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ORAL PROPIYONIK ASIT TUKETIMININ SICANLARDA
INSULIN DIRENCINE ETKISi

OZET

Amag: Kalsiyum propiyonat, ekmekte yaygin olarak kullanilan koruyucu
Ozellikte bir gida katki maddesidir. Ekmek giinliik beslenme rutininin 6nemli bir
pargasidir. Bu sebeple iceriginde bulunan bilesenlerin dikkatle incelenmesi halk sagligi
acisindan onemlidir. Bu caligma ile kalsiyum propiyonatin kan sekeri diizenlenmesi
tizerindeki etkileri incelenerek insiilin direnci gelisimine sebep olup olmadigini

arastirmak amaclanmistir.

Gerec ve Yontem: Calisma, Balikesir Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim,
Bakim, Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nde Wistar siganlar iizerinde yapilmustir.
Sicanlar kontrol (n=11), diisiik dozda (15 mg/kg/giin) kalsiyum propiyonat alan grup: PD
(n=11) ve yiiksek dozda (300 mg/kg/giin) kalsiyum propiyonat alan grup: PY (n=11)
olmak {izere ii¢ gruba ayrilmistir. 11 haftalik si¢anlara oral gavajla 8 hafta boyunca
kalsiyum propiyonat verilmistir. Calismada sicanlarin agirlik degisimi, deney oncesi ve
sonunda toplanan kan 6rneklerinde propiyonik asit, insiilin, glukagon, FABP4 ve glikoz
degerleri karsilastirilmistir. Propiyonik asit degeri GC-MS; insiilin, glukagon ve FABP4
degerleri ELISA; glikoz degeri test stripleri ile olgiilmistiir. Verilerin istatistiksel
degerlendirilmesinde eslestirilmis 6rneklem t testi, tekrarli 6l¢timler icin ANOVA ve tek

yonlii ANOVA kullanilmistir.

Bulgular: Serum propiyonik asit degerlerinde PD grubunda baslangica gore
anlamli bir artis goriilmiistiir. Insiilin, glukagon, FABP4, glikoz ve agirlik
parametrelerinde ilk ve son Olgiimler arasinda fark vardir ancak gruplar arasindaki fark
incelendiginde sonug anlamli degildir. Dolayzsi ile kalsiyum propiyonatin bu parametreler

tizerine bir etkisi goriilmemistir.

Sonu¢: Bu sonuglarla ekmekle oral olarak alinan kalsiyum propiyonatin

sicanlarda insiilin direnci gelisimi {izerine bir etkisinin olmadig1 kanaatine varilmistir.
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EFFECT OF ORAL PROPIONIC ACID CONSUMPTION ON
INSULIN RESISTANCE IN RATS

ABSTRACT

Aim: Calcium propionate is a preservative food additive widely used in bread. Bread
is an important component of the daily diet. For this reason, it is significant to examine the
ingredients in its content carefully for public health. In this study, it was aimed to investigate
the effects of calcium propionate on blood glucose regulation and to investigate whether it

causes the development of insulin resistance.

Materials and Methods: The study was carried out on Wistar rats at Balikesir
University Experimental Animal Production, Care, Application and Research Center. Rats
were control (n=11), low dose (15 mg/kg/day) calcium propionate group: PD (n=11) and
high dose (300 mg/kg/day) calcium propionate group: PY (n=11) were divided into three
groups. Calcium propionate was given to 11-week-old rats for 8 weeks by oral gavage. In
the study, weight change of rats, propionic acid, insulin, glucagon, FABP4 and glucose
values in blood samples collected before and at the end of the experiment were compared.
Propionic acid value GC-MS; insulin, glucagon and FABP4 values ELISA; glucose value
was measured with test strips. Paired sample t-test, repeated measures ANOVA and one-

way ANOVA were used for statistical evaluation of the data.

Results: There was a significant increase in serum propionic acid values in the PD
group compared to baseline. There is a difference between the first and last measurements
in insulin, glucagon, FABP4, glucose and weight parameters, but the result is not significant
when the difference between the groups is examined. Therefore, no effect of calcium

propionate on these parameters was observed.
Conclusion: With these results, it was concluded that calcium propionate taken

orally with bread has no effect on the development of insulin resistance in rats.

Key Words: Bread, Calcium Propionate, Food Additives, Insulin Resistance
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1. GIRIS VE AMAC

Beslenme; Maslow’un ihtiyaclar hiyerarsisine gore ilk basamak olan temel
fizyolojik ihtiyaglardandir (1). Sanayi devrimine kadar beslenme, ekseriya insanin
hayatta kalmasi i¢in yaptig1 bir eylemken sanayi devriminden sonra iiretimin artmasi ve
gidaya ulasimin kolaylasmasi1 gibi sebeplerle sadece fizyolojik ihtiyacit karsilama
amacindan ¢ikip ihtiyagtan fazlasini tilketmeyle sonuglanmistir (2). Insan dogas1 geregi
ihtiyacindan fazla olan enerjiyi depolama egilimindedir. Yine sanayi devrimiyle beraber
basit karbonhidratlarin, sekerleme-pasta tiirevi gidalarin tiikketimi artmis ve bu da makro
besin dgelerinden dengesiz beslenmeyle sonuglanmistir. Ayni zamanda iiretimin artmasi
ve gidalarin 6mriinii uzatmak igin ¢esitli katk1 maddeleri kullanilmaya baslanmistir (3).
Fazla gida tiiketimi hem makro besin dgelerinin dengesinin degismesine hem de katki
maddelerini igeren paketli gidalarin beslenme rutinine alinmasiyla farkli fizyolojik
tepkilere yol agmaktadir. Alinan fazla enerji, dengesiz beslenme ve zararhi etkileri
olabilen katki maddelerinin tiiketiminin artmasi; metabolizmanin etkilenmesine, adip0oz
dokunun artmasina/obeziteye, glisemik kontroliin degismesine, insiilin direncine ve diger

pek cok saglik sorununa yol agmaktadir.

Bir gida katki maddesi olan propiyonik asit; lezzet verici ve koruyucu 6zelligi ile
gidalara eklenen, mantar gelismesini onleyici bir kisa zincirli yag asididir (4). Endojen
olarak bagirsak bakterileri tarafindan da tretilen bu kiif onleyici 6zellikle unlu
mamullerde ve peynirlerde kullanilir (4,5). Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (European
Food Safety Authority: EFSA) kalsiyum propiyonatin giivenli oldugunu kabul etmis ve
ABD Gida ve llag Idaresi (U.S. Food and Drug Administration: FDA) tarafindan genel
olarak giivenli (Generally Recognized as Safe: GRAS) onay1 almistir (6,7). Ulkemizde
de Tiirk Gida Kodeksi’'nde yer almaktadir ve kullanimina izin verilmistir (8). Bununla

beraber propiyonat tiiketiminin bazi biyolojik ve metabolik etkileri belirsizdir (5).

Propiyonik asidin kalsiyum tuzu olan kalsiyum propiyonatin (E282) insiilin
tizerine etkileri gilincel bir tartisma konusudur. Mevcut literatiir, oral yolla verilen
propiyonatin insiilin direnci ve glikoz intoleransi dahil olmak iizere bazi metabolik
etkilere neden olabilecegini dne siirmektedir (5,9). Fakat propiyonatin insiilin direnciyle

iligskisine dair ¢aligmalar hem sayica azdir hem de ¢ok yenidir.



Saglikli bir diyette ekmek Onemli bir yer tutmaktadir. Paketli ekmeklerin
iceriginde bulunan katki maddelerinin  giivenligi halk sagligini  dogrudan
ilgilendirmektedir. Kalsiyum propiyonat ekmekte yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu
tezle, disaridan alinan kalsiyum propiyonatin insiilin direnciyle iliskili parametrelerden
insiilin, glukagon ve FABP4 hormonu seviyelerine etkileri arastirilarak glisemik yanita

olan etkileri ortaya koyulmaya calisilacaktir.

Obezite ve insiilin direncinin gelismesinde ekmek tiiketimi suglanmaktadir.
Ekmek tiiketimiyle beraber, belki onun kadar énemli olan ve gézden kagan bir husus
olarak, ekmeklerde kullanilan bu koruyucunun bu hastaliklarin olugsmasindaki roliiniin

ortaya koyulmasi toplum sagliginin korunmasinda 6nemli bir katk: saglayacaktir.



2. GENEL BILGILER

Bu bdliimde oncelikle gida katki maddeleri, gida koruyucular, propiyonik asit ve
tuzlart bashgr altinda kalsiyum propiyonat ele alinacaktir. Daha sonra sirasiyla;
propiyonatin artirdigini diisiindiigiimiiz ve insiilin direnciyle iliskili bir hormon olan yag
asidi baglayici protein 4 (FABP4), glisemik kontrolii saglayan temel hormonlar glukagon

ve insiilin, son olarak da instilin direnci anlatilacaktir.

2.1. GIDA KATKI MADDELERI: TANIMI, KULLANIM AMACI,
GUVENLIGI

Gida katki maddesi, Tiirk Gida Kodeksi’ne ait Gida Katki Maddeleri
Yonetmeligine gore; besleyici degerine bakilmaksizin tek basina gida olarak
tilketilmeyen ve eklendigi gidanin karakteristik bileseni olarak kullanilmayan, tiretim,
islenme, paketlenme, tasinma ve depolanma siire¢lerinin tamaminda gidaya eklenmesi
sonucunda, eklendigi gidanin bileseni olan tiim maddeleri i¢erir (10). Daha genel bir ifade

edisle gidaya bir amaca uygun olarak, dogrudan veya dolayli bir sekilde eklenen herhangi
bir maddedir (11).

Diinya niifusunun artis1 ve modern hayatin sonucu olarak gidaya talep artmustir.
Bu ihtiyacin karsilanabilmesi ve ayni zamanda gidalarin iretimden tiiketime kadarki
stirecinde bozulmadan kalmasi, maddi kayiplarin ve gida israfinin 6niine gegilmesi gida
katki maddeleri (GKM) sayesinde olmaktadir. GKM ile besinler kiif, bakteri ve benzeri
kaynakli bozulmalardan korunurken aymi zamanda gidalarn kendi kimyasal
ozelliklerinden kaynaklanan oksidasyon ve kotii tat gelistirme gibi durumlar1 da 6nlenir.

Boylece gidanin giivenligini saglar, raf dmriinii uzatir ve tazeligini korur.

Gidalarin goriiniim, tat ve koku gibi duyusal &zelliklerinin iyi olmasi besin
secimini etkilemektedir. Yiyeceklerin tadini gelistiren, renk, tat ve dokusunu iyilestiren

katki maddeleri kullanilan iirtinler tiiketicilere daha cazip gelebilir.

Gida katkt maddeleri gidalarin iyilestirilmesi ve korunmasina hizmet ettigi gibi
tiikketicilerin de ihtiyaglarina yonelik kullanilabilir. Gidanin kalitesini artirmak, islenirken
kaybolanlar telafi etmek i¢in iirlinler vitaminler, mineraller ve lif gibi besin dgeleri ile

zenginlestirilebilir (11,12).



GKM’nin fonksiyonel siniflandirilmas Sekil 2.1°de gosterilmistir (13).

Sekil 2.1: Avrupa Parlamentosu ve Konseyi (EC) 1333/2008 tiztugii gida katki maddeleri

siniflari

Gida katki maddelerinin giivenliginin arastirilmasi, degerlendirilmesi, saglik ve

uygulama yoOniinden standartlastirilmasi ve denetimlerinin yapilmasindan sorumlu

uluslararasi kuruluslar bulunmaktadir. Bunlar:

e Diinya Saglik Orgiitii (WHO: World Health Organization) ve Birlesmis Milletler
Gida ve Tarm Orgiitii (FAO: Food and Agriculture Organization of the United
Nations) Ortak Gida Katki Maddeleri Uzman Komitesi (JECFA: The Joint
FAO/WHO Expert Committee on Food Additives),

e FAO ve WHO tarafindan ortaklasa kurulan Kodeks Alimentarius Komisyonu
(KAK),

Tatlandiricilar Renklendiriciler Koruyucular Antioksidanlar Tastyicilar Asitler
Asitlik Topaklanmay: Kopiik Hacim I Emillsifiye Edici
Diizenleyiciler Onleyici Onleyiciler Arttiricilar Emiilgatdrler Tuzlar
4 Maddeler 4
s Aroma Kopiik Jellestirici ;s
Sertlestiriciler Arttircilar Olusturucular maddeler Parlaticilar Nem Vericiler
Modlflye Ambalajlama ftici Gazlar Kabarticilar !VI etal Stabilizatorler
Nisastalar Gazlar Baglayicilar
Kivam Un sleme
Arttiricilar Maddeleri

e Avrupa Birligi Bilimsel Gida Komitesi (SCF: Scientific Committee on Food)

e Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag Dairesi (FDA: United States Food and
Drug Administration),

e Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA: European Food Safety Authority)’dir

(14).




Tiirkiye’de GKM konusunda yetkili kurum Tarim ve Orman Bakanligi’dir (10).
Tiirkiye 1963 yilindan bu yana KAK’a iiye lilkeler arasindadir.

JECFA, GKM’yi toksisite arastirmalarina tabi tutarak bazi giivenlik ve risk
degerleri belirlemistir. Higbir olumsuz etkinin gozlemlenmedigi diizey NOAEL (No
Observed Adverse Effect Level) ve kabul edilebilir giinliik alim miktar1 ADI (Acceptable
Daily Intake) bunlardan bazilaridir (15).

Denetimsiz bir sekilde GKM kullaniminin oniline ge¢gmek ve bir standart
belirlemek i¢in numaralandirma sistemi kullanilmistir. Kodeks Alimentarius Komisyonu
Uluslararast1 Numaralandirma Sistemi (INS: International Numbering System)’ni
gelistirmistir (16). Avrupa Birligi iilkelerinde EFSA’nin izin verdigi katki maddeleri “E
numaralar1” katologunda listelenmistir (17). Gidalarin etiketlerinde gordiigiimiiz katki
maddesi numaralar1 bu INS numaralaridir. Baginda yer alan “E” harfi “Europan Union”1
ifade etmektedir. GKM,’nin ectiketlerde E kodlar1 ya da sadece INS numaralariyla
kullanilmas: iilkeden iilkeye degisiklik gdostermektedir. Tiirkiye Gida Katki Maddeleri
Yonetmeligi Avrupa Birligi mevzuatina uyum g¢ercevesinde hazirlanmistir ve bu yiizden

GKM etiketlerde E kodlari ile kullanilir (18).

Gida katki maddelerinin kullanim giivenligi ile ilgili yapilan yeni arastirmalarla
bu listeler zaman zaman gilincellenmektedir. Yeni kullanilmaya baslanan GKM’lere E
kodlar1 atanirken bazi E numaralart da listeden ¢ikarilir. Avrupa Birligi tarafindan
onaylanan GKM kullanim amaglarina gore; renklendiriciler (E100-E199), koruyucular
(E200-E299), antioksidanlar ve asitlik diizenleyiciler (E300-E399), kivam arttiricilar,
stabilizatorler ve emiilgatorler (E400—E499), topaklanmay: onleyiciler (E500-E599),
lezzet arttiricilar (E600-E699), antibiyotikler (E700-E799), parlatict maddeler, gazlar ve
tatlandiricilar (E900-E999) ve ek katki maddeleri (E1000—-1599) seklinde listelenmistir
(19).

2.2. GIDA KATKI MADDELERIi: KORUYUCULAR

Gida koruyuculari, mikroorganizmalarin sebep olabilecegi bozulmalardan
gidalar1 koruyan GKM’dir. Hem tiiketicileri olas1 bir gida zehirlenmesine kars1 korur hem

de {irtinlin bozulmasini 6nleyerek raf 6mriinii uzatir (4).

Gida katki maddelerinin her sinifinda oldugu gibi koruyucularda da saglik riski

tasiyanlar ve simdiye kadar zarar1 bildirilmemis, kullanimi giivenli olanlar mevcuttur.



Omegin gida koruyuculardan sorbik asit ve tuzu (E200,202), benzoik asit ve tuzlari
(E210-213), natamisin (E235) ve propiyonik asit ve tuzlar1 (E280-283)’nin genotoksik
etki gibi riskli etkilerinin olabilecegi bildirilmistir (20-23). Ayrica parabenler (E214-
219), nitrat ve nitritler (E251-252), kiikiirt dioksit (E220), fumarik asit (E297)’in baz1

hastaliklara neden olabilecegi ve riskli oldugu bilinmektedir (4).

Bunun yaninda gida koruyucular iginde; asetik asit (E260), boraks (285), dimetil
dikarbonat (E242), etil laurol alijinat (E243) ve karbon dioksit (E290) katkilarmnin,
gidalarda kullanilmasina miisaade edilen miktar kadar tiiketilmesinde, bugiine kadar

yapilan ¢alismalarda herhangi bir olumsuz etki bildirilmemistir (4).

2.3. PROPIYONIK ASIT VE TUZLARI (E280-283)

Propiyonik asit (PA), yag asidi 6zelligi tasiyan en kisa organik asittir. 1844 yilinda

Yunanca “protos” (ilk) ve “pion” (yag) kelimelerinden yola ¢ikilarak tanimlanmistir (24).

Diyet lifinin bagirsak bakterileri tarafindan fermantasyonu ile kisa zincirli yag
asitleri (KZY A) olusmaktadir. Bunlardan bir tanesi de propiyonik asittir. Propiyonik asit,
kolona ulasan besinlerin heksoz ve pentoz molekiillerine par¢alanmasinin ardindan son
iirtin olarak olusan piruvattan siiksinat dekarboksilasyon yolu ve akrilat yolu olmak iizere
2 farkli yolla iiretilir. Uretilen propiyonik asitin cogu emilir ve portal vene gecer. Yaklasik
%901 karaciger tarafindan metabolize edilir. Propiyonik asit dnce propiyonil-CoA’ya
dontstiiriiliir ve ardindan propiyonil-CoA’nin siiksinil-CoA’ya doniistiiriilmesiyle krebs
dongiisiine katilir. Metabolize edilmeyen propiyonik asit periferik kana taginir. Endojen
olarak tretilen KZYA’lar, baz1 saghgi gelistirici etkileriyle anilmaktadir ancak

propiyonik asitin etkileri tartismalidir (25,26).

Propiyonik asitin bagirsak i¢cinde patojenik bakterilere karsi antimikrobial etkisi
oldugu bilinmektedir. Gida endiistrisinde de kiif ve mantarlarin gelismesini 6nlemek i¢in

koruyucu olarak kullanilir (26).

Gidalarda E280 kodu ile bulunan propiyonik asitin tuzlar1 da antimikrobiyal etkili
gida koruyucu olarak kullanilmaktadir. Bunlar;

Sodyum propiyonat (E281): Hidrojen peroksit ve su igerisinde propiyonik asit
ve sodyum hidroksitin reaksiyonuyla iiretilir. Daha sonra firiin filtrelenir, piiskiirtiilerek

kurutulur, paketlenir (6). Unlu mamuller ve peynir iiriinlerinde 3000 mg/kg, et



preparatlari, islenmis etler ve islenmis baliklarda 5000 mg/kg’a kadar kullanimi
giivenlidir (27).

Kalsiyum propiyonat (E282): Su igerisinde bir topaklastirict varliginda
propiyonik asit ve kalsiyum oksitin reaksiyonuyla tiretilir (6). Unlu mamuller, peynirler,
jelatinler, sekerlemeler ve buzlu sekerlemeler, pudingler ve dolgularda iyi tiretim
uygulamasimi agmayacak sekilde kullanilmasi genel olarak gilivenli (GRAS: Generally
Recognized as Safe) kabul edilmistir (7).

Potasyum propiyonat (E283): Uretim yontemlerine iliskin net bir bilgi

bulunmamaktadir (6).

Tiirk Gida Kodeksi PA ve tuzlarnini; yalnizca hazir ambalajli dilimlenmis ekmek
ve ¢avdar ekmeginde 3000 mg/kg, yalnizca enerjisi azaltilmis ekmek, kismen pisirilmis
hazir ambalajli ekmek, hazir ambalajli sandvi¢ ekmegi, tortilla ve pide, hazir
ambalajli pelsebred, boller ve dansk flutes icinde 2000 mg/kg ve yalnizca hazir ambalajli
ekmekte 1000 mg/kg’a kadar kullanilmasina izin vermistir (8).

Propiyonik asit su anda kimyasal yollarla petrokimyasallardan iiretilmektedir.
Fermantatif yontemlerle de eldesi vardir. Ancak maaliyetinin yiiksek olmasi sebebiyle

heniiz kimyasal iiretimin yerini alacak diizeyde degildir (24).

2.3.1. Propiyonik Asit Ve Tuzlarimn Saghk Uzerine Etkileri

Katki maddesi olarak tiiketilen propiyonik asit ve tuzlari, gida katki maddesi

otoriteleri tarafindan giivenli kabul edilse de zararlarina iligkin ¢alismalar bulunmaktadir.

Propiyonik asit verilen sigcanlarda 6n mide epitalyel hiperplazisi gelistigi
bilinmektedir. PA maruziyetinin kesilmesinin ardindan tedavi verilmeksizin sekiz haftada
tersine donmiistiir (7). Diyetle % 4 PA aliminin siganlarda 6n mide timdoriine sebep
oldugu gosterilmistir Ancak insanlarda én mide yoktur. On mide ile ayn1 hiicreleri igeren

agiz, yutak, yemek borusu i¢in risk bulundurabilir (28).

Gida koruyucu olarak kullanilan kalsiyum propiyonata maruz kalan insan

lenfositlerinde in vitro DNA hasar1 ve genotoksik etki bildirilmistir (29).

Dolagimdaki PA kan beyin bariyerini gecer ve enerji metabolizmasi, lipid

metabolizmasi, norotransmitter sentezi ve salinimi gibi coklu hiicre sinyallesme



stireglerini modiile eder (30). Yiiksek propiyonik asit diizeylerinin merkezi sinir sistemini

nasil etkiledigi tam olarak bilinmemektedir (31).

Propiyonik asit ile otizm spektrum bozuklugu arasinda ilski kurulan ¢aligmalar
bulunmaktadir. Propiyonik asidemi tanisi alan 12 vakanin takip edildigi bir ¢alismada
sekiz hastanin otistik 6zelliklere sahip oldugu rapor edilmistir (31). Ayni zamanda otizmli
bireylerin digkilarinda diger KZYA’lara gore yliksek diizeyde PA tesbit edilmistir.
Oncesinde dishbiyozu bulunan gebenin PA iceren islenmis gidalarla beslenenmesi,
gastrointestinal sisteminde PA birikmesine, oradan dolasima ge¢ip plasenta bariyerini
agsmast sonucunda embriyoda noral farklilasmaya neden olabilir. PA’ya maternal
donemde maruziyetin embriyonun noral gelisimin erken donemlerinde glial hiicrelerin
asir1 cogalmasi, artmis iflamatuar profille sonuglanan bozulmus néral oriintii ve anormal
noral mimari gibi otizmin olas1 dnciillerine sebep oldugu diisiiniilmektedir. Ancak PA’nin

tam olarak otizm gelisimine nasil dahil oldugu bilinmemektedir (30).

Avusturalya’da, c¢ocuklarda kalsiyum propiyonatin davraniglara etkisinin
incelendigi bir ¢aligma yapilmistir. Kalsiyum propiyonat eklenmis ekmegi tiiketen
cocuklarda huzursuzluk, sinirlilik, uyku bozuklugu gibi sorunlar gbzlenmistir (32).
Benzer sekilde sicanlara dogum sonrasi 5. ve 28. giinler arasinda kronik propiyonat

uygulanmasinin davranigsal kusurlara sebep oldugu tespit edilmistir (33).

Gida koruyucu olarak kullanilan propiyonatin glikoz metabolizmasini etkiledigi
rapor edilmistir. Eksojen PA aliminin etkilerinin aragtirildigi bu ¢aligmalarda glukagon,
norepinefrin, FABP4 hormonlarin1 ve endojen glikoz tiretimini artirdigi gézlenmistir.
Oral PA tiiketimi insiilin karsit1 diizenleyici hormon sisteminin uygunsuz bi¢gimde aktive

etmektedir. Bu etkilerle PA potansiyel bir metabolik bozucu olabilir (5,34).

2.4. YAG ASIDi BAGLAYICI PROTEIN 4 (FABP4)

Yag Asidi Baglayic1 Proteinler (FABPs), hiicre i¢indeki trafigi ve yanitlari
diizenleyen lipid saperonlaridir (35). Doymus ve doymamis uzun zincirli yag asitleri,
eikosanoidler, 16kotrienler ve prostoglandinler gibi hidrofobik ligandar icin yiiksek
afiniteye sahiptir ve geri doniisiimlii olarak baglanirlar (35-38). Kiitlesi 14 ila 15 kDa’dr.
FABPs’nin dokuz tipi tanimlanmistir. Bu izoformlarin eksprese edildigi dokular ve
isimlendirmeleri sirasiyla karacigerde FABP1 (L-FABP), intestinal FABP2 (I-FABP),
kalp FABP3 (H-FABP), adiposit FABP4 (A-FABP/aP2), epidermal FABP5 (E-



FABP/mall), ileal FABP6 (lI-FABP), beyin FABP7 (B-FABP), miyelin FABP8 (M-
FABP) ve testis FABP9 (T-FABP)’dur (35). FABP’lerin yap1 bakimindan birbirine ¢ok
benzer iki izoformu aP2(FABP4) ve mall (FABP5)’dir (36).

Yag asidi baglayici protein 4 (FABP4), ¢ogunlukla adipositlerde ancak ayni
zamanda makrojajlarda ve endotelyal hiicrelerde de iiretilen sitozolik proteinlerdir
(36,37). Adipositlerde en ¢ok bulunan proteinlerden biri olan FABP4 hormona duyarl
lipaz (HSL) ve peroksizom PPAR-y ile etkileserek adiposit homeostazinin korunmasinda,

lipoliz ve adipogenezin diizenlenmesinde rol oynar (2).

FABP4’iin temel gorevi hiicre i¢i trafige aracilik etmek ve yag asitlerini
hedeflemektir(37). Geleneksel olarak hiicre igi lipid saperon olarak hareket etmektedir;
lipitlerin tasinmasini, metabolizmasini ve depolanmasini diizenler. Pankreas B-hiicreleri,
hepatositler, makrofajlar gibi periferik hiicreleri etkilemektedir (37,39). Obezite, insiilin
direnci, tip2 diyabet, ateroskleroz ve kardiyovaskiiler olaylar gibi metabolik

bozukluklarda serumdaki FABP4 yiikselir (36,37,40—42).

Metabolik hastaliklar ve FABP4 arasindaki iliskiyi anlamak igin yapilan
caligmalar FABP4’tiin “knockout” edilmesi (susturma) yoluyla saglanmistir. FABP4
yoksunlugunun etkiledigi 2 6nemli silire¢ vardir. Bunlar; non esterifiye yag asidinin
(NEFA) yag dokudan daha az salinmas1 ve dokularda yag asitleri yerine daha fazla glikoz
kullanilmasidir (43).

FABP’lerin makrofajlarin ve adipositlerin inflamutuar yanitin1 diizenledigi ayrica
makrofajlarin  adipositlerdeki insiilin etkisini diizenlemesi i¢in Onemli oldugu
bulunmustur. Hem adipositlerdeki hem de makrofajlardaki FABP’lerin her ikisi de
insiilin direncinin gelismesinde rol oynamaktadir. Ayni ¢aligmada FABP eksikligi olan
farelerde tiim viicut insiilin duyarliligmin arttig1, yag dokusunda reseptdr sinyalleme
kapasitesinin arttig1 gosterilmistir (36). Obez farelerde FABP4 nakavt edildiginde glikoz
ve lipid metabolizmasinin 6nemli Slgiide iyilestigi gozlemlenmistir. Obezitede FABP4
eksikliginin periferik insiilin direncini iyilestirdigi ve pankreas beta hiicre fonksiyonunu
korudugu anlasilmistir (40). Ayn1 zamanda FABP4’iin ag¢lik durumunda adipositlerden
salgilandig1 ve hepatik glikoz tiretimini diizenledigi gosterilmistir (44). Yag dokusundaki
FABP4 eksikligi insiilin gibi ¢alisan C16:1n7-palmitoleat liretimini artirmaktadir ve bu
mekanizma araciligiyla lipid saperonlarinin karaciger lipogenezini ve kas glikoz

kullanimin1 diizenlemektedir (45).



TNF-a ve ob gibi genlerin yag dokusunda eksprese edildigi ve insiilin direncinde
rol oynadig bilinmektedir. TNF-a insiilin reseptoriiniin insiilin ile uyarilan tirozin kinaz
aktivitesini inhibe eder. FABP4’{in serbest yag asitlerini hedef hiicrelerde baglayarak
TNF-a’nin veya insiiline etki eden diger genlerin ifadesini artirabilecegi ve dolayisi ile
insiilin direncine sebep olabilecegi diisiiniilmektedir. Obez ve FABP4 nakavt farelerin
yag dokularinda TNF-a ekspresyonu obez ve FABP4 nakavt edilmemis farelerden daha
diisiik olarak bulunmustur (46).

FABP4 plazmada bol miktarda bulunmaktadir. Son yillarda obezite ve metabolik
sendrom gibi hastaliklarin plazma FABP4 konsantrasyonuyla baglantili oldugu ortaya
konmustur. FABP4 hiicre i¢i gorev yaptigr gibi ayn1 zamanda hiicre dis1 ortama da
salinmaktadir ve hiicre dis1 ortamda glikoz tiretimi, glukoneojenik aktiviteyi diizenleme
gibi rolleri vardir. Olgun insan izole adpositlerinin FABP4’{i hiicre dis1 ortama in vitro
salgiladig1 gosterilmistir. Obez deneklerde FABP4’iin kardiyak kontraktil disfonksiyona
sebep olabilecegi bulunmustur (41). Obezite ile kardiyak hastaliklar arasinda iligki
kurulmaktadir ancak bu iliskinin nereden kaynaklandigi tam olarak agiklanmamistir. Bu
durumda olas1 bir senaryonun FABP4’ten ileri geldigi diisiliniilebilir. FABP4 aktif olarak
salgilanan bir protein midir ve yag dokusunu hedef organlara baglayan bir
endokrin/parakrin hormon olarak gérev yapar m1 konusunda tam bir netlik yoktur. Ciinkii
FABP4’lin birincil dizisinde bir salgt sinyali bulunmamaktadir. Bu nedenle salgilama
mekanizmasi agiklanamamaktadir (37). Proteinlerin hiicreden salinimi igin klasik yol
olan endoplazmik retikulum — golgi yolagindan farkli bir salinimi: bulunmaktadir.
Adipositlerden lipoliz ile iliskili olarak salinmaktadir. Hiicre i¢i kalsiyum artigina cevap

olarak da kalsiyum baglantili salinim1 bulunmaktadir(37,43)

FABP4’iin tip2 diyabet, ateroskleroz gibi obezite ile baglantili hastaliklarin
olugsmasinda 6nemli bir rolii oldugunun bilinmesinin yani sira anjiyogenez, inflamasyon,

timor olusumu gibi biyolojik siireglerde de yer aldig1 anlasilmistir (37,47,48).

Goriildigi gibi FABP4’lin pek ¢ok metabolik hastalikla iligkisi bulunmaktadir
ancak yakin zamana kadar hicbir etki mekanizmasi tanimlanamamistir. 2021 yilinda
yayimlanmis bir ¢aligmada FABP4’iin adenosin kinaz (ADK) ve niikleozid difosfat kinaz
(NDPK) ile bir hormon kompleksi olusturdugu bulunmustur. Daha 6nce bilinmeyen bir
hormon olan ve “Fabkin” olarak adlandirdiklart bu FABP4-ADK-NDPK kompleksinin

enerji durumunu metabolik organlarin isleyisiyle iligkilendiren bir etki mekanizmasi
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vardir. Diyabet gelisimi ve lipoliz kontroliinde kritik olan beta hiicreleri tizerinde bu
hormonun Onemli bir etkisi bulunmaktadir. Fabkin hormonunun antikor aracili
hedeflenmesinin metabolik sonuclar1 ve beta hiicre fonksiyonunu iyilestirdigi, diyabeti

onlemek i¢in beta hiicre biitiinliigiinii korudugu tesbit edilmistir (42).

Tiim bu hastaliklarla baglantis1 olan yag asidi baglayici proteinlerin -6zellikle de
FABP4’iin- metabolik hastaliklar1 tedavi etmek icin potansiyel ila¢ hedefleri olarak
kullanilmast olasidir (36,42).

2.5. GLUKAGON

Glukagon, kan sekeri diizeyinin diismesine yanit olarak pankreasin o-
hiicrelerinden salgilanan 29 amino asitli peptit yapida bir hormondur. Tokluk durumunda
diisiik olan glukagon seviyeleri uzun siireli aglik ya da hipoglisemi durumunda 2-3 kat
artar (49). Ac¢lik durumunda kandaki glikoz diizeylerini kontrol eden glukagon, ana

insiilin karsi-diizenleyici hormondur (50).

Glukagon karacigerde glukoneogenez ve glikojenolizi uyararak kan sekerini
artirir. Ayni zamanda glikojenezi ve glikolizi inhibe eder (51). Bu etkiyi karacigerdeki G
proteinine bagl bir reseptor olan glukagon reseptorii (GCGR) araciligiyla gergeklestirir
(49). GCGR aktivasyonu ile adenilat siklaz aktive olur ve hiicre i¢ci CAMP seviyeleri artar.
Ardindan protein kinaz A aktivasyonu olur ve hepatik glikoz ¢ikist diizenlenir (51).

Glukagon reseptorleri az miktarda bobrekte, kalpte, beyinde, adipositlerde,
lenfoblastlarda, adrenal bezde retinada ve gastrointestinal sistemde de iiretilir. Karaciger
disindaki dokularda GCGR eksprese ediliyor olmasi glukagonun sadece glikoz
homeostazinda gorev almadigin1 ve metabolizmada baska gorevlerinin oldugunu ortaya

koymaktadir (52).

Glukagonun en bilinen etkisi kan sekerini artirma etkisidir. Ancak glisemik
olmayan etkileri de bulunmaktadir. Bunlar; gida aliminin ve toklugun diizenlenmesi,
enerji harcamasi, lipid homeostazi ve insiilin salgilanmasidir. Glukagonun tokluk
duyusuna etkisinin karaciger-vagus-hipotalamus tizerinden gerceklestigi
diistiniilmektedir. Enerji harcamasini artirma yetenegi ise termojenik etkisinden
kaynaklanabilmektedir. Glukagonun termojenik etkisi hizlidir ve dolagima verildikten

sonra oksijen tiiketiminin arttig1 gézlenmistir. Glukagon daha ¢ok kahverengi yag dokusu
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tizerinde etki ederek enerji harcamasini uyarmaktadir ancak kahverengi yag dokusu hig

bulunmayan hayvan tiirlerinde de termojenezi etkiledigi bilinmektedir (49).

Glukagonun lipid metabolizmasi i¢in 6nemli bir rolii bulunmaktadir. Karacigere
etki eden glukagon lipid sekresyonunu azaltabilir ve hepatik lipid birikimini azaltabilir.
Kemirgenlerde adipositlerinde glukagonun lipolizi artirdigt bulunmustur ancak

insanlarda adipositlerde boyle bir etki tartismalidir (53).

Glukagon yaygin olmasa da ayni1 zamanda insiiline bagimli diyabet hastalarinda
hipoglisemi tedavisi olarak kullanilabilmektedir (50). Tiirk Diyabet Dernegi tani ve
tedavi rehberi, Amerikan Diyabet Dernegi ile Avrupa Diyabet Caligmalari Dernegi
yonergelerinde yogun insiilin tedavisi baglanan hastalara glukagon recete edilmesi
gerektigine dair uyar1 mecuttur (54,55). Subkutan veya intramuskuler enjeksiyon olarak
uygulanan glukagon, hastane disinda uygulanabilen bir yontem olmasi agisindan
onemlidir. Acil miidahale ekipleri gelene kadarki siire i¢inde uygulanmasi hastane
yatigini ve hipoglisemi sebebiyle olusabilecek etkileri diisiirebilmektedir (50). Minimal

dozlarda eklenen glukagon bile kan glikozunu uzun siire artirabilir (56).

Glukagon hipoglisemiye kars1 koydugu gibi ayn1 zamanda enerji harcamasini da
artirmaktadir. Plazma glikoz konsantrasyonlarinin glukagon salinimini inhibe edecegi bir
diizeydeyken de glukagon salgilanabilir. Birbirine ters gibi duran bu etkiler glukagonun
strese yanit olarak yiikselmesi ile iliskilendirilebilmektedir. Travma, yaniklar, kanama,
kalp durmasi, cerrahi miidahaleler ve hipoksi gibi akut fiziksel streste de plazmada

glukagon yiikselmektedir (57).

Glukagon salgilanmasinin inhibisyonu kan glikozunun artmast, insiilin miktarinin

artmasi ve somatostatin ile ger¢ceklesmektedir (58,59).

2.6. INSULIN

Insiilin, pankreasin B-hiicrelerinden salgilanan, birbirine iki distilfit kopriisiiyle
bagli, 21 aminoasit iceren A zinciri ile 30 amino asit iceren B zincirinden olusan polipeptit
yapida bir hormondur. Biyosentezi sirasinda, A zinciri ile B zinciri arasinda disiilfit
kopriilerinin olusmasinda gerekli konformasyonun saglanmasi igin, C peptit olarak da
bilinen C zinciri ile A ve B zincirleri baglanir. Disiilfit kdpriilerinin kurulmsainin
ardindan C peptit ayrilir ve olgun insiilin sentezlenmis olur (60). C peptit insiiline esit

miktarda tiretilir ve endojen insiilin miktarinin iyi bir gostergesidir (61).
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Insiilin saliniminin ana diizenleyicisi hiperglisemidir (62). Glikoz, pankreasin 3-
hiicrelerinden insiilin salgilanmasin1 iki yolla uyarir. Tetikleyici yol, insiilin
salgilanmasinin ilk fazidir. Insiilin salilanmasinin zirve yapmasi ve glikoz uyaranindan
sonraki ilk 10-20 dakikadaki diistis siirecini kapsar. Giiglendirici yol ise bir 6glinden
sonraki tlim asamalar boyunca diisiik ama siirekli bir hizda insiilin salgilanmasidir.
Tetikleyici yoldan salgilanan insiilin, toplam insiilin salgilanmasinin yaklasik %15°1 iken
geri kalan gii¢lendirici yoldan salgilanir (63,64). Insiilin salgilanmasin1 kan glikozu
haricinde de uyaranlar vardir. Bunlar; belirli amino asitler ve yag asitlerinin kanda
yiikkselmesi, pankreasin o-hiicrelerinin rettigi proglukagon tiirevi peptitler ve
gastrointestinal sistemden salgilanan inkretin hormonlardir. Inkretin hormonlar, gida
alimina yanit olarak salgilanan bagirsak hormonlaridir ve dolayisi ile diyet bilesimi ile

instilin salintmin iliskilendirir (62,64).

Dolasimdaki insiilin glikozun kandan uzaklastirilmasini, karacigerden glikoz
salgilanmasinin baskilanmasini belirleyen birincil etkendir. Gida alimini azaltir, tokluk
sinyallerini diizenler, mide bosalmasini azaltir, pankreastan glukagon salgilanmasini,

pankreatik ve gastrik enzim salgilanmasini inhibe eder (58).

Insiilin hedef dokularda etkisini iki o ve iki B olmak iizere dort bdliimden olusan
membran reseptorii araciligiyla gerceklestirir. Reseptore baglanan insiilin, reseptoriin
otofosforilasyonu ile tirozin kinazi aktive eder. Tirozin kinaz Insiilin Reseptor Substrat-1
gibi proteinlerin fosforilasyonunu uyarir. Insiilinin etki ettigi hedef dokular karaciger,
kas ve yag dokusudur. Insanlarda bir giinde 40-50 iinite insiilin saliglanir. Anabolik bir
hormon olan instilin, karaciger ve kas dokularinda glikolizi ve glikojenezi, adipoz dokuda

lipojenezi ve bazi dokularda protein sentezini uyarir (60,65).

Insiilin kan beyin bariyerini geger ve merkezi sinir sistemindeki insiilin
reseptorlerine baglanir. Beyin insiilin sinyali istah, termojenez, lipoliz, dall1 zincirli amino

asit metabolizmasi, trigliserit sekresyonu ve hepatik glikoz iiretimini diizenler (66).

Insiilinin agir1 salinmas1 ya da disardan uygulanmasi hipoglisemiyi ciddi boyutlara
ulastirabilir veya Oliimciil olabilir (67). Hipoglisemi durumunda, pankreasin -
hiicrelerinde insiilin sekresyonu baskilanir (56). Somatostatin, adrenalin, a- adrenerjik
agonistler, - adrenerjik blokerler ve ayn1 zamanda stress, egzersiz, travma gibi durumlar

insiilin salgilanmasini inhibe eder (58,60).
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Insiilin yrkim1 karacigerden iki gecis sirasinda ve adiposit gibi diger hiicrelerde
gerceklestirilir ve bu insiilinin yalmzca bir kismmin yikimini kapsar. Insiilinin
karacigerden ikinci gecisinden sonra dolasimda kalan instilin yikiminin en biiyiik kismi1

bobrekte gergeklesir (68).

2.7. INSULIN DIiRENCI

Insiilin direnci, basta karaciger, yag, kas dokusunda ve insiiline bagimli diger

hedef dokularda insiilin hormonuna kars1 biyolojik yanitin bozulmasidir (69).

Insiilin direnci kandan glikozun uzaklastirilmasinin azalmasina neden olur. Ayni
zamanda yiiksek glikoz diizeyini disiirmek ve kan glikozunun normal diizeyini
koruyabilmek icin pankreas [-hiicrelerinden daha fazla insiilin salgilanmasiyla
sonuglanir. Insiilinin anabolik bir hormon olmas1 sebebiyle yiiksek insiilin seviyesi kilo
alimina sebep olur ve kilo artisi insiilin direncini siddetlendirir. Yag dokusundaki insiilin
direnci, lipolizin baskilanamamasi ve serbest yag asitlerinin dolasimda artmasina sebep
olur. Kas dokusunun glikoz yikiminin birincil yeridir ve kalori alimi sonrasinda
dolasimdaki glikozun yaklasik %70’ini kullanir. Insiilin direnci gelisen kas dokusu
yeterince glikozu alamaz ve fazla glikoz karacigere geri doner, de-novo lipogenezi
tetikleyerek trigliserit ve serbest yag asitlerini arttirir. Tiim bu sonuglar yag dokusunun

artmasi ve insiilin direncinin daha da siddetlenmesiyle sonuglanir (69).

Insiilin direncinin &ncelikli sebebi viicut yaginin asir1 artmasidir. Modern hayatin
getirdigi dengesiz beslenme, hareketsiz yasam, glikoz toksisitesi, lipotoksisite, bazi
ilaclar ve bazi eksojen insiilinler gibi sebeplerin yaninda genetik sebepleri de olabilir
(69,70). Insiilin direncine sebep olan bir diger etmen kronik inflamasyondur (71,72).

Bagka hormonlar ve sinyaller de insiilinin etkisini azaltabilir (46,72).

Insiilin direncinin patofizyolojisine bakildiginda altta yatan pek ¢ok molekiiler
mekanizma olabilecegi goriilmiistiir ve kesin sebebi belirsizdir. Insiilin sinyal
iletimindeki bozulmalarin belirgin rol oynadigi goriilmiistiir (73). Tiirkiye Diyabet Vakfi,
2017 yilinda diizenlenen Insiilin Direnci Calistayr Raporu’nda insiilin direncinin
molekiiler mekanizmalarini ii¢ baslikta agiklamisir. Bunlardan birincisi prereseptor
bozukluklardir; insiilin antikorlari, insiilin molekiiliinde polimorfizm ve mutant insiilin
durumlarini kapsar. Ikincisi insiilin reseptdr bozukluklaridir; reseptdr mutasyonu ve

reseptore karst antikor sebebiyle ortaya ¢ikmaktadir. Ugiinciisii postreseptor
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bozukluklardir. Bunlar; sinyal ileti sistemindeki defektler (Insiilin Reseptdr Substrat
fosforilasyon bozukluklari, proinflamatuvar sitokinler gibi), glikoz tasiyicist GLUT4

mutasyonlar1 ve diger sebepler olarak rapor edilmistir (74).

Insiilin direncinin hiperglisemi, hiperiirisemi, hipertansiyon, ateroskleroz, visseral
adiposzite dislipidemi, inflamatuar belirteclerin yiikselmesi gibi metabolik sonuglari
olabilecegi gibi ilerlemesiyle metabolik sendrom, tip 2 diyabet ve alkolsiiz yaglh karaciger
hastalig1 gibi hastaliklara yol agabilir. Insiilin direncinde en baskin gériilen sonug tip 2
diyabettir. Tip 2 diyabet gelisen hastalarda insiilin direncinin yaklasik 10-15 y1l 6ncesinde
basladig1 diisiiniilmektedir (69,70).

Insiilin direnci Amerika Birlesik Devletlerinde 20 yas ve iizeri yetiskinlerin
%24°Unii etkilemektedir. Amerika Birlesik Devletleri gibi obezite ve ona eslik eden
hastaliklarin arttig1 iilkelerde, insiilin direncinin sebep oldugu hastaliklarin tedavisi saglik
sistemi harcamalarina ciddi miktarda yiik bindirmektedir (69). Ulkemizde de diyabet ve
insiilin direnci goriilme siklig1 bir halk sagligi sorunu haline gelmistir. Tiirkiye’nin 7
bolgesini de kapsayacak sekilde 3331 katilimciyla 2017 yilinda gergeklestirilen

calismada insiilin direnci prevelansinin %26,2 oldugu bulunmustur (75).

Insiilin direnci tedavisinin ilk hedefi insiilin duyarliligini artirmaktir. Fiziksel
aktivitenin artirtlmasi ve kilo kaybi insiilin duyarliligini artirmaktadir. Bunun i¢in bireyler
beslenme aliskanliklarini ve yasam tarzini degistirmelidir. Kalori kisitlamasi yapilmali,
insiilin talebini artiran basit karbonhidrat kaynaklar1 azaltilmali, onun yerine yiiksek

posali besinler se¢ilmelidir (69,76).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. ETIK KURUL ONAYI VE DESTEK ALINAN KURULUS

Bu proje Balikesir Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun
(HADYEK) 2022/1-3 karar numarali onayi ile gerceklestirilmistir (EK-1). Saglk
Bilimleri Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatérliigiince desteklenmistir.

(Proje Numarasi: 2021/091).

3.2. CALISMADA BULUNAN ARASTIRMACILAR

Bu calisma Saglik Bilimleri Universitesi Hamidiye Saghk Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Biyokimya Ana Bilim Dali yiiksek lisans 6grencisi Ayse Seyma (Coban’in tez

projesidir.

Yiiriitiiciiliigiinii Prof. Dr. Fatih Giiltekin’in yaptig1 projede ayrica; Balikesir
Universitesi T1p Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Ana Bilim Dali’ndan Dr. Ogr. Uyesi Saliha
Uysal, Balikesir Universitesi Deney Hayvanlari Merkezi’nden sorumlu Vet. Hek.
Mustafa Hilmi Yaranoglu ve Saghk Bilimleri Universitesi Biyoistatistik ve
Biyoinformatik Uygulama ve Arastirma Merkezi (UAM) miidiir yardimcist Ogr. Gor.
Kiirsad Nuri Baydili bulunmaktadir.

3.3. CALISMANIN TURU

Calisma prospektif randomize plasebo kontrollii in vivo ¢alismadir.

3.4. CALISMANIN YERI

Arastirmanin deneysel asamasi Balikesir Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim,
Bakim, Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde yiiriitiilmiistiir. Hayvanlar buradan temin
edilmistir ve deneysel ¢calismanin tiim asamalar1 sirasinda burada barindirilmistir. Avrupa
Konseyi’nin 6nerdigi standartlar dogrultusunda “Deneysel ve Diger Bilimsel Amaglar
Icin Kullanilan Hayvanlarin Refah ve Korunmasina Dair Yonetmelik” (European
Convention for the Protection of Vertebrate Animals Used for Experimental and Other
Scientific Purposes) (ETS 123) dikkate alinmis ve deney bu standartlara uyulurak
gerceklestirilmistir.
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Arastirmanin Laboratuvar asamalar1 sirasiyla; kan numunelerinin santrifiije
edilmesi ve ependorf tiiplerine ayrilmasi Balikesir Universitesi Saghk Uygulama ve
Arastirma Hastanesi Tibbi Biyokimya Laboratuvarinda, ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay) testleri Balikesir Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya
Ana Bilim Dali Laboratuvarinda, Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (Gas
Chromatography—Mass Spectrometry = GC-MS) analizi ise Sem Laboratuar Cihazlar

Pazarlama Sanayi ve Ticaret A.S nin Istanbul laboratuvarinda gerceklestirilmistir.

3.5. KULLANILAN GERECLER

3.5.1. Cihazlar ve Sarf Malzemeler
e Hassas terazi (Kern, PFB 6000-1, Almanya)
e Anestezi Cihaz1 (Plexx, HNG 6, Hollanda)
e Santrifiij (Hettich, UNV.3202)
e -80 °C Derin Dondurucu (Haier, DW-86L628)
e Glukometre ve Test Stripleri (Roche, Accu-Chek Instant, Mannheim, Almanya)
e Analitik Terazi (Shimadzu, ATX224R, Japonya)
e Vorteks (IKA Vortex 4 Basic, Amerika)
e Inkiibatdr (Grant, Thermo-Shaker PHMP, Ingiltere)
e ELISA Plate Yikayici (BioTek, ELx50, Amerika)
e Mikroplaka Okuyucu (Thermo Scientific, Varioskan Flash, Vantaa, Finlandiya)
e GC-MS (Agilent 8890-5977B GC-MSD)
e Sar1 Kapakl Jelli Biyokima Tiipii (Vacusera, Disera, Izmir, Tiirkiye)

e Gavaj ignesi (16 Gauge)

3.5.2. Laboratuvar Ol¢iim Kitleri

e Rat Insulin ELISA Kit; Catolog No: E0707Ra; Bioassay Technology Laboratory,
Nanhu Dist, Jiaxing, Zhejiang, China
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e Rat Glukagon ELISA Kit; Catolog No: E1066Ra; Bioassay Technology
Laboratory, Nanhu Dist, Jiaxing, Zhejiang, China

e Rat fatty acid binding protein ELISA Kit; Catolog No: E0760Ra; Bioassay
Technology Laboratory, Nanhu Dist, Jiaxing, Zhejiang, China

e Jasem Short Chain Fatty Acids GC-MS Analysis Kit

3.5.3. Kimyasallar

e Calcium propionate, > 97.0 % (dry substance, NT) CAS No: 4075-81-4 (21230,
Sigma Aldrich, Almanya)

3.5.4. Istatistik Programlari

e IBM SPSS 25 paket programi

3.6. GUC ANALIZi VE ORNEKLEM SECIiMi

Arastirmada 6rnekleme dahil edilmesi gereken sican sayisi Tirosh ve ark. (2019)
tarafindan gerceklestirilen ¢aligmanin  verileri  kullanilarak hesaplanmigtir  (5).
Hesaplamalar sonucunda 0,81 diizeyinde bir gii¢ i¢in, her bir grupta 11 olmak {izere
toplamda 33 sicanin Ornekleme dahil edilmesi gerektigi tespit edilmistir (

up = 1,09; up = 2,04; 07 = 0,38; 9, = 0,95; « = 0,05;R = 1).

Calisma oOncesinde hayvanlar tartilmis olup (Kern, PFB 6000-1), 280-345 ¢
araligindaki hayvanlar calismaya dahil edilmistir. Sicanlarin deney gruplarma
agirliklarina gore esit aralikta dagitilabilmesi i¢in; agirliklar1 280-300 g, 301-320 g ve
321-345 g olacak sekilde tige ayrilmis ve her araliktan birer hayvan segilerek Kontrol (K),
Propiyonat Diisiikk Doz (PD) ve Propiyonat Yiiksek Doz (PY) gruplarina dagitimlar

yapilmustir. Sicanlarin her gruptaki canli agirliklar: ortalama 315 + 30 g olmustur.

Her gruptaki 11 sigcan i¢in n=6 ve n=5 olmak iizere iki kafes kullanilmistir.
Sicanlar1 birbirinden ayirt etmek ve takiplerini yapmak i¢in tiim kafeslerdeki siganlarin
kuyruklarina 1’den 6’ya ve 1’den 5’e kadar ¢izgi ¢ekilmistir. Cizgi silinmeye basladikca

tizerinden tekrar gegilerek izlerin kaybolmasi dnlenmistir.
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3.7. DENEYSEL YONTEM VE CALISMA PLANI

3.7.1. Deneyin Baslangici

Hayvanlar, “Deneysel ve Diger Bilimsel Amagclar i¢in Kullanilan Hayvanlarin
Refah ve Korunmasina Dair Yonetmelik” (ETS 123) kapsaminda hayvan basina
minimum 300 cm? taban alanina sahip olacak sekilde standart sigan kafeslerinde ve deney
stiresince standart yem (ad libitum) ve ¢esme suyu ile beslenerek, sicakligi (ort. 22 °C)
ve bagil nemi (ort. %50) sabit, 12 saat gece, 12 saat giindiiz aydinlatmali odalarda

barindirilmstir.

Sicanlar 11 haftalikken calismaya baslanmistir. Sicanlarin ilk haftalik agirlik
Olctimleri yapildiktan sonra kan alma islemine gecilmistir. Calisma basinda 0. giin tiim
siganlarin, inhalasyon yoluyla %2’lik izofluran anestezisi altinda (Plexx, HNG 6) jugular
veninden ortalama 2 ml kan alinmistir. Anestezi derinligi, sicanlarin parmak kistirma
yanitlarina bakilarak takip edilmistir. Izofluran kullanilmasinin sebebi Ketamin-Ksilazin
anestezisinin insiilin konsantrasyonunu azaltmasi ve bu ylizden sonuclar1 yaniltma
olasihgidir. Izofluran ve Ketamin-Ksilazin anestezisinin insiilin saliimina etkisinin
kiyaslandigi bir caligmada Ketamin-Ksilazin’in insiilin konsantrasyonunu 6nemli dlgiide

azalttig1 gorillmiistiir (77).

0. giin alman kanlar sar1 kapakli jelli biyokimya tiipiine (Vacusera, Disera,
Tiirkiye) alinmistir ve tiiplin igerisindeki silika ile temas etmesi igin birkac kez alt iist
edilmistir. 30 dakika kanin pihtilagsmasi beklenmistir. 1700 g’de 15 dakika santrifiij
edilerek (Hettich, UNV.3202) serumlar1 ayrilmistir. Serumlar c¢alisilacak parametrelere
uygun olacak sekilde ependorf tiiplerine porsiyonlanip analizlerin yapilacag: giine kadar

saklanmak tizere -80°C’de (Haier, DW-861L.628) muhafaza edilmistir.

Tartim ve kan alma isleminden bir giin sonra tiim si¢canlarin kuyruklarindan lancet
yardimiyla delme islemi yapilarak test stripleri ve glukometre cihazi (Roche, Accu-Chek
Instant) ile kan sekeri Olgiimii yapilmistir. Kan alma islemi sirasinda siganlar strese
girebileceginden Gl¢iim hatasi riskine karsi kan sekeri 6l¢timii ve deneysel siire¢ bir glin

sonra baglatilmistir. Ayn1 glin gavaj yapilmaya baglanarak deneysel siire¢ baslatilmistir.
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3.7.2. Deney Siireci ve Yapilan Islemler

Caligmada bir gida katki maddesi olan kalsiyum propiyonat (E282) (Sigma
Aldrich, 21230) kullanilmigtir. Kalsiyum propiyonat (>%97 kuru madde) 8 hafta boyunca
her giin su icerisinde ¢ozdiiriilerek oral gavaj yoluyla sicanlara verilmistir (Sekil 3.1). Bu
yiizden suda ¢oziinebilir formu kullanilmistir. Kullanilan kalsiyum propiyonatin sudaki
coziinlirliigli 1g/10ml’dir. Kullanilan gavaj ignesi 16 gauge (G) ignedir. Kalsiyum

propiyonat ile calisilirken maske, siperlik ve eldiven kullanilmasi gibi giivenlik

onlemlerine uyulmustur. (Sigma Aldrich CAS No: 4075-81-4 Calcium propionate Safety
Data Sheet - SDS)

Sekil 3.1: Sicanlara uygulanan oral gavaj islemi

Sicanlara verilecek miktar1 belirlemek i¢in Once islenmis gidalari iceren bir
diyetle beslenen insanlarin giinliikk olarak maruz kaldiklar1 propiyonik asit miktar
belirlenmistir. Bu da 15 mg/kg canli agirlik/giin’e tekabiil etmektedir (5). PD grubundaki
hayvanlara bu dozda uyulama yapilmistir. PY grubunun doz ayarlamasinda ise siganlara
0zgii NOAEL (deney hayvanlarinda gozlemlenebilen higbir yan etki gézlemlenmeyen
doz) degeri olan 300 mg/kg canli agirlik/giin kullanilmistir (6). Kontrol grubuna, gavaj

isleminin stresini diger gruplarla esit bir sekilde yasamasi i¢in su ile gavaj yapilmistir.
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Calisma boyunca her hafta basinda gavaj isleminden 6nce kan sekeri ve agirlik
Ol¢timii yapilmigtir. 8 hafta boyunca her giin saat 10.00-12.00 arasinda giinde 1 kez gavaj
yapilmistir. Kalsiyum propiyonat ¢ozeltisi her giin taze hazirlanmistir. Gavaj yapilacak
¢ozeltiler hazirlanirken 0,1 mg hassasiyette analitik terazi (Shimadzu, ATX224R)

kullanilmistir.

Her hayvanin agirligina gore almasi gereken kalsiyum propiyonat dozunu igeren
¢Ozelti mililitresi farkli olacagindan her siganin agirligi i¢in miktar hesaplanarak gavaj
yapilmistir. Diisiik ve yiiksek doz gruplari i¢in ayr1 ayri esit konsantrasyonda, giinliik
olarak gruptaki tiim si¢anlara yetecek miktarda ¢ozelti hazirlanmistir. Gavaj islemi,
sicanlarin mide hacmi de disiiniilerek 2,5 ml’lik enjektorle yapilacagr icin ¢ozelti
konsantrasyonlar1 2 ml su {izerinden hesaplanmustir. Propiyonat Diisiik Doz (PD) grubu
icin 5 mg/ 2 mI’lik konsantrasyonda 26 ml ¢ozelti, Propiyonat Yiiksek Doz (PY) grubu
icin ise 100 mg / 2 mI’lik konsantrasyonda 26 ml ¢6zelti hazirlanmistir. 2 grup arasinda
doz miktar1 bakimindan 20 kat fark vardir (15 mg/kg — 300 mg/kg). Bu sebeple
hazirlanilan ¢ozeltilerde de 20 katlik bir konsantrasyon farki bulunmasi her sigan i¢in ayr1

bir doz-kg hesab1 yapmamak adina kolaylastirict olmustur.

Propiyonat Diisiik doz (PD) grubu — 15 mg/kg i¢in;

Stcan Agirligi (g) X 15 mg
1000 g

= D mg Kalsiyum Propiyonat

5 mg/2 ml’lik bir Kalsiyum Propiyonat ¢ozeltisinden si¢an agirligina uygun olan

D mg kalsiyum propiyonata karsilik gelen ¢ozelti mililitresi i¢in;

2ml 5mg
X mi ><: D mg

D mg Kalsiyum Propiyonat X 2 ml
=Xml

5mg

PD grubu gibi PY grubunda da ayni hesaplama yapilmistir. Verilmek istenen
dozlar arasinda (15-300 mg/kg) ve iki grup i¢in hazirlanan ¢6zelti konsantrasyonlari

arasinda (5-100 mg/ml) 20 kat fark olmas1 sebebiyle agirliga gore verilecek doz miktarlari
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PD ve PY gruplari i¢in esit ¢ikmistir. PD ve PY gruplarina yukaridaki hesaplamalara gore
hazirlanan Tablo 3.1°deki miktarlara bakilarak agirliklarina 6zgii kalsiyum propiyonat
¢ozeltisi verilmistir. Kontrol grubuna ise baslangigta 1,8 ml su verilmistir ve her hafta 0,1

ml artirilarak devam edilmistir.

Tablo 3.1: Sicanlarin agirliklarina gore almasi gereken ml cinsinden ¢ozelti miktarlari

tablosu
Gavaj icin doza gore ayarlanmis ml cinsinden ¢6zelti miktarlari

PD PY PD PY PD PY PD PY
Agirhk 52?%’ 1020;39’ Agirhk 52'21%’ 1020;39’ Agirhk 52'2%’ 1020;39’ Agirhk 52'23’ 1020n'1‘|9’
280 1,68 1,68 318 1,908 1,908 356 2,136 2,136 394 2,364 2,364
281 1,686 1,686 319 1914 1914 357 2,142 2,142 395 2,37 2,37
282 1,692 1,692 320 1,92 1,92 358 2,148 2,148 396 2,376 2,376
283 1,698 1,698 321 1926 1,926 359 2,154 2,154 397 2,382 2,382
284 1,704 1,704 322 1,932 1,932 360 2,16 2,16 398 2,388 2,388
285 1,71 1,71 323 1,938 1,938 361 2,166 2,166 399 2,394 239
286 1,716 1,716 324 1,944 1944 362 2,172 2,172 400 2,4 2,4
287 1,722 1,722 325 1,95 1,95 363 2,178 2,178 401 2,406 2,406
288 1,728 1,728 326 1956 1,956 364 2,184 2,184 402 2,412 2412
289 1,734 1,734 327 1,962 1,962 365 2,19 2,19 403 2,418 2,418
290 1,74 1,74 328 1,968 1,968 366 2,196 2,196 404 2,424 2,424
291 1,746 1,746 329 1974 1974 367 2,202 2,202 405 2,43 2,43
292 1,752 1,752 330 1,98 1,98 368 2,208 2,208 406 2,436 2,436
293 1,758 1,758 331 1,986 1,986 369 2,214 2214 407 2,442 2,442
294 1,764 1,764 332 1,992 1,992 370 2,22 2,22 408 2,448 2,448
295 1,77 1,77 333 1,998 1,998 371 2,226 2,226 409 2,454 2,454
296 1,776 1,776 334 2,004 2,004 372 2,232 2,232 410 2,46 2,46
297 1,782 1,782 335 2,01 2,01 373 2,238 2,238 411 2,466 2,466
298 1,788 1,788 336 2,016 2,016 374 2,244 2244 412 2,472 2472
299 1,794 1,794 337 2,022 2,022 375 2,25 2,25 413 2,478 2,478
300 1,8 1,8 338 2,028 2,028 376 2,256 2,256 414 2,484 2,484
301 1,806 1,806 339 2,034 2,034 377 2,262 2,262 415 2,49 2,49
302 1,812 1,812 340 2,04 2,04 378 2,268 2,268 416 2,496 2,496
303 1,818 1,818 341 2,046 2,046 379 2,274 2,274 417 2,502 2,502
304 1,824 1,824 342 2,062 2,052 380 2,28 2,28 418 2,508 2,508
305 1,83 1,83 343 2,058 2,058 381 2,286 2,286 419 2514 2514
306 1,836 1,836 344 2,064 2,064 382 2,292 2,292 420 2,52 2,52
307 1,842 1,842 345 2,07 2,07 383 2,298 2,298 421 2,526 2,526
308 1,848 1,848 346 2,076 2,076 384 2,304 2,304 422 2,532 2532
309 1,854 1,854 347 2,082 2,082 385 2,31 2,31 423 2,538 2,538
310 1,86 1,86 348 2,088 2,088 386 2,316 2,316 424 2,544 2544
311 1,866 1,866 349 2,094 2,094 387 2,322 2,322 425 2,55 2,55
312 1872 1,872 350 2,1 2,1 388 2,328 2,328 426 2,556 2,556
313 1,878 1,878 351 2,106 2,106 389 2,334 2334 427 2,562 2,562
314 1,884 1,884 352 2,112 2,112 390 2,34 2,34 428 2,568 2,568
315 1,89 1,89 353 2,118 2,118 391 2,346 2,346 429 2574 2574
316 1,896 1,896 354 2,124 2,124 392 2,352 2,352 430 2,58 2,58
317 1,902 1,902 355 2,13 2,13 393 2,358 2,358 431 2,586 2,586

PD: Propiyonat Diisiik Doz, PY: Propiyonat Yiiksek Doz
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3.7.3. Deneyin Sonlandirilmasi

8. haftanin sonunda son kez agirlik ve kan sekeri dlgiimleri yapilmistir ve deney
sonlandirma asamasina geg¢ilmistir. Calisma sonunda inhalasyon yoluyla %2’lik izofluran
anestezisi altinda (Plexx, HNG 6, Hollanda) siganlarin intrakardiyak kanlari alinmistir
(Sekil 3.2). Sakrifikasyon islemi kanlar alindiktan sonra anestezi altinda servikal

dislokasyon metodu ile gerceklestirilmistir.

Sekil 3.2: Sicanlardan kardiyak kan alma islemi

Calisma sonunda alman kanlar 0. giin alman kanlar gibi sar1 kapakli jelli
biyokimya tiipline alinmistir ve tiipiin igerisindeki silika ile temas etmesi i¢in birka¢ kez
alt iist edilmistir. 30 dakika kanin pihtilagmasi beklenmistir. Ardindan 1700 g’de 15
dakika santrifiij edilerek (Hettich, UNV.3202) serumlar1 ayrilmistir. Serumlar ependorf
tiiplerine porsiyonlanip 0. Giin kanlariyla beraber analizlerin yapilacagi giine kadar -

80°’de (Haier, DW-86L628) saklanmustir.
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3.8. LABORATUVAR ANALIZLERI

Tiim analizler i¢in serumlar, analizlerin yapilacagi zaman kademeli olarak oda

sicakligina getirilmistir (-80°— -20° - 2-8°- oda sicaklig1).

10.

11.

3.8.1. ELISA Testleri

Calismada kullanilan ELISA kitlerinin ¢alisma prensibi Sandwich ELISA’dir.
Calisma prosediirii;

Tiim reaktifler oda sicakligina gelince standart stok soliisyonu hazirlanir.

Kalibratorleri olusturmak igin 200 ul standart stok soliisyonu 200 pl standart
seyreltici ile karigtirilip 15 dk beklenir.

15 dakikanin sonunda karisim, iginde 200’er pul standart diltient bulunan ependorf
tiiplerine her seferinde vortekslenip seri diliisyon yapilarak 5 adet kalibrator

hazirlanir.

Sadece standart diliient i¢eren kor hazirlanir ve bakilacak parametreye 6zgii
primer antikorla kapli kuyucuklarin oldugu mikroelisa plakasina uygun yerlere

sirastyla 50 pl olacak sekilde standart eklenir.

Numune kuyucuklarina 40 pl numune eklendikten sonra kor kontrol kuyusu ve

kalibratorler hari¢ tiim kuyularalO ul sekonder antikor eklenir.

Ardindan kor kontrol kuyucugu harig tiim kuyucuklara Streptavidin — Horseradish

Peroksidaz (HRP) enzimi eklenir.

Plaka bir kapatici ile ortiilip 37°C’de 60 dakika inkiibe edilir (Grant, Thermo-
Shaker PHMP).

Inkiibasyondan sonra kapatici ¢ikarilip plaka 5 kez yikanir (BioTek, ELx50).

Her bir kuyucuga 50 pl substrat soliisyonu A eklenir ve ardindan her kuyucuga

substrat soliisyonu B eklenir.
Yeni bir kapatici ile iizeri kaplanip karanlikta 37°C’de 10 dakika inkiibe edilir.

Inkiibasyondan sonra her kuyucuga 50 ul durdurma soliisyonu eklenir ve substrat
eklendikten sonra plakada olusan mavi renk (Sekil 3.3), durdurma soliisyonunun

da eklenmesiyle sar1 bir goriintli kazanir (Sekil 3.4).
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12. Durdurma soliisyonu eklendikten sonraki 10 dakika icerisinde 450 nm’ye
ayarlanmig bir mikroplaka okuyucu (Thermo Scientific, Varioskan Flash)

kullanilarak her kuyunun optik yogunlugu belirlenir.

3.8.1.1. Insiilin Ol¢iimii:

Insiilin analizi icin &l¢iim aralig1 0,1-40mIU/L ve hassasiyeti 0,05mIU/L olan
sican ELISA kiti kullanilmistir (Rat Insulin ELISA Kit; Catolog No: E0707Ra; from
Bioassay Technology Laboratory, Nanhu Dist, Jiaxing, Zhejiang, China).

3.8.1.2. Glukagon Olc¢iimii:

Glukagon analizi i¢in 6l¢iim araligi 5-1000ng/L ve hassasiyeti 2,53 ng/L olan
sigan ELISA kiti kullanilmistir (Rat Glukagon ELISA Kit; Catolog No: E1066Ra; from
Bioassay Technology Laboratory, Nanhu Dist, Jiaxing, Zhejiang, China).

-

J;

J:.‘f d l : , i 5‘7‘:%
Sekil 3.3: Glukagon ELISA plakasinin durdurma soliisyonu eklenmeden 6nceki

goruntisi
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3.8.1.3. Yag Asidi Baglayici Protein 4 (FABP4) Olgiimii:

FABP4 analizi igin 6lgiim araligi 0,05-30 ng/ml ve hassasiyeti 0,026 ng/ml olan
sican ELISA kiti kullanilmistir (Rat fatty acid binding protein ELISA Kit; Catolog No:
E0760Ra; from Bioassay Technology Laboratory, Nanhu Dist, Jiaxing, Zhejiang, China).

:
5
;

h

Sekil 3.4: FABP4 ELISA plakasinin durdurma soliisyonu eklendikten sonraki goriintiisii

3.8.2. GC-MS Yontemi ile Kalsiyum Propiyonat Ol¢iimii

Sican serumundan trimetilsilil (-TMS) esterlesme reaksiyonu baz alinarak
gerceklestirilmistir. Analizde propiyonik asit degerleri kantitatif olarak belirlenmistir.
Belirlenen optimum numune hazirlik prosediirii ile propiyonik asit, sigan serumu
numunesinden ekstraksiyon islemi ile alinarak esterlesme islemine tabi tutulmustur. Bu
asamada esterlesme reaksiyonu Jasem Short Chain Fatty Acids GC-MS Analysis Kit
reaktifleri kullanilarak gerceklestirilmistir.

Numune Hazirlik Prosediirii
1. Sigan serumu Orneklerinden 200 pl mikro santrifiij tiiplerine alinmustir.

2. Her bir numunenin iizerine 20 pl propiyonik asit i¢ standardi (Propiyonik asit-

d5) eklenmistir.
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3. Uzerine 10 pl Jasem Short Chain Fatty Acids Analysis Kit Reagent-1 eklenerek

20 sn vortexlenmistir.

4. 600 pl Jasem Short Chain Fatty Acids Analysis Kit Reagent-2 ile ekstraksiyon
islemi gergeklestirilmistir ve 3500 rpm’de 5 dk santiriij edilerek {ist faz temiz bir HPLC

vialine alinmistir.

5. Tirevlendirme igin 10 ul Jasem Short Chain Fatty Acids Analysis Kit Reagent-
3 eklenerek HPLC vialinin kapagi sikica kapatilarak 60 °C’de 30 dakika inkiibe edilmistir.

6. Tiirevlendirme reaksiyonu sonrasi numuneler oda kosullarina geldiginde GC-

MS cihazina verilmistir.

Kalibrasyon egrisi propiyonik asit standardi ve i¢ standardi kullanilarak

olusturulmustur.
7 seviyeli kalibrator noktasi saf standart ile hazirlanmistir.
Konsantrasyon araligi: 2,5-1000 uM
GC-MS: Agilent 8890-5977B GC-MSD
Analitik Kolon: HP-5MS 30 m x 250 pm x 0.25 um

Tasiyic1 Gaz: %99 Helyum

3.9. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Verilerin analizi IBM SPSS 25 paket programi ile gerceklestirilmistir. Nicel
degiskenler igin aritmetik ortalama ve standart sapma degerleri sunulmustur. iki tekrarl
Olgtimlerin karsilastirilmasinda eslestirilmis orneklem t testi (paired sample t-test)
kullanilmis, gruplar arasinda tekrarl 6l¢iimlerdeki degisimler bakimindan incelemeler
tekrarli Olctimler icin ANOVA ile incelenmistir. Gruplar arasinda 6lgiim degerleri
bakimindan karsilagtirmalarda tek yonliit ANOVA kullanilmistir. Arastirmada tip I hata

orani 0,05 olarak alinmustir.

3.10. CIKAR CATISMASI

Bu caligmada arastirmacilar arasinda ¢ikar ¢atismasi yoktur.
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3.11. ARASTIRMANIN KISITLILIKLARI

Insan metabolizmasi ve sigan metabolizmasi her ne kadar benzerlikler tasisa da
birbirinden farklidir. Arastirmada siganlarla ¢alisilmis olmasi, kalsiyum propiyonatin
insanlar tizerinde de ayni etkiye yol agip agmayacagini kesin olarak ortaya koyamayacagi

icin bu arastirmanin kisitliligidir.

Bu calismada siganlara 8 hafta uygulama yapilmistir. Ancak bu siirenin
propiyonik asitin kronik etkisinin gozlenebilmesi ic¢in yeterli gelip gelmeyecegi
belirsizdir. Ayrica siganlar normal agirlik artisinin devam ettigi gelisme donemindeyken
calisilmigtir. Ve bu durum propiyonik asit etkeninin ve diger parametrelerin agirlik artigi

ile iligkilendirilememesine sebep olmustur.
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4. BULGULAR

4.1. DENEY HAYVANLARININ OZELLIiKLERIi

Calismada kullanilan siganlara ait 6zellikler Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1: Sicanlara iliskin temel betimsel bulgular

Hayvan Tiirii ve Savisi 0. Giin Viicut Agirhg: 8. Hafta Viicut Agirhg:
y (Ortalama/Min-Max) (Ortalama/Min-Max)
Irki (Adet)
(9) )
Sican / Wistar
Kontrol ] 11 313,7 /(281 — 345) 372,6 /(340 — 431)
Albino
Sigan / Wistar
PD ) 11 321 /(306 — 335) 378 /(347 - 407)
Albino
Sican / Wistar
PY i 11 312,9/ (293 - 335) 362,1 /(330 — 384)
Albino

PD: Propiyonat Diisiik Doz
PY: Propiyonat Yiiksek Doz

4.2. DAGILIMIN NORMALLIGI

Aragtirmada dagilimin normalligini tespit etmek {izere ve Shapiro-Wilk testleri

uygulanmistir. Elde edilen sonuglara gére FABP4, glikoz ve insiilinin ilk 6l¢timlerinde

normal dagilimin saglanmadig: tespit edilmis ve dagilimin normalligini saglamak {lizere

bu ii¢ 6l¢iim i¢in ug deger tespiti yapilarak belirlenen degerler ¢calisma dis1 birakilmistir.

Normallik testi bu degerlerin tespit edilip ¢alisma dis1 birakilmasinin ardindan

gergeklestirilmistir. Olgiilen tiim parametrelerde dagilim normal ¢iktig1 igin parametrik

testlerin yapilmasi uygun bulunmustur.
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4.3. GRUPLARIN KENDI ICINDE TEKRARLI OLCUMLERININ
KARSILASTIRILMASI

Gruplarin kendi igerisinde 0. giin ve 8. haftaya ait 6l¢timlerinin karsilastirildigi

sonuclar Tablo 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.2: Gruplarin 0. giin ve 8. haftada propiyonik asit, insiilin, glukagon, FABP4,

glikoz diizeyleri ile agirlik degisimlerinin karsilastirilmasi

KONTROL PD PY

Ortalama + SD P Ortalama £+ SD P Ortalama + SD P

0. giin 160 + 32 83 +£21 151+ 47
Propiyonik
Asit (uM) 0158 ————— 0004 ———— 0,277
8. hafta 132 £ 46 15775 172 £ 36
0. giin 421+0,61 4,11 £0,26 3,97 £0,75
insiilin
(MIUIL) 0,006 —— <0,000 —— <0,001
8. hafta 5,09 £0,72 5,11 +£0,54 5,53 +£0,43
0. giin 168 £18 152+ 14 149+ 13
Glukagon
(ng/L) 0,294 0,197 0,032
8. hafta 160+ 13 161 £ 10 165+ 15
0. giin 4,53 £0,41 428 £0,59 4,63 +£0,85
FABPA4 0061 ————— 0005 —————— 0,022
(ng/ml)
8. hafta 5,08 + 0,61 5,27 + 0,50 5,44 + 0,41
0. giin 103 +£6 109 £ 13 106 £ 14
Glikoz
(mg/dl) 0262 —+——— 0012 —— 0,006
8. hafta 100+ 7 97+6 92+6
0. giin 314+ 19 321+10 313+ 13
E‘g%‘“‘k <0001 ———— <000l ——— <0,001
8. hafta 373 +£25 378 £ 20 362+ 15

uM: mikromolar, ng: nanogram, ml: mililitre, mlU: miliinternationalunit, L: litre, mg: miligram, dl: desilitre
g:gram

PD: Propiyonat Diisiik Doz

PY: Propiyonat Yiiksek Doz

P degerleri eslestirilmis 6rneklem t testi (paired samples t-test) ile elde edilmistir.
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Tabloda goriildiigii tizere propiyonik asit degerinde Kontrol grubunda 0. giin ve
8. hafta ol¢iimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktur (p=0,158). PD
grubunda 0. giin ve 8. hafta Ol¢limleri arasinda propiyonik asit degerinde artis
gozlemlenmis ve istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmistir (p=0,004).
8.hafta dl¢timleri 0. giin 6l¢iimlerinden daha yiiksek bulunmustur. PY grubunda 0. giin
ve 8. hafta dlglimleri arasinda propiyonik asit degerinde istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik yoktur (p=0,277). Kontrol, PD ve PY gruplarinda 0. giin ve 8. hafta propiyonik

asit diizeyleri ortalama degerleri Sekil 4.1°de gosterilmistir.

*

250 I

200
23. 172136
‘@ 150
<
=
S 100 8342l i
.b ................
= o000, o dle. Lo0.e0e,
E 50 S R 111
A~ o000, P.5.5.°,9 Lo0.e0e,

Kontrol PD PY

10. glin # 8. hafta

Sekil 4.1: 0. giin ve 8. hafta propiyonik asit diizeyi ortalamalar1

*: Karsilastirildiginda anlamli olan gruplar. P<0,05 eslestirilmis 6rneklem t testi (paired samples t-test)

Kontrol grubunda insiilin degeri i¢in 0. giin ve 8. hafta olglimleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmistir (p=0,005). PD grubunda insiilin
degeri icin 0. giin ve 8. hafta 6l¢limleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
tespit edilmistir (p<0,001). Benzer sekilde PY grubunda da insiilin degeri i¢in 0. giin ve
8. hafta Ol¢limleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmistir
(p<0,001). Elde edilen sonuglar ii¢ grup igin de 8. hafta insiilin degerlerinin 6l¢iimlerinin
0. giin Olgimlerinden daha yiiksek oldugunu gostermektedir. Kontrol, PD ve PY
gruplarinda 0. giin ve 8. hafta insiilin diizeyleri ortalama degerleri Sekil 4.3°te

gosterilmistir.
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Kontrol PD PY

= 0.glin # 8. hafta

Sekil 4.2: 0. giin ve 8. hafta insiilin diizeyi ortalamalar1

*: Karsilastirildiginda anlamli olan gruplar. P<0,05 eslestirilmis 6rneklem t testi (paired samples t-test)

Glukagon parametresi i¢in Kontrol grubunda 0. giin ve 8. hafta dl¢limleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p=0,294). Benzer sekilde PD
grubunda da 0. giin ve 8. hafta 6l¢iimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
tespit edilmemistir (p=0,197). Ancak PY grubunda 0. giin ve 8. hafta 6l¢iimleri arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamlhidir (p=0,032). PY grubunda 8. hafta glukagon dl¢iimleri
0. giin 6l¢iimlerinden daha yiiksek bulunmugstur. Kontrol, PD ve PY gruplarinda 0. giin

ve 8. hafta glukagon diizeyleri ortalama degerleri Sekil 4.4°te gosterilmistir.

200 168+ 18 =
180 160+ 13 161410 | 165+ 15
152+ 14 149 113 {

VI 1 BTl Ew
£ 10 BERES SR RIS
§) 100 DRSS BT e
g 80 DO REO R
X e hememm 0 LSl
= 60 R R .
O 4 DO BT e

20 R SR SRR

O ----- L EmEeeeEEs DEOELEEL

Kontrol PD PY

0. giin 8. hafta

Sekil 4.3: 0. giin ve 8. hafta glukagon diizeyi ortalamalar1

*; Karsilastirildiginda anlamli olan gruplar. P<0,05 eslestirilmis drneklem t testi (paired samples t-test)
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Kontrol grubunda FABP4 degeri icin 0. giin ve 8. hafta 6lgiimleri arasinda fark
yoktur (p=0,061). PD grubunda FABP4 degerinde 0. giin ve 8. hafta dl¢limleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmistir (p=0,005), bu farklilik 8. Hafta
Olctimlerinin daha yiiksek olmasindan kaynaklanmaktadir. PY grubunda da FABP4
degerinde 0. giin ve 8. hafta dl¢limleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
tespit edilmistir (p=0,022). Benzer sekilde bu farklilik 8. hafta 6l¢limlerinin daha ytiksek
olmasindan kaynaklanmaktadir. Kontrol, PD ve PY gruplarinda 0. giin ve 8. hafta
FABP4 diizeyleri ortalama degerleri Sekil 4.2°de gosterilmistir.

* *
7
544+ 0,41
6 5,27 + 0,50 ' '
5,08+0,61 4,63+0,85 I
= 453+£041 4,28 + 0,59 I
S |
2 a4 A
af DTN o]
9(3 3 IR -°n%a%a0
w2 DTN -°n%a%a0
_ =
Jaaa & . N
Kontrol PD PY

% 0. giin # 8. hafta

Sekil 4.4: 0. giin ve 8. hafta FABP4 diizeyi ortalamalar1

*: Karsilastirildiginda anlamli olan gruplar. P<0,05 eslestirilmis 6rneklem t testi (paired samples t-test)

Kontrol grubunda glikoz degeri i¢in 0. giin ve 8. hafta olgiimleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktur (p=0,262). PD grubunda 0. giin ve 8. hafta
Ol¢iimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmistir (p=0,012). PY
grubunda da 0. giin ve 8. hafta dl¢limleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
tespit edilmistir (p=0,006). PD ve PY gruplarinda glikoz degerlerinde 8 hafta
Ol¢iimlerinde azalis gozlenmistir. Kontrol, PD ve PY gruplarinda 0. giin ve 8. hafta

glikoz diizeyleri ortalama degerleri Sekil 4.5’te gdsterilmistir.
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Kontrol PD PY
0. gin #8. hafta

Sekil 4.5: 0. giin ve 8. hafta glikoz diizeyi ortalamalari

*: Karsilastirildiginda anlamli olan gruplar. P<0,05 eslestirilmis 6rneklem t testi (paired samples t-test)

Kontrol grubunda 0. giin ve 8. hafta agirlik Ol¢limleri arasindaki farklilik
istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,001). Kontrol grubundaki bu farklilik 8. hafta
Olgiimlerinin 0. giin Ol¢iimlerine gore yiiksek olmasindan kaynaklanmaktadir. PD
grubunda 0. giin ve 8. hafta agirlik olgiimleri arasindaki farklilik istatistiksel olarak
anlamlidir (p<0,001). PD grubundaki bu farklilik 8. hafta 6l¢timlerinin 0. giin dlgiimlerine
gore yliksek olmasindan kaynaklanmaktadir. PY grubunda 0. giin ve 8. hafta agirlik
Ol¢iimleri arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,001). PY grubundaki bu
farklilik diger gruplarda oldugu gibi 8. hafta 6l¢timlerinin 0. giin 6l¢iimlerine gore yiiksek
olmasindan kaynaklanmaktadir. Agirlik {i¢ grupta da artis gostermistir. Kontrol, PD ve
PY gruplarinda 0. giin ve 8. hafta agirlik diizeyleri ortalama degerleri Sekil 4.6’da

gosterilmistir.

* * *
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Kontrol PD PY
:0.glin # 8. hafta

Sekil 4.6: 0. giin ve 8. hafta agirlik diizeyi ortalamalari

*: Kargilagtirlldiginda anlamli olan gruplar. P<0,05 eslestirilmis 6rneklem t testi (paired samples t-test)
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44. GRUPLAR ARASINDA ILK VE SON OLCUMLERDEKI
DEGIiSIMLER BAKIMINDAN KARSILASTIRMALAR

Kontrol, PD ve PY gruplan arasinda 0. giin ve 8.hafta Ol¢limleri arasindaki
degisimler bakimindan incelemeler, “tekrarli 6l¢limler icin ANOVA” ile incelenmistir.

Gruplar arasinda degisimler bakimindan karsilastirmasina Tablo 4.3’te yer verilmistir.

Tablo 4.3: Gruplar arasinda degisimler bakimindan karsilastirmalar

Tip 111 Kareler Ortalama

P Farkhihk
Toplam Kare
Propiyonik
9664 4832 4,222 0,024 PD>PY>K
Asit (uM)
Insiilin
0,145 0,072 0,42 0,662 -
(mIU/L)
Glukagon
379 189 2,702 0,083 -
(ng/L)
FABP4 (ng/ml) 0,45 0,225 1,613 0,217 -
Glikoz (mg/dl) 89 44 0,779 0,468 -
Agirhik (g) 793 396 1,544 0,230 -

uM: mikromolar, ng: nanogram, ml: mililitre, mIU: miliinternationalunit, L: litre, mg:
miligram, dl: desilitre g:gram
Karsilastirmalarda tekrarli dlgiimler i¢in ANOVA testi kullanilmugtir.

Tablo 4.3’e gore Propiyonik asit parametresinin 0. giin ve 8. hafta dl¢limleri
arasindaki degisimi bakimindan, Kontrol, PD ve PY gruplar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik tespit edilmistir (p=0,024). PD grubundaki 0. giin ve 8.
hafta Ol¢limleri arasindaki degisim farki PY grubunun 0. giin ve 8.hafta
Olciimlerindeki degisiminden fazladir. PY grubundaki 0. giin ve 8. hafta ol¢iimleri
arasindaki degisim farki da Kontrol grubunun 0. giin ve 8.hafta 6l¢limlerindeki

degisiminden fazladir.
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Gruplarin 0. giin ve 8. hafta propiyonik asit dlgiimleri farki Sekil 4.7°de
gosterilmistir. Sonuglara gore; Kontrol grubunda 8. hafta olglimlerinde 0. giin
Olgiimlerine gore azalis vardir, PD grubunda 8. hafta 6l¢iimlerinde 0. giin 6l¢limlerine
gore artis vardir, PY grubunda 8. hafta 6lgiimlerinde 0. giin Olgiimlerine gére artis

vardir.

—¢—K —@—PD —d4—PY
180

170 172
160 160 -
150 151

140

130 132

120

PROPIYONIK ASIT (MM)

110
100

90
83

80
Propiyonik Asit — 0 Propiyonik Asit — 8

GRUPLAR

Sekil 4.7: Gruplarin 0. giin ve 8. hafta propiyonik asit dl¢iimleri fark:

Tablo 4.3’te gorildigii gibi FABP4, insiilin, glukagon, glikoz ve agirlik
parametrelerinin 0. giin ve 8. hafta Ol¢iimleri arasindaki degisimi bakimindan,
Kontrol, PD ve PY gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit
edilmemigstir (p degerleri sirasiyla; FABP4; p=0,217; insiilin: p=0,662; glukagon:
p=0,083; glikoz: p=0,468 ve agirlik p=0,230).

Propiyonik asit uygulamasi FABP4, insiilin, glukagon, glikoz ve agirlik

seviyelerinde degisiklige sebep olmamustir.
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4.5. GRUPLAR ARASINDA OLCUMLERIN KARSILASTIRILMASI

Kontrol,

ve PY gruplan

arasinda Ol¢lim  degerleri

bakimindan

karsilagtirmalarda tek yonlii ANOVA kullanilmistir. Sonuglara iligkin bulgular Tablo

4.4’te sunulmustur.

Tablo 4.4: Gruplar arasinda 6lglimlerin karsilastiriimasi

Kontrol PD PY F P Farklihik

Propiyonik Asit -0
(M) 160,18+31,73 83,36+21,47 151,18+47,09 15,794 <0,001 PD<K,PY
Propiyonik Asit -8

131,55+45,87 156,64+74,8 171,82+35,76 1,521 0,235 -
(uM)
Insiilin — 0 (MIU/L) 4.210,61 4,11£0,26 3,97+0,75 0,373 0,692 -
Insiilin — 8 (MIU/L) 5,09+0,72 5,11+£0,54 5,53+0,43 2,020 0,150 -
Glukagon - 0 (ng/L) 168+17,52 152,36+13,61  148,82+1335 5127 0,012 K>PY
Glukagon — 8 (ng/L) 159,73+12,61 160,73+10,34  164,82+14,86 0,493 0,615 -
FABP4 — 0 (ng/ml) 4,53+0,41 4,28+0,59 4,63+0,85 0,850 0,438 -
FABP4 — 8 (ng/ml) 5,08+0,61 5,27+0,5 5,44+0,41 1,349 0,275 -
Glikoz - 0 (m/dl) 103,246 108,82+13,49 105,55+14 0,594 0,559 -
Glikoz — 8 (m/dl) 100,18+6,65 96,82+6,01 92,2745,83 4,547 0,019 K>PY
Agirlik — 0 (g) 313,73+18,77 32141029  312,91+13,14 1,038 0,367 -
Agirhk — 8 (g) 372,64424.6 378+19.8 362,09+15,5 1,747 0,192 -

uM:mikromolar, ng:nanogram, ml:mililitre, mIU:miliinternationalunit, L:litre, mg:miligram, dl:desilitre g:gram

PD: Propiyonat Diisiik Doz
PY: Propiyonat Yiiksek Doz

Gruplar arasinda 6l¢iim degerleri bakimindan karsilagtirmalarda tek yonliit ANOVA kullanilmistir.

Tablo 4.4’te sunulan analizler asagidaki gibidir:

Propiyonik asit parametresinin 0. giin 6l¢iimlerinde Kontrol, PD ve PY gruplari

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmistir (p<0,001). Bu farklilik
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PD grubu olgiimlerinin Kontrol ve PY grubu oOlciimlerinden diisiik olmasindan

kaynaklanmaktadir.

Propiyonik asit parametresinin 8. hafta 6l¢timlerinde Kontrol, PD ve PY gruplari

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p=0,235).

Insiilin parametresinin hem 0. giin dlgiimlerinde hem de 8. hafta dlgiimlerinde
Kontrol, PD ve PY gruplart arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit
edilmemistir (0. Giin p=0,692; 8. Hafta p=0,150).

Glukagon parametresinin 0. giin dlglimlerinde Kontrol ve PY gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmistir (p=0,012). Bu farklilik Kontrol
grubu Sl¢iimlerinin PY grubu 6l¢iimlerinden yiiksek olmasindan kaynaklanmaktadir. PD

grubu ile diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmemistir

(p>0,05).

Glukagon parametresinin 8. hafta dl¢ctimlerinde Kontrol, PD ve PY gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p=0,615).

FABP4 parametresinin hem 0. giin dl¢iimlerinde hem de 8. hafta dlgtimlerinde
Kontrol, PD ve PY gruplan arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit
edilmemistir (0. Giin p=0,438; 8. Hafta p=0,275).

Glikoz parametresinin 0. giin 6l¢timlerinde Kontrol, PD ve PY gruplar1 arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p=0,559).

Glikoz parametresinin 8. hafta 6lgiimlerinde Kontrol ve PY gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmistir (p=0,019). Bu farklilik Kontrol
grubu Slgtimlerinin PY grubu dl¢iimlerinden yiiksek olmasindan kaynaklanmaktadir. PD
grubu ile diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmemistir

(p>0,05).

Agirlik parametresinin hem 0. giin 6lglimlerinde hem de 8. hafta dl¢limlerinde
Kontrol, PD ve PY gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit

edilmemistir (0. Giin p=0,367; 8. Hafta p=0,192).

38



5. TARTISMA

Insanligin en 6nemli meselelerinden bir tanesi hayatinin devamliligini saglayacak
gidaya ulasmaktir. Eski ¢aglardan beri insanlar elde ettikleri besinleri, deneyimlerine
dayanarak koruyacak onlemler almistir. Zamanla gidalarin muhafazasi i¢in daha fazla
bilgiye sahip olunmus ve belirli standartlar getirilerek bugiinkii GKM teknolojilerine
erigilmistir (78). GKM’lerin saglik etkileri siirekli arastiriimakta ve giincellenmektedir.
Bilim diinyasindaki gelismeler, her giin pek ¢ok gida ile beraber maruz kaldigimiz

kimyasallarin insan sagligina etkilerini ortaya koymaktadir.

Firincilik iirtinleri dayanikliligi zayif olan gidalardir. Gida endiistrisinde unlu
mamiillerde koruyucu olarak sodyum ve kalsiyum propiyonat, sorbik asit ve potasyum
sorbat, sodyum benzoat, sodyum diasetat, metilparaben ve asetik asit kullanilir. Bu
calismaya konu olan kalsiyum propiyonat (E283), firincilik tiriinlerinde yaygin olarak
kullanilan bir GKM’dir (79). Son yillarda yapilan arastirmalar propiyonik asit ve
tuzlarinin (E280-283) olasi risklerini ortaya koymus ve konu giderek daha dikkat ¢ekici
olmaya baslamistir (5,29,32-34). Bu c¢alismada kalsiyum propiyonatin glisemik
parametreler lizerine etkisini arastirarak, insiilin direncine giden siirece bir etkisinin olup
olmayacagini gérmek amaglanmigtir. Calisma i¢in kontrol grubunun yaninda, biri
islenmis gidalari iceren bir diyetle maruz kalinan propiyonik asit miktar1 15 mg/kg/giin’e
denk olan diisiik doz grubu ve digeri de si¢anlar i¢in bir limit degeri olan 300 mg/kg/giin’e
denk olan NOAEL dozu olmak iizere iki ayr1 doz segimi yaptik. Literatiirde sekiz hafta
gibi uzun bir zamanda siganlara uyguladigimiz iki ayr1 dozda kalsiyum propiyonatin oral
uygulanmasinin PA, insiilin, glukagon, FABP4 ve glikoz diizeyleri ile agirlik degisimine
etkilerine dair bir ¢alismaya rastlamadik. Bu giincel konuda arastirma yaparak literature
katki saglamak istedik.

5.1. KAN PARAMETRELRININ DEGERLENDIRILMESI

Bu ¢alismada deney Oncesi kanlar1 alinan sigcanlara, 8 hafta siiresince oral olarak
gida koruyucu kalsiyum propiyonat verildi ve deney sonunda tekrar kanlari alindi.
Kalsiyum propiyonat etkeninin bazi kan parametreleri iizerine etkisi ve gruplar arasinda

fark olup olmadig arastirildi.

Wolever, PA’nin saglikli insanlara rektal inflizyon soliisyonuyla uygulamasinin

serum PA’y1 artirdigini bulmustur (80). Tirosh ve ark. insanlarda 6giine eklenmis 1 g
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kalsiyum propiyonatin oral yolla aliminin akut etkisini incelemis ve postprandiyal plazma

propiyonatinda dnemli diizeyde artis gozlemlemistir (5).

Tirosh ve ark.’nin ¢alismasinda propiyonat verilmesiyle kanda akut PA artisi
gbzlendigi gibi bizim ¢alismamizda da uzun dénemde benzer bir etki gézlemledik. Elde
ettigimiz sonucglara gore disarindan kalsiyum propiyonat uygulamasi dolasimdaki PA
lizerine gruplar arasinda anlamli bir farka sebep olmustur (p=0,024). En yiiksek degisim,
diisiik dozda kalsiyum propiyonat alan grupta (PD) kan diizeyinde artis seklinde olmustur.
Ancak bu degisim Tablo 4.2 ve Tablo 4.4’te de gortldiigi gibi PD grubundaki si¢anlarin
0. giin propiyonik asit degerlerinin diger gruplarin ortalamalarindan belirgin diizeyde
diisiik olmasindan kaynaklaniyor olabilir. PA’nin endojen iiretimi ve bu iiretimin
beslenme, bagirsak mikrobiotas1 gibi kosullara bagl degiskenligi de diisiiniildiigiinde
elde edilen bulgular tartismalidir (26,30).

5.1.1. Glikoz Diizenlenmesi Uzerine Etkilerin Degerlendirmesi: Insiilin,
Glukagon, FABP4 ve Glikoz

Propiyonik asit ile 1990’11 yillarda yapilan ¢alismalarda elde edilen sonuglar
PA’nin kan sekeri ve insiilini azaltic1 etkisi oldugu yoniindedir. Liljeberg ve ark.’nin
yaptigi ¢alismalarda laktik asit veya sodyum propiyonat igeren ekmeklerin tokluk kan
sekerini ve insiilin yanitim1 6nemli dlgiide disiirdigi tespit edilmistir (81,82). Ayrica
Darwiche ve ark. sodyum propiyonat iceren arpa ekmeginin gastrik bosalma hizim
yavaglattigini, buna bagli olarak glisemik yanitin azaldigini ve diisiik insiilinemik tepkiler

olustugunu gostermistir (83).

Gecmis yillarda genel kani, PA’nin insiilini azaltti§1 yoniinde iken Darzi ve ark.
oral PA uygulamasindan sonra ilk kez insanlarda postprandiyal insiilineminin
artabilecegini tespit etmislerdir. PA’nin glukoneojenik aktivitesine dayanarak
dolasimdaki glikozun artmasina bagli insiilinde bir artis olabilecegini ileri stirmiislerdir.
Onceki calismalarda bu etkiye baglh olarak insiilin diizeylerinin neden etkilenmedigini ise
o calismalarda kullanilan ekmegin nahos tadindan ve buna bagl gastrik bosalma hizinin

daha yavas olmasindan ileri gelebilecegi seklinde yorumlamislardir (9).

2019 yilina gelindiginde Tirosh ve ark. farelere intraperitoneal enjeksiyonla esit
molarda PA ve piruvat uygulayarak kan glikozunu artirma yeteneklerini

karsilagtirmislardir. PA’nin piruvata gore kan glikozunu daha ¢ok artirdigini ve plazma
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insiilin diizeylerinde de uyumlu bir artis oldugunu tespit etmislerdir. Uygulanan PA
miktar1 arttikca glisemik cevapta da artis gozlenmistir. Ayn1 zamanda oral yoldan PA
uygulandiginda da intraperitoneal PA uygulamasina benzer etkiler gozlenmistir. Yine
ayni ¢alismada farelere PA’nin oral yoldan verilmesi ile rektal tatbikati arasinda bir
karsilagtirma yapilmig ve oral uygulamanin daha belirgin sistemik etkileri olabilecegini
diistinmiislerdir. Yine ayn1 arastimanin bir pargasi olarak Tirosh ve ark. bir bagka ¢alisma
modeli ile, islenmis gidalarin tiiketildigi bir diyette giinliik olarak maruz kalinan PA’nin
kronik maruziyetinin etkilerini arastirmistir. C57BL6 farelerinin igme suyuna 15 mg/kg
oraninda katilan sodyum propiyonatin kronik etkisine baktiklar1 calismada
hiperinsiilinemi, hiperglukagonemi ve kan glikozunda artis gézlemlemislerdir. Ayrica
hepatik glikojenolizde de artis rapor edilmistir. Tirosh ve ark. PA’nin insanlar tizerindeki
etkisine de bakmuslar ve 14 saglikli katilimci ile randomize, plasebo kontrollii, ¢ift kor,
capraz c¢alisma modeli ile kalsiyum propiyonat maruziyetinin akut etkilerini
aragtirmislardir. 8 saat a¢ birakilan katilimcilarin, 1 g kalsiyum propiyonat i¢eren bir 6giin
ve plasebo 6giin tiiketiminden sonra yarim saat ara ile 4 saat boyunca kan ornekleri
toplanmistir. PA igeren Ogiiniin tiiketiminin ardindan plaseboya kiyasla plazma
norepinefrin, glukagon ve FABP4’te artis gosterilmistir. Ogiin sonras: insiilin

duyarliliginda 6nemli bir diisiis gozlenmistir (5).

Bu konuda karsilastigimiz en giincel ¢alisma, Adler ve ark.’nin 2021 yilinda
kalsiyum propiyonatin insanlarda glikoz metabolizmasi tizerine akut etkisi olup
olmayacagini inceledikleri ¢aligmadir. 28 saglikli insanla yapilan randomize, plasebo
kontrollii, ¢capraz calismada goniilliiller, 7 giin PA igermeyen bir diyetin ardindan
randomizasyon ve ¢aprazlama saglanarak diisiik doz kalsiyum propiyonat tiiketmislerdir.
Kalsiyum propiyonat tiiketimi plaseboya gore insiilin karsit1 diizenleyici yanitin aktive
olmas1 ve buna bagli glukagon, norepinefrin ve epinefrinde artisla sonuglanmistir. Ayrica
ayni ¢alisma ile PA’nin, hipoglisemi kosullarinda endojen glikoz tiretimini de artirdigini

gozlemlemislerdir (34).

Goriildiigh gibi literatiirde propiyonik asit ve tuzlarinin insiilin ve kan sekeri
tizerindeki etkilerine dair c¢eliskili sonuglar ortaya koyulmustur. Bu caligmada ise
literatlirde bulunan insiilini diisiirticii ya da artiric1 etkilerin ikisini de gozlemlemedik.
Elde edilen sonuglarda insiilin degerlerinde 0. giin ve 8. hafta 6lglimleri arasindaki fark

tic grupta da anlamliydi ancak {i¢ grubun kendi arasinda anlamli bir degisimi oldugunu
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gozlemlemedik. Dolayis1 ile insiilin hormonu degisiminin kalsiyum propiyonat

maruziyetinden etkilenmedigini sdyleyebiliriz.

Kolonda {iretilen PA’nin, glukagon benzeri peptit-1 (GLP-1) gibi bagirsak
hormonlarin1 uyarma yetenegi bulunmaktadir ve istahin baskilanmasi, diizenlenmesi,

viicut agirligi yonetimi ve glisemik kontrol ile baglantisi olabilir (84).

1991 yilinda Wolever, 6 saglikli insan iizerinde yaptigi ¢alismada, PA’nin rektal

uygulamasinin serum glikoz ve glukagonunu artirdigini bulmustur (80).

Dolasima giren endojen veya eksojen PA’nin glukagonu artirabilecegi yoniindeki
literatiir bilgisinden yola ¢ikarak gida katki maddesi olan kalsiyum propiyonatin glukagon
degerleri iizerine etkisinin olup olmadigi arastirdik. Ol¢iimlerle elde edilen sonuglara
gbre yalnizca PY grubunda bir artis oldugunu ancak bu artisin kalsiyum propiyonat

etkeninden kaynaklanmadigi kanaatine vardik.

FABP4 hormonu lipid metabolizmasi ile iligkili bir hormon olmasina ragmen
pankreas B-hiicreleri, hepatositler gibi periferik hiicreleri de etkileyerek karbonhidrat
metabolizmasin1 da etkiler (39). Insiilin direnci, obezite, tip2 diyabet ve metabolik
sendrom ile serum FABP4 seviyelerinin yiikselmesi arasinda iliski gosterilen ¢caligmalar

bulunmaktadir (36,40—42).

Yu ve ark. propiyonat ve diger KZYA maruziyetinin, adipoz farklilasmasi

sirasinda FABP4 ekspresyonunu 6nemli dl¢iide artirdigini tespit etmistir (85).

2021 yilinda Prentice ve ark. FAPB4’iin yalniz basia degil ADK ve NDPK ile
kompleks olusturarak metabolik etkiler gosterdiklerini gézlemlemisler ve bu hormon
kompleksini “Fabkin” olarak adlandirmiglardir. Yeni tanimlanan Fabkin hormon
kompleksi (FABP4-ADK-NDPK), enerji akiginin metabolik organlarin isleyisi ile
iliskisine dair yeni bir fikir vermistir. Ayrica Fabkin’in insiilin direnci, diyabet gibi
patolojik durumlara etkisinin olabilecegini gostermiglerdir (42). Fabkin’in glikoz
homeostazindaki etki mekanizmalarina bakildiginda, glikozla uyarilan insiilin sinyalinin
bozulmasi, hiicre ici kalsiyum akisinda ve beta hiicre disfonksiyonunda degisimler ve
endoplazmik retikulum stresiyle baglantis1 oldugu gorilmistir (86). PA’nin da
dolasimdaki FABP4’ii artirabilecegi yoniindeki literatiir bilgisi, kalsiyum propiyonat
maruziyetinin insiilin direnci ile olan baglantisinin FABP4 ve Fabkin {izerinden

gerceklesme ihtimalini akla getirmektedir.
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Bir bagka ¢aligmada Tirosh ve ark. propiyonatin farelerde glukagon ve FABP4’iin
plazma konsantrasyonunu artirdigint ve buna bagli olarak da glikojenolizi ve
hiperglisemiyi uyardigini rapor etmislerdir. Tirosh ve ark. yaptifi ¢alismaya gore
propiyonat ex vivo modelde kemirgen pankreas adaciklar1 ve adipoz dokuda dogrudan
glukagon veya FABP4 salgilanmasina sebep olmazken in vivo modelde salgilanmasina
yol agmigtir. Bu sonuglari, PA’nin glukagon ve FABP4 hormonlarinin salgilanmasinin
artmasini sempatik sinir sistemini harekete gecirerek instilin karsiti calisan hormonlardan

norepinefrinin devreye girmesiyle sagladig1 seklinde yorumlamislardir (5).

Gincelligini koruyan ve yeni gelismelerle hakkinda daha c¢ok bilgi sahibi
olunmaya baglanan FABP4 hormonunun Tirosh ve ark.’nin yaptig1 ¢alismayla PA ile
iliskisi olabilecegi goriilmiistiir. Bu etkiyi biz de degerlendirmek istedik. Kalsiyum
propiyonatin sekiz hafta boyunca uygulandigi c¢alismamizda serumdaki FABP4
diizeylerinde, PD ve PY grubunda anlamli artis olsa da, bu artig kalsiyum propiyonattan
etkilenmemistir. PD ve PY gruplarindaki FABP4 artisinin sebebi belirsizdir.

Daha once de bahsettigimiz gibi bazi ¢alismalarda PA uygulamas: ile glikozun
azaldig1 yoniinde etki gbzlenmis olsa da farkli calismalarda glikoz artis1 yoniinde bulgular
ortaya koyulmustur. PA’nin hem glukoneojenik bir 6nciil olmasi hem de glukagon,
norepinefrin ve FABP4 hormonlarminin artis1 hepatik glikoz tiretimini destekler ve
PA’nin hiperglisemik etkilerine aracilik eder (5,34). Ancak bu calismada glikoz
diizeylerinde kalsiyum propiyonata bagli bir degisim gozlemlemedik. Kalsiyum
propiyonat etkeninden bagimsiz olarak PD ve PY gruplarinin glikoz diizeylerinde
anlamli bir diislis vardi. Kan glikoz diizeylerindeki diismenin sebebi, 0. giinle 8. hafta
arasinda insiilin hormonunda anlamli 6l¢iide artis olmasina bagli olabilir. 0. giin
Ol¢iimlerinde kontrol grubunun glikoz diizeyi ortalamasi PY grubundan anlamli
Olclide yiiksekti. Bu yiizden kontrol grubunun 8. hafta glikoz ortalamasi insiilin

artisindan diger gruplar kadar etkilenmemis olabilir.

5.2. AGIRLIK DEGISIMININ DEGERLENDIRILMESI

Propiyonik asit iizerine yapilan ¢alismlarda dikkati ¢eken bir diger husus da
PA’nin istah ve gida alimi iizerine etkisidir. Liljeberg ve ark. saglikli insanlarla yaptigi
calismada, sodyum propiyonat eklenmis arpa ekmegi ile kontrol ekmeklerinin istah,
tokluk ve gida alimlarini incelemistir. Sonuglara gére sodyum propiyonat iceren ekmek

diger ekmeklere kiyasla tokluk siiresini anlamli 6lglide artirmistir (82).
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Darzi ve ark. diger ¢alismalarin aksi bir sonug¢ elde etmistir. Calismalarinda
propiyonattan zengin eksi maya ekmeginin, kontrol ekmegine gore istah1 ve gida alimini
etkilemedigi gériilmiistir. Bu durumun sebebi olarak, daha 6nceki ¢alismalarda sodyum
propiyonat eklenmis ekmeklerin nahos bir tada sahip olmasindan kaynaklanabilecegini
ve dolayisi ile duyusal 6zelliklerin istahi etkileyebilecegini 6ne slirmiislerdir. Tiiketilen
besinlerin duyusal 6zellikleri ile baglantili olarak gastrik bosalma hizinin degisebilecegini

varsaymislardir (9).

Her ne kadar PA’nin istah ve gida alimini azalttigi yoniinde literatiir bilgisi
bulunsa da dolasimdaki PA ile obezite arasinda da iligki kurulmaktadir. Endojen
propiyonat, karacigerde glukoneogenez, liponeogenez ve protein sentezinde bir onciildiir.
Zay1f, fazla kilolu ve obez goniilliiler arasinda digkidaki KZY A miktarlarinin kiyaslandigi
bir ¢alismada fazla kilolu ve obezlerde propiyonik asit miktar1 daha yiiksek bulunmustur
(87). Tirosh ve ark. obezite ve insiilin direnci bulunan insanlarda kilo kaybina yonelik
cesitli diyetler uygulamis ve kilo vermeye bagli olarak plazma PA diizeylerinin, 6.ve 24.
aylarda baglangigtaki plazma PA’ya gore azaldigin1 gostermislerdir. Buradan yola ¢ikarak
obezite ve insiilin direnci ile plazma PA diizeyleri arasinda iliski olabilecegini 6ne
stirmiislerdir. Ek olarak, Tirosh ve ark. bir bagka ¢aligmasinda sodyum propiyonata diisiik
dozda (%0,15-0,3 mg/kg) kronik olarak maruz kalan farelerde hormonal degisimin yani

sira kademeli agirlik artis1 da gézlemlemislerdir (5).

Bu ¢aligmadan elde ettigimiz sonuglara gore her bir grupta anlamli 6l¢iide agirlik
artig1 olmustur. Ancak bu artis, siganlarin hala gelisme déneminde olmasindan ileri gelen
dogal bir sonug gibi goériinmektedir. Ayn1 zamanda agirlik artist bakimindan gruplar
arasinda fark bulunmamistir. Bu sebeple c¢alisma tekrar edilecek olursa, agirlik
degisiminin daha iyi degerlendirilmesi, diger hormonlarin diizeyleri ve agirlik degisimi
arasindaki iligkilerin incelenebilmesi gibi ekstra durumlar i¢in siganlarin biliylime ve

gelismesinin durmasi beklenebilir.

Sonuglarin timii degerlendirildiginde, kalsiyum propiyonatin sadece PA
diizeyinde bir farkliliga sebep oldugu ancak insiilin, glukagon, FABP4 ve glikoz diizeyleri
ile agirlik tizerine etki etmedigi sdylenebilir. Elde ettigimiz sonuglara gore diisiik ve
yiiksek dozda kalsiyum propiyonata maruziyet sonucu insiilin direnci gelisimine dair bir
bulgu tespit etmedik. Bu yiizden PA haricindeki parametrelerde gruplarin kendi iginde ilk

ve son Olc¢limlerinin arasinda fark bulunmasinin altinda yatan bilmedigimiz baska bir
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sebep bulundugu ¢ikarimi yapilabilir. Siganlarin gelisme doneminde olmasi, agirlik
kazaniminin devam etmesi gibi stabil olmayan kosullar ile bu parametrelerdeki degisim

arasinda iligski bulunuyor olabilir.

Propiyonik asit maruziyetiyle ilgili yapilan ¢alismalarin bir kismi akut etkiyi
Olgmiistlir. PA’nin uzun dénem etkisine dair ¢alisma daha az sayidadir. Bu sebeple kronik
etkinin gozlemlenmesi i¢in ne kadar silireye ihtiya¢ olacagi konusu belirsizdir. Bu
calismada sekiz hafta uygulama yapildi. Ancak bu sekiz haftalik siire kalsiyum
propiyonatin kronik etkisini gozlemlemek i¢in yeterli bir siire olmayabilir. Yine bir
varsayimla, PA’nin belirgin etkisinin belki de akut olarak kendini gosterdigini ve kronik

maruziyette metabolizmanin bunu tolere edebilecegi diistiniilebilir.

5.3. UNLU MAMULLERDE KALSiYUM PROPiYONAT KULLANIMINA
YONELIK SON SOZLER VE CIKARIM

Kalsiyum propiyonat ekmek ve tiirevlerinin yapiminda en yaygin kullanilan
koruyucudur. Her ne kadar bu g¢alismada kalsiyum propiyonat etkenine bagli kan
bulgularinda PA diizeyindeki degisim haricinde baska bir degisime rastlanmamis olsa da
literatiirde zararlarina ve risklerine yonelik caligmalar goriilmektedir. Bu yilizden saglik
agisindan daha risksiz alternatif yontemler gelistirilebilir. Ornegin; eksi maya eklenmis
ekmekle kalsiyum propiyonat eklenmis ekmegin raf dmriiniin kiyaslandig bir ¢alismada,
% 0,3 oraninda kalsiyum propiyonat eklenmesi ekmege 10-12 giin raf omrii saglarken
eksi maya 12-14 giine kadar uzatmistir. Ayrica eksi mayali ekmekle kalsiyum propiyonat

iceren ekmeklerde benzer antifungal aktivite gézlemlenmistir (88).

Ekmek ve tlirevlerini korunmasinin saglanmasinda kullanilan yeni yontemlerden
biri de Lactobacillus amylovorus DSM 19280 gibi antifungal bilesikler tireten biyolojik
ajanlardir. Ekmege eklenen kalsiyum propiyonat ile Lactobacillus amylovorus DSM
19280 ile fermente edilmis eksi maya etkinliginin kiyaslandig: bir ¢alismada, kalsiyum
propiyonatin daha az antifungal etki gosterdigi saptanmistir (89).

Yaygin olmamakla birlikte firincilik iiriinlerinde dogal koruyucular, ugucu yaglar
da kullanilabilmektedir. Zerdegal, portakal, limon out, kekik gibi ugucu yaglarin,
icerigindeki  antimikrobiyal bilesenler sayesinde koruyucu etki  gosterdigi
diistiniilmektedir (90). Kapsiillenmis kekik esansiyel yaginin, sentetik koruyucular

kullanmadan, keklerin raf dmriinii en az 30 giin korudugu goriilmiistir (91).
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Sentetik ya da zararli olabilecek gida koruyucu kimyasallarin yerine dogal

alternatiflerinin kullanilmasi iizerine aragtirmalarin olmasi sevindiricidir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢alismadan elde edilen sonuglara gore kalsiyum propiyonatin diisiik dozda
ya da yiiksek dozda alinmasi, serum PA degeri lizerinde bir degsiklige sebep olmus
ancak glisemik yanita etki etmemistir. Gruplarin kendi i¢inde degisim farklari anlamli
olsa da insiilin, glukagon, glikoz, FABP4 ve agirlik parametrelerindeki 0. giin ve 8.
hafta arasindaki degisim kalsiyum propiyonat etkeninden bagimsiz ¢ikmistir.

Sicanlarda insiilin direnci gelisebilecegine dair bir bulguya rastlanmamustir.

Bu calismada her ne kadar propiyonik asitin insiilin direncine ya da glisemik
yanitta degisime neden olmadigini rapor etsek de literatiirde aksini belirten ¢alismalar
bulunmaktadir. Ve bu durum, propiyonik asit iceren besinlerin tiiketilmesinin halk
saglig1 acisindan hala riskli olabilecegini diislindiiriir. PA ve tuzlarina en sik maruz
kaldigimiz ekmek gibi temel bir gidada, daha giivenli ve dogal gida koruyucularin

kullanilmasi i¢in arastrmalar yapilmalidir.

Bir gida koruyucu olarak PA ve tuzlarinin kullanimi GRAS (Genel Olarak
Giivenli) kabul edilse de kronik maruziyetin insan sagligina etkilerinin

degerlendirilmesi i¢in daha detayli ve uzun siiren insan ¢alismalarina ihtiyag¢ vardir.

Calisma i¢in sectigimiz 8 haftalik siire propiyonik asitin uzun donem etkilerini
gozlemlemek icin yeterli gelmemis olabilir. Yine bu konuda yapilan ¢alismalarin
genel olarak akut etki agisindan incelendigi diisiiniiliirse, ayn1 anda hem akut etki hem
de kronik etki gozlenmesine olanak taniyacak uzun siireli bir ¢alisma modeli
gelistirilebilir. Boylece akut etki ve kronik etki arasinda bir fark olur olmadig:

anlasilabilir.

Calismanin tekrar edilebilirligi acisindan modelleme 6nerimiz si¢an agirliginin
stabil oldugu eriskinlik doneminde yapilmasidir. Bu ¢aligmanin sicanlarin erigkinlik
cagina ulagsmadan yapilmis olmasi, propiyonik asitin agirlik artist ile de
iliskilendirilememesine sebep olmustur. Ozellikle propiyonik asit tiiketiminin etki
ettifi FABP4 hormonunun adipoz dokudan salgilaniyor olmasi sebebiyle biiylime
durduktan sonra olusabilecek agirlik artis1 ile de baglantili olabilecegine dair bir
kiyaslama yapilamamistir. Bu ¢alismada FABP4 artis1 agirlik artisindan bagimsiz

olarak ele alinmistir.
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