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OZET

Fruktoz kullanimi, raf Omriinii uzattigi icin, islenmis gidalar ve gazh
icecekler icinde giderek artmaktadir. Yiksek miktarda fruktoz alinimmin
hiperinsiilinemi, hipertrigliseridemi ve hipertansiyon nedeni oldugu saptanmistir. Bu
yilizden fruktozun zararl etkilerinin 6nlenmesi 6zel bir 6nem arz etmektedir. Caffeic
Acid Phenethyl Ester (CAPE )'in endotel ve damar fonksiyon bozuklugunu
diizelterek kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde yararli olabilecegi ileri
stiriilmiistiir. Deneysel olarak fruktozla olusturulan damar diiz kas fonksiyonundaki
degisiklikler tizerine CAPE'nin etkisi 1yi bilinmemektedir.

Bu tez ¢alismasinda, ratlara icme suyu icinde 6 hafta siireyle yiiksek fruktozlu
misir surubu (% 30) verilerek olusturulan metabolik sendromda CAPE™min (50
micromol/g, i.p) damar fonksiyon bozukluguna etkisi incelendi. CAPE uygulamasi
(50 micromol/kg, i.p 2 hafta) fruktoz uygulanmasindan 4 hafta sonra baslatilmistir.
Deney gruplarindan alinan kan 6rneklerinde biyokimyasal, aortada ise damar diiz kas
fonksiyonu Olglimleri yapilmistir. Ayrica, kan basinci, serum lipid ve glukoz
diizeyleri degisiklikleri kaydedilmistir. Aort dokusunda eNOS enzim immiin
reaktivitesi de belirlenmistir.

Calismamizin sonuglari, fruktozlu ratlardan elde edilen aorta halkalarinda
asetilkolin ile olusturulan gevsemelerin kontrolden farksiz oldugunu gosterirken,
fruktoz tiiketimi, ratlardan alinan aortlarda fenilefrinle olan kasilma cevaplarinda bir
azalmaya neden oldu. CAPE takviyesi damar kontraktilitesindeki azalmay1 diizeltti.
Ek olarak, fruktoz ile beslenme sonucu ortaya cikan hipertansiyon CAPE alan
ratlarda diizeldi. CAPE takviyesi fruktoz ile beslenme sonucu artan kan glukoz ve

kolestrol diizeylerini diisiirdii. Fruktoz verilmis ratlarda aort dokusu eNOS enzim
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immiin reaktivitesi azaldi, ancak CAPE uygulanmasi fruktoz tiiketimine bagli eNOS
enzim immiin reaktivitesindeki azalmay1 6nledi.

Bu bulgular, fazla miktarda fruktoz alinimma bagli olarak gelisen
kardiyovaskiiler fonksiyon bozukluklarinin CAPE tedavisi ile Onlenebilecegini
gostermektedir.

Anahtar sozciikler: Caffeic Acid Phenethyl Ester, CAPE, damar diiz kas

fonksiyonu, hipertansiyon, fruktoz ile beslenme.



ABSTRACT
Effect of caffeic acid phenethyl ester (CAPE) on vascular damage caused by
consumption of High-Fructose Corn Syrup in rats.

The use of fructose, which extends the shelf life for processed foods and
fizzy drinks are increasing. High fructose intake causes to hyperinsulinemia,
hypertriglyceridemia and hypertension. The harmful effects of increased fructose
intake on health and their prevention should take greater consideration. Caffeic Acid
Phenethyl Ester (CAPE ) has beneficial effects on endothelial and vascular function
which is important in the prevention of cardiovascular disease. However, very little
is known about the effect of CAPE on fructose-induced vascular dysfunction.

In this thesis, we examined the effect of CAPE (50 micromol/kg, i.p) on
vascular dysfunction in high fructose corn syrup (30%)-induced the metabolic
syndrome by administering in drinking water for 6 weeks in rats. CAPE applications
(50 micromol/’kg, ip for 2 weeks) were initiated after 4 weeks of fructose
implementation. Blood samples were taken from the experimental group for
biochemical measurement and the vascular smooth muscle functions in the aorta
were measured. Blood pressure and serum lipids and glucose levels were also
evaluated. eNOS enzyme activity in aortic tissue was also determined.

Our results revealed that while acethylcholine induced relaxation of aortic
rings obtained from rats given fructose were not different from controls; fructose
consumption caused to a decrease the contractions to phenylephrine in aortae from
rat. CAPE supplement corrected the reduction in vascular contractility. Additionally,
hypertension in fructose fed rats was also corrected in CAPE supplemented rats.

CAPE supplements lowered the fructose consumption-induced rise in blood glucose
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and cholesterol levels. eNOS enzyme immunoreactivity in aort tissue was decreased
in rats given fructose, but CAPE application inhibited the fructose consumption-
induced decrease in eNOS immunoreactivity.

The present results showed that high fructose-induced cardiovascular
abnormalities could be prevented by CAPE treatment.
Keywords: Caffeic Acid Phenethyl Ester, CAPE, vascular smooth muscle functions,

hypertension, fructose fed rats.
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1.GiRiS

Fruktoz tiiketimi; yiliksek fruktozlu misir surubu ya da sukroz formunda
ozellikle gazli icecek tatlandiricis1 olarak son 30 yilda belirgin artis gostermistir (1-
3). Modern diinyada, ¢ocuklukta ve genclik donemi kronik hastaliklarinda, musir
kaynakl1 fruktozla yapilan yiyecek icecek tiikketimi dnemli rol oynamaktadir (2, 4-8).
Yapilan epidemiyolojik ve deneysel calismalarda yiiksek fruktozlu besinlerin
ozellikle fiziksel hareketsizlik ve tiiketim fazlaligi ile beraber, kronik hastaliklarin
(hipertansiyon, obezite, metabolik sendrom, bobrek hastaligi, tas) gelisiminde 6nemli
bir rol oynayabilecegi ileri siiriilmiistiir. Bunun temelindeki sorunun ise fruktoz
olabilecegi oOzellikle belirtilmistir (2, 9). Fruktoz tiiketimi ile obezite, metabolik

sendrom ve hipertansiyon arasindaki iliski ile ilgili caligmalar yapilmistir (2, 10-14).

CAPE (Phenethyl 3-(3-4 dihydroxyphenyl) acrylate) immiin sistemi
diizenleyici ve immiinostimiilator etkisi bilinen bal arismm {rettigi yapica
flavonoidlere benzeyen, propolis maddesinin aktif bir bilesenidir (15). CAPE’nin
hepatotoksisiteden koruyucu, antiinflamatuar, antioksidan, antiviral,
immiinomodiilator, noroprotektif ve sitostatik etkileri oldugu bilinmektedir (16,17).
Diger propolis bilesenlerine gore arasidonik asit kaskadini giiglii sekilde modiile
ettiginden antiinflamatuar etkisi daha belirgindir (15). CAPE’nin iki halkasal yapisi,
vardir (18). Bu halkasal yapilardan bir tanesi, CAPE molekiiliiniin neredeyse tiim
kimyasal 6zelliklerini gosteren fonksiyonel iki OH™ grubu tasir. Bu hidroksil gruplari,
elektronlar1 aktif bir sekilde alip verir ve bu sayede oksitleyici ve rediikte edici
ozellik gosterir. Aromatik ve alifatik yapida cok uzun karbon gruplari tasimasi
nedeni ile lipofilik o6zellige sahiptir (19,20). Ornitin karboksilaz, 5-o rediiktaz,

proteaz, siklooksijenaz, lipooksijenaz, ksantin oksidase, HIV-1 integraz gibi



enzimlerin potansiyel inhibitoriidiir (19,21-23). Niikleer transkripsiyon faktorii olan
Niikleer Faktor Kappa-B’nin aktive olmasini 6zgiil ve giiclii bir sekilde engeller (24).

Bu yiizden CAPE tedavi edici olarak kullanilabilir.

Bu calismada amacimiz, fruktoz tiiketimine bagli olusan damar hasarinda
CAPE’nin herhangi bir tedavi edici etkisinin olup olmadigin1 aragtirmaktir. Literatiir
arastirmalarinda boyle bir ¢alismaya rastlamadik. Bunu goéstermek icin damar1 iki
acidan degerlendirmeyi planladik; Kontrol, Fruktoz ve Fruktoz+CAPE verilmis
ratlarin damarlarinda (torasik aortlarinda in vitro) fenilefrin kasilma, asetilkolin
gevseme cevaplarmmi gérmek ve degerlendirmek ve ayrica, ayni damarin
immiinohistokimya yOntemiyle endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) aktivitesini
O0lcmek ve metabololik sendromda CAPE uygulamasinin serum parametrelerine

etkisini degerlendirmektir.

1.1.Metabolik Sendrom

1.1.1Tanim, Siklik ve Patogenez

Metabolik sendrom, insiilin direnciyle baslayan abdominal obezite, glukoz
intolerans1 veya diabetes mellitus, hipertansiyon, dislipidemi ve koroner arter
hastaligt (KAH) gibi sistemik bozukluklarin birbirine eklendigi oliimciil bir
endokrinopatidir (25). Metabolik sendrom ayrica insiilin direnci sendromu, sendrom
X, polimetabolik sendrom, 6liimciil dortli ve uygarlik sendromu gibi farkli terimlerle
de tanimlanmaktadir (26).

Ik kez 1988°de Reaven, cesitli risk faktorlerinin siklikla birarada
bulunduguna dikkat ¢ekmis ve sendrom X olarak adlandirdigi bu beraberligin

kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisme riskini arttirdigini belirtmistir (27).



Hem gelismis hem de gelismekte olan tilkelerde 6nemli bir halk sagligi sorunu
olarak kabul edilen metabolik sendromun siklig1 farkli cografi ve etnik 6zelliklere,
kullanilan tanimlamalara, popiilasyonlarin yas ve cinsiyet Ozelliklerine gore
degismekle birlikte, kiiresel bir artis gostermekte ve bir¢cok {ilkede -eriskin
popiilasyonun %20 ile %30’unu etkileyen bir pandemi olarak degerlendirilmektedir
(28, 29).

Metabolik sendromun tiim bilesenlerinin etyopatogenezini agiklayabilecek tek
bir genetik, infeksiyoz ya da cevresel faktor heniiz tanimlanamamistir. Ancak
metabolik sendromun etyolojisi ii¢ kategoride incelenebilir: Obezite/yag dokusu
bozukluklari, insiilin direnci ve bagimsiz faktorler (vaskiiler, hepatik ve immiinolojik
kokenli molekiiller gibi). Poligenik yatkinlik s6z konusu olsa da, modern kent
hayatinin getirdigi sedanter yasam ve yiiksek kalorili beslenme, sendromun seyrini
alevlendirmektedir (30). Postmenapozal donem, diisiik gelir diizeyi, sigara i¢me,
yiliksek karbonhidrat diyeti, fiziksel inaktivite metabolik sendrom sikligini arttiran

diger nedenlerdir (31).

1.1.4 Tam Kriterleri

Diinya Saglk Orgiitii (DSO) 1998 yilinda metabolik sendromu, diyabet,
bozulmus aclik glukozu, bozulmus glukoz toleransi veya insiilin direnciyle birlikte
hipertansiyon(>160/90mmHg), hiperlipidemi, santral obezite ve mikroalbuminiiriden
en az ikisinin olmas1 olarak tanimlamistir (32). Ulusal Kolesterol Egitim Programi
Eriskin Tedavi Paneli (National Cholesterol Education Program Adult Treatment
Panel; NCEP-ATP III) 2001 yilinda yetigskinlerde, Abdominal obezite (Erkeklerde
>102 cm kadmlarda >88 cm), Hipertrigliseridemi (>150 mg/dl), Diisiik HDL
(Erkeklerde <40 mg/dl, Kadinlarda < 50 mg/dl), Hipertansiyon (Kan basincit >130-85
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mm-Hg ), Hiperglisemi (Aclik kan sekeri >110 mg /dl), metabolik sendrom tanisi
icin bes kriterden iigiiniin varliginin yeterli oldugunu bildirmistir (25). 2005 yilinda
Uluslararas1 Diyabet Federasyonu (IDF) ise farkli etnik gruplara gore farkl esik
degerlerin tariflendigi global bir kilavuz yaymlamistir. Bu kilavuza gore santral
obezite ve yiiksek trigliserid diizeyleri insiilin direncini gdstermektedir. Dolayisiyla
metabolik sendrom tanis1 koyabilmek i¢in santral obezite mutlaka aranmali, ona ek
olarak yiiksek trigliserid, diisitk HDL, yiiksek kan basinci, yiiksek ac¢lik glukozundan
en az iki tanesi bulunmaldir. Bu kilavuzda DSO ve NCEP-ATP III kilavuzlarindan
farkli olarak santral obezite i¢in farkli wklar i¢cin farkl esik degerler kabul edilmistir.
Santral obezite bel ¢evresinin Avrupali erkeklerde 94 cm, kadmlarda 80 cm; Giiney
Asyali ve Cinli erkeklerde 90 cm, kadinlarda 80 cm; Japon erkeklerde 85 cm,
kadinlarda 80 cm’in iizerinde olmasi1 olarak tanimlanmistir (33). Metabolik sendrom
da diger tanimlayici belirtegler olarak proinflamasyon, protrombotik durum, CRP,
IL-6, PAI-1 artis1 belirtilmistir. Bu belirtecler tan1 igin kullanilmaz. Bu belirteglerin

artis1 kardiyovaskiiler hastalik riskini artirir.

1.2 Metabolik Sendrom Bilesenleri

1.2.1 Obezite

Abdominal obezitenin hiperglisemi, dislipidemi, hipertansiyon ve buna bagl
olarak ortaya ¢ikan kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in zemin olusturdugu ve viseral
adipositlerden salgilanan leptin, rezistin, interlokin (IL)-6, tiimér nekroz faktorii-alfa
(TNF-a) ve plazminojen aktivator inhibitor-1 gibi metabolik olarak aktif
molekiillerin neden oldugu insiilin direncindeki artisin bu siirecte en Onemli

patogenetik faktor oldugu kabul edilmektedir. Her obez hasta metabolik sendrom



acisindan taranmali ve visseral adipozite gostergesi olarak viicut kitle indeksi yerine
bel cevresi Ol¢timii kullanilmalidir. Bel ¢evresi, arkus kostaryum ve spina iliaka

anterior superior aras1 mesafenin orta noktasindan dl¢iilmelidir (34-37).

1.2.2 Hipertansiyon

Esansiyel hipertansiyonun altinda genellikle insiilin direnci bulunmaktadir.
Insiilinin santral sempatik aktiviteyi arttirip, bdbrekten su ve tuz tutulumunu
uyarmasiyla beklenen hipertansif etkisi, normal fizyolojik kosullar altinda
olusturdugu periferik vazodilatasyona bagli hipotansif etkisiyle dengelenmistir.
Insiilin direnci varliginda, periferik vazodilatér etkisine de diren¢ gelistigi icin
dengelenememis vazopressor etkisiyle hipertansiyon olusturdugu diisiiniilmektedir.
Tiim diinyada hipertansiyon konusunda farkindalik, tedavi alma ve kontrol altina
almma oranlar1 diisiik seyretmekle birlikte, iilkeler arasinda 6nemli farkliliklar vardir

(38).

1.2.3 Hiperlipidemi

Metabolik Sendromlu hastalarda viseral obezite ve insiilin direnci etkisi ile
gelisen dislipidemi, TG yiiksekligi ve HDL kolesterol diistikliigii ile karekterizedir.
LDL kolesterol genellikle normal diizeylerde olmasina ragmen aterojenik ve kiigiik
yogun LDL alt gruplarinda artis vardir. Hipertrigliseridemi ve HDL disikligi

kardiyovaskiiler hastalik riskini arttirir (39).

1.2.4 insiilin Direnci, Glukoz Tolerans Bozuklugu, Diyabet

Yapilan farkli ¢alismalarda metabolik sendrom tanisi alan kisilerde diyabet

gelisme riski 2-34 kat daha fazladir (40). Her ne kadar tiim tip 2 diyabetiklerde



insiilin direnci olmasa da, asikir DM (diyabetes mellitus) veya bozulmus glukoz
tolerans1 varligi metabolik sendromun tani kriterlerinin ilk basamagimi karsilar,
ayrica insiilin direncinin olmasi aranmaz. Insiilin direnci diger risk faktdrlerinden
bagimsiz olarak ateroskleroz ve kardiyovaskuler hastalik riskini artirmaktadir.
Bozulmus glukoz toleransi olan hastalarin yaklasik tigte birinde 10 sene i¢inde asikar

diyabet gelisebilir.

1.2.5 Kardiyovaskiiler hastahk riski

Kesitsel ve uzun siireli yapilan ¢alismalarda metabolik sendromu olan
kisilerde kardiyovaskiiler hastalik riski 1,5 katdan daha fazladir. Riski artiran obezite

degil, metabolik sendrom varligidir (40).

1.2.6 Diger klinik tablolar

Metabolik sendromda yagli karaciger hastaligi, steatohepatitis, fibrozis, siroz
gelisebilir. Metabolik sendrom da kronik bobrek hastaligi daha fazladir ve risk
metabolik sendrom komponentlerinin artigina parelel olarak artar. Polikistik
oversendromu, hiperiirisemi, gut metabolik sendromda daha yiiksektir. Demans,

kognitif fonksiyonlarda azalma metabolik sendromda daha siktir (40).

1.3 Fruktoz ve Metabolik Etkileri

Fruktoz tiiketimi; yiiksek fruktozlu misir surubu ya da sukroz seklinde
ozellikle karbonatli igecek tatlandiricisi olarak son 30 yilda belirgin artig géstermistir
(1-3). Modern diinyada hizla artan c¢ocukluk ve genglik donemi kronik
hastaliklarinda, kullanimi yaygin olan ve giderek artan musir kaynakli fruktozla

yapilan yiyecek igecek tiiketimi Onemli rol oynamaktadwr (2, 4-8). Yapilan



epidemiyolojik ve deneysel caligmalarda yiiksek fruktozlu besinlerin 6zellikle
fiziksel hareketsizlik ve tiketim fazlaligi ile birlikte, kronik hastaliklarin
(hipertansiyon, obezite, metabolik sendrom, bobrek hastaligi, tas) gelisiminde 6nemli
bir rol oynayabilecegi ileri siirlilmiistiir. Bunun temelindeki sorunun ise fruktoz
olabilecegi oOzellikle belirtilmistir (2, 9). Fruktoz tiiketimi ile obezite, metabolik

sendrom ve hipertansiyon arasindaki iliski ile ilgili caligmalar yapilmistir (2, 10-14).

1.3.1 Fruktoz

Sukroz, bitkisel nisastada en ¢ok bulunan disakkarit olup son derece ucuz ve
kolay bir enzimatik yontemle glukozla fruktoza ayrilabilir (4, 41). Glukoz ve fruktoz
benzer formiile sahiptir. Fruktoz; meyve sekeri olarak da bilinir. Glukoz ile ayni
enerji yiikiine sahiptir (4, 42). Ancak fruktoz; glukoz gibi doyma ve tokluk hissi
olusturmaz, bunun sonucunda ise daha ¢ok tiiketilir (4, 43). En Onemli fruktoz
kaynag1 hazir gida iiretiminde yaygin olarak kullanilan yiiksek fruktozlu misir
surubudur. Glukozun fruktoza izomerizasyonu, yiiksek fruktozlu misir surubu
olusumunda oOnemli bir ticari asamadir (4, 44). Aclik kan fruktozu 1 mg/dL
diizeyindedir (4, 45). Fruktoz ince barsaktan absorbe olur (46). Biiyiilk oranda
karacigerde metabolize edilir (2, 4, 47, 48). Ancak, glukoz ile fruktoz metabolik
siirecte bazi farkliliklar gosterir. Fruktoz hiicrelere girisinden sonra fruktokinaz ile
fosforile edilir, fruktoz-1-fosfata doniistiiriiliir. Fosforilasyon sirasinda adenozin
trifosfat (ATP) tiikenir ve intraselliiler fosfat diizeyi azalir. Bu basamak glukokinazla
olan glikozun fosforilasyonundan farklidir. Glukoz metabolizmasinda, ATP
tilkkenmesi ve asir1 fosforilasyon bir feedback sistemi ile (hiz kisitlayic1 enzim
araciligiyla) onlenir (1, 49-51). Fruktoz ise glukozdan farkli olarak; devam eden
reaksiyonlar ile ya glukoneogenez ile glukoz olusumuna ya da de novo trigliserid
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sentezine yonlendirilir. Bu durum glukoz metabolizmasma gore farklidir (3, 4, 42).
Glukozdan trigliserid iiretilmesi bazi metabolik siire¢lerle (glikojen olusturma, yag
asidi yerine glukoz olusumu ve fosfofruktokinazin hiz kisitlayici enzim etkisi)
kontrol altinda tutulurken, bu siire¢ fruktoz metabolizmasinda farkhidir (3, 4, 46, 52).
Fruktozun fruktoz-1-fosfata doniisiimii asamasinda hiz kisitlayict enzim etkisi
yoktur. Bu nedenle fruktoz kaynakli ara metabolitler glikoliz yoluna dahil olarak
gliserol ve yag asidi sentezinde kullanilir ve trigliserid olusumuna neden olurlar (2-4,
52).

Yiiksek miktarda fruktoz tiiketimi sonucunda da; serum yag asiti diizeyleri
artar ve insiilinden bagimsiz yag depolanmasina neden olarak obeziteye (6zellikle de
abdominal bolgede yaglanmaya) neden olur. Hipertansiyon, obezite, metabolik
sendrom gibi kronik hastaliklar i¢in risk artar (4, 53). Fruktozun metabolize edilmesi
sirasinda intraselliiler ATP azalmasi goriiliir ve adenozin monofosfat (AMP) sonunda
irik asite doniisiir (1, 49). Fruktoz alimindan sonraki 30-60 dakika igerisinde iirik
asit yalnizca hiicre icerisinde degil ayni1 zamanda dolasimda da artar (1, 49-51).
Yiiksek fruktozlu misir surubu, Amerika Birlesik Devletleri’inde 1970’lerin baslarinda ilave
bir tatlandirici olarak tanitildi. Yaygin olarak mesrubat, meyveli igecek, kurabiye ve diger

islenmis yiyecekleri tatlandirmada kullanildi. Bunun masa sekerine gore raf omrii ve

maliyetle ilgili baz1 avantajlar1 vardir (Tablol) (2, 3, 10).



Tablo 1: Yiiksek Fruktozlu Misir Surubunun Tercih Edilme Sebepleri (2, 3, 4, 18).

e Daha tath,

e Nemlendirme 6zelligi,

e Renk ve tat gelistirme,

e Donma noktasinda diisme,

e Osmotik kararlilik,

e Pek cok iiriin ile kolayca karisabilme,

e Yiyeceklere ve mesrubatlara uygulanan hem fiziksel hem fonksiyonel
ozelliklere katki saglama

e Glukoz ile ayn1 enerji yiikiine sahip olma,

e Glukoz gibi doyma ve tokluk hissi uyandirmama (daha fazla tiikketim)

e Raf omri uzun,

e Maliyeti az,

e Sukrozdan daha giiclii bir tatlandirict

Ozellikle sanayi gelisimiyle birlikte son 30 yilda kullanimi giderek artmistir.
ABD'de son 35 yilda fruktozdan zengin misir surubu tiiketimi kisi basina yilda 0.3
gramdan 33 kg'a ylikselmistir (54). Gida sektoriinde, kullanimi en fazla artan gida
katkis1 yiiksek fruktozlu misir surubudur. Bu siiregte sukroz yani misir nigastasi
kullanimi ise belirgin bir sekilde azalmistir (2, 54). Yiiksek tuz ve protein alim ile
bobrek hastali§i olusma riski ya da yiliksek yagli beslenme ile aterosklerotik fenotip
arasindaki iliskiye benzer sekilde, fruktoz igeren besinlerin hipertansiyon, obezite ve
metabolik sendrom ve daha sonra bobrek hastaligi gelistirmede oOnemli rol

oynayabilecegi deneysel ve klinik ¢alismalarda ileri stiriilmiistiir (2).



1.3.2 Fruktoz, obezite ve metabolik sendrom

Obezitenin bir komplikasyonu olan diyabetin toplumun % 7’sini etkiledigi,
bunlarin yaklasik tigte birinde 1ise retinopati veya nefropati gibi cesitli
komplikasyonlarin olustugu belirtilmistir. Bunlarla baglantili olarak hipertansiyon ve
bobrek hastaligi da artmaktadir (2). Fruktoz aliminin da epidemik obezite ile iligkisi
saha caligmalarinda gosterilmistir (1, 9). Metabolik sendrom; obezite, bozulmus
glukoz toleransi, hiperinsiilinemi, dislipidemi ve hipertansiyonu i¢ine alan klinik bir
tablodur (9, 50, 55). Klinik calismalar ile, sukroz 6zellikle de fruktozun metabolik
sendroma yol agabildigi gosterilmistir. Yapilan bir calismada diyetlerine sukroz (200
g/giin) eklenen geng erkeklerin serum trigliserid diizeylerinin arttig1 ve {icte birinde
hiperinsiilinemi gelistigi gosterilmistir (2). Raben ve ark. (56) da yaptiklar1 ¢alismada
sukroz takviyesi ile viicut agirhiginda artma, serum TG diizeyinde ve sistolik kan
basincinda yiikselme saptamislar. Diger calismalarla da fruktoz ya da sukroz ile
zenginlestirilen diyetlerle bozulmus glukoz toleransi ve insiilin rezistansi1 gelistigi
bildirilmistir (2, 54). Nakagawa ve ark. (50) fruktozla beslenen ratlarda metabolik
sendrom gelisirken ayn1 miktarda glukoz verilen ratlarda gelismedigini saptamiglar
(50). Fruktoz ile beslenen farelerde metabolik sendrom gelistigi ve metabolik
sendrom gelisenlerde ise renal hipertrofi, afferent arteiollerde kalimlagsma, glomeruler

hipertansiyon ve kortikal vazokonstruksiyon olustugu gosterilmistir (9, 49).

1.3.3 Fruktoz ve iirik asit

Onceki yillarda iirik asit konsantrasyonlarindaki artisa sadece gut hastaligmna
sebep olan potansiyel bir risk faktorii olarak bakilmis olsa da son caligmalarda

kardiyovaskiiler ve renal hastaliklarla iliskisi gdsterilmistir (2). Hipertansiyonu olan
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bireylerin %25-50’sinde tirik asit yiiksekligi mevcuttur (2, 57). Ayrica hiperiirisemi
ozellikle kadinlarda kardiyovaskiiler mortalite i¢in bir risk faktorii olarak kabul edilir
(57-59). Urik asit hem vaskiiler diiz kas hiicre cogalmasmi hem de kemotaktik ve
inflamatuvar maddelerin salinimin1 harekete gecirir, monosit kemotaksisine sebep
olur, endotelyal hiicre boliinmesini ve gogiinii dnler, adipositlerde oksitatif strese
sebep olur, bu da adiponektin salmimminin zayiflamasiyla sonuclanir (2). Urik asit
endotelyal nitrik oksit (NO) konsantrasyonlarmi diistirmekte olup ayni zamanda
endotelyal fonksiyon bozukluguyla giiclii bicimde baglantilidir. Endotelyal nitrik
oksitte bir azalma hipertansiyon ve instilin direnci dahil metabolik sendromun bir¢ok
komponentine zemin hazirlar (2).

Yiiksek fruktozla beslenen deney hayvanlarinda; serbest oksijen radikalleri
artar, bu durum da NO iiretimine zarar verir (60-63). Nitrik oksit sentataz aktivitesi
fruktozla beslenen rat aortalarinda azalir (61, 64). Hem nitrik oksit sentetaz
aktivitesinin azalmasi hem de serbest oksijen radilakallerinin iiretimi ikisi birlikte
NO biyoyararlanimin1 azaltabilir (60). Yapilan hayvan deneylerinde {irik asitin;
makula densada nitrik oksit sentezinin inhibe edilmesi, bobrek i¢ci reninin uyarilmasi
ve nitrik oksit biyoyararlaniminin azalmasi ile hipertansiyon gelistirebildigi
gosterilmistir. Ilerleyen zamanda bunlarda renal arterioskleroz olustugu da
saptanmistir  (2). Ayrica fruktoz, renal tiibiiler epitelial hiicrelerdeki monosit
kemotaktik protein-1 gibi inflamatuvar mediatorleri de uyarrr (2, 65). Urik asit
diizeylerindeki azalmanm, metabolik sendrom, hiperinsiilinemi, insiilin direnci ve
hipertansiyonda iyilestirici, ilerlemeyi durdurucu etkisi olabilir (2, 50). Fruktoz {irik
asiti arttirr (51). Hiperiirisemi ise; hipertansiyon, sistemik inflamasyon, insiilin

rezistansi, obezite, dislipidemi, kardiyovaskiiler hastalikla ve renal hasar ile iliskilidir
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(49, 50, 54, 60, 66, 67). Fruktoz iirik asit konsantrasyonlarini yiikselten tek sekerdir
(2). Gao ve ark. (54) 4073 kisi (1988 erkek ve 2085 kadin) ile yaptiklar1 ¢calismada,
giinliik beslenmelerinde tatlandiricili yiyeceklerin fazla tiiketilmesiyle serum iirik asit
seviyelerindeki yiikseklik arasinda iliski saptadiklarmi bildirmislerdir. Fruktoz
icerikli biiylik bir 6giin yenildikten sonra serum {irik asit konsantrasyonlar1 1-4
mg/giin kadar yiikselebilir (2).

Baz1 ¢aligmalarda obezite, bobrek hastaligi ve kardiyovaskiiler hastaliklar
kompleks ve multifaktoriyel olmalarina karsin iirik asidin bu hastaliklarda bagimsiz

bir risk faktorii oldugu 6ne siiriilmiistiir (2).

1.3.4 Fruktoz ve hipertansiyon

Yapilan epidemiyolojik ve deneysel ¢alismalarda beslenmenin metabolik
sendrom ve hipertansiyon ile iligkisi gosterilmistir (1). Ayrica fruktoz tiikketimi ile
hipertansiyon arasinda iligki saptanmistir (2, 9, 68-70). Ancak, bu mekanizma tam
olarak agiklanamamis, bazi hipotezler ileri siiriilmistiir (1,2). Metabolik sendrom,
hiperiirisemi, endotelyal NO diizeylerindeki baskilanma kan basinci artigina sebep
olur (2). Ayrica Tran ve ark. (71) yaptiklar1 ¢calismada fruktozdan zengin beslenen
deney hayvanlarinda kuvvetli vazokonstruktdr olan endotelin-1 (ET-1)’in arttigini
gostermiglerdir. Endotelin-1 de Anjiotensin II (AIl) diizeylerini etkileyerek
fruktozdan zengin beslenmede hipertansiyona katkida bulunur. ET-1 ile birlikte ayn1
zamanda trombaxan A2 de artar (72). Modero ve ark. (1) ise fruktoz aliminin akut
donemde gegici hiperiirisemi, santral sinir sistemi aktivasyonu, oksidatif strese yol
acarak epizodik hipertansiyona, fruktoz aliminin devam etmesi halinde de izleyen
donemde kronik etkileri (damarlarda endotelial disfonksiyon, ince barsakta sodyum
ve su reabsorpsiyonunun artmasi, bobrekte vazokonstruksiyon, sodyum
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reabsorbsiyonu ve bobrek hasar1) ile hipertansiyona sebep oldugu fikrini ileri
sirmiislerdir. Fruktoz alimi ayni zamanda sistemik hipertansiyon yoluyla hedef

organ ve dokulardaki (bobrek, endotel, kalp) hasar ile de iliskilidir (2).

1.4 Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz (eNOS)

Nitrik oksit (NO) insanda iyi tanimlanmis bir endotel-kaynakli gevsetici
faktordiir. Endotel tabakasinin damar diiz kas gevsemesindeki roliiniin tarafindan
gosterilmesinden sonra NO'nun, L-arjininden nitrik oksit sentaz (NOS) aracilig ile
iiretildigi ve insanda bir¢ok dokuda sinyal agsirimindan sorumlu oldugu bulunmustur
(76-78). NOS'un noronal (nNOS veya NOS 1), sitokinle-indiiklenen (iNOS veya
NOS 2) ve endotelyal (eNOS veya NOS 3) olmak iizere {i¢ ayr1 izotipi tanimlanmistir
(79). Bunlardan nNOS ve eNOS izotipleri hiicrede yapisal olarak aktif halde iken,
INOS diizey1 ve aktivitesindeki artis ortamda sitokinlerin bulunmasina baghdir.
Endotel hiicrelerinde eNOS aktivitesi sonucu iretilen NO, endotel tabakas: altindaki
diiz kas dokusuna difiizyon ile ulasir ve gevsemeye yol acarak vaskiiler tonusun ve
kardiyovaskiiler homeostazin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar (80). Endotelden
NO saliverilmesini saglayan baglica fizyolojik faktorler siyrilma baskist (shear
stress), ACh, bradikinin, endotelin, P maddesi, histamin ve vazopressindir (81-93).
eNOS ayrica trombositlerde ve megakaryoblastik hiicrelerde de gosterilmistir (94).
Trombosit agregasyonu sirasinda saliverilen NO, agregasyonu oOnleyici etki gosterir

(20).
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1.5 Caffeic Acid Phenethyl Ester (CAPE)

CAPE (Phenethyl 3-(3-4 dihydroxyphenyl) acrylate) immiin sistemi
diizenleyici ve immiinostimiilator etkisi bilinen bal arisinin {irettigi yapica
flavonoidlere benzeyen, propolis maddesinin aktif bir bilesenidir (15). CAPE’nin
hepatotoksisiteden koruyucu, antioksidan, antiinflamatuar, antiviral,
immiinomodiilator, néroprotektif ve sitostatik etkileri oldugu bilinmektedir (16, 17).
Diger propolis bilesenlerine gore arasidonik asit kaskadmi giiclii sekilde modiile
ettiginden antiinflamatuar etkisi daha belirgindir (15). CAPE’nin iki halkasal
yapistvardir (18). Bu halkasal yapilardan bir tanesi, CAPE molekiiliiniin neredeyse
tim kimyasal 6zelliklerini gosteren fonksiyonel iki OH™ grubu tasir. Bu hidroksil
gruplari, elektronlar1 aktif bir sekilde alip verir ve bu sayede oksitleyici ve rediikte
edici Ozellik gosterir. Aromatik ve alifatik yapida ¢ok uzun karbon gruplar1 tagimasi
nedeni ile lipofilik 6zellige sahiptir (19, 20). Ornitin karboksilaz, 5-a rediiktaz,
proteaz, siklooksijenaz, lipooksijenaz, HIV-1 integraz gibi enzimlerin potansiyel
inhibitoriidiir (5, 20-23). Niikleer transkripsiyon faktorii olan Niikleer Faktor Kappa-

B’nin aktive olmasin1 6zgiil ve giiclii bir sekilde engeller (24).

1.5.1 CAPE’nin Antioksidan EtKisi

Genellikle 10 pmol/L konsantrasyonda in vitro kosullarda notrofiller veya
ksantin dehidrogenaz/ksantin oksidaz sistemi tarafindan meydana getirilen reaktif
oksijen tiirlerininin hepsini bloke ettigi gosterilmistir. Ayrica CAPE linoleik asit ve
arasidonik asitin 5'-lipooksijenaz enzimi tarafindan olusturulan oksijenasyonunu

inhibe eder .
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Yilmaz ve ark. streptozosin ile ratlarda deneysel diyabet olusturmuslar ve
ratlarin karaciger dokusunda MDA seviyeleri, SOD ve CAT enzim aktivitelerini
incelemislerdir. Streptozosinin olusturdugu hasar iizerine CAPE’nin koruyucu
etkisini arastirmiglardir (96). Diyabetik yapilan ratlarin karaciger dokusunda MDA
seviyesinin ve SOD, CAT enzim aktivitesinin kontrol grubuna gore artmis oldugunu
bulmuslardir. StreptozosintCAPE grubunda MDA seviyelerinin ve SOD, CAT
enzim aktivitelerinin kontrol grubuyla benzer oldugunu saptamislardir. Yazarlar
CAPE’nin diyabetik yapilan ratlarin karaciger dokusunda olusan oksidatif hasari
onledigini savunmuslardir (96). Gokalp ve ark. izoniazid ile ratlarin eritrositlerinde
oksidatif hasar olusturarak CAPE’nin bu hasar1 Onlemedeki etkinligini
arastirmislardir. Ratlarm eritrositlerinde MDA seviyeleri, GSH-Px, SOD ve CAT
enzim aktivitelerini incelemislerdir. Izoniazid grubunda eritrositlerde MDA
seviyesinin ~ kontrol = grubuna gore yiikselmis oldugunu  bulmuslardir.
Izoniazid+CAPE grubunda ise MDA seviyesinin kontrol grubuyla benzer oldugunu
gormiislerdir. Yazarlar SOD enzim aktivitesini izoniazid grubunda anlamli olarak
arttigini bulmuslardir. Izoniazid+CAPE grubunda ise SOD enzim aktivitesinde artis
olmamasini, CAPE’nin ksantin oksidaz enzimi inhibisyonu yolu ile siiperoksit
radikallerini temizlemesine bagli olabilecegini bildirmislerdir. GSH-Px ve CAT
enzim aktivitelerinin izoniazid grubunda azalmis olarak tespit edilmesinin artmis
oksidatif stresi destekledigini savunmuslardir. izoniazid+CAPE grubunda GSH-Px
seviyesinin izoniazid grubundan yiiksek tespit edilmesinin CAPE’nin antioksidan
enzim sistemi {lizerine diizenleyici etkisine bagli olabilecegini belirtmislerdir.
Arastirmacilar izoniazid ile ratlarin eritrositlerinde olusan oksidatif hasar1 CAPE’nin

onleyebilecegini savunmuslardir (97). Propolis bilesenlerinden biri olan galanginin
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ve CAPE’nin antioksidan etkinliginin karsilastirildigi bir calismada; her iki bilesenin
de ortamdaki O,.- radikallerini ve ksantin oksidaz sistemi tarafindan olusturulan
reaktif oksijen tiirlerini temizledikleri gosterilmistir. Ayrica CAPE’nin O;.-
radikallerini ve ksantin oksidaz sistemi tarafindan olusturulan reaktif oksijen tiirlerini
temizleyici etkisinin galanginden daha belirgin oldugu da bildirilmistir. Ayrica
CAPE’nin ortamdaki MDA seviyesini galanginden daha belirgin azalttigi
bildirilmistir (20).

Bu calismada amacimiz, fruktoz tiiketimine bagli olusan damar hasarinda
CAPE’nin bir tedavi edici etkisinin olup olmadigini arastwrmaktir. Literatiir
arastirmalarinda boyle bir calismaya rastlamadik. Bunu gostermek icin damart iki
acidan degerlendirmeyi planladik; Kontrol, Fruktoz ve Fruktoz+CAPE verilmis
ratlarin damarlarinda (torasik aortlarinda in vitro) fenilefrin kasilma, asetilkolin
gevseme cevaplarmmi gérmek ve degerlendirmek ve ayrica, ayni damarin
immiinohistokimya yontemiyle endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) kapasitesini
O0lcmek ve metabololik sendromda CAPE uygulamasinin serum parametrelerine

etkisini degerlendirmektir.
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2. GEREC VE YONTEM
2.1 Denekler ve Diyet

Bu calismanin deneysel protokolii Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik
Kurulunun 04.04.2013 tarihli ve 51 no’lu onayr dogrultusunda yapilmistir.
Arastirmada 150-200 gr agirhiginda 8 haftalik Spraque-Dawley cinsi erkek ratlar
(n=18) kullanildi. Ratlar Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi’'nden
(FUDAM) temin edildi. Deneylerde 12 saat aydinlik 12 saat karanlik periyoduna
uyulup, sicakligi 21-24 °C olarak ayarlanmis bir ortamda tutuldu. Hayvanlarm tiimii

6 hafta boyunca standart rat yemi ile beslendi.
Gruplar asagidaki sekilde planlandi:
Kontrol grubu (¢gesme suyu), (n=6).

Fruktoz grubu: Igme suyu icerisinde alt1 hafta % 30 yiiksek fruktozlu musir
surubu (F-45) verilen grup, (n=6).

Fruktoz+CAPE grubu: i¢me suyu icerisinde alt1 hafta % 30 yiiksek fruktozlu
misir surubu (F-45) ve son 2 hafta i.p. 50 mikromol/kg (15 mg/kg) CAPE verilen

grup, (n=6).

2.2. Kullanilan Kimyasal Malzemeler:

Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler (Fenilefrin, Asetilkolin) Sigma
Chemical Co.(St. Louis, MO)’dan, CAPE Sigma ve Herb-Tech (China)’dan, eNOS
kiti ise Thermo Scentific’den saglandi. Yiiksek Fruktozlu Misir Surubu (F-45), Sunar

Grup kimyasallarindan saglandu.
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Krebs ¢ozeltisi (mM): NaCl :118, KCI :4.7, KH,PO4: 1.2, MgSOy: 1.2,

CaCljy: 2.5, NaHCOs: 25, Glukoz: 10.1 dan olusmaktadir.

2.3 Kullanilan Arag ve Gerecler

2.3.1 in-vitro izole Organ Banyosu Deneyleri

e Cift cidarli izole organ banyosu (BIOPAC marka-MP36 model)
e Gerim ileticisi (MP36)

e Amplifier (MP36)

e Bilgisayar kontrollii 6zel kaydedici sistem (MP36)

e Sirkiilasyonlu su banyosu

o %095 O, ve %5 CO; iceren gaz karisim tiipli

2.3.2 Sistolik Kan Basmci Ol¢iimii

e MAY BPHR 9610-PC TAIL-CUFF Indirect Blood Pressure Recorder

2.4 Biyokimyasal analizler

42 giinliik deney stiresi sonunda, tiim gruplardaki ratlar dekapite edilerek kan
ornekleri alindi. Diiz biyokimya tiiplerine alman kanlar 3500 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilerek serumlar1 ayrildi. Serum Orneklerinde glukoz, kolesterol, HDL,
LDL, Trigliserid, Urik asit, Homosistein diizeyleri OLYMPUS-AU600 (Olympus

Optical Co. Japan) marka otoanalizor ile olgiildii
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2.5 Kullanilan Yontemler

2.5.1 Sistolik Kan basinci dl¢iimleri:

Bilinci agik ratlarin kan basinct 6lgtimleri (sistolik kan basinci) kuyruktan
indirekt tail cuff yontemi ile yapildi (MAY BPHR 9610-PC TAIL-CUFF Indirect
Blood Pressure Recorder) Tiim gruplardaki ratlarin kan basinci 6l¢iimleri 0.ve 42.
glinlerde yapildi. Alinan kan basinci degerleri bilgisayara kaydedildi. Her ratdan 5
Olciim alind1 ve ortalamalar1 hesaplandi. Ortalama + standart hata (SH) olarak ifade

edildi.

Olgiimden 6nce ratlar 1s1nma kabini (Animal Heating Chamber) ne almarak
viicut ve kuyruk isilarinin 32-33°C gelmeleri saglandi (10-15 dakika). Bu sekilde
hazirlanan ratlarda, sistolik kan basinci ve nabiz sinyallerinin dogru Olciilebilmesi
icin diizenli ve siirekli kuyruk kan akis1 olustugu bulundu. Ratlar kuyrugu disarida
kalacak sekilde viicutlarina uygun sikistirma kabini (Animal Holder)’ne alindiktan
sonra kuyruga manson ve sensor takilarak Olglimlere baslandi. Bu islemlere
hayvanlarin kosullanmasi, hareketsiz ve sakin kalabilmesi i¢in gercek Ol¢iimlerden

bir giin 6nce 1-2 kez alistrma yapildi.

2.5.2 Rat Aorta Halkalarimin Ahmsi ve In-vitro Izole Organ Banyosu Deneyleri

Dekapite edilen ratlarin karm boslugundan baslayip gogiis kafesi agilarak
torasik aorta izole edilmistir ve bekletilmeden soguk krebs cozeltisi iceren petri
kabina konuldu. Petri kabina konulan torasik aorta ¢evre dokularindan endotele zarar
vermeyecek sekilde temizlendikten sonra 4 mm lik halkalar halinde kesildi. Aorta
halkalar1 paslanmaz c¢elik kancalara takildi. Daha sonra 10 ml lik izole organ

banyosuna yerlestirildi. Dokular %95 O, ve %5 CO, karisimi ile havalandirilan
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37 °C’deki Krebs ¢ozeltisi i¢inde yaklasik 1 g lik gerim altinda 1-1.5 saat siireyle
dengelenmeye birakildi. Bu siire boyunca banyolar her 15 dakikada bir yikandi. Her
halka yalnizca bir kez kullanildi. Dokularin gerimindeki degismeler transducer

(BIOPAC marka-MP36 model, gerim dlcer) aracihifiyla bilgisayara kaydedildi.

2.5.3 Deney Protokolii ve Tla¢ Uygulamalan

Dokular organ banyosuna asildiktan sonra 1.5 saatlik dengelenmeye birakildi.
Fenilefrinin (10°-10* M) artan konsantrasyonlarda kiimiilatif verildi ve her dozda
kasilma platolar1 net bir sekilde goriilmeden diger doza gec¢ilmedi. Endotele bagimli
gevseme cevaplari almak i¢in asetilkolin (10°-10* M) dokulara 1.5 saatlik dengeye

gelme periyodundan sonra artan dozlarda kiimiilatif olarak verildi.

2.6 immiinohistokimyasal analizler

Torasik aorta Orneklerinin diger kismi ise immiinohistokimyasal olarak
eNOS kapasitesine bakmak icin %10’luk nétral formaldehit ¢ozeltisine konularak
tespit edildi. Parafin bloklardan 5-6 mm kalinliginda alinan kesitler polilizinli
lamlara alindi. Deparafinize edilen dokular dereceli alkol serilerinden gecirilerek
dehidrate edildikten sonra endojen peroksidaz aktivitesini onlemek i¢in H,O, ile
muamele edildi. Zemin boyasim engellemek icin Ultra V Block soliisyonu ile
muameleden sonra primer antikor (eNOS mouse monoclonal IgG, Thermo Scentific)
ile 60 dakika inkiibe edildi. Primer antikor uygulanmasindan sonra sekonder antikor
(biyotinli anti-mouse / rabbit IgG, Diagnostic BioSystems, KP 50A, Pleasanton,
USA), streptavidin horseradish peroksidaz ve 3-Amino—9-ethyl carbazole kromojeni
uygulandiktan sonra Mayer’s hematoksilenle zit boyama yapildi. Negatif kontrol i¢in

hazirlanan dokularda primer antikor yerine phosphate buffered saline (PBS)
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kullanildi, diger basamaklar ayni1 sekilde uygulandi. PBS ve distile sudan gecirilen
dokular uygun kapatma solusyonu ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar Novel N-
800M  mikroskobunda  incelenerek  degerlendirildi  ve fotograflandi.
Immunohistokimyasal boyama yogunlugu iki histolog tarafindan bagimsiz olarak
degerlendirildi. eNOS boyanma derecesi boyanma yoksa (-), az boyanma (+), orta

boyanma (++) ve gliclii boyanma (+++) olacak sekilde skorlandu.

2.7 istatistiksel analiz:

Elde edilen veriler ortalama=+standart hata (SH) olarak belirtildi. Ortalamalar
arasindaki farklarm istatiksel anlamlilik diizeylerini belirlemek i¢cin ‘‘SPSS 21.0’
paket istatistik programlar1 kullanilds. Istatistiksel farklar bagimsiz gruplarda “one-
way ANOVA” ve “posthoc tukey” testleri ile hesaplandi. Ayni1 grubun farkli zaman
noktalarindaki degerleri arasindaki fark degerlendirmek i¢in “paired t test” kullanildi.
Elde edilen sonuglarin yorumlanmasinda p<0,05 degeri istatiksel olarak anlamli

kabul edildi.
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3.1 Yem ve su alimi:

3. BULGULAR

Deneklerin giinliik ortalama yem ve su tiikketiminde gruplar arasinda anlaml

bir fark bulunmadi. (Tablo 2)

Tablo 2: Deneklerin Gunlik Ortalama Yem Tiiketimleri

Gruplar Yem Tiiketimi (gr) Su Tiiketimi (ml)
Kontrol 18.25+0.22 32.50 £ 0.85
Fruktoz 17.80 £ 0.33 33,40 £ 0,70
Fruktoz + CAPE 18.40 + 0.35 32,20 £ 0,90

3.2 Deneklerin agirhklar:

Deneklerin agirlik degisimlerinde anlamli bir fark bulunmadi, (Tablo3).

Tablo 3: Tiim Gruplarda Deney Baslangici ve Deney Sonundaki Agirlik Degisimleri

Gruplar 0. giin (gr) 42. giin (gr)

Kontrol 169,5 + 14,50 353,83 + 36,35
Fruktoz 161,67 + 10,80 288,83 £ 44,00
Fruktoz+CAPE 162,50 + 17,59 270,33 £33,48

3.3 Biyokimyasal analizler

Deneklerden 42. giin dekapitasyon esnasinda alinan kan 6rnekleri biyokimya

laboratuarinda analiz edildi (Tablo 4).

Tablo 4: Biyokimyasal Analizler

GRUPLAR Glukoz Kolesterol HDL LDL Trigliserit Urik asit Homosistein
mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl
Kontrol 133£5,32 49,16+4,91 15,06+3,06 | 5,75+0,91 29,33+11,77 0,73£0,60 16,63+9,50
Fruktoz 151+5,13 ¥ | 67,50+6,25¥% 18,09£1,05 | 11,75£2,66 | 64,50+11,71¥ | 1,28+0,17¥ | 55,21+9,17 ¥
¥
Fruktoz+CAPE 121+13,94# | 59,50+2,66¥# | 1535196 | 9,1£1,57¥ 58,33+9,41 ¥ 1,31+0,19¥% | 24,53+8,80 #

¥ Kontrole gore anlamli farklilik vardir (p<0,05)
# Fruktoz alan gruba gore anlamli farklilik vardir (p<0,05)
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Biyokimyasal analizlere gore fruktoz grubunda glukoz, kolesterol, LDL,
HDL trigliserit, iirik asit ve homosistein degerleri kontrol grubuna gore yiiksek
oldugu bulundu, bu bulgular i¢inde HDL disindakilerde istatistiksel olarak anlamlilik
goriildi, (p<0,05). Fruktoz+CAPE grubunda glukoz, kolesterol ve homosistein
degerleri fruktoz grubuyla karsilastirildiginda kontrol degerlerine yakin oldugu
bulundu ve bu bulgular istatistiksel olarak anlamli gorildi, (p<0,05). Ancak
uygulanan CAPE nin, fruktozla anlamli olarak yiikselen trigliserid, LDL ve Urik asit

diizeylerini diisiirmedigi goriildii.

3.4 Kan basinclan

Baslangi¢ (0. giin) SKB ortalamalar1 acisindan gruplar arasinda anlamli fark
goriilmedi, (p>0,05). Deneyin sonunda (42. Giin) SKB ortalamalar1 arasinda ise
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar goriildii (p<<0,05) (Tablo 5).

Tablo 5: Tim Gruplarda Deney Baslangici ve Deney Sonundaki Sistolik Kan

Basinc1 Degisimleri

GRUPLAR 0. Giin (mmHg) 42. Glin (mmHg)
Kontrol 108,83 + 3,37 110,83 £2,22
Fruktoz 108,17 + 3,76 130,17 +£8,03 ¥
Fruktoz+CAPE 105,33 £3,77 108,83 £2,31 #

¥ Kontrole gore anlamli farklilik vardir (p<0,05)
# Fruktoz alan gruba gore anlamli farklilik vardir (p<0,05)

Buna gore sistolik kan basinci degerleri ortalamasi 0.ve 42. giin i¢in sirasiyla
kontrol grubunda 108,83+3,3; 110,83+2,2, Fruktoz grubunda 108,17+3,76;
130,1748,03 ve CAPE grubunda 105,3343,77; 108,83+2,31 mmHg olarak
hesaplandi. Baslangic (0. giin) SKB ortalamalar1 agisindan gruplar arasinda anlamli
fark yoktu (p>0,05). 42. giin SKB ortalamalar1 arasinda ise istatistiksel olarak

anlamli farkliliklar mevcuttu (p<0,05) (Tablo 3). Genel olarak 42. giin degerleriyle
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karsilastirildiginda fruktoz kontrole gore anlamli olarak kan basincini arttird:

(p<0,05). CAPE uygulanmas1 fruktoza bagh artmis kan basincini diisiirdii (p<0,05).

3.5 Rat torasik aorta halkalarinda fenilefrin ile kasilma doz-cevaplan

#®
1*

*

8040 H

T+

700

600

500
—#— Kontral

mg

400
—— Fruktoz

300
Fruktoz+CAPE

200

1440

-log M

Sekil 1:Fenilefrin Kasilma Grafigi (-log M)

¥ Kontrole gore anlamli farklilik vardir (p<0,05)
# Fruktoz alan gruba gore anlamli farklilik vardir (p<0,05)

Dengelenme siiresinden sonra kiimiilatif olarak uygulanan fenilefrin
(10°-10" M) rat aorta halkalarinda konsantrasyona bagli olarak kasilma cevaplar1
olusturdu. Fruktoz verilen gruplarda fenilefrin doz-cevap egrilerinin kontrole gore
anlamhi bir sekilde azaldigi goriildii (Sekil 1). Fruktoz tiiketiminin fenilefrin
kontraktil cevaplar1 {izerine bu etkisi E.x parametresi agisindan anlamli bulundu
(Tablo 5). CAPE tedavisi yapilan grup fruktoz grubuyla karsilastirildiginda, fruktoz
tikketimiyle azalan fenilefrin kontraksiyonlarmin CAPE tedavisinden sonra belirgin

bir sekilde arttig1 gorildi (Sekil 1).
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3.6 Fenilefrin onkasilmasi sonrasi rat torasik aorta halkalarinda asetilkolin ile

gevseme doz-cevaplari
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> <l
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Sekil 2: Asetilkolin Gevseme Grafigi

Fenilefrin ile rat aorta halkalarnda olusturulmus kasilma (10°-3x10° M)
platoya ulasip dengelendikten sonra, asetilkolin (10°-10° M) kimiilatif olarak
eklendi. Sonuglar Sekil 2’ de gdsterilmistir. Ug grupta da asetilkolinin doza-bagimli
(10'9-10'5 M) yanitlarimin birbirine yakin oldugu tespit edildi. Anlamlhi bir fark

bulunmad:.

3.7 Yiiksek Fruktozlu Misir Surubu uygulamasinin Fenilefrin ECsy Epax
degerleri iizerine etkileri:

Tablo 6: Tiim Gruplarda Fenilefrin ECsy ve E .« Degerleri.

Gruplar ECso (-log M) Emax (Mmg)
Kontrol 7,06+0,29 613,67+248.,73
Fruktoz 6,13+0,17% 321,67£111,96%
Fruktoz+CAPE 7,54+0,72 # 755,00+£192,59 #

¥ Kontrole gore anlamli farklilik vardir (p<0,05)
# Fruktoz alan gruba gore anlamli farklilik vardir (p<0,05)
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Kontrol, Fruktoz ve Fruktoz+CAPE gruplarinda fenilefrin doz-cevap egrisi
iizerindeki etkileri ECsy ve Epna.x parametreleri acisindan anlamli farklar vardir

(Tablo 6).

3.8 immiinohistokimyasal olarak eNOS degerleri

Damar dokusu duvarimda meydana gelen immunreaktivitenin belirlenmesi
icin immunboyama yapilip gruplar arasi fark semi-kantitatif olarak degerlendirildi.
Skorlama; -, yok; +1, hafif; +2, orta; +3, siddetli olarak ifade edildi (Tablo 7)

Tablo 7: eNOS Immiinohistokimyasal Boyanma Yayginligmin Derecesi (eNOS

immuboyama Pozitifligi)

Gruplar Endotel Adventisya
Kontrol +1 +1
Fruktoz - -
Fruktoz+CAPE +2 +1
Negatif Kontrol - -

Ratlardan alman aorta abdominalise ait doku kesitlerine yapilan
immiinboyama sonucu; deney gruplarinin bazilarinda, damar duvarinin intima
tabakasinin Ozellikle endotel kismmda ve bir miktarda advantisya tabakasinda
boyanma tespit edilmistir. Kontrol grubu olan rat damar dokularina uygulanan
immunboyama degerlendirildiginde, hem endotel hem de adventisyada hafif
derecede (+1) eNOS immunreaktivitesi ayirt edildi (Sekil 3). Fruktoz uygulanarak
hastalikk olusturulan ratlara ait damar kesitlerinde, eNOS immunreaksiyonu (-)
gozlenmedi (Sekil 4-5). Fruktoz ve CAPE’nin birlikte uygulandig: ratlarmm damar
dokularinda ise; endoteldeki eNOS immunreaksiyonu, kontrol grubuna kiyasla daha
fazla idi ve orta pozitiflikte (+2) izlenirken (Sekil 6), aynmi grup advantisya
tabakasina ait boyanma, kontrol grubu ile benzerdi ve hafif derecede (+1)
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immunreaktivite tesbit edildi (Sekil 7) . Negatif kontrol grubuna ait damar doku

kesitlerindeki immunboyama sonucunda ise; eNOS immunreaksiyonu izlenmedi

(Sekil 8).

Sekil 3: Kontrol grup rat damar dokusu endotel (ince ok) ve adventisyasina (kalin

ok) ait eNOS immunreaktivitesi ayirtedilmektedir, X400.

Sekil 4: Fruktoz grubu rat damar dokusunda eNOS immiinreaktivitesinin olmadigi
gozlenmektedir, X400.
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Sekil 5: Fruktoz grubu rat damar dokusu tabakalarinda eNOS immiinreaktivitesinin

olmadigi izlenmektedir, X400.

Sekil 6: Fruktoz + CAPE uygulanan rat damar dokusu endotel tabakasinda eNOS

immunreaktivitesi (ok) gdzlenmektedir, X400.
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Sekil 7: Fruktoz + CAPE uygulanan rat damar dokusu endotel (ince ok) ve

adventisyasina (kalin ok) ait eNOS immunreaktivitesi ayirtedilmektedir, X400.

Sekil 8: Negatif Kontrol, X400.
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4. TARTISMA

Fruktoz ile ratlarda meydana gelen metabolik sendromda vaskiiler
bozuklugun yapisal ve islevsel nedeni heniiz tam olarak aydmlatilamamustir. Ug grup
iizerinde yiiriitiilen ¢alismamizda kontrol ve alt1 haftalik fruktoz grubu ratlardan izole
edilen torasik aorta halkalarinda fenilefrin ile elde edilen kasilma yanitlar ile
asetilkolin ile elde edilen endotele bagimli gevsemeler incelenmis ve baska bir grupta
ise fruktoz verilen ratlara CAPE verilerek yanitlar iizerine CAPE’nin in vivo etkileri
arastirilmstir.

Calismamizin  sonuglarinda, metabolik sendromun gostergeleri olan
hipertansiyon, hiperglisemi, hiperkolesterolemi ve hipertrigliseridemi bulgular: alt:
hafta fruktoz verilen grupta gézlendi. Hwang ve arkadaslar1 1987 yilinda diyet i¢inde
verilen %66  fruktozun ratlarda  hipertansiyon, hipertrigliseridemi  ve
hiperinsiilinemiye neden oldugunu gostermislerdir (99). Laboratuvar hayvani olarak
kullanilan rodentlerin diyetine fruktoz eklenmesinin 6-8 hafta sonunda kan basincini
yiikselttigi gozlenmistir (100-102). Yiiksek fruktozla beslenmeyle metabolik
sendrom olusturma sekli fruktoz konsantrasyonuna ve beslenme siiresine bagl olarak
degismektedir (103). Yiiksek fruktoz iceriginin bu siire i¢cinde hayvanlarda agirlik
artisina neden olmadigi gosterilmistir. Bizim ¢alismamizda da deneklerin agirlik
artiglarinda anlamli bir degisiklik olmadig: tespit edildi. Bu ag¢idan insanlardaki
obezitenin eslik etmedigi metabolik sendromu taklit etmektedir. Yukarida bahsedilen
calismalardaki metabolik sendrom bulgular1 ¢alismamizdaki fruktoza bagli olarak
ortaya ¢ikan hipertansiyon, hiperglisemi, hiperkolesterolemi ve hipertrigliseridemi
bulgularin1 desteklemektedir. Plazma insiilin diizeyinin azaltilmasi1 ya da insiilin

sensitizasyonu olusturulmasi fruktozun olusturdugu hipertansiyonu diizeltmektedir.
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Ornegin bu hayvanlara egzersiz yapilmasindan sonra insiiline duyarliliginmn arttig,
instilin diizeyinin azaldig1 ve hayvanlarin kan basmciinin diistiigii gozlenmistir
(104). Insiiline duyarhiligi artran pek ok bilesigin 6rnegin metformin ya da
tiazolidindionlarin kan basincii diislirdiigi goézlemlenmistir (102, 105) Bu bulgular
insiilin direnci ve hiperinsiilineminin hipertansiyona neden oldugunu gostermektedir.
Insiilin direnci hiperinsiilinemi ile hipertansiyon iliskisinde pek ¢ok mekanizma ileri
sirlilmiistiir; bunlar icinde sempatik sinir sistemi aktivasyonu vazokonstriktor
bilesiklerden endotelin-1 (ET-1), anjiyotensin II, tromboksan A2 (TxA2)
aktivitesinin arttig1 ileri siirtilmistiir (106-108). Yetiskin 2 aylik Wistar ratlar1
iizerinde yapilan bir arastirmada, icme suyu i¢inde %10 fruktozun iki hafta boyunca
verilmesinden sonra fruktoz igen hayvanlarm viicut agirhigmin kismen azaldig: fakat
bunun anlamli bulunmadigi, kan glukoz diizeyinin ise degismedigi saptanmistir.
Periferik damar direncinin fruktoz igen grupta anlaml sekilde arttig1 ve kalp debisinin
diistiigi bulunmustur (109). Bir baska arastirmada (110) , 14 giin boyunca i¢cme suyu
icinde %23 glukoz fruktoz ve sukroz verilerek metabolik sendrom olusturulmustur.
Hayvanlarin su igme miktar1 karsilastirildiginda fruktoz igen grubun su igme miktari
kontrol hayvanlara esit bulunmustur. Fakat glukoz ve siikroz i¢en grupta miktarimn arttig1
gorlilmistiir. Hayvanlarin agirlik artis1 karsilagtirildiginda gruplar arasi belirgin bir fark
gbzlenmemistir.

Calismamizda, fruktoz+CAPE grubunda ise kan glukoz, kolesterol ve
homosistein diizeyinin diizeldigi goriildii. Bizim sonuglarimizi destekleyen bir
calismada CAPE, diyabette meydana gelen hipertansiyon, hiperkolesterolemi ve
hipertrigliseridemi bulgularin1 diizeltmistir (111). Bu ¢alismada, hipertansiyonu
diizeltmede, CAPE’nin diyabette damarda meydana kollajen sentezini Onleyerek

damar tonusunu diizelttigi tezi savunulmustur. Ayrica CAPE’nin insiilin direncini
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azaltarak kan sekerini dislrdiigii bu c¢alismada savunulmustur. Ciinkii insiilin
direncinde TNF-a diizeyi en 6nemli bir gostergedir. Bu calismada CAPE TNF-a
diizeyini anlaml1 bir sekilde diisiirmiis ve insiilin seviyesin normale dondirmiistiir.
Yine yapilan diger bir calismada cadmiyuma bagli olusan hipertansiyonda CAPE bu
olumsuzlugu onlemistir (112).

eNOS diizeyinin ¢alismamizda frukoz grubundaki damarlar preparatlarinda
kontrole gore diisiikk cikmasi fruktoz grubundakilerinin tansiyonunun yiiksek
cikmasini agiklayabilir. Yine tedavi olarak CAPE verilen gruplarimin damarlarindaki
preparatlarinda eNOS diizeyinin fruktoz grubuna gore anlamli olarak ytiksek ¢ikmasi
tansiyonun neden kontrole yakin ¢iktigini1 desteklemektedir. Endotel hiicrelerinde
eNOS aktivitesi sonucu iretilen NO, endotel tabakasi altindaki diiz kas dokusuna
difiizyon ile ulasir ve gevsemeye yol acgarak vaskiiler tonusun ve kardiyovaskiiler
homeostazin diizenlenmesinde onemli rol oynar (80) ve NO tansiyonun kontroliinde
onemli bir yere sahiptir (113).

Calismamizin diger bir sonucu ise; fenilefrin ile elde edilen kasilma
yanitlarinda fruktoz grubundakilerinde kontrollere gore anlamli azalma ve
Fruktoz+CAPE grubundakilerinde ise normale dondiigii goriilmiistiir. Buna karsin,
Fruktoz ve Fruktoz+CAPE gruplarindaki ratlardan alt1 hafta sonunda elde edilen
torasik aorta halkalarinda asetilkolin ile olusturulan endotele bagimli gevseme
yanitlarinin kontrollerden farksiz oldugudur.

Calismamizda oldugu gibi, diger bir grup arastirmaci fruktoz verilen ratlarda
alman aortada hem maksimal kontraktil yanitlarin hem de agonistlere duyarliligin
azaldigin1 gostermistir (114). Katsuo ve arkadaslarimin yaptigi bu ¢alismada bes

haftalik ratlar kullanilmis ve 3 grup olusturulmus (kontrol, on iki hafta boyu fruktoz
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verilen grup ve STZ ile olusturulan diabet grubu) ve sonrasinda tansiyonlari
Olciilmiis, fruktoz ve STZ-diyabet gruplarinin tansiyonlar1 anlamli olarak kontrol
grubundan yiiksek c¢ikmistir. Ancak, bu ratlarda izole ettikleri aort seritlerini
kullanmiglar ve noradrenalin, KCL ve seratonin ile uyarilan kasilmalarm kontrollere
gore anlamli olarak azaldigmi gostermislerdir. Ayrica bu gruplarda asetilkolin ve
sodyum nitroprussid ile elde ettikleri gevseme yanitlarinin ise kontrollerdeki ile ayn1
oldugunu gostermisleridir. Tim bu bulgular ¢alismamizdaki sonuglarla benzerlik
gostermektedir. Bu elde ettikleri bulgularda, fruktoz ile beslenen ratlarda endotelde
guanizin trifosfat (GTP)-baglayic1 protein aktivitesinin arttig1 ve bu da andrenrjik
alfa-2 reseptorlerine baglanarak onun etkinligini artrarak bu sonucun ortaya
cikarttigini1 Oone siirmiiglerdir. Yine benzer baska bir ¢alismada bu sonucun, damar
kontraksiyonu i¢in gerekli olan hiicre i¢i depolardan kalsiyum saliniminin ve hiicre
dis1 kalsiyumun hiicre i¢ine girisinin diyabette azalmig olabilecegi, ayrica diyabetik
aortanin enerji Uretim yolaklarindaki bir bozukluk sonucu ATP olusumunun
azalabilecegini ve bunun da kontraktiliteyi inhibe edebileceginden kaynaklandigi
ileri siiriilmiistiir (115). Diyabette protein sentezinin de inhibe oldugu g6z Oniine
alimdiginda, yanitlardaki azalisin konraktil protein islevlerindeki olas1 bir
degisiklikten kaynaklanabilecegini diisiinmek mantiksal bir yaklasim olacaktir.
Gercekten de deneysel diyabette, aktin ve mikrotiibiillerin glikozilasyonu sonucu
yapisal ve islevsel degisime ugrayabildikleri gosterilmistir (116).

Yine bagka bir arastirmada on iki haftalik STZ-diyabetik rat aort seritlerinde
fenilefrin ve KCI yanitlar1 incelenmistir ve agonist yanitlarinin diyabetiklerde
kontrole gore anlamli olarak azaldigini bulmuslardir (117). Rat aortunda otonomik

innervasyon ¢ok diisiik bir diizeyde oldugu i¢in yanitlardaki azalmanin diyabetik
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noropatiden kaynaklanmadigini 6ne siirmiisleridir. Bunun yanisira, elde edilen
bulgularin hipergliseminin direkt etkisiyle de iligskili olmadigini bildirmisleridir.
Ciinkii insiilin tedavili ratlarda kan sekeri hala yiiksek diizeyde olmasima karsin,
yanitlarmm normale dondiigiinii gostermislerdir. Bu sonugta yanitlardaki azalmadan
hiperglisemiden ¢ok hipoinsiilineminin sorumlu oldugu diisiiniilmektedir.

Literatiirlerdeki diger c¢alismalara baktigimizda c¢alismamiz bulgularini
destekleyen baska calismalara da rastlamaktayiz. Ornegin, kronik perfiize damar
yataklarinda (118), STZ-diyabtik (119) ve alloksan (ALL)-diyabetik (120) izole rat
aort preparatlarinda cesitli agonistlere karst vaskiiler reaktivitenin ve/veya
duyarhiligin azaldigin1 gostermislerdir. Bu veriler calismamizda gozlenen fenilefrin
kontraktil yanitlarindaki azalmanin alfa aderenerjik reseptor sayisi veya
afinitesindeki azalma sonucu olabilecegini disiindiirmektedir. Gergekten de
diyabetik ratlarda alfa adrenerjik yanitlarin azaldigini gosteren arastirmalar (121-
124) bu tezi kanitlar niteliktedir. Bizim sonuglarimizi destekleyen diger bir
calismalarda da STZ-diyabetik rat aortasinda endotel bagimli asetilkolin
gevsemelerinde kontrollere gore fark olmadigi gosterilmistir (125-128). Ayrica baska
bir calismada (129) da bazal ve asetilkolin ile stimiile edilmis siklik guanozin
monofosfat (sGMP) olusumunda STZ-diyabetik rat aortasinda herhangi bir degisme
olmadigmi bildirmislerdir. Benzer bir baska calismada da ALL-diyabetik ratlarin
mezenterik arterlerinde asetilkolin yanitlarinda herhangi bir degisme olmadig:
bulunmustur (130).

Sonug olarak bu g¢alismada fruktoz uygulanmig ratlarda fenilefrine verilen
kasilma yanitlarinin kontrolden anlamli olarak az, asetilkolin ile elde edilen gevseme

yanitlarinin ise kontrolden farksiz oldugu gosterilmistir. Ayrica ¢alismamizda, tedavi
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amacli uygulanan CAPE ise fruktoza bagl fenilefrine bagh kasilma cevaplarindaki
azalmay1 diizeltmis oldugu goriilmiistiir. (eNOS) immiin aktivitesi yOniinde,
frukozda anlamli olarak azalma ve tedavi amacli verilen CAPE grubunda
(fruktoz+CAPE) ise anlamli olarak artma gozlendi. Yani CAPE’nin, fruktozla olusan
damar kasilmalarindaki bozuklugu diizelttigi goriilmektedir. CAPE, Ornitin
karboksilaz, 5-a rediiktaz, proteaz, siklooksijenaz, lipooksijenaz, ksantin oksidaz,
HIV-1 integraz gibi enzimlerin potansiyel inhibitoriidiir. Nikleer transkripsiyon
faktorii olan Niikleer Faktor Kappa-B’nin aktive olmasini 6zgiil ve giiclii bir sekilde
engeller. CAPE’nin bu 0Ozellikleri ile tezimizde yiiksek frukotzlu misir surubu
(fruktoz) verdigimiz ratlarda olusan metabolik sendrom belirtilerini ve damarlardaki
olusan bozukluklar1 diizeltigini diisiinmekteyiz. Ancak bu durumu aciklhiga

kavusturacak daha ileri calismalara ihtiyag vardir.
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