 3 yag asitleri otoimmunite, kalp-damar
hastaliklari, kanser gelisimi gibi hastaliklarin insidansini azaltmakta (Fernandes
1994, Troyer ve ark 1998) ve kalori kisitlamasinin yasliliktaki etkilerini daha belirgin
olarak ortaya ¢ikarmaktadir (Weindruch ve ark 2001).

Uzun yillardan bu yana otoimmun ve kalp-damar hastaliklarindan korunmada

omega-6 yag asitlerinin yiiksek, doymus yaglarin ise diigsiik miktarlarda tiiketilmesi
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gerektigi savunulurken, son yillarda omega-6 yag asitlerinin pro-inflamatuvar etkili
oldugu, otoimmun hastaliklarin ve bazi kanser tiirlerinin gelisimini hizlandirilabildigi
(Fernandes 1994), bitkisel ve balik yagi kaynakli omega-3 yag asitlerinin ise pro-
inflamatuvar sitokin diizeylerini diislirerekoto-immun bobrek rahatsizliklar1 ve kalp
damar hastaliklarina kars1 duyarlilig1 azalttigi (Troyer ve ark 1998), kalori kisitlamasi
caligmalarinda diyet yag kaynaklarinin 6nem arz ettigi tanimlanmaktadir (Weindruch

ve ark 2001).
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Sekil 1.4. Beslenme ve metabolik-hormonal etkilesimi

Mitokondrial elektron transport sisteminde mitokondri membran yapist ve
yag asiti konsantrasyonu, sekillenen elektron sizinti oranlarinda ve eslenmemis
(uncoupled) protein (UCP) konsantrasyonlari iizerinde etkindir. Bu proteinler UCP-2
and UCP-3 olup, eslesmeyi bozan proteinlerdir, enerji iretimini kisitlarlar, 1s1

olusumunu artirirlar (Merry 2002).

Farkli maymun tiirlerinde yapilan kalori kisitlamasi ¢alismalarinda (Cutler ve
ark 1992, Lane ve ark 1995) kisa siireli kalori kisitlamasinin insulin, glikoz ve

(Hemoglobin A;;) HDbA;ckonsantrasyonlari yoniinden kontrol gruplarina oranla
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anlaml farkliliklar olusturmadigini, ancak 7 yil siire gibi uzun kalori kisitlamasi
uygulamalarindan sonra belirtilen degerlerde anlamli ve diizenli diisiisler sekillendigi

belirtilmektedir.

Insanlarda (Markovic ve ark 1998) ve kemirgenlerde (Cartee ve Dean 1994)
yiiriitiilen diger calismalarda ise kisa siireli kalori kisitlamasinda bile belirgin etkiler
gozlendigi, insanlarda yag kitlesinde belirgin azalma, glikoz toleransi, insulin
duyarlilig1, kan basinci gibi parametrelerde de diizenli bir seyir olustugu, kolesterol

ve lipidprofilinin dengelendigi gozlenmistir.

Kalori kisitlamasinin ilk sekillenen belirgin etkisi kan glikoz diizeyine olan
etkidir. Kanda serbest dolasan glikoz niikleik asitlerle aldehidik formu,
aminoasitlerle ise Schiff baz kondenzasyonu araciligi ile reaksiyona girer,dikarbonil
fragmantlarinin da katilimi ile toksik glikasyon son iiriinlerine kadar ilerleyebilir

(Lee ve Cerami 1992).

Deneysel ya da spontan diyabetik modellerde gozlenen bobrek, damar, goz ve
de sinir patolojilerinin ve diger yaslanma belirtilerinin altinda yatan neden bahsedilen

bu glikasyon reaksiyonlaridir (Masoro ve ark 1989).

Diyabetik olgulardan elde edilen serumlarda glikozile albumin degerlerinin
yiiksekligi goze ¢arpmis (Guthrow ve ark 1979), deneysel olarak intravenoz glikozile
albumin enjeksiyonu ile diyabetik nefropati bulgularinin canlandigi gézlenmistir (Mc
Verry ve ark 1980, Ziyadeh ve Cohen 1993, Vlassara ve ark 1994).Bu reaksiyonlar
ve sonucta olusan ndropati Alzheimer, Parkinson gibi hastaliklara karsi insidansi
yiikseltirken, Alzheimer hastalarinda beyindeki senil plaklarda ve norofibrillerde
maillard reaksiyon son iiriinlerinden piralin ve pentosidin diizeylerinin yagh ancak

saglikli bireylere oranla oldukga yiiksek oldugu belirtilmistir (Smith ve ark 1994).

Kalori kisitlamasi bireylerde ayni zamanda motor fonksiyonlarin, hafizanin
zayiflamasi, unutkanhigin artmasi gibi ndrobiyolojik bozukluklarin olusum
insidansini diisiirebilir (Ingram ve ark 1987,Stewart ve ark 1989, Pitsikas ve ark
1990,Forster ve Lal 1999).

Mayalarda ise kalori kisitlamasi ile fermentasyon respirasyonunun metabolik

diizeninin dengelenmesi (Oliveira ve ark 2008,Cunha ve ark 2011) otofajik

15



fonksiyonlarla hasarlt molekiillerin temizlenme hizinin artirilmasi (Goldberg ve ark
2009) metabolik stres direncinin artmasi gibi pozitif etkiler elde edilmistir (Alvers ve
ark 2009). Mayalardan Sacharomyces cerevisiae yasayan tiim canli organizmalar igin
ornek teskil edebilecek metabolik bir diizen gosterebilmektedir. Ornegin kalori
kisitlamasinin mayalarda metazoan agsamasinda yasam Omriinii uzattigi, replikatif ve

kronolojik yasam oranini yiikselttigi belirtilmistir (Fabrizio ve ark 2005).

Proteazomlar, biiyikk protein yapilardan olusan molekiillerdir. Bu yapilar,
okaryot canlilarda, arkealarda ve cogu bakteri tiiriinde yer almaktadir. Okaryot yapili
canlilarda bu yapilar ¢ekirdekte ve sitoplazmada bulunur. Proteazomlarin genel
gorevi, hasar gormiis veya ise yaramayan proteinleri, proteoliz adi verilen reaksiyon
ve peptit baglarmi kirarak ¢alisan enzimler araciligiyla viicuttan atmaktir.
Proteazomlar, hiicrelerin baglanamamis proteinleri atmasmi ve Ozellesmis
proteinlerin derisiminin kontrol edilmesini saglayan biiyiik bir sistemin parcalaridir.
Bu reaksiyonlar zincirinde islev gbéren ana {niteler ise ubiquitin-proteazom

kompleksleridir (Cunha ve ark 2011).

Mayalarda yapilan arastirmalarda kalori kisitlamasi uygulanan maya
hiicrelerinde bu protein kompleks aktivitesinin kontrol grubu yasli maya hiicrelerine
oranla belirgin artis gosterdigi, protein oksidasyon gostergesi olan protein karbonil
miktarlarinda diistis sekillendigi saptanmistir (Cunha ve ark 2011). Benzer sekilde
kalori kisitlamasi uygulanan farkli denek modellerinde HO, oranmin diistigi,
rediikte glutasyon (GSH) oraninin yiikselerek okside glutasyonun (GSSG) belirgin
oranda disiis gosterdigi de belirtilmektedir (Agarwal ve ark 2005, Sharma ve ark
2011).

Iki veya daha fazla mikromolekiil, kovalent veya hidrojen baglariyla
birbirlerine baglaninca yaslilikta goriilen degisiklikler belirmeye baglar. Capraz
baglantilarin zamanla artti§i kabul edilir. Boylece molekiiler agregasyon ve
immobilizasyon artar. Neticede fonksiyon yapamayan molekiil yiginlart meydana
gelir. Kollajen gibi molekiiller arasinda c¢apraz baglantilarin olmasi elastikligi
gecirgenligi ve eriyebilme 6zelligini azaltir. Boylece hiicre dis1 alanlarda viskozite
artar ve artik maddeler hiicrelerden kolaylikla atilamaz; besin maddeleri hiicrelere

tasinamaz. Bobreklerde glomertil fonksiyonlar1 bozulur, arterlerin elastikligi azalir.
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Enzimatik olmayan yolla glikoz molekiilleri proteinlerle ¢apraz baglantilar
kurar, sekillenen bu glikozile proteinler organizma yasiin ilerlemesi ile birikir ve
fonksiyonel olmayan protein yogunlugu artar, enzim inaktivasyonlarma bagh
metabolik bozukluklar gozlenir. Ozellikle diyabetli hastalarda gdzlenen sekonder
bozukluklar bu tip reaksiyonlarin bir sonucudur (Scrofano ve ark 1998). Ozellikle
yash ve kalori kisitlamasi uygulanmayan farelerde olusturulan hipergilisemi ayni
yastaki kisitlama uygulanmis fare modellerine oranla glikozile hemoglobin
diizeylerinin normalden daha yiiksek diizeylere ¢ikmasi ile sonuglanmustir (Reiser ve

ark 1995).

Glikasyon enzimlerde sekillendigi taktirde enzimatik aktivite kaybi sekillenir,
protein kisimlarinda yikimlanmaya olan egilim artar. Organizmada en Onemli
glikasyon reaksiyonlarindan biri HbA nin non enzimatik glikasyonudur. Bu
reaksiyon yliksek kan glikoz konsantrasyonlarinda glikoz ve valin aminoasitinin N
terminali arasinda siff bazi sekillenmesi ile valine bagl 1- deoksi fruktoz olusumunu
kapsar ve olusan yeni protein yapist HbAj:. adii alir. Kontrol altina alinamayan
diyabet olgularinda yiiksek seyreden kan glikoz konsantrasyonlarima bagli olarak
sekillenen ve degerli bir indeks olarak kabul edilen HbA; diizeyleri tedaviye yanit

veren diyabetlilerde ise diisiik diizeylerde seyreder (Brownlee 1992, Lysons 1993)

Yine serbest radikaller etkisi ile lipidlerde olusan peroksidasyon olgularinda
sekonder olarak hidrokarbonlar, epoksitler, aldehit ve ketonlar ile karboksilik asit
gibi toksik dekompozisyon iirlinleri agiga ¢ikar, membran akiskanlig: yitirilir, yasla
beraber daha da artan membran gecirgenligi, reseptor sinyal duyarliligi, oksidatif
fosforilasyon etkinligi gibi spesifik mekanizmalar aksar (Merry 2002). Kalorik
kisitlama ile 6zellikle yaslanma periyodunda karaciger (Yu ve ark 1992, Kim ve ark
1996), beyin (Choi ve Yu 1995), kardiyak kas (Lee ve ark 1999) mitokondrial ve

mikrozomal membran degisikliklerinin en aza indirgendigi belirtilmistir.

Sonu¢ olarak asir1 kalori aliminda artig gosteren radikal tiirleri asagida
belirtilen bozukluklarla birtakim hastaliklara yol agabilirken, diizenli ve siireklilik arz

eden kalori kisitlamalar1 bu bozukluklari yavaglatabilir:

Bu bozukluklar;
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Hiicre zarindaki lipit ve proteinlerin parcalanarak hiicrenin biitiinliigiiniin

bozulmasi, zar yapisinin sertlesmesine ve gérev yapamamast,

Cekirdek zarinin parcalanmast ile genetik materyalde olusabilecek

mutasyonlar Bagisiklik sistemindeki hiicrelerin 6liimii ve kronik hastaliklardir.

Sunulan tez caligmasinda 6-8 aylik yastaki erkek farelerde (Swiss Albino) 60
giin siireli olarak %40 ve %60 oranlarinda yem (kalori) kisitlamasi uygulanmis; kan
lipit peroksidasyonu (LPO), protein karbonil (PC), HDL ve LDL Kkolesterol,
trigliserit (TG), aspartat amino transferaz (AST) ve glikoz gibi temel biyokimyasal
parametreler ile canli agirlik degerlerine etkileri aragtirilarak elde edilen degerler ad

libitum beslenen kontrol grubu ile karsilagtirilmistir.
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2. GEREC VE YONTEM
2.1. Gerec
2.1.1.Hayvan ve Yem Metaryali

Arastirmada Necmettin  Erbakan UniversitesiDeneysel Arastirma  ve
Uygulama Merkezinde iiretilen6-8 aylik yasta, canli agirliklart birbirine yakin,
toplam 96 adet erkek beyaz fare (Albino Swiss) kullanildi. Hayvanlar deneme
diizeninde agiklanan sekilde gruplandirilarak besin madde, vitamin ve mineral
ihtiyaglarim1  karsilayan ticari bir firmadan temin edilen standart fare yemi

ilebeslendiler.

Arastirma Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Deney Hayvanlar
Unitesi’nde 1s1 ayarl odalarda yiiriitiildii. Deneme SUVFEK (Selguk Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Etik Kurul) tarafindan onay alinarak (No: 2012/010)
gergeklestirilmistir.

2.2. Yontem
2.2.1. Deneme Diizeni

Canli agirlik tartimlar1 yapilarak esit sayida ve miimkiin oldugunca homojen
canli agilik ortalamasina gore 3 gruba ayrilan farelerden herbir gruptan 8 er
adedinden deneme baslangici (1. giin) kan alimlar intra kardiyak yontemle yapildi.

Bu amagla farelere eter anestezisi uygulandi.

Denemede tablo2.1 de belirtildigi gibi; 1. kontrol, 2. %40 yem kisitlamas1
uygulanan ve 3. % 60 yem kisitlamast uygulanan grup olmak {izere 3 grup
olusturuldu. Her bir grup ta 4 er alt gruba boliinerek kafes basina diisen hayvan sayisi
azaltildi. Bu sekilde her bir kafese deneme basinda 8 fare yerlestirildi.
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Resim 2.1. Calismada olusturulan deneme gruplarindan bir 6rnek

Adaptasyon periyodu olarak ilk 10 giinliik periyotta 2. ve 3. gruplar i¢in sirasi
ile % 20 ve % 30 olarak baslatilan yem kisitlamasi kademeli olarak artirilarak % 40
ve % 60 oranlarina ulasildi. Farelerin genel durumlarinda herhangi bir olumsuzluk
olusmadiginin gozlendigi bu adaptasyon periyodunu takiben 60 giin devam eden

deneme periyoduna gegildi

Kalori kisitlamas1 uygulamasinda kontrol grubu disinda kalan deneme
gruplarina (2. ve 3. gruplar) farelerinnormal sartlarda ortalama giinliik 5 g yem
tilketimine sahip olduklarindan (Poyraz 2000), % 40 ve % 60 oranlarinda yem
kisitlamasi igin gereken glinliik miktarlar kafes basina diisen hayvan sayis1 da dikkate
alinarak hesaplandi. Belirtilen oranlardaki kisitlamaya karsilik gelen yem miktarlar
deneme gruplarinda sabah ve aksam olmak {izere 2 06g&iin halinde boliinerek

uygulandi.

Fareler orijinal polietilen fare-rat kafeslerinde bakim ve beslenmeye tabi
tutuldular. Altlik ve suluk temizlikleri ise haftalik olarak gerceklestirildi. Deneme

siiresince farelerin barindirildig: ortam sicakligi ise 25 °C olarak ayarlandi.
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Cizelge 2.1. Calismada olusturulan gruplarin dagilima.

Grup n Kalorik Kisitlama

(deneme baslangici)

1.Grup(Kontrol) 32 -
2. Grup 32 (%40)
3. Grup 32 (%60)

Deneme baslangicina ilaveten deneme ortasinda (30.giin) ve sonunda (60.
giin) olmak tizere iki kez daha intrakardiyak kan alimi gerceklestirildi. Canli agirlik
tartimlari ise 15 er giinliik araliklarla gerceklestirildi.Kan alimlar1 sonrasinda her fare
icin 6liim gergeklestiginden kan alimi yapilan fareler igin herhangi bir Gtenazi

yontemine basvurulmadi.
2.2.2. Kan 6rneklerinin alinmasi ve analizler

Arastirma baslangic1 (1.glin), ortast (30.giin) ve sonunda (60.giin) eter
anestezisi ile uyutulan farelerden kardiyak punksiyonla alinan kanlar, LPO, PC,
glikoz, HDL-LDL Kkolesterol, trigliserit, parametreleri ile AST enzimanalizleri i¢in
heparinli polietilen tiiplere aktarilarak 3000 devirde +4 °C de 10 dakika santrifiij
edildi ve plazmalar1 elde edildi;elde edilen bu plazmalar analize kadar -80°C’de

saklandi.

Belirtilen biyokimyasal degerlerin belirlenmesinde spektrofotometrik
yontemile calisan ticari kitlerden (Oxis Research) yararlanilarak mikro plak
okuyucuda (Biotek ELx800 USA) absorbans verileri elde edilerek, degerler

hesaplandi.
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2.2.2.1. LPO analizi

Lipit peroksidasyonunun belirlenmesinde geleneksel olarak giinlimiize kadar
coklu doymamis yag asitleri (PUFA)’nin oksidasyon {irlinleri olan MDA ve 4-
hidroksinonenal (4-HNE) gibi aldehitlerin 6l¢timii esas alinmaktaydi. MDAve benzer
aldehitlerin oldukcadayaniksiz olmalari, reaksiyonlar esnasinda degisik gecis metal
iyonlarina gore farkli reaksiyon vermeleri gibi nedenlerle giivenilir sonuglar
alinmamaktadir. Ornegin kolesterol ve oleik asit gibi hiicresel lipitlerden sekillenen
hidroperoksitlerin yikilimlar1 ile MDA ve 4-HNE gibi irtinler sekillenmez, buna
bagli olarak MDA Olglimleri beklenenin altinda sonuglar verebilirken, kan
pihtilagmas1 (tromboksan sentaz aktivitesi) ve trombosit aktivitesi esnasinda bile
ng/ml diizeylerinde sekillenebilen MDA, yiiksek konsantrasyonlarda oOlgiilebilir
(Pryor ve Porter 1990).Belirtilen bu nedenlerle giiniimiizde artik sadece lipitlerden
olusan peroksidasyonun tanimlanmasi ve tayini esas alinmakta ve bu amacgla LPO

degerleri kullanilmaktadir.

Hidroperoksitler ferro demir ile reaksiyona girerler ve ferrik demiri
olustururlar. Olusan ferrik demir iyonlar1 da tiyosiyanatlar ile reaksiyona girerek

renkli demirsiyanatlar: verirler.
ROOH +Fe *=  RO*+Fe™
RO* +Fe” +H'= ROH+Fe™

Fe® +5SCN'=  Fe (SCN)>

Ortamdaki endojen ferrik demir iyonlarindan ya da H,O, ile interferensten
olusacak hatalar ise ekstraksiyonlarin klorofom igerisinde yapilmasi ile dnlenmekte

ve boylece sadece lipitlerden olusan hidroperoksitler (LPO) degerlendirilmektedir.

Calismada oOrneklerin LPO degerleri, test Kkitleri (Cayman Chemical
Company, Michigan 48108) kullanilarak spektrofotometrik olarak (Shimadzu- UV
2100 Japan) 500 nm de elde edilen absorbanslarin standart egri grafigine uyarlanmasi

ile belirlendi.
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2.2.2.2. PC analizi:

Farkli etkilerle organizmada ortaya ¢ikan proteinlerin oksidasyonu kovalent
modifikasyon sonucu sekillenir ve oksidasyon sonucunda protein karbonil deriveleri
sekillenir. Ozellikleprolin, arjinin, lizin ve treonin karbonil deriveleri kimyasal olarak

stabil olup protein oksidasyonunun belirtegleri olarak degerlendirilebilirler.

Calismada protein karbonil diizeyleri plazmada OxiSelect Protein Karbonil
Spektrofotometrik Assay (Cell Biolabs, Inc.) test kitleri ile ger¢eklestirilmistir. Testte
temel prensip dinitrofenilhidrazinin (DNPH) protein karbonil derivelerinin karbonil
grubu ile reaksiyona girmesi ile sekillenen protein hidrazonlarin spektrofotometrik

olarak 375 nm de 6l¢iilmesidir.
2.2.2.3. Diger Kan Analizleri

HDL-LDL kolesterol, trigliserit, glikoz degerleri ile AST enzim parametreleri
ise yine spektrofotometrik yontem ile (Biotek ELx800 USA) test kitleri (Spinreact,
Spain) kullanilarak mikro plak okuyucularda elde edilen absorbanslar yardimi ile

belirlendi.
2.3. istatistik analizleri

Incelenen parametreler agisindan gruplar ve kan alim periyotlar: arasi
farkliliklarin tespiti igin ayri ayri tek yonli varyans analizi (one-way ANOVA)
gerceklestirildi. Saptanan farkliliklarin 6nem diizeyleri ise Duncan Multiple Range
testine gore belirlendi (SPSS 21).
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3. BULGULAR

Calismada elde edilen verilerin varyans analizi ve Duncan testi sonuglar ile
gruplar arasinda elde edilen istatistiksel sonuglar ¢izelge ve grafikler halinde
sunulmustur. Denemede her bir parametre i¢in 1.,30 ve 60. giin degerleri elde
edilmis, deneme gruplar1 (1. 2. ve 3. gruplar) ile kan alim periyotlar1 arasindaki

degerlerin karsilagtirilmasi i¢in varyans analizi uygulanmistir.

Cizelge ve grafikler incelendiginde; Ozellikle 1. giin degerlerinde biitiin
parametreler yoniinden gruplar arasinda farklilik saptanmamis olmasi, deneme
baslangicinda gruplara rastgele dagitilmis olan ayni1 yastaki ve canli agirlik yoniinden
homojen olan farelerin metabolik yonden farkli seyir gostermedikleri ve deneme
stiresince elde edilen degisikliklerde bireysel farkliliklarin etkisinin olmadig

seklinde degerlendirilmistir.

Deneme siiresince ad libitum yem tiiketen kontrol grubu agisindan
incelendiginde de 1., 30. ve 60. giin degerlerinde HDL hari¢ diger parametrelerde
herhangi bir farklilik sekillenmedigi gortilmektedir.

Buna karsin %40 kisitlama uygulanan 2.grup degerlerinde ise tiim
parametrelerde donemler arasinda oldukca anlamli degisiklikler izlenmistir; benzer
farkliliklar %60 kisitlama uygulanan 3. grupta da AST ve glikoz disinda kalan

parametrelerde de gézlenmistir.

Gruplararas1 farkliliklar (P1) degerlerine gore HDL hari¢ diger tim
parametrelerde 60 giin degerlerinin belirgin farkliliklar olusturdugu goriilmiis; sadece
AST ve glikoz degerlerindeki farkliligin 60. giin ile smrlt kaldigi goézlenmistir.
Genel bir ifade ile de deneme sonu (60. giin) itibar1 ile tiim kan degerlerinde deneme

baslangicina gore pozitif anlamda degisiklikler saptanmustir.

Canli agirlik degisimleri (Cizelge-Grafik 3.8) incelendiginde gruplararasinda
tiim tartim donemlerinde azalan bir canli agirlik seyrinin oldugu ve deneme sonunda
kontrol ve deneme gruplarindaki farkliliklarin en belirgin diizeyine ulastig

goriilmektedir.
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Cizelge 3.1. Calismadan elde edilen LPO degerleri ve istatistiksel degisimleri.

Parametre Doénem 1.grup
(Kontrol)
1.giin 3,15+0,14
LPO(uM) 30.giin 2,92+0,08a
60.giin  2,84+0,14a

P, 0,218

2.grup

2,77+0,132
1,76+0,07b®
1,51+0,05b®
0,000

3.grup P

3,07+0,15" 0,155
1,61+0,07b% 0,000
1,28+0,12b% 0,000
0,000

P1 Gruplararasi degisimler (a-b); P, Grup iginde kan alim donemlerine gore

degisimler (A-C)

LPO (uM)

H Kontrol

m 2. Grup

m 3. Grup

1. Giin

30. Giin

60. Giin

Grafik 3.1. Calisma gruplarinda LPO degisimleri
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Cizelge 3.2. Calisma gruplarinda PC degerleri ve istatistiksel degisimleri.

Parametre Doénem 1.grup 2.grup 3.grup P
(Kontrol)
1.giin 5,66£0,30  5,13x0,34"  5,07+0,21" 0,306
PC(nmol/l) 30.giin 4,88+0,32a  3,97+0,15b% 2,95+0,14c® 0,000
60.giin 4,86+0,19a  1,93+0,14b° 1,55+0,14b 0,000

P> 0,109 0,000

0,000

P1 Gruplararasi degisimler (a-c); P, Grup i¢inde kan alim donemlerine gore

degisimler (A-C)

PC (nmol/L)

1. Giin 30. Giin

60. Giin

H Kontrol
W 2. Grup

m 3. Grup

Grafik 3.2. Calisma gruplarinda PC degisimleri
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Cizelge 3.3. Calisma gruplarinda glikoz degerleri ve istatistiksel degisimleri.

Parametre Dénem 1.grup 2.grup
(Kontrol)
l.giin  102,37+3,13  98,37+3,57"

3.grup P1

93,50+4,22 0,253

Glikoz 30.giin  101,27+2,81a 91,18+2,04b"®  93,64+2,65ab 0,0240,00

(mg/dl) 60.giin  106,18+2.40a 88,54+2,76b°
P, 0,403 0,061

88,284+2,88b 0
0,471

P1 Gruplararasi degisimler (a-b); P, Grup iginde
degisimler (A-B)

kan alim donemlerine gore

120

100

(o]
o

=
2
:éo u Kontrol
60
§ H 2. Grup
% 40 m 3. Grup
20
O T T T 1

1. Giin 30. Giin

60. Giin

Grafik 3.3. Calisma gruplarinda glikoz degisimleri

27



Cizelge 3.4. Calisma gruplarinda AST degerleri ve istatistiksel degisimleri.

Parametre Dénem 1.grup 2.grup 3.grup P1
(Kontrol)
AST l.giin  80,62+4,50"  72,62+1,87*°  71,00+3,35 0,127

(1IU/L) 30.giin  77,18+321°%  7827+3,79"  72,45+2,64 0,4550,015
60.giin  72,45+0,97a°  64,63+2,08b°  67,86+2,79ab
P, 0,181 0,006 0,553

P1 Gruplararasi degisimler (a-b); P, Grup iginde kan alim donemlerine gore
degisimler (A-B)

o

H Kontrol

o

m 2. Grup

ASE(IUA) o

o

m 3. Grup

=N
o O

0

1. Giin 30. Giin 60. Giin

Grafik 3.4. Calisma gruplarinda AST degisimleri
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Cizelge 3.5. Calisma gruplarinda HDL degerleri ve istatistiksel degisimleri.

Parametre

HDL
(mg/dl)

Donem

1.giin
30.giin
60.giin
P2

28,69+1,49°5
33,41+1,2376%
35,88+1,08ab™

2.grup

26,51+1,71°

3.grup

30,80+1,77°

38,91+£0,97a" 35,92+1,14ab”
39,02+1,16a"  34,17+1,45b"8

0,000

0,049

Py

0,215
0,007
0,034

P1 Gruplararasi degisimler (a-b); P, Grup iginde kan alim donemlerine gore

degisimler (A-B)

HDL (mg/dL)
N N w w y
o (6, o w o

[EEN
(2}

10

1. Giin

30. Giin

60. Giin

H Kontrol
m 2. Grup

m 3. Grup

Grafik 3.5. Calisma gruplarinda HDL degisimleri
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Cizelge 3.6. Calisma gruplarinda LDL degerleri ve istatistiksel degisimleri.

Parametre Ddénem 1.grup 2.grup 3.grup P1
(Kontrol)
LDL l.giin  4035£1,42  40,53+1,40%  39,14+0,99" 0,714
(mg/dl) 30.giin 38,160,952  34,43+1,08b° 36,63+1,06ab™® 0,033
60.giin  37,5140,94a  31,37+0,65b° 34,23+1,69b° 0,000
P2 0,197 0,000 0,049

P1 Gruplararasi degisimler (a-b); P, Grup iginde kan alim donemlerine gore

degisimler (A-C)

ry
3 H Kontrol
£
= m 2. Grup
=

m 3. Grup

1. Giin 30. Giin 60. Giin

Grafik 3.6. Calisma gruplarinda LDL degisimleri
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Cizelge 3.7. Calisma gruplarinda trigliserit degerleri ve istatistiksel degisimleri.

Parametre Ddénem 1.grup 2.grup 3.grup P
(Kontrol)
Trigliserit  l.giin 174374629  179,37+5,99"  179,50+6,20" 0,801
(mg/dl) 30.giin  183,18+5,80  182,09+5,08"%  170,54+3,65"% 0,220
60.giin  186,18+5,48a  162,72+5,78b%  158,85+5,57b° 0,003
P, 0,387 0,038 0,040

P1 Gruplararasi degisimler (a-b); P, Grup iginde kan alim donemlerine gore
degisimler (A-B)

190

185

180

175

170 H Kontrol

165 m 2. Grup

160 = 3. Grup

Trigliserit (mg/dL)

155

150

145

1. Giin 30. Giin 60. Giin

Grafik 3.7. Calisma gruplarinda trigliserit degisimleri
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Cizelge 3.8.Calismagruplarinda canli agirlik degerleri ile donemlere gore degisimleri

Donem 1. grup 2.grup 3.grup P1
(Giin) (Kontrol)
1 27,76+1,22b  28,69+0,84ab"" 30,89+0,72a" 0,061
15 26,62+0,88ab  28,23+0,74a" 24,90+1,100® 0,051
30 27,89£0,76a  25,65+0,96a° 23,07+0,62b%¢ 0,000
45 27,00£1,43a  22,59+0,77b° 23,57+1,61ab®¢ 0,047
60  32,34+0,60a  21,21+0,54b° 20,42+0,39b° 0,000
P,
0,078 0,000 0,000

P1 Gruplararas1 degisimler (a-b); P, Grup iginde kan alim ddonemlerine gore

degisimler (A-C)

C:

=

S

B H Kontrol
© m 1. Grup
g 2. Grup
o

1. Giin 15. Giin 30. Giin 45. Giin 60. Giin

Grafik 3.8. Calisma gruplarinda canli agirlik degisimler

4. TARTISMA
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Negatif ve pozitif enerji dengesi acisindan bakildiginda alinan ve harcanan
kalorinin miimkiin oldugunca dengeli olmas1 arzu edilir. Kalori kisitlamas: ifadesi
esasinda bu dengenin korunmasi anlamina gelirken giiniimiizde ¢ogu kez giinliik ¢ok
az kalori alinmasi ile “aglik” kavramina yakin bir uygulama olarak algilanmakta,
lipidlerin ve hatta proteinlerin normal 6tesi ve hizli yikimi hedeflenerek bir bakima
negatif enerji dengesi olusturulmaktadir. Ancak normalin disina tagan beslenme
rejimleri, enerji eldesi agisindan karbonhidrat-lipit-protein katabolik dengesini
olumsuz yonde degistirerek metabolik, hormonal bozukluklara ve sonugta kalici
birtakim hastaliklara neden olurlar. Dengeli uygulandigi taktirde ise Ozellikle
yaslanma ve yaslanma siireci ile iligkili hastaliklarin 6nlenebilmeleri, kaliteli yasam
stiresinin uzatilabilmesi agisindan kalori kisitlamasi basit, ucuz ve belki de en etkili

tedavileri olusturabilecektir.

Erkek farelerde (Swiss Albino) 60 giin siireli olarak gerceklestirilen bu tez
calismasinda%40 ve %60 oranlarinda yem (kalori) kisitlamasinin kan lipit
peroksidasyonu (LPO), protein karbonil (PC), HDL ve LDL kolesterol, trigliserit
(TG), aspartat amino transferaz (AST) ve glikoz gibi temel biyokimyasal

parametreler ile canli agirlik degerlerine etkileri aragtirilmistir.

Sunulan c¢alismada LPO ve PC degerleri 2. ve 3. gruplarda 30 ve 60. giin
incelemelerinde devamlilik ifade eden diisiis gostermis (P<0.001);kontrol grubunda
grup ici ve gruplararasi degerlerden anlasildig1 gibi farkliliklarin ortaya ¢ikmamast,
diger bir ifade ile2. ve 3. gruplar i¢in elde edilenanlamli Pi;ve P, degerleri kalori

kisitlamasinin incelenen bu degerlere etkisinin net oldugunu agiklayabilmektedir.

Lipid profili agisindan bakildigindagalismada kalori kisitlamalarmin (2. ve 3.
gruplar) trigliserit diizeylerinde hem gruplar arasinda hem de her grupta kan alim
donemlerinde belirgin disiisler sagladigi, bu diisiislerinkontrol grubu ile
kiyaslandiginda 60. giin degerlerinde belirgin diizeye wulastigit (P<0.01)

gortilmektedir.

Diistik dansiteli lipoprotein (LDL) yoniinden incelendiginde de 6zellikle % 40
kisitlama uygulanan 2. grubun en diisiik LDL oranlarint gosterdigi, 3. grupta da
kontrole oranla  (P<0.001) diisiis oldugu tespit edilmistir. Yiiksek dansiteli
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lipoprotein (HDL) degerlerinde de 2. grup degerleri en belirgin (P<0.001)

yiikselmeyi gdstermistir.

Scrofano ve ark(1998), kontrol ve %50 kalori kisitlamasi uyguladigi 13
haftalik farelerdetotal kolesterol diizeylerini sirasi ile 166 ve 78mg/dl olarak tespit
etmis, kontrol grundaki degerin kalori kisitlanmis gruba oranla %71 oranda yiiksek
oldugugoriiliirken kontrol grubundaki bu oranindeneme grubuna goére % 23 oraninda

yiiksekoldugu tespit edilmistir.

Fontana ve ark (2004), kalori kisitlamasinin aterosklerozis insidansina etkileri
amaci ile 6 yil gibi uzun siireli olarak insanlar iizerinde siirdiirdiigii ¢calismasinda,
kalori kisitlanmis deney grubundaki bireylerde viicut kitle indeksi, trigliserit, C
reaktif protein (CRP), LDL, aclik kan glikozu, insulin duyarliligi ve serum
lipoprotein degerlerinin, Amerikan diyeti ile beslenen kontrol grubu bireylerine
oranla belirgin 6lgiide diisiik, HDL diizeylerinin ise bir o kadar yiiksek oldugunu
ortaya koymuslardir.

Kalori kisitlamasinin % 60 oraninda uygulanarak farelerde atherosklerozis
gelisiminin incelendigi bir diger calismada (Guo ve ark 2002) da kolesterol
degerlerinde herhangi bir degisiklik gézlenmez iken trigliserit ve LPO degerlerinin
diyetleri kisitlanmis grupta ad libitum beslenenlere oranla diisiik oldugu, LPO ve
oksidize LDL oranlarindaki diisiikliigiin aterosklerozis insidansini da azalttif

sonucuna varilmistir.

Sunulan tez ¢alismasinda kan glikoz diizeyi degisimleri kontrol grubunda 60
giin boyunca degisim gostermez iken 2. ve 3.gruplarda kontrol grubuna oranla 30. ve
60. giinlerde (P) belirgin diislis gostermis, ozellikle 3. grupta en diisiik degerler elde
edilmistir. Grup 2 de ise bu diisiis deneme basi ve deneme sonu periyodu (P»)
dikkate alindiginda hem daha anlamli (P<0,001) hemde daha ritmik bir seyir

gostermistir.

Kalori kisitlamasimin 6zellikle glikoz metabolizmasi, kan glikoz diizeyleri,
diyabet-kalori iligkisi, glikozile hemoglobin olusumu, insulin direnci gibi konular ile
direk iliskileri gerek insanlar (Weindruch ve ark 2001,Heilbronn ve Ravussin 2003)
gerekse laboratuar hayvan modelleri ile yiiriitiilen ¢aligmalarla (Scrofano ve ark
1998, Weindruch ve ark 2001, Hagopian ve ark 2003, Yu 2005) genis olgiide ele
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alinmis; kalori kisitlamasinin glikoz diizeylerine etkilerinin 6zellikle ilerleyen yas
periyotlarinda belirgin oldugu, yaslanma ile artan ve 6zellikle diyabet olgularinda
belirgin  diizeyde olusan glikolize protein(glikozile  hemoglobin  gibi)
konsantrasyonlarinin diizenli ve siirekli uygulanan kisitlanmis kalori alimlari ile
azaldig1, doku hasarlarimin (katarakt, kilcal damar ¢atlamalari, epitelyum doku
biitiinligii-yara  olusumu)  Onlendigi  belirtilmistir.  Yiiksek kan glikoz
konsantrasyonlarinda ise non enzimatik olarak ilerleyen bu glikasyon artmakta,

proteinlerle ¢apraz baglanmalar sekillenmektedir (Weindruch ve ark 2001).

Glikoz degerleri yoniinden ise ayni ¢alismada (Scrofano ve ark 1998),4.5 ve
13 haftalik yastaki erkek farelerdediisiisiin kontrol grubuna gore yaklasik %50
oraninda gerceklestigi, 23 haftaliklarda ise belirgin bir disiis sekillenmedigi;
disilerde ise higbir yas grubunda farklilik olusmadigi belirtilmistir.

Glikozile hemoglobin diizeylerindeki diisiis, 4.5 haftalik yastakilerde kontrol
grubuna gore %50 oraninda gergeklesirken, 13 ve 23 haftalik yastaki kontrol
gruplarmin glikozile Hb diizeyleri daha diisiik oldugundan kalori kisitlamasi

gruplarina oranla fark daha diisiik olarak tespit edilmistir.

Van Liew ve ark(1993) ise erkek farelerde benzer glikoz ve glikozile Hb
degerlerinde benzer diisiise karsin,(Scrofano ve ark1998) a benzer sekilde disilerde

herhangi bir azalma sekillenmedigini bildirmislerdir.

Kalori kisitlamasinin metabolik ve klinik yansimalari esasinda mitokondrial
elektron sizintilarmin  degisimi ile sekillenmektedir. Ozellikle azalan oksidatif
reaksiyon zincirleri ve serbest radikal {retimi, antioksidan savunma artisi,
mitokondrial elektron sizintilarinin sinirlanmasi, biyomolekiiler oksidasyonlar1 da

kisitlar.

Guo ve ark (2002),%60 kalori kisitlamasi1 uyguladiklar1 fare modellerinde
LDL oksidasyonu, aortta atherosklerotik plak olusumu, siiperoksit ve hidrojen
peroksit (H,O,) iiretimi ile trigliserit ve LPO degerlerini arastirmiglar, kalorileri
kisitlanmis grupta incelenen tiim degerlerde kontrol grubuna oranla belirgin ve
anlaml diisiisler tespit etmisler; HDL degerlerinin ise kontrol gruplarindan daha

yiiksek oldugu sonucunu elde etmislerdir.
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Xia ve ark (1994) da, %40 kalori kisitlamasi uygulanmis olan rat
modellerinin karaciger, beyin korteksi, kalp ve bobrek dokularinda LPO degerlerinin
diisiis, siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) enzim aktivitelerinin ise
beklendigi gibi artis gosterdigini belirtmisler; barsak dokusunda ise belirtilen

parametrelerde gruplararasinda farkin olusmadigini tespit etmislerdir.

Kalori kisitlama uygulamalar ile yiiriitiilen ¢aligmalarda antioksidan enzim
aktivitelerindeki artis kalori kisitlamasinin hiicre zari yikimini Onlemesi, gen
ekspresyonunu diizenlemesi, DNA zincir mutasyonlarini ve oksidasyonlarini dolayisi
ile protein sentezinin diizenlenmesi mekanizmalarina dayandirilmistir (Weindruch

2001, Merry 2002, Hagopian 2005).

Benzer sekilde farkli haftalik yastaki (4, 10, 22 ve 26) fare modelleri ile %40
kalori kisitlamasi uygulanarak yiiriitiilen ¢alisma (Rebrin ve ark 2003) sonuglari,
glutasyon (GSH) veokside glutasyon (GSSG) degerlerinin kalori kisitlamasi yapilan
gruplardadegisiklik gosterdigini; 6zellikle okside glutasyon degerlerinin diistiigiinii
ve antioksidan savunmanin kisitlanmig kalori uygulamalari ile desteklendigini ortaya

koymustur.

Yapilan bir diger ¢alismada (Hagopian 2005), 3-15 yil siireyle 18 goniillii
denekte kalori kisitlamasi uygulanmis, kalori kisitlamasi siiresince aliman besin
miktar1 kontrol grubunda 1976-3537kcal\giin, diger grupta ise 1112-1958 kcal\giin

olarak uygulanmustur.

Deney uygulanan grupta biyokimyasal parametreler incelenmis; kan basinci,

LDL, total kolesterol, insiilin, glukoz, trigliseridseviyeleri azalmistir.

Bunun yaninda ateroskleroz belirteci olan CRP’nin seviyesindeki diisiis kalori

kisitlamasinin ateroskleroz riskini azalttig fikrini desteklemistir.

Canli agirlik degerleri sunulan ¢alismada kalori kisitlamalarinin etkilerini
yansitmig, kontrol grubunda deneme baslangicinda ortalama 28 g olan canli agirlik
degeri, 60 giin sonunda her ne kadar farklilikolusturmasa da (P>0.05), farelerin yasve
hormonal olarak gelisim gostermelerine bagli oldugu diistiniilen kismi artiglar

gostererek 32 g ortalama degerine (% 14) ulagsmistir.
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Deneme gruplarinda da 60 giinliik siire sonunda belirgin (P<0.001) canl
agirhik disisleri sekillenmistir.  Grup 2 de % 40 oraninda uygulanan kalori
kisitlamasi ile canli agirlik ortalamalarinda % 25, grup 3 te ise % 33 lere kadar varan
canli agirlik kayb1 gozlenmis; 6zellikle 3. gruptaki farelerin ileri kilo kaybina ragmen
metabolik olarak biiyiik adaptasyon gosterdikleri, yasamsal tehtit olusturacak genel
durum bozukluklart gostermedikleri tespit edilmistir. Ancak metabolik diizen
acisindan daha ¢ok % 40 kalori kisitlamasinin yagamsal ve metabolik standartlarda

bir profil sergiledigi dikkat cekmistir.

Yilmaz (2007), ratlar {izerinde yaptig1 bir ¢alismada normal ve obezratlara
besin kisitlamasi uygulamistir. Baglangicta ortalama 250 g agirliginda olan normal
ratlar ve ortalama 400 g agirliginda olan obez ratlari% 60 oraninda azaltilmis diyet
ile 10 hafta boyunca beslemis; hem obez hem de normal grupta calisma
sonundaanlamli (p<0.05) kilo kayb1 oldugunu bildirmis ve her iki gruptaki ratlarda

ortalama % 20 oraninda kilo kayb1 sekillenmistir.

Luvizotto ve ark (2010), % 25 oraninda kalorik kisitlama uyguladiklari
ratlarda ise 23 haftalik deneme siiresi sonunda % 13 oraninda canli agirlik azalmasi
belirlemigler ancak yaptiklar1 karkas incelemeleri sonucunda protein ve yag
yiizdelerine gore kalori kisitlamasi grubunun en az yag ylizdesine (% 8,5) sahip
oldugunu belirlemislerdir. Ayn1 ¢alismada kontrol grubundaki yag yiizdesi ise % 14

olarak tespit edilmistir.
5. SONUC VE ONERILER

Swiss Albino erkek farelerde 60 giin siireli olarak % 40 ve % 60 oranlarin
uygulanan kalori kisitlamasinin LP, PC, trigliserit, LDL ve HDL kolesterol ve glikoz
diizeyleri ile canli agirlik degerlerine etkilerinin arastirildigi ¢alismada incelenen tiim
biyokimyasal parametrelerde her iki kalori kisitlama uygulamasinin diizenleyici
etkiler olusturdugu ve literatlir verileri ile uyum gosterdigi tespit edilmistir.
Ozellikle kalori kisitlamasinin lipid ve protein molekiilleri iizerindeki oksidatif ytkim
diizeylerini ifade eden LP ve PC degerlerinde belirgin diisiisler olusturmasi dikkat

cekicidir.

Elde edilen verilerden hareketle, kalori kisitlamasinin siirekli ve bir beslenme
aligkanligi halinde uygulanmasinin yasamsal parametrelerde ve biyokimyasal
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mekanizmalarda etkili oldugu, yaslanma siirecini geciktirebilecegi, belirgin bazi

hastaliklara yakalanma insidansini azaltabilecegi s0ylenebilir.

Literatiir bildirislerine gore kalori kisitlamasinin farkli yas ve cinsiyetlerdeki
etkilerinin ayn1 olamayacag1 goriislerinden hareketle laboratuvar hayvan modelleri
ile daha uzun siireli ve farkli yas ve cinsiyet gruplari ile olusturalacak ¢aligmalarin

konuya daha genis katkilar saglayacagi da agiktir.
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6. OZET

T.C.
S.U. SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

KALORI KISITLAMASI UYGULANAN FARELERDE BiYOKIMYASAL
DEGERLER

Ozge CAKICI
Biyokimya (Vet.) Anabilim Dah
YUKSEK LiSANS TEZI /KONYA 2014

Erkek farelerde (Swiss Albino) 60 giin siireli olarak gergeklestirilen bu tez calismasinda %40
ve %60 oranlarinda yem (kalori) kisitlamasmin kan lipit peroksidasyonu (LPO), protein karbonil
(PC), HDL ve LDL kolesterol, trigliserit (TG), aspartat amino transferaz (AST) ve glikoz gibi temel

biyokimyasal parametreler ile canli agirlik degerlerine olasi etkileri aragtirtlmustir.

Arastirmada hayvan materyali olarak, 96 adet 6-8 aylik yasta Swiss Albino erkek fare
kullanilmig; deneme baslangicindahayvanlar tartilarak canli agirliklart homojen veher kafeste 8 adet
fare olacak sekilde asagida belirtilen 3 ayr1 grup halinde barindirilmislardir. Arastirma Selguk

Universitesi Veteriner Fakiiltesi Deneysel Arastirma Unitesinde 60 giin siireli yiiriitiilmiistiir.
1.Kontrol, 2. Kalori kisitlanmis (%40) grup, 3. Kalori kisitlanmis (% 60) grup.

Denemede 10 giinliikk adaptasyon doneminden sonra deneme basinda (1.giin) kalp i¢inden
kan alinmig, aymt uygulamalar 30 ve 60. giinlerde tekrarlanmistir. Elde edilen plazmalarda lipit
peroksidasyonu (LPO), protein karbonil (PC), HDL ve LDL kolesterol, trigliserit (TG), aspartat
amino transferaz (AST) ve glikoz degerleri ile 15 er giin araliklarla yapilan tartimlarla canli agirlik

degisimleri belirlenmistir.

LPO ve PC degerleri 2. ve 3. gruplarda 30 ve 60. giin incelemelerinde devamlilik ifade eden
diistis gostermis (P<0.001); kontrol grubunda ise farklilik ortaya ¢ikmamustir.

Lipid profili agisindan bakildiginda ¢alismada kalori kisitlamalarinin (2. ve 3. gruplar)
trigliserit diizeylerinde hem gruplar arasinda hem de her grupta kan alim donemlerinde belirgin
diistisler sagladigi, bu diisiislerin kontrol grubu ile kiyaslandiginda 60. giin degerlerinde belirgin
diizeye ulastig1 (P<0.01) goriilmektedir. Diigiik dansiteli lipoprotein (LDL) yoniinden incelendiginde
de ozellikle % 40 kisitlama uygulanan 2. grubun en diisik LDL ve en yiiksek HDLoranlarini

gosterdigi tespit edilmistir.
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Kan glikoz diizeyi degisimleri kontrol grubunda 60 giin boyunca degisim gostermez iken 2.
ve 3. gruplarda kontrol grubuna oranla 30. ve 60. giinlerde (P1) belirgin diisiis gostermis, 6zellikle 3.
grupta en disiik degerler elde edilmistir.

Canl1 agirlik degerleri sunulan ¢alismada kalori kisitlamalarinin etkilerini yansitmustir.

Elde edilen verilerden hareketle, kalori kisitlamasinin siirekli ve bir beslenme aliskanligt
halinde uygulanmasinin yasamsal parametrelerde ve biyokimyasal mekanizmalarda etkili oldugu,
yaslanma siirecini geciktirebilecegi, belirgin bazi hastaliklara yakalanma insidansini azaltabilecegi

sOylenebilir.

Farkli yas ve cinsiyet gibi faktorlerin etkilerinin ortaya konulmasi agisindan laboratuvar
hayvan modelleri ile daha uzun siireli ve farkli yas ve cinsiyet gruplar ile olusturalacak ¢aligmalarin

konuya daha genis katkilar saglayacagi da aciktir.

Anahtar Kelimeler:Kalori kisitlamasi, fare, biyokimyasal degerler.
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7. SUMMARY

BiOCHEMICAL VALUES OF MALE MICE FED DIiET RESTRICTED

In this study, the effects of calorie restriction by 40 % and 60 % during 60 days on basic
biochemical parameters such as blood lipid peroxidation (LPO), protein carbonyl (PC), HDL and LDL
cholesterol, triglycerides (TG), aspartate amino transferase (AST), glucose and body weight of male

mice (Swiss Albino) were investigated.

As animal material, 96 Swiss Albino male mice that have 6-8 months of age andbody
weightclose to by each otherwere used in the study.Before startingthe experiment, all
animalswereweighed anddistributed in groups according to homogenity for theirs body weight. The
researchlasted for60 days and conducted at Selcuk University,Faculty of Veterinary

MedicineExperimental AnimalResearchUnit.

Mice weredivided into 3 groupsin each subgroups be of 8mice and were fed in standard mice

cagesThese groupsorganizedas follows;

1-Control;2- Calorie restricted (40%); 3- Calorie restricted (60%). After the adaptation period
of 10 days, at the beginning; 30; and 60 daysblood samples were taken by cardiac puncture, plasma
were acquired;, LPO, PC, triglyceride, glucose,HDL-LDL cholesterol, AST levelsin the were
determined. Live weight values also determined by weighing at 15 day intervals.
LPO andPCvalues of 2" and 3™showed continuity declines (P < 0.001) but such differences

have not been shown in the control group as can be seen both P; and P, values.

As lipid profile from the perspective of study; calorie restrictions (2nd and 3rd
groups)decreased the triglyceride levels especially at 60. day both between groups as well as in each
group among the periods of blood intake. The lowest low density lipoprotein ( LDL ) and highest high
density lipoprotein (HDL) levels were obtained from 40% calorie restricted groups.

While the plasma glucose levels were not change for 60 days in the control group; these
levels reached at lowest in groups2 andgroup 3 especially, at 30 and 60 days (P1).
Live weight values in the present study the effects of calorie restriction has reflected.
Obtained from data, it can be said that, calorie restriction practisesapplied as nutritional habbits
regularly may be effective on the vital parameters and biochemical mechanisms and can delay the

aging process, significantly reduce the incidence of some diseases of live organisms.

For verifying the effects of different factors such as age and gender, studies created by
usinglaboratory animal models with different age and sex for a longer time will contributedto this

subject.

Key Words: Calorie restriction, mice, biochemical paramet
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