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OZET
Giris, M (2011). Deneysel Metabolik Sendromda Karaciger ve Kalp Antioksidan Enzim

Aktiviteleri ve Ekspresyonlarinin Incelenmesi. istanbul Universitesi, Saghk Bilimleri
Enstitiisii, Biyokimya AD. Doktora Tezi, Istanbul.

Anahtar Kalimeler: Metabolik sendrom, karnozin, E vitamini, oksidatif stres, karaciger
yaglanmasi

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastrma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 6727

Metabolik sendrom (MetS), insiilin direnci, obezite, dislipidemi, hipertansiyon, ve
karaciger yaglanmasi ile karakterize bir hastaliktir.. Yiiksek friiktozlu diyetle (YFD) beslemek
deneysel MetS modelidir. YFD, insiilin direncini arttirmakta, dislipidemi ve karaciger
yaglanmasina neden olmaktadir. YFD’nin oksidatif stresi arttirdigi, glikozun
otooksidasyonuna ve antioksidan sistemde degisiklige yol agtigr ileri siiriilmektedir. Son
yillarda cesitli antioksidan bilesiklerin YFD’ye bagl patolojileri Onleyici/azaltic1 etkileri
arastirilmaktadir.

Karnozin antioksidan bir dipeptid olup oksidatif stresle baglantili patolojilerin
diizeltilmesinde etkili oldugu ileri siiriilmektedir. Calismamizda YFD ile olusturulan deneysel
MetS’da sicanlarda insiilin direnci, dislipidemi, karaciger yaglanmasi ve prooksidan-
antioksidan sistemde bir degisiklik olup olmadigini belirlenmek istendi. YFD’nin kalp
dokusunda da oksidatif stres iizerine etkisi incelendi. Ayrica, karnozin ve karnozin+E
vitamininin YFD’ye bagli degisiklikleri azaltma/engelleme potansiyeli olup olmadig:
arastirildi. Bu amagla, sicanlara 8 hafta siireyle % 60 friiktoz iceren diyet uygulandi. Ayrica,
bir grup sicana YFD’ye ek olarak, karnozin (2 g/L, icme suyunda), diger gruba ise karnozin+
E vitamini (200 mg/kg, i.m., haftada 2 kez) verildi. Bulgularimiza gore, YFD sicanlarda
serumda glikoz ve trigliserit diizeylerinde artisa ve karacigerde yaglanmaya neden oldu.
Karacigerde dien konjugati1 diizeylerinde artig, glutatyon peroksidaz aktivitesinde ve
ekspresyonunda bir azalma goriildii. Kalpte ise prooksidan-antioksidan dengede ve
histopatolojik goriiniimiinde bir degisiklik saptanmadi. Karnozin ve karnozin+E vitamini
uygulamalar1 YFD’ye bagli hiperglisemi ve trigliseridemiyi azaltici bir etki gdstermedigi
halde, karaciger yaglanmasi her iki grupta da azaldi. Karaciger yaglanmasi ve oksidatif stres
izerine karnozin+vitamin E’nin birlikte kullaniminin karnozine oranla daha etkili oldugu

sonucuna varildi.
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ABSTRACT

Giris, M (2011). The Investigation of Antioxidant Enzyme Activities and Expressions in
Liver and Heart in Experimental Metabolic Syndrome. Istanbul University, Institute of Health
Science, Biochemistry. PhD Thesis, Istanbul.

Key Words: Metabolic syndrome, carnosine, vitamin E, oxidative stress, fatty liver

The present work was supported by Research Fund of Istanbul University. Project No: 6727

The metabolic syndrome (MetS) is a disease characterized by insulin resistance,
obesity, dyslipidemia and fatty liver. High fructose diet (HFD) has been used for experimental
MetS model. HFD increases the insulin resistance and causes dislipidemi and fatty liver.
HFD was reported to cause oxidative stress, glucose autooxidation and changes in antioxidant
system. Recently, preventive/detractive effects of several antioxidants are investigated in
HFD-related pathologies.

Carnosine is an antioxidant dipeptide. It has been suggested that it is effective to
improve oxidative stress-related pathologies. We investigated whether experimental HFD-
induced MetS cause insulin resistance, dyslipidemia, fatty liver and prooxidant and
antioxidant balance in liver and heart tissues of rats. It was evaluated whether carnosine and
carnosine+vitamin E has preventive/detractive potential. For this purpose, a diet containing
60% fructose was applied to rats. In addition to HFD, carnosine (2 g/L, drinking water) to
one group, carnosine+ vitamin E (200 mg/kg, i.m., twice a week) to another group were
given. According to our results, HFD caused increases in serum glucose and triglyceride
levels and fatty liver. It was observed an increase in diene conjugate levels and a decrease in
glutathione peroxidase activity and expression in liver. There were no changes prooxidant-
antioxidant balance and histopathological appearance in heart. The treatments of carnosine
alone or carnosine+vitamin E did not show detractive effect in HFD-related hyperglycemia
and hypertriglyceridemia, fattyness of the liver decreased in both groups. It is concluded that
carnosine plus Vitamin E treatment is more effective than carnosine alone on oxidative stress

and fatty liver.



1. GIRIS VE AMAC

Metabolik sendrom (MetS), obezite, hiperlipidemi, hipertansiyon, insiilin direnci ve
karaciger yaglanmasi ile karakterize bir klinik tablo olup, 6zellikle gelismis iilkelerde 6nemli
bir saglik problemidir (98). Son yillardaki epidemiyolojik ve biyokimyasal ¢alismalar diyetle
yiikksek miktarda friikktoz alimmin MetS gelisiminde onemli bir faktor oldugunu gostermistir.
Meyvelerin cogunda dogal olarak bulunan friiktoz, giinimiizde hazir yiyecekler ve icecekler
ile ¢cok fazla miktarda alinmaktadir (12,98). Friikktozun glikoz ve nisastadan daha lipojenik
oldugu, karacigerde trigliserit (TG) sentezini ve ¢ok diisiik dansiteli lipoprotein (VLDL)
tretimini arttirdigl klinik ve deneysel calismalarda gosterilmistir (33,63). MetS’da serum
yikksek dansiteli lipoprotein (HDL)-kolesterol diizeyleri de azalmakta ve bu durum
hipertansiyonla birlikte kardiovaskiiler hastalik icin bir risk olusturmaktadir. Gergekten,
MetS’da mortalitenin ana nedeninin koroner arter hastaligi (KAH) oldugu bildirilmektedir
(12).

Deney hayvanlari yiiksek friikktozlu diyet (YFD) ile besleme, MetS i¢in deneysel bir
model olarak yaygin bicimde kullanilmaktadir (12,72,98). YFD deney hayvanlarinda glukoz
intoleransina yol acmakta, insiilin direncini arttirmakta, dislipidemi ve karaciger
yaglanmasina neden olmakta olup MetS icin giizel bir model olusturmaktadir. (12,72,98).
YFD, metabolizmasi baslica karacigerde oldugundan, toksik etkiler genellikle karacigerde
goriilmektedir (2,50,53,93,118). Bununla birlikte, karaciger dis1 kalp, bobrek, kas gibi
dokularda da baz1 toksik etkilerin olustugu bildirilmektedir (24,50,72,87,89,99).

YFD’in organizmada oksidatif stresi ve inflamatuar olaylar1 arttirdig1 gosterilmistir
(35,72). YFD serbest radikal olusumunda artisa, glukozun otooksidasyonuna, protein
glikasyonuna ve antioksidan savunma sistemlerinde degisiklige yol ac¢maktadir.
Hiperglisemik kosullarin uzamasi siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
gibi antioksidan enzim aktivitelerinin azalmasina neden olmaktadir (35,72,75). Ayrica,
gliseraldehit, gliseraldehit 3-fosfat ve dihidroksiaseton fosfat gibi ara metabolitler iizerinden
reaktif aldehitlerin iiretimi artmaktadir (120). YFD heksoz monofosfat yolu enzimlerinin
“down” regiilasyonuna ve dolayisiyla NADH ve NADPH olusumunun azalmasma neden
olmaktadir. Friiktoz katabolizmasimdaki artis enerji “deplesyonu” yaratarak hiicreleri
peroksidasyona daha duyarl hale getirmektedir (72).

YFD ile beslenmede ortaya ¢ikan patolojik degisimlerde oksidatif stresdeki artiglarin

Onemli bir rol oynadiginin saptanmasi ile birlikte, cesitli antioksidan bilesiklerin bu



patolojileri Onleyici veya azaltict etkileri de arastinlmaya baslamistir (6,25,
83,84,86,108,118). Antioksidan tedavinin bu patolojilerin diizeltilmesinde yararh olabilecegi
ileri siirtilmektedir (2,25,49,50,53,72,84,87,89,93,118).

Karnozin [B-alanil-L-histidin yapisinda olup beyin, iskelet kasi ve karaciger basta
olmak iizere bircok dokuda endojen olarak sentezlenen bir dipeptidtir (4,14,40). Son yillarda
giderek ©nem kazanan bu bilesik proton tamponlamasi, metaller ile kelatlasma, anti-
glikozilleme, yara iyilestirme gibi fonksiyonlariin yam sira antioksidan, anti-tiiméral, anti-
inflamatuar ozelliklere sahiptir (40). Karnozinin tirozin nitrolanmasi gibi peroksinitrite bagl
gelisen proteinlerdeki degisiklikleri engelledigi de bildirilmektedir (32). Ote yandan, karnozin
E vitamini ile birlikte kullanildiginda dokularda birikiminin daha yogun oldugu ve
antioksidan etkinliginin arttig1 saptanmstir (44,64). Bizim (7,8,9,65) ve diger arastiricilarin
yaptig1 c¢alismalarla (27,39,41,42,57,60,66,88) karnozinin yaslanmada, aterosklerozda,
diabetes mellitus komplikasyonlarmin ve karaciger hasarmin Onlenmesinde yararli bir
antioksidan oldugu gosterilmistir. Ayrica yaslanmada ve Alzheimer hastaliginda etkili
olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Ancak karnozinin MetS {lizerine etkisini arastiran bir ¢calismaya
rastlanmamistir.

Calismamizda birinci amacimiz YFD ile olusturulan deneysel MetS’da sicanlarda
insiilin direnci, dislipidemi ve karaciger yaglanmasi olusup olusmadigini belirlemek, bu
degisimlere karacigerde prooksidan-antioksidan sistemdeki bir degisikligin eslik edip
etmedigini saptamaktir. Ayrica YFD ile beslenmenin kalp dokusunda da oksidatif strese yol
actp agmadigin1 arastirmaktir. Ikinci amacimiz ise giiclii antioksidan etkileri olan karnozinin
tek basina ve E vitamini ile birlikte uygulanmasmin YFD’ye bagli MetS bulgularini

azaltma/engelleme potansiyeli olup olmadigini incelemektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Metabolik sendrom (MetS) nedir?

MetS, insiilin direnciyle baslayan, abdominal obezite, glikoz intolerans: veya Tip 2
diabetes mellitus (T2DM), dislipidemi, hipertansiyon ve KAH gibi bozukluklarin birbiri
iizerine eklendigi sistemik bir endokrinopatidir. ilk kez 1988 yilinda Reaven tarafindan
tanimlanmistir (91). Raeven insiilin direncini glikoz intoleransi, hiperinsiilinemi, artmis
VLDL, azalmis HDL ve hipertansiyon ile iligskilendirmis, ancak orijinal tanimlamaya
obeziteyi dahil etmemistir. Obezitenin insiilin direnci ile sonu¢lanan metabolik degisikliklere
yol acabildigi daha sonraki yillarda fark edilerek tanimi genisletilmistir (29). Bu sendroma
insiilin direnci sendromu, sendrom X, polimetabolik sendrom, dliimciil dortli ve uygarlik

sendromu gibi farkli isimler de verilmekle birlikte, giiniimiizde en yaygin olarak MetS terimi

kullanilmaktadir (92,109).

2.2. MetS’un tam kriterleri

MetS icin farkli tani kriterleri 6nerilmistir (Tablo 1-3) (3,10,73,116). En yaygin kullanilani
1999°da Diinya Saglik Orgiitii tarafindan tanmimlanan kriterlerdir (Tablo 1). Bununla birlikte,
2009 yilinda Tiirkiye Endokrinoloji Metabolizma Dernegi MetS Calisma Grubu, MetS tani
kriterleri arasinda insiilin direncinin yer almasi gerektigini bildiren bir “MetS kilavuzu”
yaymlamistir (109). Insiilin direncini de iceren 1999-Diinya Saglik Orgiiti MetS tani
kriterleriyle, insiilin direncini icermeyen fakat daha siki1 metabolik esik degerler hedefleyen
2001-NCEP ATP III tam kriterlerinden olusturulan yeni tam1 kilavuzu Tablo 4’de

goriilmektedir.



Tablo 1. MetS tani1 kriterleri (Diinya Saghk Orgiitii-1999)

Asagidakilerden en az biri:

v" Insulin direnci
v" Bozulmus glukoz toleransi
v' Asikar DM

Ve

Asagidakilerden en az ikisi:

v" Hipertansiyon (kan basinc1 >140/90 mmHg veya antihipertansif kullaniyor olmak)

v" Dislipidemi (TG diizeyi > 150 mg/dL. veya HDL diizeyi erkekte < 35 mg/dL,
kadinda <39 mg/dL)

v' Abdominal obezite (VKI >30 kg/m* veya bel/kalca orani erkekte >0.90, kadinda
>0.85)

v Mikroalbiiminiiri (idrar albiimin atilimi1 >20 pg/dakika veya albiimin/kreatinin
orani >30 mg/g)

Tablo 2. MetS tam kriterleri (National Cholesterol Education Program (NCEP) Adult
Treatment Panel 111 (ATPIII)-2001)

Asagidakilerden en az iicii:

Abdominal obezite (bel ¢cevresi: erkeklerde > 102 cm, kadinlarda > 88 cm)
Hipertrigliseridemi ( =150 mg/dL)

Diisitk HDL (erkeklerde < 40 mg/dL, kadinlarda < 50 mg/dL)
Hipertansiyon (kan basinci > 130/85 mmHg)

Hiperglisemi (aglik kan glukozu > 110 mg/dL)

AN N NN




Tablo 3. MetS tani kriterleri (International Diabetes Foundation (IDF)-2005)

Abdominal obezite (Bel ¢evresi: Avrupali erkeklerde > 94 cm, kadinlarda > 80 cm)

Ve

Asagidakilerden en az ikisi:

v TG > 150 mg/dL

v" HDL.: erkekte < 40 mg/dL, kadinda < 50 mg/dL
v Kan basinci > 130/85 mmHg

v" Aclik kan glikozu > 100 mg/dL veya T2DM

Tablo 4. MetS tam kriterleri (Tiirkiye Endokrinoloji Metabolizma Dernegi, MetS Calisma
grubu, 2005)

Asagidakilerden en az biri:

v DM veya
v" Bozulmus glukoz toleransi veya

v Insulin direnci

Ve

Asagidakilerden en az ikisi:

v' Hipertansiyon (sistolik kan basinc1 >130, diyastolik kan basinci >85 mmHg veya
antihipertansif kullaniyor olmak)

v" Dislipidemi (TG diizeyi > 150 mg/dL. veya HDL duzeyi erkekte < 40 mg/dL,
kadinda < 50 mg/dL)

v' Abdominal obezite [viicut kiitle indeksi (VKI) > 30 kg/m® veya bel cevresi:

erkeklerde > 94 cm, kadinlarda > 80 cm]*

* Yerel veriler olmadigindan IDF 2005 kilavuzunda Avrupalilar icin onerilen degerler baz

alinnustir.

2.3. MetS bilesenleri
2.3.1 insiilin direnci
Endojen veya ekzojen insiiline karsi biyolojik yanitsizliktir. Genetik faktorler, fetal
malniitrisyon, fiziksel inaktivite, obezite ve yaslanma gibi faktorler insiilin direncine neden

olmaktadir. Saghkli popiilasyonda % 25, bozulmus glukoz toleransinda % 60 ve T2DM’si



olanlarda ise % 60-75 oraninda insiilin direnci goriiliir (109). Bu diren¢, normoglisemiyi
saglayabilmek icin hiperinsiilinemiyle karsilanmaya calisilir. Insiilin direnci genelde
hiperinsiilinemiyle birliktedir, fakat her zaman hiperglisemiyle birlikte seyretmez.
Hiperglisemi, insiilin direncinin ileri evresidir. Insiilin direncinin hesaplanmas1 igin klinik
pratikte en sik kullanilan yontem HOMA (homeostasis model assesment) formiilidiir (109).
GIR (glucose insiilin ratio) ve QUCKI (quantitative insiilin sensitivity index) de insiilin
direncini degerlendirmede kullanilan diger formiillerdir (52,58,62).

HOMA-= [A¢lik insiilini (pu/mL) x achk plazma glikozu (mg/dL)] / 405)

GIR= Aclik plazma glikozu (mg/dL) / Aclik insiilini (pu/mL)

QUCKI= 1/ [log aclik insiilini (wu/mL) + log achik plazma glikozu (mg/dL)]
Bu indeksler icin esik (cut off) degerleri toplumlara gore farklilik gostermektedir (52,58,62).
Tiirkiye Endokrinoji ve Metabolizma Dernegi Tiirk toplumu icin HOMA i¢in esik degerini 2.7
olarak bildirmistir. Normal bireylerdeki HOMA degeri 2.7°den diisiiktiir, 2.7’ nin iizerindeki

degerler degisik derecelerde insiilin direncini yansitir (109).

2.3.2. Obezite

1997-1998 yillar1 arasinda iilkemizin farkli bolgelerinde (15 i1-540 merkez) “Tiirkiye Diyabet,
Hipertansiyon, Obezite ve Endokrinolojik Hastaliklar Prevalans calismasi-I (TURDEP-I)”
yapilmis ve 2002 yilinda yayinlanmistir (100). Calismaya katilan 24788 kisinin % 22’sinde
abdominal obezite tespit edilmistir. TURDEP-II Caligmas1)’nin saha arastirmasi Ocak 2010-
Haziran 2010 tarihleri arasinda ayni merkezlerde tekrarlanmistir (43). 12 yillik siirecte
kadinlarda kilo 6 kg, bel cevresi 6 cm, kalca cevresi 7 cm; erkeklerde ise kilo 8 kg, bel ¢cevresi
7 cm, kalga ¢evresi 2 cm artmis oldugu bildirilmistir. TURDEP-II'ye gore Tiirkiye’de obezite
sitkligi % 22’den % 32’e yiikselmistir. Bu sonug¢ giiniimiizde eriskin yaslardaki Tiirk
toplumunun 2/3’i kilolu veya obez oldugunu gostermektedir (43). Abdominal obezite insiilin
direncinin en 6nemli gostergesidir. Bu nedenle Tiirkiye Endokrinoloji Metabolizma Dernegi
her obez hastanin MetS agisindan taranmasini ve visseral adipozite gostergesi olarak viicut

kitle indeksi (VKI) yerine bel ¢evresi 6l¢iimii kullanilmasini nermektedir (109).

2.3.3. T2DM

Her ne kadar T2DM’si olan hastalarin tiimiinde insiilin direnci olmasa da, asikar DM veya
bozulmus glikoz toleranst varligi MetS’un tani kriterlerinin ilk basamagmi karsilar, ayrica
insiilin direncinin olmasi aranmaz. Bozulmus aglik glikozu ve bozulmus glikoz tolerans: olan

kisilerde asikar DM gelisme riski yiiksektir (109). TURDEP-II calismasinda Tiirk erigkin



toplumunda T2DM sikliginin % 13.7° ye ulastig1 goriilmiistiir. Ayrica Tiirkiye’de T2DM’nin
1998 yilina gore yaklasik olarak 5 yas daha erken basladigi bildirilmistir. Giintimiizde 40-44
yas grubundan itibaren niifusun en az %10’u T2DM’lidir (TURDEP-I’de ise 45-49 yas
grubunda baglamaktaydi) (43).

2.3.4. Dislipidemi

MetS’da serum TG diizeyleri ve trigliseritce zengin lipoproteinlerin post-prandiyal diizeyleri
yiikselir. LDL-kolesterol genellikle artmaz, ancak LDL-kolesterol partikiillerinin caplari
kiiciiliir (kii¢iik-yogun LDL). HDL-kolesterol diizeyleri ise diisiik bulunur. Insiilin direnci
ilerledikce, dislipidemi tablosu daha da belirginlesmektedir. Hipertrigliseridemi ve HDL

diisiikliigii kardiyovaskiiler hastalik riskinin artmasina neden olur (92,109).

2.3.5. Karaciger yaglanmasi

Insiilin direnci karacigerde basit yag birikiminden (hepatosteatoz), transaminaz yiiksekligi
(steatohepatit), hatta siroza kadar uzanabilen bir seyir izler. Obezlerin % 75’inde
hepatosteatoz, % 20’sinde steatohepatit, % 2’sinde siroz gozlenir (109). Karaciger

yaglanmasinin mekanizmasindan daha ilerdeki boliimlerde ayrintili olarak bahsedilecektir.

2.3.6. Hipertansiyon

Plazma insiilin diizeyleri ile kan basinci arasinda dogrudan bir iliski mevcut oldugundan,
hiperinsiilinemi varligi hipertansiyona yol acmaktadir (90). Insiilinin santral sempatik
aktiviteyi arttirip, bobrekten su ve tuz tutulumunu uyarmasiyla beklenen hipertansif etkisi,
normal fizyolojik kosullar altinda olusturdugu periferik vazodilatasyona bagli hipotansif
etkisiyle dengelenmektedir. Insulin direnci varliginda ise, periferik vazodilator etkisine de
diren¢ gelistigi icin dengelenememis vazopressor etkisiyle hipertansiyon olusturdugu
diisiiniilmektedir (109). TURDEP-II raporunda iilkemizde hipertansiyon oraminm Onceki

caligmaya gore degismedigi (100), yaklasik %30 civarinda oldugu bildirilmistir (43).

2.3.7. KAH

MetS erken olusan ateroskleroz icin relatif degil, “mutlak™ bir risk faktorii olarak kabul
edilmektedir. MetS’lu hastalarda KAH riskinin MetS’u olmayanlarla kiyaslandiginda 2-3 kat
artmaktadir (21,23). MetS kriterlerinin her biri (insiilin direnci, HDL diisiikligi,
hipertrigliseridemi, hipertansiyon, abdominal obezite) aslinda KAH i¢in bagimsiz birer risk

faktoriidiir. MetS tanis1 koymanin asil amact KAH riski yiiksek kisileri belirlemektir.



Kardiyovaskiiler mortalite MetS’u olmayanlarda % 2.2 iken MetS’lu hastalarda bu oran %

12’dir (109).

2.3.8. Polikistik over sendromu (PKOS)

PKOS insiilin direnci ile ortaya c¢ikan kronik anovulasyon ve hiperandrojenizmle
karekterizedir. Polikistik overli hastalarin yaklasik %50-65°1 obezdir, % 40 olguda bozulmus
glukoz toleransi veya asikar DM, %35-45’inde ise insiilin direnci goriiliir. PKOS’1u hastalarda

erken yaslarda kardiyovaskiiler hastalik goriilme riski artmistir (109).

2.3.9. inflamasyon

C-reaktif protein (CRP) diizeyleri, abdominal obezite, TG yiiksekligi, HDL-diisiikliigii ve
hipertansiyon ve aghk glikozu gibi MetS bilesenleriyle korelasyon gostermektedir (30,96).
MetS’lu vakalarda, CRP diizeyleri arttikca kardiyovaskiiler risk artar. Bu akut faz cevabinin,
zeminde varolan bir subklinik inflamasyonu yansittig1 ve bu siirecin progresif olarak DM ve

ateroskleroz gelisiminden, hatta plak riiptiiriinden sorumlu oldugu diistiniilmektedir (109).

2.3.10. Endotel Disfonksiyonu

Vaskiiler endotel, normal kosullar altinda birbirini dengeleyen vazodilator (nitrik oksit) ve
vazokonstriktor (anjiyotensin II) faktorler salan aktif endokrin bir organdir. Vaskiiler
endotelin bu iki fonksiyonu arasindaki dengenin kaybi endotel disfonksiyonu olarak
tanimlanir. MetS’un klinik belirtileri ortaya ¢ikmadan Onceki donemlerde endotel
disfonksiyon gelistigi gosterilmistir (109). MetS’da mononiikleer hiicre adezyonu artar,
plazma adezyon molekiilleri ve asimetrik dimetilarginin diizeylerinde artig goriiliir.

Endotelyal vazodilatasyon bozulur (92).

2.3.11. Hiperkoagiilabilite

Insulin direnci plazminojen aktivator inhibitor-1, koagiilan sistem bilesenleri (faktor-VII,
faktor-VIII ve von-Willebrand faktor) ve fibrinojen diizeylerini yiikselterek KAH riskini
arttirir (92,109).



2.4. MetS prevalansi

MetS bir modern yasam hastaligidir. Son yiizyildaki teknolojik gelismeler ve ekonomik
durumdaki iyilesme batili iilkelerde daha sedanter yasam kosullarina ve yiiksek kalori alimina
neden olmaktadir. Bu durum MetS insidansinin artisina ve epidemik olarak gelismis ve
gelismekte olan iilkeleri tehdit etmesine yol agmustir (5,107). Hareketsiz ortamlarda calisan
bireyleri tehdit eden MetS’un goriilme siklig1 tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de artig
gostermektedir. MetS prevalansi eriskinlerde ortalama % 22 olarak bildirilmektedir. Prevalans
yas ile artmakta, 20-29 yas grubunda % 6.7, 60-69 yas grubunda ise % 43.5 oraninda
goriilmektedir. 2000 yili itibariyle Tiirkiye genelinde 30 yas ve iizerindeki 9.2 milyon kiside
MetS mevcuttur ve KAH gelistiren bireylerin % 53U ayni zamanda MetS hastasidir.
Ulkemizde MetS goriilme siklig1, erkeklerde % 28, kadinlarda ise % 40 gibi oldukga yiiksek
degerlerdedir (109).

Ozellikle son birka¢ dekatta cok 6nemli ancak heniiz yeterince Snemsenmeyen bir
diyetsel degisiklik yasamimizi etkilemektedir. Bu degisiklik, yiiksek miktarda sukroz tiiketimi
ve yiyecek endiistrisinde ¢cok yaygin olarak kullanilmaya baslayan bir tatlandiric olan yiiksek
frikktozlu misir surubunun kullanilmasidir. Son yillardaki epidemiyolojik ve biyokimyasal
caligmalar yiiksek friikktoz alimmnin MetS gelisiminde cok ©nemli bir nedensel faktor

olabilecegini diisiindiirmektedir.

2.5. MetS prevalansindaki artisin friiktozla iliskisi

Friiktoz dogal olarak pek cok meyve ve sebzede bulunan, glikozun epimeri olan bir
monosakkarittir. Balin yaklasik % 50’si friikktozdur. Bununla birlikte, bal, meyve ve sebzeyle
alman friikktoz metabolizmada herhangi bir ters etkiye yol agmaz. Bunun nedeni bal, meyve ve
sebzelerde dogal olarak bulunan antioksidanlar ve liflerdir (17,18). Giiniimiizde friiktoz
paketlenmis hazir yiyecekler, pastane iirlinleri, meyve sulari/igecekler, receller, joleler
seklinde cok fazla miktarlarda tiiketilmektedir (37). Friiktoz yiyeceklere ya sukroz (sakkaroz,
% 50 glikoz- % 50 friiktoz) veya yiiksek friikktozlu misir surubu (% 42-55 friiktoz) halinde
eklenmektedir. Yiiksek friiktozlu misir surubu hem cok tath, hem de ucuz oldugu icin yiyecek
endiistrisi tarafindan ¢ok kullanilmaktadir. Bu sekilde tatlandirilmis sadece bir kutu icecekle
25 g. frikktoz almaktayiz (98). 1900 yilindan Oonce Amerika’da diyetle (meyve ve sebze
seklinde) yaklasik 15 g/giin (total kalorinin % 4’i) tiiketilmekteydi (113). II. Diinya
savasindan once friiktoz alimi 24 g/giin (total kalorinin % 5°1) iken, 1977 yilinda 37 g/giin
(total kalorinin % 7’s1), 1994 yilinda 55 g/giin (total kalorinin % 10’u) olmustur. Giiniimiizde
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ise eriskinlerde total kalorinin % 12.1°1 (72.8 g/giin), biiylime ¢agindaki ¢ocuk ve genglerde
ise total kalorinin >% 20’si gibi rakamlara ulagimistir (113).

Son 30 yilda friiktoz tiiketimindeki bu artig obezite ve MetS prevalansi ile yakin iliski
gostermektedir (37). 500 okul cocuguyla yapilan bir ¢calismada (37,61) sekerle tatlandirilmig
iceceklerin her servis edilisinde VKi’ni 0.25 kg/m” arttirdig1 sonucuna varilmistir. Benzer
sekilde, istedikleri gibi friikktozlu su/igecek tiiketmelerine izin verilen fareler o6zellikle
karacigerdeki yag depolarinda olmak iizere yaglanmada artis gostermislerdir (47). YFDin
sican, hamster, kopek ve belirli fare tiirleri dahil olmak iizere cesitli hayvan modellerinde
insiilin direncinde artisa, kilo alimina, hiperlipidemiye ve hipertansiyona neden oldugu
bildirilmistir (12,37). Friiktoz C57BL/6 gibi baz1 sigan tiirleri harig, test edilen biitiin hayvan
modellerinde insiilin direncini arttirmaktadir. Sterol regiilator element-baglayic1 protein
(SREBP)-1c genindeki bazi polimorfizmlerin farkli fare tiirlerindeki friiktoza duyarlilik
farkliligina neden olabilecegi bildirilmistir (70). Sukrozla birlikte glikoz da alindigindan
aslinda YFDIe yiiksek miktarda glikoz da almaktayiz. Bazi arastiricilar (97) YFDin sicanlarda
lipojenik genlerin ekspresyonunu arttirdigini, peroksizom proliferator aktive edici reseptor-o
(PPAR-a)-bagimli lipit oksidasyonu genlerini baskiladigmi, intrahepatik yag birikimine ve
hipertrigliseridemiye neden oldugunu bildirmistir. Yiiksek glikozlu diyet de lipojenik genlerin
ekspresyonunu arttrmig ancak lipit oksidasyonu genlerini baskilamamis, karaciger

yaglanmasina ve dislipidemiye olmamustir (97).

2.6. Friiktozun emilimi ve metabolizmasi

2.6.1. Friiktozun emilimi: Friiktozun absorbsiyonu ince bagirsaklarda ve bobregin proksimal
tiibiillerinde, baslica “kolaylastiriinus tasiyicilar (Glut’lar)” araciligy ile gerceklesmektedir.
Ince bagirsakta hem Glut2 hem de Glut5 eksprese edilir ve bunlarm her ikisi de friiktoz
tasiyabilme yetenegine sahiptir (37,107). Sekil 1’ de Glut2 ve Glut5’in enterositteki yerlesimi
ve frilkktoz absorbsiyonundaki rolleri gosterilmistir. Goriildiigii gibi, Glut5 gerek normal
kosullarda gerekse yiiksek friikktoz aliminda enterositlerin sadece apikal membraninda yer
almaktadir. Glut2 ise normal kosullarda hiicre i¢inde ve bazal membranda bulunurken, ince
barsak liimeninde hem glikoz hem de friikktoz varliginda apikal membranda da bulunur
(37,107). Glut2’nin en azindan diyette glikoz ve friikktoz alimi arttiginda major glikoz-friiktoz
tastyicist oldugu diisiiniilmektedir (107). Ince bagirsaga ek olarak, bobrekte proksimal
tiibiillerde (S3 segmentinde) Glut5 bol miktarda eksprese edilir. Bobrek hepatik klirensten

kacabilen friikktoz molekiillerini tiriner ekskresyonla elimine eder (37,107). Karaciger friiktoz
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icin spesifik olan Glut5 tasiyicisina sahiptir (26). Adipositler de Glut5 mRNA ve proteinine

sahip olmalarina ragmen adipoz dokuda bu tasiyicinin diizeyleri son derece diistiktiir (115).

a) b)
mké* o {j} PG “©~

Fruktoz
Glikoz ~ Glut2 j—

NaJr Na+
SGLT1
Glikoz @i Glikoz Z

Sekil 1. Normal kosullarda (a) ve YFD ile beslenmede (b) friiktozun jejenumdan
absorbsiyonunda Glut2 ve Glut5’in rolii ve yerlesimi (SGLT 1=sodyum glikoz tastyicis1 1) .

2.6.2 Friiktoz metabolizmasi

Karaciger, bagirsak, kas ve yag dokusunda friikktoz metabolize edilebilmektedir.
Bununla birlikte, baslica metabolizma karacigerde gerceklesir. Friiktozun transport ve
metabolizmasi insiiline bagimlh degildir, metabolizmas1 hizhidir, bobrek esik degeri duisiiktiir.
Portal dolasim yolu ile karacigere ulastirilan friikktozun karacigerdeki metabolizmas1 Sekil
2’de goriilmektedir (37). Karacigerde friikktoz fruktokinaz tarafindan fritkktoz 1-fosfata cevrilir.
Bu enzimin friiktoza ilgisi yiiksektir. Friiktoz 1-fosfat daha sonra friiktoz I-fosfat aldolaz
(aldolaz B) tarafindan gliseraldehit ve dihidroksiaseton fosfata cevrilir (110).
Dihidroksiaseton fosfat bir izomeraz etkisi ile gliseraldehit-3-fosfata doniisebildigi gibi,
gliseraldehit bir kinaz etkisiyle de gliseraldehit-3-fosfata doniigebilir. Daha sonra bu trioz
fosfatlardan bazilar1 glikoneojenez yolu ile glikoza doniisebilecegi gibi, bazilar1 da gliserol 3-
fosfat araciligi ile TG gibi baska molekiiller olusturabilir. Friiktoz 1-fosfatin glikoliz ara
maddelerine doniisiimiinde hekzokinaz ve fosforuktokinaz 1 devre dis1 kaldigi i¢in friikktoz
karacigerde glikoza oranla ¢cok daha hizli bir sekilde metabolize olmaktadir (110).

Karaciger ve kas yakit olarak oncelikle glikozu kullanmaktadir. Hekzokinazin fritkktoza
olan ilgisi, glikoza olan ilgisinin 1/20’si kadar oldugu icin karacigerde ve kaslarda cok az
friikktoz 6-fosfat olusur. Yag dokusu bu nedenle daha fazla friikktoza maruz kalir ve bu dokuda

friikktoz hekzokinaz tarafindan friikktoz 6-fosfata doniistiiriilerek fosforillenir (110).
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Sekil 2. Friiktoz ve glikozdan trigiserit sentezini diizenleyen yollarin karsilastirilmasi

2.7. Friiktozun MetS olusumundaki rolii

Friiktozdan friikktoz-1-fosfat olusurken fosfofruktokinaz 1 basamagi by-pass edildigi
icin friikktozun karbonlar1 bu basamagi atlayarak alt basamaklara dogru ilerler. Boylece ii¢
karbonlu metabolitler gliserol ve yag asidi (YA) sentez yollarina sapabilir ve esterleserek TG
olusturabilir. Dolayisiyla yiiksek miktarda friiktoz alim frikktoz metabolizmasinin
regiilasyonunun relatif eksikligine bagli olarak yiiksek miktarda TG sentezi ile sonuglanir
(37,98). Bu TG’ler karaciger tarafindan VLDL seklinde paketlenir. VLDL’ler kan akimu ile
dolastikca TG’ler lipoprotein lipaz tarafindan hidroliz edilir ve esterlesmemis YA ve
monoagil gliseroller olusur. Adipoz doku bu komponentleri dolasimdan alir ve yeniden TG
sentezler. Bu nedenle asir1 friiktoz tiikketimi serbest yag asitleri diizeyinde bir artisa ve
obeziteye yol acar. Adipoz dokunun baslica gorevi diyetle alinan YA’nin fazlasini alarak
onlar1 TG seklinde depolamaktir. Aclik gibi enerji ihtiyaci olan durumlarda bu “depo TG”

kullanilir. Bununla birlikte, adipoz dokunun yag depolama kapasitesi sinirlhidir. Obezitede bu
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kapasite maksimum diizeye ulastiginda, diyetle alinan Y A’nin dolasimdan toplanmasi yetersiz
kalir ve dolasimdaki yag asidi diizeyleri artar. Adipozitlerdeki sinyal yolaklarindaki
anormallikler de TG depolarinda lipolizi tetikleyebilir ve YA kan akimina karisarak yag asidi
diizeylerini daha da arttirabilir (37,98). Dolasimda yiiksek miktarda esterlesmemis Y A’nin
varligmin obezite ve insiilin direnci arasinda, T2DM ve metabolik dislipidemi arasinda
mekanistik anahtar bir baglant1 oldugu ileri siiriilmektedir. Sonugta bu esterlesmemis YA
karaciger ve iskelet kasi gibi non-adipoz dokular tarafindan ektopik olarak almnabilir ve
burada TG veya diagil gliseroller seklinde depolanabilir. Bu depolanma insiiline yanit gibi
metabolik yollarla etkileserek insiilin direncine ve MetS’a katkida bulunabilir (98).

Adipoz dokunun yerlesim yeri metabolizmasinda da farkliliga yol agar. Visseral
(abdominal) yag depolarmin insiilin direnci ve MetS gelisimi acisindan deri alti yag
dokusundan daha biiyiikk bir risk tasidigi diisiiniilmektedir. Bunun nedeleri, 1) hormona
duyarli lipazin ekspresyon ve aktivitesinin azligina, insiilin reseptoriindeki tirozinin
fosforilasyonunun azalmasina, insiilin reseptor substratinin (IRS) ekspresyonunun azalmasina,
protein tirozin-fosfataz-1B’nin aktivitesinin artmasima bagli olarak “visseral yag dokusunun
insiilinin anti-lipolitik etkilerine yanitimin azlig1”, 2) katekolaminlerin lipolizi indiikleyen
etkisine visseral yag dokusunun yamitmin fazlaligi, ve 3) deri alt1 yag dokusu ile
kiyaslandiginda YA’lerinin alimmin ve acilasyonunun azalmasidir (95,98). Bunlarin hepsi
kan dolasiminda esterlesmemis YA artisi ile sonuglanir. Ayrica, visseral yag dokusu
esterlesmemis YA’lerinin karacigere direkt gecisi i¢in portal dolasgima girdigi yerde
lokalizedir. Adipoz doku YA “uptake’ine ek olarak, hiicre membranina Glut4’iin insiiline-
bagimli olarak translokasyonu araciligi ile dolasimdan glikozu da alir. Insiilin direncinde bu
proses de bozulur (48,98). Glut4 translokasyonunda azalma IRS-1 veya IRS-2’nin niikleer
faktor kapa B (NFkB)/c-Jun amino terminal kinaz (JNK)-bagiml serin fosforilasyonun
inhibisyon)una baglh olarak meydana gelmektedir.

Hepatik insiilin direnci, T2DM ve MetS’un 6nemli bir patofizyolojik 6zelligidir ve
insiilinin lipojenik etkilerinde bir sorun yokken, hepatik glikoz iiretimini baskilamasinda
yetersizlik olarak tanimlanmaktadir (114). Cesitli ¢aligmalar hepatik insiilin direncinin
indiiksiyonunda en az 3 major faktoriin kritik bir role sahip oldugunu diisiindiirmektedir: 1)
Esterlesmemis Y A’lerinin karacigere akisindaki artig, 2) friikktoz gibi bir molekiil tarafindan
hepatik inflamasyonun indiiklenmesi, 3) hepatik insiilin sinyal yolagmdaki molekiillerin
spesifik defektleri.

Friiktoz fruktokinaz tarafindan fosforillenirken fosfat donorii olarak ATP kullanir, bu

da hepatik ATP depolarinda deplesyona neden olur. AMP deaminaz 1 kalan ADP’lerdeki
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fosfatlar1 da toplar ve adenin bazi atik iiriinii olarak iirik asit olusur. Urik asit vaskiiler diiz
kaslardaki endotelyal nitrik oksit sentazi inhibe eder ve nitrik oksit (NO) iiretimi azalir, bu da
hipertansiyon gelisimine yol agar (59). Sekerle tatlandirilmis icecek tiiketimi ile iirik asit
diizeyleri ve kan basinci degerlerinin ¢ocuklarda (74) ve eriskinlerde (34) pozitif korelasyon
gosterdigi bildirilmistir. Ayrica lirik asit inhibitorii olan allopurinoliin adolesanlarda kan

basincini diigiirdiigii ileri stiriilmiistiir (28).
2.8. Friiktozdan serbest oksijen radikallerinin (ROS) iiretilmesi

Friiktoz ve glikoz molekiiler yap1 olarak da birbirlerinden farkhidir (Sekil 3).

H\c¢0
5 6
2] CH.OH 5
H—’(I:—OH i JOH "CH,OH
3 HC— 5
HO—E—H _ “rl/}l-i |]| ‘,H 0 H
H—=C—0H = COH HEx — oH H/A
ol 1N w10 HO =" OH
H—C—0OH HO C— <) —
51 H OH
"CH,0H H OH
D-Glikoz e — @ Oksijen
(lineer form) (Haworth projeksiyonu) © Karbon
() Hidrojen
'CH,0H
2 . :
2l=0o HOH,C 'CH,OH
HO=t—H HOHE(l:/on ‘calH 0
al = 5 —_— 5 2
H—C—0H C C - H O
ol |\'é'| Hg/z\) H‘: B OH
H—CIJ—OH H "‘I_:'I -10H H.i
“CH,0H OH H
D-Fruktoz o—D-Fruktofuranoz

(lineer form) (Haworth projeksiyonu)

Sekil 3. Glikoz ve friikktozun molekiiler sekilleri (59).

Glikoz iki steroizomerik sekilde bulunur: 1) lineer aldehit sekli, 2) 6 iiyeli
glikopiranoz halkasi. Glikozun aldehit formu lizinin €-amino grubu ile oldukca reaktifdir. Bu
nonenzimatik ekzotermik reaksiyon protein glikasyonu olarak adlandirilir. Bununla birlikte,
37 °C’de pH 7.4’te molekiiler olarak stabil, nonreaktif, hidroksil gruplar1 ekvatoryal olan
glikopiranoz halkas1 halinde bulunur. Bu kosullarda glikozun % 80’inin halka formunda
oldugu diisiiniilmektedir. Friiktozun da iki stereoizomerik sekli vardir: 1) lineer ketal sekli, 2)
5 tyeli fruktofuranoz halkasi. Friiktozun halka formu iki aksiyal hidroksimetil grubuna
sahiptir. Allosterik ve iyonik giicler furanoz halkasimi unstabil olmaya ve lineer forma

donmeye zorlar. Viicut 1s1s1 ve pH’inda frikktozun % 80’inin “reaktif ketal” grubuna sahip
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olan lineer formu oldugu diisiiniilmektedir. Bu farklilik, nonenzimatik “friiktozilasyonun”
neden glikasyondan 7 kat daha hizli oldugunu aciklar (59, 101). Protein friiktozilasyon
reaksiyonu bir siiperoksit radikali (O, °) serbestlesmesine neden olur (Sekil 4) (68). Friiktoz
glikozdan 100 kez daha fazla ROS iiretir. Eger bu radikaller antioksidanlarla ortadan
kaldirilmazsa karacigerde hasara neden olabilir (16, 59). Friiktozla beslenme heksoz
monofosfat yolu enzimlerinin “down” regiilasyonuna ve dolayisiyla NADH ve NADPH
olusumunun azalmasmma da neden olmaktadir. Friiktoz katabolizmasmdaki artis enerji

“deplesyonu” yaratarak hiicreleri peroksidasyona daha duyarh hale getirmektedir (72).

Fruktoz Schiff bazi Heyns firiinii Asetaldehit  Asetaldehit
adduktu
CH,0H CH,0H CH,0H 0 [
? o] HC N* — Protein HGC— NH—Protein Protein—HN—C—CH, fII}—C;H:i
HO—CH  S——= HO—CH t|5=o H
HC—OH HC —OH HC —OH
H—C—oH HG —OH HC —OH
CH,OH CH,OH &H,0H

Lipit
Protein

Peroksidasyon

Hiicre hasan
‘Nekroz-inflamasyon

Okside
glutatyon

L
L

Sekil 4. Friiktozdan reaktif oksijen radikallerinin iiretilmesi (59).
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2.9. Serbest radikaller, prooksidan-antioksidan denge

Serbest radikal reaksiyonlar1 biyolojik sistemlerde Onemli yer tutmaktadir. Serbest
radikaller, dis orbitalinde paylasilmamis bir elektron tasiyan bilesiklerdir. Omiirleri ¢ok kisa
olan ve kararsiz bir yap1 gosteren bu tanecikler organizmada hem metabolizma sirasinda
stirekli olusurlar, hem de radyasyon, ilaglar ve zararli kimyasallar gibi cesitli dis etkenlerin
etkisi sonucunda ortaya ¢ikabilirler (36, 111)

Serbest radikaller etrafindaki molekiillerle etkilesime girerek elektron almaya caligir
ve bir an Once kararli hale ulagsmak isterler. Organizmada olusan radikallerin ¢ok onemli bir
bolimii oksijen kaynakhdir. Oksijen disinda azot, karbon ve kiikiirt merkezli radikaller de

olusmaktadir (Tablo 5) (71,80,111,112).

Tablo 5. Oksijen ve azot kaynakli reaktif bilesikler

Radikaller Radikal olmayanlar
Hidroksil HO- Hidrojen peroksit H,0,
Alkoksil RO~ Singlet oksijen *Oy
Peroksil ROO~ Ozon O3
Stiperoksit O, Hipoklorid asit HOCI1
Nitrik oksit NO- Lipit hidroperoksit LOOH
Azot dioksit NO;- Peroksinitrit ONOO -

Aerobik organizmalar oksijene mutlak gereksinim gosterirler. Oksijen hiicrede
mitokondri fraksiyonunda bir dizi reaksiyondan gecerek suya doniismekte ve bu siirecte hiicre
kendisi i¢in gerekli enerjiyi saglamaktadir. Fakat bu siirecte oksijenin %2-3 kadar1 suya
doniismemekte ve oksijen kaynakli radikaller olugsmaktadir (Sekil 5) Oksijenin bir elektron
alarak indirgenmesi ile superoksit radikali, iki elektron alarak indirgenmesi ile hidrojen
peroksit olusur. Uciincii elektron ilavesi ile yiiksek derecede reaktif hidroksil radikali olusur.

Dordiincii elektron eklenmesi ile su olusmaktadir (71,80,111,112).
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Katalaz, glutatyon peroksidaz

SUperoksit
dismutaz Fenton reaksiyonu

‘ J / Fet2
- - v

- ~ + - gt +
Ozi,og € +2H H,0, € +H > OH" e +H > H,0

| ! “

Haber-Weiss reaksiyonu

SITOKROM OKSIDAZ

HO, + Fe+2 — 9 OH* + OH — + Fe *3 (a)[Fenton]

O+ Fo¥8 ——0, .+ pe 42 (b)

HO, + o= _DemirkKatalz » OH®+ OH = + O, [Haber-Weiss]

Sekil 5. Hiicrenin mitokondri fraksiyonunda radikal olusumu

Serbest radikaller organizmada mitokondrinin yam1 swa  hiicrelerin  tiim
fraksiyonlarinda zara bagli veya serbest halde bulunan pek cok enzimin katalizledigi
reaksiyonlar sirasinda olugmaktadir. Bunlar arasinda mikrozomal karma fonksiyonlu oksidaz
sistemi, sitoplazmada ksantin oksidaz, hiicre zarma bagli NADPH oksidaz ve lipooksijenazlar
gibi enzimlerin kataliz ettigi reaksiyonlar sayilabilir (71,80,111,112).

Aktif oksijen tiirleri (reactive oxygen species; ROS) kararsiz yapilar1 nedeniyle basta
lipitler, proteinler ve niikleik asitler olmak iizere tiim hiicre bilesenleri ile etkilesebilme ve
onlara zarar verme Ozelligindedir. Bu zarar organizmada bazi tamir sistemleri tarafindan
Onlenmeye calisilir. Eger bu mekanizmalar yetersiz kalirsa, oksidatif stresin zararl etkileri
ortaya cikar.

Serbest radikallerin zararli etkilerine karsi organizmada giiclii bir savunma sistemi
olmasina ragmen, bazi durumlarda savunma sistemi yetersiz kalmakta ve oksidatif stres
gelismektedir. Hasarin yerine bagl olarak cesitli organ ve sistemler etkilenmektedir. Serbest
radikaller reaktif yapilar1 nedeniyle basta lipitler, proteinler ve niikleik asitler olmak iizere

tiim hiicre bilesenleri ile etkilesebilme ve onlara zarar verme 6zelligindedir (36,54,71,80,111).
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2.9.1.Serbest radikallerin lipitlere etkisi

Serbest radikallerin lipitler iizerindeki en Onemli etkileri lipit peroksidasyonunun
uyarilmasidir. Lipit peroksidasyonu serbest radikaller tarafindan baglatilan ve hiicre
membranlarinda bulunan cok doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna yol acan kimyasal bir
olaydir. Stiperoksit radikali, hidroksil radikali, peroksil radikali ve alkoksil radikali, lipit
peroksidasyonunu baslatan baslica radikallerdir.

Lipit peroksidasyonu ¢ok doymamis yag asidi (LH) zincirindeki «o-metilen
gruplarindan hidrojen atomunun uzaklasmasi ile baglar ve boylece yag asidi zinciri bir radikal
niteligi kazanir. Bu lipit radikali (L) dayaniksiz bir bilesik olup bir dizi degisiklige ugrar. ilk
once, molekiil i¢i cift bag aktarilmasi (rezonans) ile dien konjugati (DK) olusur. Bu yag asidi
radikali oksijen eklenmesiyle hizli bir sekilde peroksil radikaline (LOO") déniisiir. Bu lipit
peroksil radikalleri membran yapisindaki diger ¢cok doymamis yag asidi molekiillerinden
hidrojen atomlarin1 ¢ikartarak yeni reaksiyonlar1 baglatir, kendileri de agiga ¢ikan hidrojen
atomlarini alarak lipit hidroperoksitlerine (LOOH) doniisiir. Lipit hidroperoksitlerinin aldehit
ve diger karbonil bilesiklerine doniismesi ile lipit peroksidasyon reaksiyonlar: sona erer (Sekil
6).

Hiicre membranlarinda lipit peroksidasyonu sonucu transport sistemi etkilenir, hiicre
ici ve dis1 iyon dengeleri bozulur. Bunun sonucunda hiicre ici kalsiyum konsantrasyonu artar
ve buna bagli olarak proteazlar aktive olur. Bu olaylar hiicre hasarinda etkin bir rol oynar.

Ayrica lipit peroksidasyonun son iiriinii olan aldehitler de sitotoksik etkilere sahiptir.
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Baslama:

/
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Sekil 6. Lipit peroksidasyonu reaksiyonlari.

2.9.2. Serbest radikallerin proteinlere etkisi

Serbest radikaller proteinler iizerinde dogrudan veya dolayl etki gosterebilir. Peptid
baglari, prolin ve lizin gibi amino asitler serbest radikallerden olduk¢a kolay etkilenir. Protein
oksidasyonu, 6zellikle histidin, tirozin, fenilalanin gibi amino asitlerde karbonil gruplarmin
olusumu seklinde olur. Lipit peroksidasyonun aldehit yapidaki iirlinleri, sisteinin siilfidril
gruplari ile veya lizin ve histidinler ile kovalent baglar olusturarak proteinlerde fragmentasyon
ve capraz baglanmalara yol acar. Bu olaylar proteinlerin yap1 ve fonksiyonlarinin

bozulmasiyla sonuglanir.
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2.9.3.Serbest radikallerin niikleik asitler ve DNA iizerine etkisi

Serbest radikallerin etkisi ile DNA yapisinda yapisal degisimler olur. Bu yapisal
degisimler piirin ve pirimidin bazlarinda parcalanma, zincir kirilmalari, DNA denatiirasyonu
gibi ¢esitli olaylar1 kapsar.

Organizmada siirekli bicimde serbest radikal niteliginde bilesikler olusmaktadir.
Ancak bu radikallerin organizmaya zarar vermesi giicli bir savunma sisteminin varligi
nedeniyle engellenmektedir. Antioksidanlar, radikal olusumunu sinirlandirma, tetiklenen
biyokimyasal reaksiyonlarin kirilmasmi saglama, olusan radikalleri ortadan kaldirma ve
hasarli molekiilleri tamir etme ve temizleme gibi cesitli mekanizmalarla etkilerini
gostermektedirler. Antioksidan sistem; enzimleri, suda ve yagda ¢oziinen radikal tutucularini

ve metal iyonlarini baglayan proteinleri kapsamaktadir (36,111,117) (Tablo 6).

Tablo 6. Organizmada antioksidan sistem elemanlar1

Enzimler Suda ¢oziinen Yagda coziinen Metal iyonlarim
Radikal radikal baglayan
tutuculan tutuculan proteinler

Siiperoksit Glutatyon Vitamin E Ferritin

dismutaz Vitamin C B-Karoten Transferrin

Katalaz Urik asit Bilirubin Haptoglobin

Glutatyon Glikoz Ubikinol Seruloplazmin

peroksidaz
Sistein Flavonoidler Albumin

Glutatyon rediiktaz

Glutatyon

transferaz
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SOD: SOD enzimi siiperoksit radikalini dismutasyona ugratarak H,O, ve molekiiler

oksijene doniisiimiinii saglar.

SOD

20, + 2H* 2H,0,+ 0,

Insanlarda SOD’un bakir ve ¢inko (Cu ve Zn) ve mangan (Mn) kapsayan iki izoenzimi

bulunmaktadir. Cu-Zn SOD sitozolde, Mn-SOD mitokondride bulunur (111,117).

Katalaz: Tetramerik hemoprotein olan katalaz enzimi yiiksek konsantrasyonda olusan
H,0,’1 oksijen ve suya parcalayan reaksiyonu katalizler. Enzim, peroksizomlarda yerlesmistir
(111,117).

Katalaz

H,O, 2H,0 + O,

GSH-Px: GSH-Px gerek H,O, ve gerekse lipit hidroperoksitleri (LOOH) metabolize
etmektedir. GSH-Px’in selenyum bagimli ve selenyum bagimsiz iki farkl tipi vardir.
Selenyum bagimli formu hem H,0O,’in hem de LOOH’larin metabolizmasinda yer alirken,
selenyuma bagimli olmayan tipi sadece LOOH’lar1 metabolize etmektedir. Bu reaksiyonlarda
GSH hidrojen verici olarak gorev yapmakta, H,O, ve LOOH’lar indirgenirken, GSH
oksitlenmis sekline (GSSG) doniismektedir. Oksitlenmis glutatyon ise NADPH’a bagimli
glutatyon rediiktaz (GSH-R) tarafindan tekrar GSH’a indirgenmektedir (111,117) .

_GSH-Px__

LOOH + 2GSH LOH + GSSG + H,0O

GSSG + NADPH + H+ —CSSHR

2GSH + NADP+

GST : GST dimerik yapida olup sitozolde bulunmaktadir. Cok sayida izoenzimi
vardir. Yabanci maddelerin biyotransformasyonunda onemli rolleri olan GST’ler c¢esitli
endojen ve eksojen bilesiklerin GSH ile konjugasyonunu kataliz ederler.

R-X+GSH — GS-R +HX

GST’lerin baz1 izoenzimleri GSH-Px aktivitesi gdstererek LOOH’larin metabolizmasimni da da

saglarlar (111,117).

LOOH + 2GSH — GSSG + ROH + H,O
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GSH: GSH hiicre icinin en 6nemli antioksidan molekiiliidiir ve serbest radikaller ve
peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidan hasara karsi korur. GSH zehirsizlestirme
reaksiyonlarma dogrudan katildig1 gibi, bazi enzimlerin substrati veya kofaktorii olarak da
gorev yapmaktadir. Basta karaciger olmak iizere pek cok dokuda yiiksek oranda bulunur.
Glutamat, sistein ve glisinden sentezlenen bir tripeptiddir ve siilfidril gruplar1 agisindan
oldukca zengindir. GSH-Px, GSH-R ve GST gibi enzimlerin fonksiyonu i¢in gereklidir.
Ayrica hiicrenin protein yapisindaki siilthidril (-SH) gruplarini indirgenmis halde tutarak pek
cok proteinin ve enzimin inaktivasyonunu engeller. GSH aminoasitlerin membrandan
transportunda da rol alir (111,117).

E vitamini (a-tokoferol): E vitamini yagda eriyen en kuvvetli antioksidan vitamindir
ve yapisal olarak birbiri ile baglantili bir grup bilesigi kapsar (tokoferoller ve tokotrienoller).
Bunlarin hepsi izoprenoid takisi iceren bilesiklerdir. Yapisinda bulunan fenol halkasimdaki
hidroksil grubu aktif kismini olusturur ve molekiiliin antioksidan ©zelligi bu gruptan
kaynaklanir(111,117).

C vitamini (Askorbik Asit): Askorbik asit suda ¢oziinen en giiclii antioksidan
molekiildiir. Insanlarda sentez edilmedigi igin diyetle alinmasi gerekir. C vitamini yapica
heksozlara benzer ve organizmada kolayca dehidroaskorbik aside oksitlenir. Superoksit
radikali, hidroksil radikali ve singlet oksijen ile kolayca reaksiyona girerek onlar1
etkisizlestirir. Sulu fazda bulunmasma karsin lipit peroksidasyonunu baslatic1 radikalleri
temizleyerek lipitleri ve zarlar1 da oksidan hasara karsi korur. E vitamininin tekrar
rejenerasyonunda gorev alir, tokoferoksil radikalinin «-tokoferole indirgenmesini saglar.
Boylece E vitamini ile birlikte etkin bir sekilde LDL’yi oksidasyona kars1 korur (111,117).

Oksidatif stres c¢esitli yontemlerle gosterilebilir. Lipitlerdeki hasar1 gostermek icin
genellikle lipit peroksidasyonu, protein hasarimi belirlemek i¢in protein karbonil (PK) gruplar:
Olctiimii kullanilmaktadir (36,54,111).

Nitrozatif stres ise, organizmada superoksit anyonu ile NO’nun birlesmesi ile olusan
son derece giiclii bir oksidan olan peroksinitrit olusumundaki artis sonucu gelismektedir.
Peroksinitrit anyonu mitokondriyal elektron transport zincirini inhibe ettigi, proteinlerin
stilfidril gruplarin1 oksitledigi, lipit peroksidasyonunu uyardigi ve tirozin gibi sinyal iletim
yollarinda etkin aminoasitleri nitratladig: i¢in sitotoksiktir (36,71,79). Normal kosullarda
hiicre i¢i SOD konsantrasyonu mikromolar, NO ise nanomolar diizeylerinde oldugundan
siiperoksit anyonunun baglica inaktivasyon yolu SOD reaksiyonudur. Ancak siiperoksit

anyonu veya NO’in konsantrasyonlarinda artis oldugunda kendi aralarindaki reaksiyon hizi
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SOD ile siiperoksit anyonu arasindaki reaksiyon hizma gore 6 kat fazla oldugundan
peroksinitrit olusumu artar (36,71,79).

Peroksinitritin proteinlerle olan baslica reaksiyonu aromatik aminoasitlerin nitrasyonu
reaksiyonudur. Tirozinin orto pozisyonunun nitrasyonu baglica reaksiyondur ve sonucunda 3-
nitrotirozin olusur. Olusan diger iriinler 3,3-dinitrotirozin ve 3,4- dihidroksifenilalanindir.
Peroksinitrit dayanikli bir bilesik olmadigindan in vivo peroksinitrit olusumunun ve hasarinin
gosterilmesinde stabil bir son iiriin olan nitrotirozin 6l¢timii siklikla kullanilan bir yontemdir

(36,71,79).

2.10. MetS ve oksidatif stres iliskisi

Literatiirde MetS’da oksidatif ve nitrozatif stresin arttigmi gosteren cesitli klinik
(51,102,104,105) ve deneysel (35,77,87 89, 93) calismalar mevcuttur. Bazi arastiricilar % 60
oraninda fruktozlu yemle beslenen sicanlarda serumda (24,50) ve karacigerde MDA
(2,53,118,50,93), LOOH(50), PK (50,93) diizeylerinin arttigini, GSH, E vitamini ve C
vitamini diizeyleri (50) ile SOD, katalaz, GSH-Px, GSH-R ve GST aktivitelerinin azaldigini
(50,93) bulmuslardir. YFD uygulamasinin karaciger dis1 dokulardaki etkileri iizerine de bazi
caligmalar bulunmaktadir. Kalp (24,72,89), aorta (24), kas dokusu (50,87) ve bobreklerde
(72,89,120) YFD ile oksidatif stresin gelistigi bildirilmektedir.

2.11. Karnozin, yapisi ve ozellikleri

Karnozin (B-alanil-L-histidin), iskelet kasi, beyin ve sinir gibi uzun yasam siireli, non-mitotik
hiicrelerde yiiksek konsantrasyonlarda bulunan biyolojik olarak aktif bir dipeptiddir (14).
Karnozin, karnozin sentaz enzimi ile sentezlenmektedir.  Iskelet kas1 gibi dokularda
fizyolojik bir tampon olarak gorev yaptig: bildirilmistir. Ayrica serbest radikaller ve aldehitler
icin “scavenger oldugu ve proteinlerdeki oksidatif degisimleri baskiladigi bulunmustur
(4,14,38,41,69,88). Karnozinin ileri glikasyon iiriinleri olusumunu engelledigi, iki degerlikli
metal iyonlariyla kompleks olusturdugu saptanmistir (4,14,69). Bu etkileri nedeniyle
karnozinin oksidatif stresle iligkili olan yaslanma (38,119) Alzheimer hastalig1 (41),
ateroskleroz (88) ve karaciger hasar1 (7,27,65,66) gibi bazi patolojik durumlarin énlenmesinde
etkili bir ajan olabilecegi ileri siiriilmektedir. Ayrica bir in vivo calismada karnozin
uygulamasmin diyabetik farelerde bozulmus olan prooksidan-antioksidan dengeyi,
hiperglisemi, hiperlipidemi ve inflamasyonu diizelttigi bulunmustur (57). Ote yandan ,
karnozin E vitamini ile birlikte kullanildiginda dokulardaki birikiminin daha yogun oldugu ve

antioksidan etkinliginin arttig1 saptanmustir (44,64)
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3. GEREC ve YONTEM

Calismamizda erkek ortalama 240 g agirhiginda Sprague-Dawley erkek sicanlar
kullanildi.  Siganlar Istanbul Universitesi Deneysel Tip ve Arastirma Enstitisii’nden temin
edildi. Calismada kullanilan YFD (TD.89247, % 60 fructose diet) ve kontrol diyeti
(TD.050575, carbohydrate control diet w/o CC) Harlan-Teklad firmasindan (Harlan
Laboratories, Madison, WI, USA) saglandi. Pellet halindeki yemlerin icerigi Tablo 7’de
goriilmektedir. Tezde kullanilan kimyasal maddeler Sigma-Aldrich (San Diego, USA),
vitamin E (Evigen, 2 ml’lik ampul, dl-a-tokoferol asetat) Aksu Farma Tibbi Uriinler Ila¢ San
ve Tic Ltd Sirketinden saglanda.

Tablo 7. Calismada kullanilan hazir yemlerin igerikleri

Icerik (g/kg) % 60 Friiktozlu diyet Kontrol diyeti
Kazein 207.0 207.0
DL-Metyonin 3.0 3.0
Friiktoz 600 -
Misir nigastasi - 456.0
Maltodekstrin - 200.0
Domuz yag1 50.0 50.0
Seliiloz 79.81 23.96
Mineral karigimi 50.0 50.0
(Rogers-Harper 170760)

Cinko karbonat 0.04 0.04
Vitamin karigimi 10.0 10.0
(Teklad 40060)

Yesil renkli yiyecek boyasi 0.15 -
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3.1. Deney Gruplar
Deney hayvanlar1 7 gruba ayrildi ve asagida belirtilen bi¢imde beslendiler.

v" Grup 1 (Kontrol; n=6): Sicanlar 8 hafta siire ile normal yemle beslendi.

v" Grup 2 (Karnozin; n=6): Sicanlar 8 hafta siire ile normal yemle beslendi, son 4
hafta icme sularma karnozin (2 g/L) eklendi.

v" Grup 3 (Karnozin+E vitamini; n=6): Sicanlar 8 hafta siire ile normal yemle
beslendi ve bu siire boyunca igcme sularma karnozin (2 g/L) eklendi. E vitamini ise haftada 2
kez olmak iizere 200 mg/kg’a esdeger a-tokoferol i.m. uygulanda.

v" Grup 4 (YFD; n=8): Sicanlar 8 hafta siire ile % 60 oraninda friikktoz iceren
yemle beslendi.

v" Grup 5 (YFD+Karnozin; n=8): Sicanlar 8 hafta siire ile friikktozlu yemle
beslendi ve bu siire boyunca igme sularina karnozin (2 g/L) eklendi.

v" Grup 6 (YFD+Karnozin+E vitamini; n=8): 4 hafta siire ile % 60 oraninda
friikktoz iceren yemle beslenen sicanlar siire bitiminde 4 hafta siireyle normal diyetle
beslenmeye alindi. E vitamini ise haftada 2 kez olmak tizere 200 mg/kg’a esdeger a-tokoferol
1.m. uygulandu.

8 haftalik beslenme siiresi bitiminde si¢anlar bir gece a¢ birakildi ve ertesi sabah
sodyum pentobarbital (50 mg/kg viicut agirligl) anestezisi altinda kalplerinden kan alinarak
oldiiriildii. Heparinli ve kuru tiiplere alinan kanlardan 1500 x g’de santrifuj edilerek ayrilan
plazmalar/serumlar glikoz, kan HbAlc, insulin, total kolesterol, HDL-kolesterol, LDL-
kolesterol ve TG diizeyleri ile alanin transaminaz (ALT), aspartat transaminaz (AST), LDH
(laktat dehidrojenaz) ve kreatin kinaz (CK) aktiviteleri tayinleri i¢in kullanildi. Karaciger ve
kalp dokular1 hizla ¢ikarildi, % 0.9 NaCl ¢ozeltisi ile yikandi ve sivi azot icinde dondurularak
asagidaki yontemler i¢in kullanilana dek -80° C’de muhafaza edildi.

3.2. Serum / kanda yapilan incelemeler
Aclik glikoz, HbA|, insiilin, total kolesterol, HDL-kolesterol, LDL-kolesterol ve TG

diizeyleri ile ALT, AST, LDH ve CK aktiviteleri ISE 1800 DPP Roche autoanalyser (Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany) otoanalizoriinde 6l¢iildii. Serum insiilin diizeyi ticari kit
ile calisild1 (Rat/Mouse insulin Millipore, USA) Ayrica HOMA degerleri hesaplandi. Bunun
icin Insulin x Glikoz/405 formiilii kullanilds.
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3.3. Karaciger ve kalp dokularinda yapilan incelemeler

Sicanlarin karaciger ve kalp dokularmda MDA, DK ve GSH diizeyleri ile SOD ve
GSH-Px aktiviteleri ol¢iildi. MDA ve GSH diizeyleri dokularin 0.15 M KCI’de hazirlanan
9%10’Iuk (w/v) doku homojenatlarinda tayin edildi. DK diizeylerinin tayini i¢in % 10’luk doku
homojenatlarindan hazirlanan lipit ekstreleri kullanildi. karaciger lipit ekstresinde trigliserit ve
kolesterol tayinleri de yapildi. SOD ve GSH-Px aktiviteleri ise bu homojenatlardan kademeli
santrifiij yapilarak elde edilen postmitokondri fraksiyonunda belirlendi. Ayrica, karacigerde
Western blot yontemi ile SOD ve GSH-Px enzimlerinin ekspresyonlari incelendi.

3.3.1. Doku homojenatlarinin hazirlanmasi ve postmitokondri fraksiyonlarinin eldesi

Islem: Karaciger ve kalp dokular tartildi ve Potter-Elvehjem doku homojenizatoriinde
soguk 0.15 M KCI ¢ozeltisi ile homojenize edilerek %10’luk homojenatlar1 (w/v) hazirland1.

Postmitokondri fraksiyonu eldesi i¢in, doku homojenatlar1 dncelikle 4°C ayarlanmis
soguk santrifiijde 600 x g’de 10 dakika santrifiij edildi. Daha sonra siipernatan almarak
ependorf santrifiijiinde 10000 x g’de 20 dakika santrifiij edildi, siipernatant alind1 ve -80°C’de
derin dondurucuda saklandi.

3.3.2 Doku lipit ekstrelerinin hazirlanmasi (31) ve karaciger lipid ekstresinde

kolesterol ve trigliserit diizeylerinin ol¢iilmesi:

Islem: %10’luk doku homojenatlarindan 0.25 ml alindi ve iizerine 3.75 ml
kloroform:metanol (2:1) karisgimi eklendi. Iyice karistirildi, 1 saat ara swra karistirilarak
beklendi. Daha sonra siiziilerek son hacimler 4 ml’ye tamamland1 ve kapakli tiiplerde
deneyler yapilincaya kadar -20° C’de sakland1.

Karaciger lipid ekstresinde kolesterol ve trigliserit tayinleri i¢in, hazirlanan lipid
ekstresinden 2 ml alind1 ve kaynar su banyosunda ucuruldu. Daha sonra lipid kalintis1 iizerine
0.4 ml etanol: dietileter (3:1) eklendi, vorteks ile iyice karistirildi. Bu ekstreden 0.06 ml
alindi, tizerine 0.6 ml kolesterol ve trigliserit tayinleri i¢in kullanilan kitlerdeki (Bio-science
Medicale, Madrid-Ispanya) ayiraglardan 0.6 ml eklendi. Tiipler 37 °C’de 5 dakika tutuldu ve
olusan renk 505 nm’de spektrofotometrede okundu.. Sonuclar pmol kolesterol/ g doku ve

umol trigliserit/g doku olarak verildi.

3.3.3 Malondialdehit (MDA) diizeylerinin dl¢iilmesi (76):

Lipit peroksidasyonunun son iiriinlerinden olan MDA’ ’nin TBA (tiyobarbitiirik) ile

olusturdugu kompleks spektrofotometrik olarak olgiildii.
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Islem: % 10’luk doku homojenatlarindan 0.2 ml ahindi. Uzerine 0.2 ml %8.1’lik
sodyum dodesil siilfat, 1.5 ml %20’lik asetik asit, 1.5 ml %0.8’lik tiyobarbitiirik asit ve 0.6 ml
distile su eklendi. Bu karisim kaynar su banyosunda 1 saat tutuldu. Sogutulduktan sonra
tizerine 1 ml distile su ve 5 ml butanol/piridin (15:1) karigim eklendi, karistirildr ve organik
faz santrifiij edilerek ayrildi. Homojenat icermeyen ayira¢ koriine karsi absorbanslar 532 nm
dalga boyunda spektrofotometrede okundu.

Ayraclar:

% % 8.1’lik sodyum dodesil siilfat

% % 20’lik asetik asit (10 N NaOH ile pH 3.5’e ayarlandi)

% % 0.8’lik tiyobarbitiirik asit (TBA)

% Butanol/piridin (15:1)

% Stok 1,1,33-tetraepoksipropan (TEP) standardi: 22 mg TEP tartildi 10 ml’ye
distile su ile tamamlandi. Bu stok standardi calisilmadan ©once 1000 kez
sulandirilarak 10nmol/mI’lik ¢aligma standard1 hazirland:.

Hesap: Standart olarak 1,1,3,3-tetraetoksipropan kullanildi. Sonug¢lar pmol/mg protein

olarak tanimland:.

3.3.4. Dien konjugat (DK) diizeylerinin olciimii (15):

Islem: Lipit ekstrelerinden 1ml alindi, azot gazi altinda uguruldu. Kuru kalint1 2 ml
sikloheksana alindi. Spektrofotometrede 233 nm’de sikloheksan koriine karsi absorbanslar
okundu.

Hesap: Diizeyler 233 nm’de ekstinksiyon katsayis1 2.52 x10* M x cm™ sayisindan
yararlanilarak hesaplandi. Sonuglar pumol /g doku olarak tanimlandi.

3.3.5. Glutatyon (GSH) diizeylerinin dlciilmesi (13):

GSH diizeyleri, Elman ayiraci (5,5°- ditiobis-2 nitro benzoik asit) kullanilarak tayin
edildi. Bu aymracin dokulardaki serbest siilfidril (-SH) gruplar1 tarafindan indirgenmesi
sonucunda, 1 mol SH grubu basma 1 mol 2-nitro-5 tiyobenzoik (DTNB) asit olugsmaktadir.
Sar1 renkli bu iiriin spektrofotometrik olarak 412 nm’de absorbans vermektedir.

Islem: Dokularm 0.15 M KCI’deki %10’luk homojenatlarindan karaciger icin 0.5 ml,
kalp icin 1 ml alindi. Hacimler 0.15M KCl ile 2 ml’ye tamamlandi. Daha sonra 3 ml
proteinsizlestirme ¢ozeltisi eklendi ve bu karisim 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. 0.5
ml supernatan alinarak iizerine 2 ml 0.3 M Na,HPO4 ve 0.5 ml Ellman ayraci ilave edildi.

Olusan renk 412 nm’de aywra¢ koriine karsi okundu.
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Ayraclar:

*

% Proteinsizlestirme ¢ozeltisi: 1.67 g glasiyal metafosforik asit, 200 mg Na-EDTA
ve 30 g NaCl 100 ml distile suda ¢oziildii.

0.3 M Na,HPOy: 42.6 g Na,HPO,4 1000 ml distile suda ¢oziindii.

¢ Ellman Renk Aymraci: 4 mg 5.5’-ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) 10 ml % 1’lik

X/
°

>

sodyum sitrat ¢ozeltisinde ¢oziildii.

% GSH standardi: (0.1 mg/ml)

Hesap: GSH diizeyleri ekstinksiyon katsayis1 13600 M™'x cm™ ve standart kullanilarak
hesapland1 ve sonuglar nmol GSH/mg protein olarak tanimlandi.

3.3.6 Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin olciilmesi (67):

SOD aktivitesi, riboflavin ile duyarlandirilmis o-dianisidinin fotooksidasyon hizini
artirma yetenegi olarak Olgiiliir. Riboflavinin floresans 15181 etkisiyle olusturdugu siiperoksit
radikali, ortamdaki SOD’un etkisiyle hidrojen peroksite doniisiir. Hidrojen peroksit ise o-
dianisidin ile reaksiyona girerek renkli iiriin olusturur. SOD aktivitesi ne kadar ¢ok ise renkli
iriin olusumu o kadar fazla olur. Olusan renkli iiriin 460 nm’de spektrofotometrik olarak
saptanir.

Islem: Kor, standart ve deney tiiplerine siras1 ile 2.6 ml 50 mM potasyum fosfat
tamponu (pH:7.8), 0.1 ml o-dianisidin ilave edilir. Kor tiipiine 0.1 ml distile su; standard
tiipiine 0.1 ml standart; deney tiipiine 0.05- 0.1 ml postmitokondri fraksiyonu (karaciger 0.05
ml, kalp icin 0.1 ml) eklendi ve her tiipe 30 saniye ara ile 0.2 ml riboflavin kondu, karistirildi
ve 460 nm’deki absorbans degerleri okundu.Tiipler 20W floresans lamba iceren 37° C’ye
ayarlanmis 6zel bir kutuya yerlestirildi ve tam 8 dakika siire ile floresans 1s1ga maruz
birakildi. Siirenin bitiminde tiiplerin absorbansi tekrar 460 nm’de okundu ve iki absorbans
arasindaki fark alindi. Ayrica deney korii ve standart i¢in de ayni islemler yapildi.

Ayrraclar:

% 0.1 mM EDTA iceren 50 mM Potasyum fosfat tamponu (pH 7.8)

% 0.2 mM riboflavin: 7.3 mg riboflavin 100 ml 10 mM potasyum fosfat tamponunda

(pH 7.5)’ de ¢oziindii.

¢ 6 mM o-dianisidin: 19 mg o-dianisidin 10 ml distile suda ¢6ziindii.

% SOD (100 IU/ml) standardri: Sigma firmasindan saglanan SOD standardi 100
IU/ml olacak sekilde soguk distile su ile sulandirildi. Daha sonra bu ana
standarttan 0.1 ve 0.05 ml alinarak deney ortaminda 10 ve 5 IU SOD standardinin

bulunmas: saglandu.
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3.3.7 Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesinin olciilmesi (56):

GSH-Px aktivite tayini iki reaksiyon ile gerceklesir. Birinci reaksiyonda H,O, veya
organik hidroperoksitler (ROOH) GSH-Px etkisi ile indirgenirken, ortamdaki GSH
oksitlenmis GSH’a (GSSG) déniisiir. Ikinci reaksiyonda GSSG, GSH- rediiktaz (GSH-R)
etkisi ile tekrar GSH’a, NADPH ise NADP"’ye oksitlenmektedir. Bu doniisiim 340 nm’de
spektrofotometrede izlenir.

GSH-Px

ROOH + 2GSH 2ROH + GSSG

GSSG + NADPH+ — PR 5GSH + NADP+

Islem: GSH-Px aktivitesi, 1 ml’lik hacimde son konsantrasyonlar 50 mM potasyum
fosfat tamponu (pH 7.0), 1 mM EDTA, 1 mM sodyum azid, 0.2 mM NADPH, 1 mM GSH,
0.5 IU/ml glutatyon rediiktaz, 1.2 mM kiimen hidroperoksit, ve degisik oranlarda
sulandirilmis post mitokondri fraksiyonu icerecek sekilde hazirlanmis ortamda tayin edildi.
Bu amacla karaciger post mitokondri fraksiyonu 50 kez sulandirildi ve ortama 0.05 ml
konuldu. Kalp post mitokondri fraksiyonu ise 5 kez sulandirilip ortama kalp GSH-Px tayini
icin 0.02 ml konuldu. Kiivetler 37°C’ye ayarlanmis termostatli spektrofotometreye
yerlestirildi ve 1’er dakika arayla spektrofotometrede 340nm’de absorbans degisimi izlendi.
Ayrica post mitokondri fraksiyonu icermeyen ortamda da reaksiyon izlenerek enzimatik
olmayan degisim kayit edildi (kor deney).

Hesap: Sonuclar NADPH’in ekstinksiyon katsayis: olan 6.22x 10° M'x cm’den
yararlanilarak hesaplandi sonu¢lar nmol NADPH/mg protein/dakika olarak belirtildi.

3.3.8. Protein tayini (106):

Doku homojenatlarinda ve postmitokondri fraksiyonlarinda protein miktar: bisikoninik

asit metodu 1ile belirlendi.

Islem: 200 ul protein renklendirici ayiraci iizerine sulandirilmis karaciger veya kalp
homojenatlarindan veya post mitokondri fraksiyonlarindan 10 pl ilave edildi. Karistirildiktan
sonra 37° C’de 30 dakika beklendi. Oda 1sisinda sogutuldu ve olusan rengin absorbansi 562
nm’de ELISA’da okundu.

Ayraclar:

% Bisikonik asit (Bicinchoninic acid solution=Sigma B 9643)

% %4 CuSO,
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% Protein renklendirme ayiraci:10 ml bisikonik asit ¢ozeltisi tizerine 0.2 ml %4 Cu
SO, ekleyerek hazirlandi.

3.3.9. Western Blot Yontemi ile GSH-Px ve SOD enzimlerinin ekspresyonu (9, 55):

Sivi azotta donduralarak ¢alisma giiniine dek — 80 °C’de saklanan doku ornekleri 50
mM Tris-HCl, % 1 Ipegal 630, 150 mM NaCl, % 0.5 Sodyum Deoksikolat, % 0.1 SDS,
PMSF, Aprotinin, Leupeptin, ve SBTI iceren tamponda el homojenizatorii (Tissue Ruptor-
Qiagen Sample and Assay Technologies) ile homojenize edilerek % 10’luk doku
homojenatlar1 hazirlandi. Homojenatlar + 4 °C’de 13.000xg’de 20 dakika santrifiij edilerek
stipernatantlar ayrildi. Siipernatantlar almarak bisikonik asit yontemi ile protein tayini yapildi.
% 12’lik SDS-poliakrilamid jeller hazirland1 ve siipernatantlar sulandirildiktan sonra Laemli
tamponu ile karisitirilarak 50 pg protein/kuyucuk olacak sekilde yiiklendi (59). 100 voltta (30
mA) yaklasik 1.4 saat elektroforez yapildiktan sonra jeller ¢ikarilarak Polyvinylidene fluoride
(PVDF) membrana (Millipore Corporation) proteinler transfer edildi (97). PVDF membran, %
3 yagsiz siit tozu igeren (non fat dry milk), % 0.05 Tween 20 iceren phosphate buffer saline
(PBS-T) ile bir saat bloke edildikten sonra membranlar anti-CuZn SOD (sc-11407) ve ya
anti-GSH-Px (sc-30147) (ayr1 ayr1) ‘rabbit poliklonal’antikorlariyla tiim gece + 4 °C’de
inkiibe edildi (Santa Cruz Biotechnology, 1:1000). Membranlar PBS-T ile yikandiktan sonra
n’goat anti-rabbit’ sekonder antikoru (Santa Cruz Biotechnology, sc-2004) ile (HRP-
conjugated IgG) 1 saat inkiibe edildi (1:2000). Inkiibasyon sonunda membranlar 3x10 dk
PBS-T ile yikandi. Daha sonra kemiliiminesans kiti (western blottting luminol reagent, Santa
Cruz Bioctechnology, sc-2048) ile 1s1ma yaptirildi ve rontgen filmini isaretlemesi i¢in 20 dk
bekletildi. Olusan bantlar goriintiilenerek bilgisayar sistemine aktarildiktan sonra miktar tayini
yapildi. (Vilber-Lurmart Bioctechnology). Internal standart olarak aktin kullanildi.
Membrablar %2.5 SDS iceren 25 mM Glisin tamponu (pH: 2.5) ile 2x 15 dakika inkiibe
edilerek soyuldu, anti-aktin rabbit poliklonal antikoru (Santa Cruz Biotechnology, sc-1616-R)
ile isaretlendi ve her bir 6rnegin aktin miktar tayin edilerek tiim ornekler aktin ile standardize
edildi.
3.3.10. Histopatolojik incelemeler

Histopatolojik inceleme i¢in % 0.9 NaCl ile yikanan kalp ve karaciger ornekleri %
10’luk tamponlanmis formalin ¢6zeltisinde sakland1 ve hematoksilen eosin (H&E) boyasi ile
boyandi (151k mikroskobu, x200 veya x400).
3.3.11. Istatistik incelemeler

Sonuclar ortalama *+ SD olarak verildi ve istatistik degerlendirmeler i¢cin Kruskal-

Wallis (post hoc Mann-Whitney U) testi kullanildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda kontrol ve deney gruplarindaki sicanlarda 2 aylik donem sonunda kilo
artislarinin kontrol, karnozin ve karnozin+ E vitamini gruplarinda sirasiyla %20.1, %19.8 ve
% 19.9 olarak, YFD, YFD+karnozin ve YFD+karnozin+E vitamini gruplarinda ise sirasiyla
%28.2, %25.4 ve % 23.6 olarak hesaplandi. Buna gore, YFD ile beslenen grupta kilo artigimin
kontrol gruplarina gore anlaml artig gosterdigi, buna karsiik, YFD+karnozin ve
YFD+karnozin+E vitamini gruplarinda anlamli artis olmadig1 saptanda.

Karnozin ve karnozin+E vitamini uygulamasmnin YFD ile beslenen sicanlarda kan
HbA,., serum glikoz, TG, kolesterol, LDL-kolesterol, HDL-kolesterol diizeyleri ile ALT,
AST, LDH ve CK aktiviteleri lizerine etkileri Tablo 8-10’da gosterildi. Buna gore;

a) YFD sicanlarda serum glikoz (% 39.5) ve serum insiilin (%17.0) diizeylerinde,
HOMA degerlerinde (%63,9), kan HbA,. (% 8.7) ve serum TG (% 50.6) diizeylerinde
anlamh artiglar olusturdu. Serum kolesterol, LDL-kolesterol, HDL-kolesterol diizeylerinde
ise anlaml1 bir degisiklik saptanmadi.

b)YFD ile beslenen si¢anlara karnozin ve karnozin + E vitamini uygulandiginda
serum glikoz, kan HbA;. ve serum TG, kolesterol, LDL-kolesterol ve HDL-kolesterol
diizeylerinde anlamli bir degisiklik bulunmadi. Buna karsilik YFD + karnozin grubundaki
sicanlarda serum insiilin diizeyleri ile HOMA degerlerinde, YFD grubuna gore anlamli bir
degisiklik bulunmazken, YFD+Kar+E grubunda insiilin diizeyleri ile HOMA degerlerinde
sirastyla %13.4 ve %14.0 oranlarinda anlamli azalmalar saptandi(Tablo 8,9).

¢)YFD, serum ALT (% 29.2), AST (% 28.9), LDH (% 20.7) ve CK (% 38.6)
aktivitelerinde anlamli bir artis olusturdu. YFD’ye ek olarak sicanlara karnozin
uygulandiginda artmis olan AST, LDH ve CK aktivitelerinde, YFD grubuna gore anlaml bir
azalma olustugu halde, serum ALT aktivitesinde bir degisiklik bulunmadi. AST, LDH ve CK
aktivitelerindeki bu azalmalar swrasiyla % 43.8, %59.1 ve % 50.1 olarak hesapland1 (Tablo
10).

d)YFD’ye ek olarak sicanlara karnozin+E vitamini uygulandiginda AST, LDH ve
CK’nin yani sira ALT aktivitesinde de, YFD grubuna gore anlamli bir azalma bulundu. ALT,
AST, LDH ve CK aktivitelerindeki bu azalmalar sirasiyla % 39.8, % 31.3, % 35.2 ve % 22.2
olarak hesaplandi (Tablo 10).
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e) Normal sicanlara karnozin ve karnozin + E vitamini uygulandiginda yukarda
belirtilen gostergelerde -karnozin grubunda LDH aktivitesinde goriilen anlamli azalma
disinda- bir degisiklik saptanmadi (Tablo 8-10).

Calismamizda karnozin ve karnozin +E vitamini uygulamasmin YFD ile beslenen
sicanlarda karaciger MDA ve DK diizeyleri ile GSH diizeyleri, SOD ve GSH-PX aktiviteleri
tizerine etkisi Tablo 11,12 ve Sekil 7-13’de gosterildi. Buna gore;

a) YFD ile beslenme karaciger MDA diizeylerinde anlamli bir degisiklik
olusturmadig1 halde, DK (% 28.7) diizeylerinde anlamli bir artisa neden oldu.YFD grubunda
karaciger kolesterol diizeylerinde anlamli bir artis olmadig: halde trigliserit diizeylerinde %25
oraninda anlaml bir artis saptandi. YFD ile beslenen sicanlarda karaciger GSH diizeyleri ile
SOD aktivitesi degismedi. Buna karsilik GSH-Px (% 20.6) aktivitesinde anlamli bir azalma
bulundu.

b) YFD ile beslenen sicanlara karnozin uygulamas1 MDA, DK, GSH
diizeyleri, SOD ve GSH-Px aktivitelerinde ve kolesterol diizeylerinde bir degisiklik
olusturmad1 buna karsilik karaciger trigliserit diizeylerinde %15.6 oraninda anlamli bir azalma
saptandi.

c) YFED ile beslenen sicanlara karnozin+E vitamini uygulandiginda, YFD
grubunda artmis olan DK diizeylerinde % 33.1 oraninda anlamli bir azalma, azalmis olan
GSH-Px aktivitesinde ise % 33.0 oraninda anlamli bir artma bulundu. Karaciger MDA ve
GSH diizeyleri ile SOD aktivitesinde ise YFD ve YFD+karnozin+E vitamini gruplar: arasinda
anlaml bir fark olusmadi. YFD + Karnozin + E vitamini uygulanan sicanlar YFD grubu ile
karsilastirildiginda karaciger kolesterol diizeyleri degismedigi halde, trigliserit diizeylerinde
% 36.5 oraninda bir azalma saptandi.

d) SOD ve GSH-Px enzim ekspresyonlar1 incelendiginde; SOD ekspresyonunda
gruplar arasinda bir degisiklik bulanmadi (Sekil 12). GSH-Px ekspresyonu ise YFD
grubundaki sicanlarda anlamli bir azalma gosterdi. YFD ile beslenen sicanlarda karnozin tek
basma azalmis GSH-Px ekspresyonunu etkilemedigi halde, Kar+ E vitamini ekspresyonunda
artisa neden oldu (Sekil 13).

Calismamizda karnozin ve karnozin +E vitamini uygulamasmin YFD ile beslenen
sicanlarda kalpte MDA, DK ve GSH diizeyleri ile SOD ve GSH-Px aktiviteleri iizerine etkisi
Tablo 13,14 ve Sekil 7-11’de gosterildi. Buna gore kalp dokusunda MDA, DK ve GSH
diizeyleri ile SOD ve GSH-Px aktivitelerinin YFD grubunda kontrol grubuna gore bir farklilik
gostermedigi, YFD, YFD+karnozin ve YFD+karnozin+E vitamini gruplar1 arasinda da

anlaml bir fark olmadig1 saptandi .
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Karaciger dokusunun histopatolojik incelemesinde;
a) Kontrol, karnozin ve karnozin+E vitamini gruplarinda normal karaciger dokusu
yapis1 goriildii (Resim 1-3).

b) YFD grubunda makro ve mikrovezikiiler yaglanma saptandi (Resim 4).

¢) YFD+karnozin grubunda karacigerde yaglanmanm YFD grubuna gére daha
azaldig1 (Resim 5), YFD+karnozin+E vitamini grubunda ise karaciger yaglanmasinda daha
belirgin bir iyilesme oldugu bulundu (Resim 6).

Kalp dokusunun histopatolojik incelemesinde ise tiim gruplarda normal kalp yapisi

gozlendi (Bulgular gosterilmedi).
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Tablo 8. Karnozin (KAR) ve karnozin+E vitamini (KAR + E) uygulamasinm yiiksek

fritkktozlu diyet (YFD) ile beslenen sicanlarda serum glikoz ve kan HbA|. diizeyleri lizerine

etkisi (Ort. £ SD)

Glikoz Insiilin HOMA HbA ¢
(mg/dL) (ng/mL) (%)
Kontrol (n=6) 1012 +11.7° 7.34 +0.38° 1.83+£0.23°  3.33+0.08
KAR (n=6) 97.7 +4.03" 7.05+ 0.47* 1.70£0.14*  3.31 £0.09°
KAR + E (n=6) 100.3 + 6.83" 7.06 +0.44° 1.74 £0.78°  3.38+0.13°
YFD (n=3) 141.2 +34.5 8.59 +1.19 3.00+0.89™  3.62+0.7°
YFD + KAR (n=8) 144.0 £22.7° 8.62 +0.62° 3.05+047°  3.32+0.08
YFD + KAR +E (n=8)  140.3 +20.3" 7.44 +0.73" 2.58 +£0.48"  3.38+0.08

Aynt harfi paylasmayan degerler istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

Tablo 9. Karnozin (KAR) ve karnozin+E vitamini (KAR + E) uygulamasinm yiiksek
friikktozlu diyet (YFD) ile beslenen sicanlarda serum trigliserit (TG), total kolesterol (Kol),
LDL-kolesterol ve HDL-kolesterol diizeylerine iizerine etkisi (Ort. = SD).

TG Kol LDL-Kol HDL- Kol
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Kontrol (n=6) 85.3 +£21.8" 61.2 +6.61° 7.83 £2.31* 37.2 £5.52°
KAR (n=6) 93.5+19.3" 59.2+3.54" 10.50 +£3.39"  35.0+7.42"
KAR+E (n=6) 82.2 £24.2° 60.6 + 5.60° 10.20+£2.78"  35.8 +4.62°
YFD (n=8) 128.5+255"  62.3+557" 10.50+2.07°  36.5+520°
YFD+KAR (n=8) 119.0 354"  64.0 +12.5° 9.87 £2.85"  38.9 +8.96"
YFD+KAR+E (n=8) 117.3+37.8"  68.6 + 13.6" 9.87 £3.56° 39.8 +11.54°

Aynt harfi paylasmayan degerler istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).
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Tablo 10. Karnozin (KAR) ve karnozin+E (KAR + E) uygulamasinin yiiksek friiktozlu diyet

(YFD) ile beslenen siganlarda serum alanin transaminaz (ALT), aspartat transaminaz (AST),

laktat dehidrojenaz (LDH) ve kreatin kinaz (CK) aktiviteleri lizerine tek basina ve E vitamini

ile birlikte karnozin uygulamasini etkisi (Ort. + SD)

ALT AST LDH CK
(U/L) (U/L) (U/L) (U/L)

Kontrol (n=6) 47.3 +3.50° 155.3 £20.3*  2773.7+250.8° 982.8 +199.1°
KAR (n=6) 43.6 +5.24° 151.6 £17.3*  2412.7+217.7° 982.8 + 124.8"
KAR +E (n=6) 45.5 +3.83° 148.6 + 12,5  2532.8+149.1" 964.2+113.8"
YFD (n=8) 61.1 £12.85°  200.3+£49.7° 3347.0+646.9° 1362.4 +392.4°
YFD+KAR (n:8) 57.7+2120°  1125+28.1° 1369.3+619.8°  679.9 + 289.3*
YFD+KAR+E (n=8) 36.8 + 5.43° 137.6 £55.6°  1796.8 + 643.5°  764.6 +258.4

Aynt harfi paylasmayan degerler istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

Tablo 11. Karnozin (KAR) ve karnozin+E vitamini (KAR + E) uygulamasmin yiiksek

friikktozlu diyet (YFD) ile beslenen sicanlarin karacigerinde malondialdehit (MDA) ve dien

konjugat (DK), trigliserit (TG) ve kolesterol (Kol) diizeyleri tizerine etkisi (Ort. £ SD).

MDA DK TG Kol
(pmol/mg (nmol/g) (Lmol/g) (Lmol/g)
protein)
Kontrol (n=6) 684.4 +84.2"  0.87 +0.13" 5.48 £0.12° 3.90 + 0.42°
KAR (n=6) 685.0 +£56.7°  0.91 +0.08" 5.33 £0.82° 3.91 +0.29°
KAR + E (n=6) 723.0+£43.3  0.86 +0.10 5.44 £ 0.56" 3.78 +£0.35"
YFD (n=8) 715.2 +46.4*  1.12+0.25" 6.85 +0.58" 3.75 +0.54°
YFD + KAR (n=8) 633.0+95.1°  1.15+0.24° 5.78 +0.58" 3.90 +0.55"
YFD + KAR +E (n=8) 614.3 £36.7°  0.75 £0.14° 4.35 +0.84° 3.91 +0.38"

Aynt harfi paylasmayan degerler istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).
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Tablo 12. Karnozin (KAR) ve karnozin+E vitamini (KAR + E) uygulamasmin yiiksek
friikktozlu diyet (YFD) ile beslenen sicanlarin karacigerinde glutatyon (GSH) diizeyleri,
stiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktiviteleri tizerine etkisi (Ort.
+ SD).

GSH SOD GSH-Px
(nmol/mg (U/mg protein) (nmol/dak/mg
protein) protein)
Kontrol (n=6) 33.0 £ 1.30° 26,0 +4.19° 714.7 + 86.8"
KAR (n=6) 33.8 £3.86" 23,8 +2.18° 698.6 + 81.6
KAR + E (n=6) 31.3+1.75° 25.5+3.72° 724.7 £59.4*
YFD (n=8) 36.2 +4.40° 23.1 £3.40° 567.6 + 160.9
YFD + KAR (n=8) 38.6 £ 5.66" 21.4 +£4.29° 611.5+114.3
YFD + KAR +E (n=8) 34.8 +7.14° 26.5 +8.22° 754.7 £91.3%

Aynt harfi paylasmayan degerler istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

Tablo 13. Karnozin (KAR) ve karnozin+E vitamini (KAR + E) uygulamasmin yiiksek
friikktozlu diyet (YFD) ile beslenen sicanlarin kalp dokularinda malondialdehit (MDA) ve dien
konjugat (DK) diizeyleri tizerine etkisi (Ort. = SD).

MDA DK
(pmol/mg protein) (umol/g)
Kontrol (n=6) 533,6 + 83.2° 1.16 +£0.25°
KAR (n=06) 574.0 £ 74.0° 1.08 +£0.07°
KAR + E (n=6) 538.3+71.7° 1.25 +0.10°
YFD (n=8) 438.7 +230.2° 1.18 £0.21°
YFD + KAR (n=8) 446.4.0 +232.0° 1.62 +1.08"
YFD + KAR +E (n=8) 504.7 + 89.2° 1.10 £ 0.09°

Aynt harfi paylasmayan degerler istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).
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Tablo 14. Karnozin (KAR) ve karnozin+E vitamini (KAR + E) uygulamasmin yiiksek

fritkktozlu diyet (YFD) ile beslenen sicanlarin kalp dokularinda glutatyon (GSH) diizeyleri,

stiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktiviteleri tizerine etkisi (Ort.

+ SD).
GSH SOD GSH-Px

(nmol/mg (U/mg (nmol/dak/mg

protein) protein) protein)
Kontrol (n=6) 18.1 £ 1.94° 11.4 +1.03" 216.9 +30.6
KAR (n=6) 19.0 £3.51° 10.4 +1.53° 217.0 £52.8°
KAR + E (n=6) 18,6 + 1.19° 10.5 £ 0.93" 203.3 +41.4°
YFD (n=8) 14.1 +£6.43° 12.9 +2.63" 205.6 +48.9°
YFD + KAR (n=8) 13.6 + 6.30° 11.2 +£1.53° 222.0 +£31.2°
YFD + KAR +E (n=8) 19.8 +5.42° 12.2 +1.72° 217.8 £40.9°

ak anlamlidir (p<0.05).
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Aynt harfi paylasmayan degerler istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

Sekil 7. Karnozin ve karnozin+E vitamini uygulamasimin yiiksek friiktozlu diyet ile beslenen
sicanlarin karaciger ve kalp dokusunda malondialdehit (MDA) diizeyleri iizerine etkisi (Ort. +
SD).

Kontrol grubu (1); Karnozin grubu (2); Karnozin+E vitamini grubu (3); Yiiksek friiktozlu

diyet (YFD) grubu (4); YFD+Karnozin grubu (5); YFD+Karnozin+E vitamini grubu (6)
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Aynt harfi paylasmayan degerler istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05)

Sekil 8. Karnozin ve karnozin+E vitamini uygulamasinin yiiksek friiktozlu diyet ile beslenen

sicanlarin karaciger ve kalp dokusunda dien konjugati (DK) diizeyleri iizerine etkisi (Ort. +
SD).
Kontrol grubu (1); Karnozin grubu (2); Karnozin+E vitamini grubu (3); Yiiksek friiktozlu

diyet (YFD) grubu (4); YFD+Karnozin grubu (5); YFD+Karnozin+E vitamini grubu (6)
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Aynt harfi paylasmayan degerler istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

Sekil 9. Karnozin ve karnozin+E vitamini uygulamasinin yiiksek friikktozlu diyet ile
beslenen sicanlarin karaciger ve kalp dokusunda glutatyon (GSH) diizeyleri iizerine etkisi
(Ort. = SD).

Kontrol grubu (1) ; Karnozin grubu (2); Karnozin+E vitamini grubu (3); Yiiksek friiktozlu

diyet (YFD) grubu (4); YFD+Karnozin grubu (5); YFD+Karnozin+E vitamini grubu (6)
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Aynt harfi paylasmayan degerler istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

Sekil 10. Karnozin ve karnozin+E vitamini uygulamasinin yiiksek friikktozlu diyet ile

beslenen siganlarin karaciger ve kalp dokusunda siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi iizerine
etkisi (Ort. £ SD).

Kontrol grubu (1) ; Karnozin grubu (2); Karnozin+E vitamini grubu (3); Yiiksek friiktozlu
diyet (YFD) grubu (4); YFD+Karnozin grubu (5); YFD+Karnozin+E vitamini grubu (6)
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Aynt harfi paylasmayan degerler istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

Sekil 11. Karnozin ve karnozin+E vitamini uygulamasinin yiiksek friikktozlu diyet ile
beslenen sicanlarin karaciger ve kalp dokusunda glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesi
izerine etkisi (Ort. = SD).

Kontrol grubu (1); Karnozin grubu (2); Karnozin+E vitamini grubu (3); Yiiksek friiktozlu

diyet (YFD) grubu (4); YFD+Karnozin grubu (5); YFD+Karnozin+E vitamini grubu (6)
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Aynt harfi paylasmayan degerler istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

Sekil 12. Karnozin ve karnozin+E vitamini uygulamasinin yiiksek friikktozlu diyet ile
beslenen sicanlarin karaciger siiperoksit dismutaz (SOD) ekspresyonu iizerine etkisi (Ort. +
SD).

Kontrol grubu (1); Karnozin grubu (2); Karnozin+E vitamini grubu (3); Yiiksek friiktozlu

diyet (YFD) grubu (4); YFD+Karnozin grubu (5); YFD+Karnozin+E vitamini grubu (6)
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Aynt harfi paylasmayan degerler istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

Sekil 13. Karnozin ve karnozin+E vitamini uygulamasinin yiiksek friikktozlu diyet ile
beslenen sicanlarin karaciger glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ekspresyonu iizerine etkisi
(Ort. = SD).

Kontrol grubu (1); Karnozin grubu (2); Karnozin+E vitamini grubu (3); Yiiksek friiktozlu

diyet (YFD) grubu (4); YFD+Karnozin grubu (5); YFD+Karnozin+E vitamini grubu (6)
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Sekil 14. a) Kontrol, b) Karnozin ve ¢) Karnozin+E vitamini, ¢) Yiiksek friiktozlu diyet
(YFD), d) YFD+karnozin ve e) ve f) YFD+karnozin+E vitamini gruplarindaki karaciger
histopatolojisi (H&E; x400)



46

5. TARTISMA

Son yillarda MetS’un prevalansindaki artiglar bilim insanlarini bu konuda daha fazla
arastirma yapmaya yoneltmistir. Bu nedenle insanda goriilen MetS’a benzerlik gosteren ve
ozellikle obezite, diabet, karaciger yaglanmasi ve hipertansiyon gibi major bilesenlerin
gelistiZi  deneysel modellere gereksinim duyulmustur. Bu amagla 3 farkli model
kullanilmaktadir (81). Birinci modelde genetik olarak obez ve/veya diabetik olan fare ve
sicanlar (Zucker diabetic fatty rats, Otsuka Long—Evans Tokushima fatty rats, db/db mice,
ob/ob mice, vs.) kullamlmaktadir (45,81). Ikinci modelde alloksan ve streptozotosin gibi
kimyasal maddeler kullanilarak MetS olusturulmak istenmis, ancak bu modelde MetS’un
bileseni olan obezite ve hipertansiyon bulgulari olusturulamamistir (81). MetS olusturmak
icin en yaygin kullanilan yontem ise deney hayvanlarmi fruktozca zengin bir diyetle
beslemektir (1,18,49,77,78,83,84,103,120,). Smirh sayida caligmalarda fruktoz igme suyunda
da kullanilmaktadir (6,11), ancak deneysel MetS olusturmak icin fruktozun diyetle
verilmesinin igme suyu ile verilmesinden daha uygun oldugu bildirilmektedir (22,120). Bazi
caligmalarda ise fruktoz kaynagi olarak sukroz kullanilmaktadir (19,20,25,85). Ayrica yiiksek
yag ve yilksek karbonhidrat iceren diyetler kullamilarak da kemiricilerde MetS
olusturulabilmektedir (82,86).

Deneysel MetS olusturmada kullanilan fruktoz yeme karigtirilmaktadir. Yemdeki
frikktoz oram1 bazi ¢alismalarda %30-35 oraninda (18,83,84,120), ancak ¢caligmalarin biiyiik
cogunlugunda %60-65 oranindadir (1,49,77,103). Literatiirdeki calismalar incelendiginde
%60-65 oraninda friikktoz iceren yemlerle beslenme siiresinin degiskenlik gosterdigi
goriilmektedir. Bazi arastiricilar incelemelerini 2-3 hafta (53,103,118), digerleri 4-5 hafta
(2,46,72,77,87) sonra yapmislardir. Bununla birlikte, calismalarin biiyiik cogunlugunda YFD
uygulamast 6-8 hafta siirdiiriilmiistir (1,22,24,49,50,93,120). Bazi arastiricilar ' YFD
uygulamasin1 daha da uzun tutmustur (1,94). Ancak, YFD uygulamasindan 6-8 hafta sonra
deney hayvanlarinda glikoz ve insiilin diizeylerinin, HOMA degerlerinin ve TG diizeylerinin
arttig1 bulunmustur (1,24,49,50,93,103). Bu tabloya serumda oksidatif stresin uyarildigini
destekleyen bulgular da eklenmistir ( 24,50 ).

Calismamizda % 60 oraninda fruktoz iceren ticari yemle 8 hafta siire ile besledigimiz
sicanlarda hiperglisemi ve hipertrigliserideminin, karacigerde ise histopatolojik olarak bir
yaglanmanin gelistigi saptandi. Birinci amacimiz fruktozlu yemle beslenen sicanlarda gelisen

karaciger yaglanmasinda prooksidan-antioksidan dengedeki degisikliklerin katkisini
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belirlemektir. Baz1 arastiricilar % 60 oranminda fruktozlu yemle beslenen sicanlarda 2-5
haftalik donemde karacigerde MDA diizeylerini incelemigsler ve bazilar1t MDA diizeylerinin
arttigim (2,53,118), digerleri ise degismedigini (89) bulmuslardir. % 60 oraninda friiktoz
iceren diyetle beslenmenin karacigerde prooksidan-antioksidan denge lizerine etkisini ayrintil
inceleyen iki calisma bulunmaktadir (50,93). Kannappan ve ark. (50) % 60 friiktoz iceren
diyetle 2 ay siire ile besledikleri siganlarda plazma glikoz ve insiilin diizeyleri ve HOMA
degerlerinin arttigini, karacigerde MDA, LOOH, PK diizeylerinde bir artis, GSH, E vitamini
ve C vitamini diizeyleri ile SOD, katalaz, GSH-Px, GSH-R ve GST aktivitelerinin azaldigini
bildirmislerdir. Karacigerde prooksidan-antioksidan dengedeki prooksidasyon yoniindeki bu
degisikleri kas dokusunda ve serumda da saptamislardir. Bu arastiricilar karacigerde nitrozatif
stresin de arttigini, apoptozun gelistigini, serumda LDH aktivitesinde bir artis bulduklarini
belirtmislerdir (50). Reddy ve ark. (93), YFD uygulamasindan 2 ay sonra serumda glikoz,
insiilin, ve trigliserit diizeylerinin arttigini, karacigerde MDA ve PK diizeylerinde bir artis ve
GSH, SOD, katalaz, GSH-R ve GST aktivitelerinde bir azalma bulduklarini bildirmislerdir.

Calismamizda YFD uygulamasi sicanlarin serumunda glikoz, insiilin ve trigliserit
diizeyleri ile HOMA degerlerinde bir artisa yol acti. Kolesterol, LDL-kolesterol ve HDL-
kolesterol diizeyleri ise etkilenmedi. YFD uygulamasi serumda ALT, AST ve LDH
aktivitelerinde de bir artis olusturdu. Karacigerde kolesterol diizeyleri degismedigi halde
trigliserit diizeylerinin arttig1 bulundu. Karacigerin histopatolojik incelemesinde de mikro ve
makrovezikiiler bir yaglanma gozlendi. Bu kosullarda karacigerde MDA diizeylerinin
degismedigi, DK diizeylerinin ise arttigi, GSH diizeyleri ile SOD aktivitesi ve ekspresyonunda
anlamlhi bir degisiklik olmadigi halde, GSH-Px aktivitesi ve ekspresyonunda bir azalma
saptandi.  Prooksidan-antioksidan denge ile ilgili olarak elde ettigimiz bu bulgular,
Kannappan ve ark. (50) ve Reddy ve ark. (93)'nin elde ettigi bulgulardan bazi farkliliklar
gostermekle  birlikte, karacigerdeki  yaglanmaya  prooksidan-antioksidan  dengede
prooksidasyon yoniinde bir degisikligin eslik ettigini gostermektedir.

YFD uygulamasinin karaciger dis1 dokulardaki etkileri ve buna oksidatif
degisikliklerin katkis1 konusunda ¢ok az calisma bulunmaktadir. Nandhini ve ark. (72) 1 ay
sire ille YFD uygulanan sicanlarda kalp ve bobreklerde MDA, DK, LOOH diizeylerinin
arttigini, E vitamini, C vitamini, siilfidril gruplarinin azaldigini bildirmislerdir. Rault-Nania ve
ark. (89) 1 ay siireli YFD uygulamasindan sonra kalpte MDA diizeylerinin arttigini, bobrek
tubuluslarinin histopatolojik incelemesinde bazi bozukluklar goérdiiklerini belitmislerdir.
Sanchez-Lozada ve ark. ( 120) 8 hafta siireli YFD uygulamasindan sonra siganlarda

hipertansiyon, hiperiirisemi ve hipertrigliseridemiye bobreklerde mikrovaskiiler hasarin eslik
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ettigini bildirmislerdir. Delbosc ve ark. (24) YFD uygulamasindan 1,2,3,4 ve 6 hafta sonra
yaptiklar1 incelemede siganlarin kalp ve aortasinda superoksit anyonu olusumunun giderek
arttigini, vaskiiler ve kardiyak bir hipertrofi ve hipertansiyon gelistigini saptamislardir. Kas
dokusunda da prooksidan-antioksidan dengenin YFD uygulamasindan etkilendigi bildirilmistir
(50,87).

Calismamizda MetS olusturulan sicanlarda kalp dokusunda da oksidatif stres
gostergeleri incelendi . Bulgularimiza gore, MDA, DK ve GSH diizeyleri ile SOD ve GSH-Px
aktivitelerinde higbir degisiklik bulunmadi. YFD grubundaki sicanlarm kalp dokusunun
histopatolojik incelemesinde de kontrol gruba gore bir farklilik bulunmadi. YFD grubundaki
sicanlarin AST, LDH enzimlerinin yani sira CK enzim aktivitesinde de bir artis goriilmekle
birlikte, AST ve LDH artiglar1 karacigerdeki patolojik degisikliklerden, CK artis1 ise olas1 kas
degisikliklerinden kaynaklanabilir.

Karnozin antioksidan bir dipeptid olup son yillarda oksidatif stresle baglantili bazi
patolojilerin diizeltilmesinde etkili bir ajan olabilecegi ileri siiriilmektedir. Bu cergevede
yaslanma (8,38,119) Alzheimer hastaligi (41), ateroskleroz (88) ve karaciger hasari
(7,9,27,65) gibi baz1 patolojik durumlarin 6nlenmesinde etkili oldugu bildirilmistir. Ayrica
diyabetik farelerde bozulmus olan prooksidan-antioksidan dengeyi, hiperglisemi,
hiperlipidemi ve inflamasyonu diizelttigi bulunmustur (57). Mong ve ark (66) yiiksek doymus
yagli diyetle besledikleri farelerde karnozin uygulamasmin insiilin duyarliligini diizelttigini ve
karaciger yaglanmasini azalttigim bildirmislerdir.

Calismamizda bir grup sicana YFD ile birlikte 8 hafta siireyle icme suyunda 2 g/L.
karnozin verilmistir. Secilen karnozin dozu bizim (8,9) ve diger arastiricilarin (57,66)
karnozinle ilgili yapmis olduklar1 caligmalara dayanmaktadir. Karnozin E vitamini ile birlikte
kullanildiginda, dokulardaki birikiminin daha yogun oldugu ve antioksidan etkinliginin arttig1
bildirildigi icin (44,64), diger gruba YFD ile birlikte karnozinin yani sira haftada 2 kez olmak
tizere 200 mg/kg ‘a esdeger E vitamini i.m. olarak uygulanmistir. Sonuclarimiza gore, YFD
ile beslenen sicanlara birlikte karnozin uygulandiginda; serum glikoz, insiilin, kan HbA;. TG
ve kolestrol diizeyleri ile HOMA degerlerinde bir diizelme olmamistir. YFD ile birlikte
karnozin +E vitamini uygulandiginda ise; serum glikoz, HbA,. trigliserit ve kolestrol
diizeyleri degismedigi halde insiilin diizeyleri ile HOMA degerlerinde bir azalma
bulunmugstur. Buna karsilik, karnozin ve karnozin+vitamin E uygulamalar1 YFD etkisi ile
artmis olan serum ALT, AST , LDH ve CK aktivitelerinde bir azalmaya neden olmustur.
Karnozin karacigerde YFD uygulamasi ile bozulmus olan prooksidan-antioksidan dengeyi

diizeltmedigi halde, karnozin+vitamin E uygulamas: karacigerde artmis DK diizeylerini
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azaltnus, azalmig GSH-Px aktivitesini ve ekspresyonunu arttirmistir. YFD grubunda gézlenen
makro ve mikrovezikiiler yaglanmanin, karnozin uygulamasi ile azaldigi, bu azalmanin
karnozin+E ile daha da belirgin oldugu bulunmustur. Gergekten karnozin uygulamast YFD ile
beslenen sicanlarda karaciger trigliserit diizeylerinde daha az, buna karsilik karnozin + E
vitamini daha belirgin bir azalmaya neden olmugtur.

Ote yandan kalp dokusunda prooksidan-antioksidan dengenin ve histopatolojik
goriiniimiin gerek YFD ve gerekse karnozin ve karnozin+E vitamini uygulamalarindan
etkilenmedigi saptanmigtir.

Sonug olarak,

a) YFD uygulamas: sicanlarda hiperglisemi, hipertrigliseridemi ve karaciger

yaglanmasina neden olmustur.

b) Karnozin ve karnozin+E vitamini uygulamalar1 YFD’ye bagl hiperglisemi ve
trigliseridemiyi azaltic bir etki gostermemistir.

¢) YFD’ye bagh karaciger yaglanmasimi gerek karnozin , gerekse karnozin+E
vitamini uygulamalar1 azaltmistir. Bununla birlikte, karaciger yaglanmasi ve oksidatif stres
tizerine karnozin+vitamin E’nin birlikte kullaniminin karnozine oranla daha etkili oldugu

sonucuna varilmistir.
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