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OZET

Diyetle indiiklenmis Obezitede Yag Dokusundaki Oksidan-Antioksidan Dengenin

incelenmesi

Obezite ile birlikte yag dokusunda oksidan-antioksidan denge degisiklikleri meydana
gelmektedir. Ancak, viicudun farkli bolgelerindeki yag dokularinda bu degisikliklerin hangi
diizeyde gergeklestigi, oksidan-antioksidan denge degisikligi ile adipokin salgilanmasi arasinda
nasil bir iliski oldugu net bir sekilde ortaya konulmamistir. Calismamizda, yiiksek yagl diyetle
sicanlarda olusturulan obezite modelinde, viicudun farkli bolgelerindeki yag dokularinda
oksidan-antioksidan denge degisikligi, bu denge degisikligi ile adipokin salgilanmasi arasindaki
iliski ve antioksidan kullammmin bu iligkiyi hangi yonde etkilediginin incelenmesi

amaglanmustir.

Calismamizda, her birinde 6 adet Sprague Dawley irki sigan bulunan kontrol, obez ve
obez + 2 g/LL N-asetilsistein alan gruplar olusturuldu. Kontrol grubu standart sigan yemiyle,
obez ve NAC grubu yiiksek yag igerikli yemle toplam 85 giin beslendi. Serum numuneleri,
subkutan (derialt1), visseral ve bdbrek etrafindaki yag dokusu ornekleri alindi. Serum
numunelerinde leptin, adiponektin, rezistin, apelin, insiilin, interlokin-6, tiimdr nekrozis faktor-a
ve retinol baglayici protein-4 miktarlari 6l¢iildii. Doku 6rneklerinde leptin, adiponektin, rezistin,
apelin, beta aktin ve nikotinamit adenin diniikleotid fosfat oksidaz enziminin riboniikleik asit
seviyeleri real time polymerase chain reaction ile belirlendi. Dokularda malondialdehit, protein
karbonil grubu, glutatyon miktar1 belirlenip, siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve

katalaz aktiviteleri Olciildii.

Serum leptin, perirenal malondialdehit ve subkutan glutatyon seviyeleri obez grupta
artmist1 (sirastyla, p=0.003, p=0.004, p=0.032). Visseral siiperoksit dismutaz, visseral katalaz,
perirenal katalaz, visseral glutatyon peroksidaz aktiviteleri obez grupta azalmisti (sirasiyla,
p=0.009, p=0.009, p=0.002, p=0.002). Leptin ve apelin gen ekspresyonlar1 subkutan yag
dokusunda obez grupta kontrol grubuna gdre anlamli derecede yiiksek bulundu (sirasiyla
p=0.04, p=0.03).

Yiiksek yag icerikli diyetle beslenen sicanlarda, yag dokulari arasinda oksidatif strese

cevapta ve adipokin ekspresyon profillerinde fark oldugu kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: Leptin, oksidatif stress, obezite, siiperoksit dismutaz, yag dokusu



SUMMARY

The Investigation of Adipose Tissue’s Oxidant - Antioxidant Balance in Dietary-
Induced Obesity

The oxidant-antioxidant balance alterations, associated with obesity, have been
previously reported. However, the extend of such changes in the fat tissues located at different
regions of the body is not clear. Similarly, the relation between the adipokin release and the
oxidant-antioxidant balance remains to be elucidated. In this study, the rat model of high fat diet
obesity was used to determine the oxidant-antioxidant balance and the relation to the adipokin
release in fat tissues of different body regions. How antioxidant use effects the changes occured

also investigated.

Control, obese and obese +2 g/L. N-acetylcysteine groups were established. Each group
consisted 6 Sprague-Dawley rats. Control rats were fed by standart food and obese and N-
acetylcysteine group were fed by high fat diet. The serum samples and fat tissue samples from
subcutaneous, visceral and perirenal pads were collected. The concentrations of leptin,
adiponectin, apelin, resistin, insulin, interleukin-6, tumor necrosis factor alpha, retinol binding
protein-4 were determined in the serum samples. In the fat tissue samples, messenger
ribonucleic acid levels of leptin, adiponectin, apelin, resistin and nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate-oxidase were measured by real time polymerase chain reaction.
Additionally, the amounts of malondialdehyde, protein carbonyl group, glutathione, superoxide

dismutase, catalase and glutathione peroxidase activities were determined.

Serum leptin, perirenal malondialdehyde and subcutaneous glutathion levels increased in
obese group (p=0.003, p=0.004, p=0.032, respectively) and visceral superoxide dismutase,
visceral catalase and perirenal catalase activities decreased in obese group (p=0.009, p=0.009,
p=0.002, respectively). Leptin and apelin messenger ribonucleic acid levels increased in obese

group (p=0.04, p=0.03), respectively).

It was suggested that, there are differences in oxidative stress responses and adipokine

expression profile for differently located adipose tissues in rats fed high fat diet.

Key Words: Leptin, oxidative stress, obesity, superoxide dismutase, adipose tissue



3. GIRIS ve AMAC

Obezite ve komplikasyonlar1 giiniimiiz insanini tehdit eden 6nemli bir saglik
problemidir. Ozellikle sanayilesme ile artan sedanter yasam tarzi ve beslenme
aliskanliklarindaki degismeler, tiim diinyada yas gruplarina bakilmaksizin obezite
insidansint hizli bir sekilde artrmistir. Etkili ve uygulanabilir tedavi yaklagimlarini
gelistirebilmek ve obezitenin biyokimyasal mekanizmalarni anlayabilmek i¢in
insanlarda gozlenen obezitenin de altinda yatan en biiyiik etken olan diyetle uyarilmis
obez modeller bir¢ok ¢alismada kullanilmaktadir. Rodentlerde farkli obezite modelleri
ile obezite olusturmak miimkiindiir. Bunlardan biri olan g¢evresel indiiklenmis obezite
modelinde enerji ag¢isindan yiiksek kalori degerine sahip beslenme programi

uygulanmaktadir (1, 2).

Yag dokusu anatomik yerlesimlerine gore subkutan ve visseral yag dokusu olarak
smiflandirilmaktadir. Subkutan yag dokusu boyun, sirt, bel, karin, gluteal, femoral ve
meme bdlgesinde bulunur. Visseral yag dokusu ise mide, barsak, gobek, pankreas, aort,

kalp, bobrek ve i¢ lireme organlar1 ¢evresinde bulunmaktadir (3) .

Beyaz yag dokusu salgilamis oldugu hormonlar ve sitokinlerden dolay1 endokrin
organ olarak kabul edilmektedir. Yag dokusu diyetle alinan fazla enerjiyi triagilgliserol
(TG) seklinde depolamasi disinda enerji metabolizmasinin kontroliinde de ana faktor
oldugu bilinmektedir. Yag dokusu leptin, adiponektin, rezistin, retinol baglayici protein
4 (RBP-4), apelin gibi adipokinleri salgiladig1 gibi, tiimor nekrozis faktor-o (TNF-a),
interlokin-6 (IL-6), molekiillerinide salgilamaktadir (4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11). Bu
molekiiller insiilin direnci, hipertansiyon, kanser gibi hastaliklarin patolojisinde 6nemli
rol oynarlar. Yapilan calismalar, viicutta farkli yerlerdeki yag dokularmmin farkli
fonksiyonlara ve sentez Ozelliklerine sahip oldugu gosterilmistir (4, 6, 12). Yag
hiicrelerinde artan lipid icerigi adiposit disfonksiyonuna sebep olmakta ve salgilanan
adipokin profili degismektedir. Son donemlerde yapilan calismalarda, obezite ile
birlikte yag dokusunda artmig bir oksidatif stresin varlig1 belirtilmistir (8). Ancak lokal
yag dokularindaki oksidatif stres belirtegleri ve antioksidan mekanizmalar ile adipokin

seviyeleri arasindaki iligki yeterince irdelenmemistir.



Bu calismada, diyetle indiiklenmis obezitede visseral, perirenal ve subkutan yag
dokusundaki oksidatif stresin degisimini tespit etmek, diyabet, kalp-damar hastaliklari,
metabolik sendrom ve kanser gibi hastaliklarin patolojisinde rol alan bazi adipokinlerle
oksidatif stres belirteclerinin iliskisini inceleyerek antioksidan kullanimmin bu iliski

iizerine etkilerinin arastirilmas1 amaglanmustir.

Bu amaca ulagmak i¢in visseral, perirenal ve subkutan bolgelerden alinan yag
dokularinda glutatyon, malondialdehit (MDA), protein karbonil grubu, antioksidan
enzimlerden siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx)
Olgiildii. Serum orneklerinde leptin, adiponektin, apelin, rezistin, RBP-4, glukoz, TG,
IL-6, TNF-a, instilin, total antioksidan kapasite (TAK), total oksidan kapasite (TOK)
Olciimleri yapildi. Yukarda belirtilen bolgelerden alinan yag doku 6rneklerinden real
time polymerase chain reaction (RT-PCR) teknigi ile leptin, adiponektin, rezistin,
apelin, nikotinamid adenin diniikleotid fosfat oksidaz (NADPH oksidaz), beta aktin
proteinlerin mRNA ekspresyonlar1 tayin edildi. Giiclii bir antioksidan olan N-
asetilsistein (NAC) kullanim1 ile antioksidanlarin yag dokusundaki oksidatif strese ve
adipokin salgilanmasina etkisi ayrica antioksidan kullanimmin obeziteye baglh

komplikasyonlarin azaltilmasindaki etkinligi incelendi.



4. GENEL BIiLGILER
4.1. Obezite

Obezite son yillarda artan goriilme sikligi ile 21. yiizyilin en Onemli saglik
problemlerinden biri olarak ortaya g¢ikmaktadir (13). Obezite viicuttaki yag dokusu
hacminin artmasmdan dolay1 saglik problemlerinin arttig1 ve beklenen yasam siiresinin
azaldig1 medikal bir durum olarak tanimlanir (14). Besinlerle alinan enerjinin viicudun
harcadig1 enerji miktarmmi gectigi zaman, fazla enerji yag dokusunda TG olarak
depolanir ve obezite ortaya cikar (15). Obezite 6zellikle kalp hastaliklari, tip 2 diyabet
ve kanserin ortaya c¢ikma riskini artirrr (4, 5, 14, 15). Bazi endokrin ve psikiyatrik
hastaliklarin obeziteye neden oldugu bilinmesine ragmen obezitenin en yaygin nedenleri
diyetle fazla kalori alinmasi, fiziksel aktivitenin azalmasi ve genetik yatkinlik olarak

bilinmektedir (16).

Obezite olusumu esnasinda hangi bdélgedeki yag dokusunun genisleyecegini tiir ve
genetik durumun belirledigi bilinmektedir. Erkeklerde genellikle abdominal obezite
gerceklesirken kadinlarda ise subkutan yag kiitlesinin artmasi seklinde obezite

gergeklesir. Bu farklilikta cinsiyet hormonlar1 6nemli rol oynar (3).
4.2. Yag Dokusunun Gelisimi

Yag hiicreleri (adipositler) mezenkimal kaynakli fusiform onciil hiicreler ve yildiz
seklindeki hiicrelerden farklilasir. Insan embriyosunda yag dokusunun olusumu iki
asamaya ayrilabilir. Ilk kez yag olusumu dogumdan dnceki 14. ve 16. haftalar civarinda
Ozel yerlerde sekillesmis olan preadipositler veya lipoblast olarak adlandirilan epitelsi
onciil hiicrelerin salgi bezi benzeri toplanmasi seklinde meydana gelir. Ikinci yag
olusumu gebeligin 23. haftasindan sonra ve erken dogum sonrasinda meydana gelir. Bu
asamada bir tane biiyiik yag damlacigima lipitleri toplayan fusiform onciil hiicrelerdeki
farklilasma, bag dokusunun bir¢ok yerinde tek yag damlacig1 iceren beyaz yag dokusu
hiicrelerinden olusan yag depolarmin yayilmasina onciiliik eder. Yag dokusu bag
dokusu pargalar1 tarafindan boliimlere ayrilir. Yag boliimlerinin sayisi sabit kalmasina
ragmen, yag dokusunun gelisimsel degisiklikleri bdliimlerin hacimlerinde meydana
gelen biiyiimeyle beraber gergeklesir. Hamileligin ikinci Ui¢ aylik siiresi yetiskin

yaslarda obezitenin gelisimi i¢in kritik peryodu olusturur. Yag hiicreleri goreceli olarak



kiigiik olmasina ragmen tigiincii li¢ aylik siirenin baslangicinda ana yag depolarinda
bulunmaktadir. Yag hiicre kiimelerinin olusumu ile damar olusumunun temporo-spatial
koordinasyonu embriyonik gelisim esnasinda meydana gelir. Dogumda beyaz yag
dokusu total viicut agirliginin yaklasik % 16’sin1 olusturmaktadir. Kahverengi yag
dokusu ise viicut agirligmin % 2-5’ini olusturmaktadir. Dogumdan sonraki ilk yil yag

dokusu 0.7- 2.8 kg arasinda artmaktadir (3).

Onciil hiicrelerin yag dokusu hiicrelerine doniisiimii adipogenezis olarak
adlandirilir (17). Adipogenezis yasa ve cinsiyete gore degismektedir. Yag hiicreleri
adipoblasta doniisen multipotent mezenkimal kok hiicrelerden meydana gelmektedir.
Preadipositlere doniisen adipoblastlar, erken markirlar1 eksprese ederler ancak gec

markirlar1 eksprese etmezler ve TG depolamazlar (3).

Embriyonik gelisim esnasinda bulunan multipotent kok hiicreler ve adipoblastlar
dogumdan sonra da bulunabilmektedir. Yasam boyunca yag dokusu hiicrelerinde
degisiklikler i¢in hassas peryotlarin varhgi kesin olarak kanitlanmustir. Ozellikle yag
dokusu biliylimesinin hizlandig1 iki zaman dilimi bilinmektedir. Bunlar dogumdan
sonraki zaman dilimi ve 9-13 yas arasindaki zaman dilimidir. Hiicre ¢ogalmasi ve
farklilasmas1 yasamin ilk yillarinda en yiiksek seviyede olmaktadir ve ergenlik cagi
oncesindeki yillarda ise daha az olmaktadir. Ergenlik doneminde hiicre ¢ogalma orani
yavaglamaktadir. Agirhig1 degismeyen bireylerde yetiskinlik boyunca hemen hemen
degismeden kalir. Pozitif enerji dengesinin devam etmesi durumunda yag dokusu
kiitlesinin artmasi esas olarak dokuda var olan yag hiicrelerinin genislemesiyle meydana
gelmektedir. Bu durumun siirdiiriilmesi total yag hiicre sayisinda artmanin oldugu
siddetli obeziteyle sonlanir. Pozitif enerji dengesi uzun zaman siirerse hiicre sayisinin
artmastyla veya hiicre hacminin artmasiyla yag dokusunda biiylime gerceklesir. Beyaz
yag dokusunda apopitozis olaymin tanimlanmasi, yag hiicresi kazaniminin geriye
doniisiimsliz  oldugu fikrini degistirmistir. Cocukluk doénemindeki obezite, yag
hiicrelerinin hacimsel ve sayisal olarak artmasi ile karekterizedir. Yetiskinlik
donemindeki obezite de ise yag hiicresi hacminin biliylimesi baskindir. Yetiskinlerde yag
dokusundaki yag hiicrelerinin sayisinin artmasi yag hiicrelerinin hacmi kritik hacme

ulasana kadar gerceklesmez. Insanlarda yeni yag hiicrelerinin olusumu farklilasma



yetenekli hiicrelerin 6nemli bir kismini i¢eren beyaz yag dokusunda gercgeklestigi ifade

edilmektedir (3).
4.3. Yag Dokusunun Yapisi

Yag dokusu lipitle yiikli yag hiicreleri iceren 6zel gevsek bag dokusu olarak
kabul edilir. Doku i¢inde yag hiicreleri, zengin toplar damar ve sinir agiyla etrafi
cevrilen bag dokusu pargalartyla baglanan lobullerde narin retikular lifler vasitasiyla

tutunur (3).

Yag hiicreleri yetiskinlerde yag dokusu kiitlesinin yaklasik % 35-70’ini, total
hiicre popiilasyonunun ise yaklasik % 25’ini icerir. Yag dokusunun kendisi sadece yag
hiicrelerinden degil, ayn1 zamanda makrofajlarinda dahil oldugu stroma wvaskiiler
fraksiyonda bulunan diger hiicre tipleri, fibroblastlar, perisitler, kan hiicreleri, endotelial
hiicreler, preadipositler, az farklilasmis mezenkimal hiicrelerin birlesiminden
olusmustur. Bu degisik hiicre tipleri total hiicre popiilasyonunun kalan % 75’ini
olusturur. Yag hiicrelerinin karakteristik kiiresel sekillerinde, 20 um den 200 um ye
kadar capta degisebilen hacimde muazzam c¢esitlilik vardir. Lipit damlaciklari
kolesterol, fosfolipit, yag asitleri, TG ve noétral yaglarin karigimimi igerir. Yaklasik
olarak depolanan total lipit igeriginin % 95’1 genelde palmitik asit ve oleik asitten
olusan trigliserittir. Geriye kalan ise diagilgliserol, fosfolipit, esterlesmemis yag asidi ve
kolesterolii olusturmaktadir. Lipit damlaciklarini ince arayiizey bir membran stoplazmik
matriksten ayirir. Yag hiicreleri ¢aplarmi 20 kat degistirme yetenegine sahiptir. Artan
lipit ylikiine uyum saglayabilmek icin birka¢ bin kat hacimlerini degistirebilir. Ancak
yag hiicrelerinin hacminin genislemesi smirsiz degildir. Onciil hiicre havuzundan yeni
yag hiicreleri olusumu insanlarda ortalama 1000 pL olan maksimum kapasiteye
ulagildiginda meydana gelir. Yag hiicrelerinde hiicre hacminin yaklasik % 90’1 lipit
damlacigidir. Hiicre c¢ekirdegi, yag hiicresinin ¢evresine sikigmis olan ince stoplazmik
cerceve ile hiicrenin kenarma dogru itilerek diizlesmis yarim ay haline gelmistir. Olgun
beyaz yag hiicreleri tek biiylik lipit damlacigi igerir ve Ulnilokiiler olarak tanimlanir.
Olgun beyaz yag dokusu hiicreleri tek biiyiik lipit damlacig1 tasiyan hiicre haline
doniismeden Once gegici olarak bir¢ok lipit damlacigini iceren multilokiiler hiicre
seklindedir. Geng¢ yag hiicresinde hiicre ¢ekirdegi yuvarlak veya ovaldir, olgun yag

hiicrelerinde fincan sekline doner. Stoplazma lipit damlacig1 etrafinda dar kilif seklinde



yayilir. Gevsek olarak dizilmis zarimsi kabarti ile birka¢ mitokontri hiicre ¢ekirdegi
etrafinda gdzlemlenebilir. Stoplazmada kiiglik golgiler vardir. Serbest ribozomlar bol
bulunur, fakat stoplazma az sayida lizozomlarla bir ka¢ graniilli endoplazmik

redikulumun kisa boliimlerini igerir (3).
4.4. Yag Dokusunun Tiirleri, Viicuttaki Yerlesimi ve Ozellikleri

Yag dokusu anatomik yerlesimlerine gore subkutan ve visseral yag dokusu olarak
siniflandirilmaktadir. Insan viicudundaki yag dokusunun yaklasik % 80’i yiizeysel ve
derin subkutan yag dokusudur. Subkutan yag dokusu boyun, sirt, bel, karin, gluteal,
femoral ve meme bdlgesinde bulunur. Yag dokusunun yaklasik % 20’si ise visseral yag
olarak mide, barsak, gobek, pankreas, aort, kalp, bobrek ve i¢ iireme organlari
cevresinde bulunmaktadir. Ayrica kas i¢inde ve kas ¢evresinde az miktarda bulunan yag

dokusu da visseral yag dokusuna dahil edilmektedir (3).

Yag dokusu hiicre yapisi, rengi ve fonksiyon farkliliklar1 agisindan ise iki gruba
ayrilmaktadir. Bunlar beyaz yag dokusu ve kahverengi yag dokusudur (17). Beyaz yag
dokusu yetiskinlerde deri altinda, bobrek c¢evresinde, ve visseral bolgede bol miktarda
bulunurken (15) kahverengi yag dokusu ise insanlarda Ozellikle yeni doganlarda
bulunur ve zamanla miktar1 azalan mitokondri yoniinden zengin bir dokudur (4, 6).
Beyaz yag dokusu ve kahverengi yag dokusundaki belirteg farkliliklar1 Tablo 1°de
gosterilmistir (3).



Tablo 1. Kemirgenlerde beyaz ve kahverengi yag dokusu belirte¢ farkliliklar
(Frithbeck’den, 3).

Beyaz yag dokusu Kahverengi yag dokusu
Dokunun bol bulundugu Inguinal, retroperitoneal, gonadal Interskapular, bobrek cevresi,
yer koltuk alt1, paravertebral
Renk Sar1 veya fildisi Kahverengi
Damar sistemi ++ +++
Sinir uyarimi Sempatik ++ Sempatik ++
Hiicre sekli Unilokiiler hiicreler Multilokiiler hiicreler
Fonksiyonlar Trigiserit depolama Trigiserit depolama

Yag asidi ve gliserol saliverme Is1 dretimi

Adipokin salgilama Adipokin salgilama
Mitokondri + +++
Uncoupling proteinler UCP 2 (++) UCP 1, UCP 2 (+), UCP 3
Leptin +++ Dogumda, yetiskinde degil
Adrenoreseptorler Bs (++) oy (+) Bs (+++)

Beyaz yag dokusunun fonksiyonlar1 {i¢ baslik altinda toplanmaktadir. Serbest yag
asitlerini TG olarak depolama, depolamis oldugu TG’leri gliserol ve serbest yag
asitlerine katabolize etme ve son olarakta, 6zel biyolojik fonksiyonlar1 olan proteinleri,

sitokinleri, hormonlar1 ve adipokinleri lireterek salgilamaktadir (18).

Yag dokusu ayni zamanda yag  hiicrelerinin depo ve fonksiyonel
karakteristiklerinin topografik yerlesimine gore farkliliklar gosterir. Genel olarak
subkutan ve internal yag dokusu olarak siniflandirilan yag dokularinda fonksiyonel ve

yapisal farkliliklar vardir.

Erkeklerin ve kadinlarin viicut sekillerini olusturan android ve ginoid yag
dagilimmi cinsiyet belirler. Kadinlarda subkutan yag gogiisle birlikte gluteofemoral

bolgede cok bol bulunur. Halbuki erkeklerde subkutan yag ense, deltoid ve triseps



kasinin {istli, ve lumbosakral bolgelerde bulunmaktadir. Her iki cinsiyette de
retroperitoneal, omentum, mezenterikte yaygm yag depolart bulunur. Erkeklerde
visseral bolgede daha fazla yag toplanmasi egilimi vardir. Depospesifik farkliliklar
sadece yag hiicresinin metabolizmasiyla iliskili degil yeni yag hiicrelerin sekli ve
kapasitesiyle de iliskilidir. Ayrica lokal g¢evresel damar ve sinir aglariyla beraber
ekspresyon sekli, adipokin sekresyon profili, hormon reseptdr dagilimi gibi molekiiler

karekteristikler bolgesel farkliliklar1 ortaya ¢ikarir (3).
4.5. Yag Dokusunda Uretilen Adipokinler

Yag dokusu salgilamis oldugu adipokin adi1 verilen sitokin ve hormonlarla enerji
homeostazisinde, yag hiicrelerinin biiyiimesi ve gelismesi gibi fizyolojik siireglerde
onemli rol oynar. Ayrica, yag dokusunun hemostaziste, immun cevapta, steroid
metabolizmasinda, ekstraselliiler matriksin yeniden sekillenmesinde, adipogeneziste ve
anjiogenezis gibi metabolik siireclerde de fonksiyonu bulunmaktadir (19). Son
zamanlarda beyaz yag dokusu salgilamis oldugu hormonlar ve sitokinlerden dolay1
endokrin organ olarak kabul edilmeye baslanmistir. Yag dokusu diyetle alinan fazla
enerjiyi TG seklinde depolamasi disinda enerji metabolizmasimnin kontroliinde de ana
faktor oldugu bilinmektedir. Yag dokusu leptin, adiponektin, rezistin, serpin, lipokalin-
2, plazminojen aktivator inhibitor-1 (PAI-1), retinol baglayici protein 4 (RBP 4), Zn a-2
glycoprotein, vaspin, visfatin, omentin, apelin, chemerin gibi adipokinleri salgiladigi
gibi, anjiotensinojen, TNF-a, IL-6, ve monosit kemoatraktan protein 1 (MCP-1)
molekiillerinide salgilamaktadir (4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11). Bu molekiiller insiilin direnci,
hipertansiyon, kanser gibi hastaliklarin patolojisinde onemli rol oynarlar. Yapilan
calismalar, viicuda dagilimlar1 farkli yag dokularmin adipokin salgilama profillerinin

farkli oldugunu gostermistir (4, 6, 12).
4.5.1. Leptin

[k kez Friedman ve arkadaslar1 Ob geni tarafindan kodlanan leptin adindaki bir
proteinin yag hiicrelerinden tiretilip salgilandigini tesbit etmislerdir. Leptin insanlarda
ve sicanlarda 16 kilo dalton (kDa) agirliginda ve sinyal dizeli hali 167 plazmadaki hali
146 amino asitten olusan bir proteindir (20, 21). Leptinin merkezi sinir sistemindeki
etkisi ile yag dokusu biiylimesini kontrol ettigi sonucuna varimustir. Leptin

hipotalamusu etkileyerek istah1 baskilar ve enerji sarfiyati artirir. Yapilan cesitli
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caligmalarla leptin reseptorlerinin karacigerde, iskelet kasinda, kalpte, bdbrek ve
pankreas gibi onemli organlarda da bulundugu tesbit edilmistir. Leptin baslica yag
dokusunda sentezlenir. Miktar1 viicuttaki yag kitlesi ile orantili olarak artar. Yag dokusu
disinda overlerde, bagirsaklarda ve karacigerde de az miktarda sentezlenmektedir.
Leptinin sadece olgun yag hiicrelerde sentezlendigi ve olgun olmayanlarda
sentezlenmedigi tesbit edilmistir. Yag hiicreleri leptin reseptorlerinide eksprese ettigi
icin bu hormonun otokrin ve parakrin etkilerininde oldugu sdylenmektedir. Ayni
zamanda leptin hematopoiezis, anjiogenezisi, uyardiglt immun cevabi1 diizenledigi,
sempatik sinir sistemini etkiledigi ve kemik iligini baskiladigi bilinmektedir. Bunlara
ilaveten hiperleptinemi kan basincini hayvanlarda yiikseltmektedir. insanlarda ise kan

basincini yiikseltmekteki etkisi daha azdir (17).
4.5.2. Adiponektin

Adiponektin yag dokusundan salgilanan 30 kDa agirliginda bir proteindir.
Adiponektin, adipo Q ve Acrp 30 olarakta bilinmektedir. Adiponektin ilk kez 1995°te
kesfedilmistir (17). Adiponektin insanlarda sinyal dizeli hali 244 plazmadaki hali 226

amino asitten olusan bir proteindir (22).

Obez ve normal kilolu insanlarda visseral yagda, subkutan yagdan daha diistik
miktarda adiponektin gen expresyonu goriilmektedir. Adiponektinin plazma
konsantrasyonu visseral yag dokusu ile negatif koralasyon sergilemektedir (23). Obez
sicanlarda adiponektin mRNA diizeyi normal siganlara gore daha diisiik bulunmustur

(24).

Ayni zamanda obez insanlarda da normal kilolu insanlara gore adiponektin diizeyi
daha diisiik bulunmustur (17, 25). Adiponektin, kasta uncoupling protein-2 (UCP-2) ve
acil koenzim oksidaz expresyonunu artiwrir. Yag dokuda peroxisome proliferator-
activated receptor gamma (PPAR v)’y1 artirmaktadir. Bunlara ilaveten adiponektin
karaciger ve iskelet kasinda adenozin monofosfat (AMP) tarafindan aktiflenen protein
kinazin fosforilasyonunu ve aktivasyonunu indiiklemektedir (17, 26). Bahsedilen bu
genlerin aktivasyonu ve expresyonu karacier ve kasta lipit katabolizmasim artirir ve

trigliserit deposunu azaltir, insiilin rezistans gelisim riskini azaltir (17, 27) .
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Adiponektin ¢opcli reseptor class Al’in ekspresyonunu inhibe ettigi i¢in
aterosklerotik degisikliklerle sonuglanan oksitlenmis diisiik dansiteli lipoprotein (LDL)
nin makrofajlara alinarak kopiik hiicre olusumunu azaltmaktadir (28). Bu nedenle
adiponektin aterosklerotik degisikliklerin gelisimine karsi hasara ugramis arterial damar
duvarmi korumaktadir (29). Ayrica yapilan ¢alismalarda, adiponektin ile oksidatif stres

belirtecleri arasinda negatif bir koralasyon gosterilmistir (8).
4.5.3. Rezistin

Rezistin bol miktarda mononiikleer hiicrelerden exprese edilirken ayni zamanda
yag hiicrelerinde, pankreatik hiicrelerde, ve kasta da exprese edilmektedir. Rezistini
kodlayan mRNA beyaz yag dokusunda, dalakta, hipotalamusta, adrenal bezde, iskelet
kasinda ve pankreasta da tesbit edilmistir (30). Rezistin sicanlarda 114 amino asitlik,
insanlarda 108 amino asitlik proproteinden olusan, dolasimda sinyal dizeleri kesilmis
dimerik sekilde bulunan bir proteindir (31). Rezistin expresyonu visseral yag dokuda
subkutan dokuya gore 15 kat daha fazla oldugu bildirilmistir (32). Rezistin plazma
seviyesi yag depo hacmi ve cinsiyete baghdir (17). Farelerde rezistin seviyesi kisa
sireli aglikta azalr yeniden beslendiginde artar. Ayrica rezistin yiiksek yagh

beslenmeye yanit olarak artar.

Rezistin, iskelet kasin1 ve yag dokusunu etkiler ancak molekiiler mekanizmasi ve
rolii tam olarak bilinmemektedir. Insanlarda yiiksek serum rezistin seviyeleri aterogenez
ve komplikasyonlar1 ile iligkilidir. Rezistin farelerde insiilin direncini ve glukoz
intdleransini indiikler. Bunu AMP ile aktive edilen protein kinaz aktivitesini azaltarak
ve karacigerde glukoneojenetik enzimlerin ekspresyonunu artirarak yaptigi ileri
stiriilmektedir (17). Yag hiicre kiiltiiriinde rezistin insiilinle uyarilmis glukoz almimini
bozmaktadir. Hayvanlara antirezistin antikoru nun uygulanmasi yiliksek yag alimi
sonucu olusan hiperglisemi ve insiilin rezistansinin gelisimini 6nlemektedir. Rezistin

farelerde insiilin rezistansina ve glukoz int6leransina neden olmaktadir (33).

Rezistinin insiilin rezistansmi indiiklemede anahtar yag hiicre sinyali oldugu ileri
stiriilmektedir. Boylece obezite ile diyabet arasindaki molekiiler iliskinin saglandigi

ifade edilmektedir (34).
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4.5.4. Apelin

Apelin baz1 hiicre tiplerinin yiizeyinde exprese edilen G proteini iliskili APJ
reseptoril olarakta bilinen apelin reseptorii i¢in endojen liganttir (35, 36, 37). Apelinin
yag dokusu, meme bezi, rahim, testis, akciger, beyin, kalp gibi 6nemli dokularda farkl
cesitleri tanimlanmistir (38, 39, 40). Apelin insanlarda ve sicanlarda 77 amino asitlik
prekiirsor olarak sentezlenir daha sonra 55 amino asitlik forma doniistiiriiliir, ardindan
da daha kisa formlara doniisiir. Apelinin fizyolojik aktif formu 36 amino asitlik
formudur. Daha kisa formda olanlarin da biyolojik fonksiyonu olabilmektedir (17).
Apelin geni 77 aminoasitlik pre-proprotein seklinde apelini kodlar (39). Endoplazmik
redikulumda N terminal bolgedeki sinyal dizesinin ayrilmasi ile 55 amino asitlik
proprotein haline gelir. 42-77 arasindaki 36 amino asitlik kisim apelin 36’y1 meydana
getirirken, 61-77 arasindaki 17 aminoasitlik kisim apelin 17’yi meydana getirir, 65-77
arasindaki 13 aminoasitlik kisim apelin 13’ii meydana getirir ve 66-77 arasindaki 12

aminoasitlik kisim apelin 12’yi meydana getirir (41).

Apelin arter duvarmin diiz kas hiicrelerinin gevsemesini saglayan nitrik oksit
(NO) in salinmasimi uyardig1 ifade edilmektedir (42). Siganlara apelin uygulamasi kan
basincini azaltmaktadir (17). Apelin kardiyak dokunun yeniden sekillenmesinde rol
oynamaktadir. Ayrica kronik kalp yetersizligi olan hastalari sol ventrikiillerinde apelin
seviyesi arttig1 tesbit edilmistir (43). Apelin knock out farelerde kalp kasmnmn
kasilmasinda sistolik disfonksiyonla iliskili progresif bir bozulma gézlemlenmistir (44).
Ayrica, apelinin endotelial hiicrelerin migrasyonu ve proliferasyonunu uyararak,
anjiogenik aktivite gosterdigi ve anjiogenezise neden oldugu ifade edilmektedir (45, 46,

47, 48, 49).

Apelinin kahverengi yag dokusundaki uncoupling protein (UCP) ekspresyonunu
artirarak ve adiponektin seviyesini degistirerek insiilin rezistansini diizenleyebilecegi
ifade edilmektedir (50). Yag hiicrelerinde kisa siireli aglik apelin seviyesini azaltirken
besin alimi ile apelin seviyesi yeniden artmaktadir (51). Yiiksek yagh diyetle beslenen
hayvanlarda apelin salgilanmasmin daha yiliksek oldugu bilinmektedir (17). Diyabetik
farelerde serum apelin seviyesi azaldigi i¢in apelin sentezinin insiilin tarafindan

diizenlendigi ileri siiriilmektedir. Apelinin obezitede miktar1 artar (52).
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4.5.5. interlokin-6

IL-6 insanlarda sinyal dizeli hali 212 amino asit igeren, olgun hali 183 amino
asitten olusan bir proteindir (53). Siganlarda ise sinyal dizeli hali 211 amino asit igeren

olgun hali 187 amino asitten olusan bir proteindir (54).

IL-6 hiicre savunmasinda merkezi rol oynayan ¢ok fonksiyonlu sitokindir. Akut
faz yanitin1 olusturmada giiclii etkisi bulunmaktadir. IL-6 fazla ekspresyonu multiple
miyeloma, romatoid artrit, pisOryazis, menopoz sonrasi olusan osteoporoz gibi bazi
hastaliklarin patolojisiyle iligkilidir. IL-6 hematopoiezis, immun cevap gibi hiicre

savunma mekanizmalarinda ve akut faz reaksiyonlarinda merkezi rol oynar (55).

Inflamatuar molekiillerden biri olan IL-6’nin ana kaynaklarindan birinin yag
dokusu oldugu ifade edilmektedir. Cesitli ¢alismalarda IL-6 seviyesinin obez bireylerde
yiiksek oldugu ve dolasimdaki seviyesinin yag hiicreleriyle korale oldugu tesbit
edilmistir. Kan dolagimindaki toplam IL-6’nin % 15-35’inin yag dokusu kaynakli
oldugu tahmin edilmektedir. Visseral yag doku explantlar1 subkutan yag dokudan daha
cok IL-6 salgilar. Bunlara ragmen IL-6 obezite iliskisi tartismalidir (56).

4.5.6. Tiimor Nekrozis Faktor-a

TNF-o’nin insanlarda membrana bagli formu ve serbest formu olmak {izere iki
formu bulunmaktadir. Membrana bagli formu 233 amino asitten olusur ve membranda
bulunur. Serbest formu ise 77 ve 233. amino asitler arasindaki 157 amino asitlik

kisimdan olusmaktadir (57). Siganlarda ise 235 amino asitlik bir proteindir (58) .

TNF-a akut inflamasyon esnasinda makrofajlar ve monositler tarafindan iiretilen
inflamatuar sitokindir. TNF-a hiicre i¢i sinyal yolaklarmi etkileyerek apopitozise ve
nekrozise neden olur. Aym1 zamanda enfeksiyon ve kansere direnmede Onemli bir
proteindir (59). TNF-a bir¢ok biyolojik fonksiyonu vardir ve mekanizmalar1 bazen
karigiktir. Bu protein bir yandan bazi infeksiyonlara direnmeyi saglarken diger yandan
patolojik komplikasyonlara neden olarak birbirine zit roller gerg¢eklestirmektedir. TNF-
a geni knock out farelerde leismania direncinin olmadigi goriilmiis, dalaklarinda,
germinal merkezlerinde fonksiyon kayiplar1 goriilmiistiir. TNF reseptorii knock out
farelerde mikrobial enfeksiyonlara karsi hassasiyet artmistir ve bakteriyal

endotoksinlere inflamatuar yanit baskilanmistir. TNF-a bagisiklig1 uyararak, uykuyu
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diizenleyerek, embriyonik gelisimde fonksiyon gorerek, tiimorlere ve enfeksiyon
ajanlarma direng gostererek viicutta ¢esitli roller tistlenmektedir. TNF immun sistemin,
dogal oOldiiriicii hiicrelerin, makrofajlarin, platelet ve notrofillerin aktivasyonunun

uyarilmasi vasitasiyla enfeksiyona karsi direng olugmasina katki saglamaktadir (59).

Yag dokusunun inflamatuar kemokinlerin ve sitokinlerin birgogunu iirettigi, obez
bireylerde TNF-a konsantrasyonunun yiiksek olmasinda yag dokusunun ana
faktorlerden birisi oldugu uzun zamandir bilinmektedir (60). Vanesse Van Harmelen ve
arkadaslarinin insan subkutan ve omental doku preadipositlerini farklilagtirarak yapmis
olduklar1 hiicre kiltiirii caligmasinda TNF-a miktarmin omental dokuda subkutan

dokudan daha yiiksek seviyede oldugunu tesbit etmislerdir (61).
4.5.7. Retinol Baglayici Protein 4

Insanlarda ve sicanlarda retinol baglayici protein I ve II retinoliin hiicre icerisinde
tasinmasini  saglarken RBP-4 retinoliin  karacigerden dokulara tagmmasini
saglamaktadir. RBP-4 retinol ve transtiretin ile kompleks olusturarak plazmada
retinoliin tasinmasini1 saglar. Bu kompleks sekli retinoliin bobreklerden atilmasini
engeller. RBP-4 ilk 18’1 sinyal peptidi olmak ftizere toplam 201 amino asitten
olugsmustur (62, 63, 64, 65).

Obez insanlarin subkutan ve visseral yag dokusunda kontrol grubuna gore daha
yilksek RBP-4 mRNA ekspresyonunun oldugu tesbit edilmistir. Visseral obez
bireylerde subkutan obez bireylere gore visseral ve subkutan yag dokularinda daha ¢ok
RBP-4 ekspresyonu oldugu ifade edilmistir. Ayrica visseral yag dokusunda subkutan
yag dokusuna gore daha ¢ok RBP-4 ekspresyonu olmaktadir. Visseral ve subkutan yag
hiicrelerinin hacmi ile RBP-4 mRNA’s1 arasinda pozitif korelasyonun bulundugu ifade

edilmektedir (66).
4.6. Diyet ve Obezite:

Yapilan calismalarda deneysel obezite olusturmak icin birgok model
kullanilmaktadir. Bu modeller sunlardir; cevresel indiiklenmis obezite modeli, yiiksek
expresyon kaynakli transgenik obezite modelleri (6rnegin: CRP Overexpression), gen
knock-out kaynakli obezite modelleri (6rnegin: MC4-R deficiency), kimyasal ya da

cerrahi maniipilasyonlu obezite modelleri (6rnegin: VMH-lesion) (1).
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Obezite caligmalarinda kullanilan birgok model insanda goriilen obezitenin
etiyolojisi ile tam olarak iliskili degildir. Insanlarda obezite biiyiikk oranda diyetle
ilgilidir. Bu yonii ile rodentlerde diyet ile indiiklenmis obezite modelleri olduk¢a bilgi
vericidir. Ozelikle fazla miktarda yag veya karbohidrat iceren diyet modelleri siklikla
kullanilmaktadir. Yiiksek miktarda yag iceren diyetle olusturulan obezite insiilin direnci
ve hiperglisemi ile karakterizedir. Diyette kullanilan yagin ¢esidine bagli olarak farkl
kilo artis1 ve adipositede farliliklar olusturulabilir. Diyete kolesterol ilavesi ile
hiperkolesterolemik ve atherosiklerotik modellerde olusturulabilir. Yiiksek karbohidrat
icerikli diyette ise olusan modeller asir1 kilo alinimi, insiilin rezistansi ve yiliksek TG

seviyeleri ile karekterizedir (17).
4.7. Serbest Radikaller ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Ortaklagsmamis elektron tastyan ve diger biyolojik molekiillerle reaksiyona girme
egilimi olan atom veya molekiiller serbest radikal olarak isimlendirilmektedir. Oksijen
molekiilii insan viicudundaki biitiin hiicrelere kolayca girebilmekte ve yapisi itibari ile
radikal olamaya cok uygun oldugundan serbest radikal denilince akla serbest oksijen

radikalleri diger bir degisle reaktif oksijen tiirleri (ROS) akla gelmektedir (67).

Aerobik organizmalarm hiicrelerindeki metabolik siireclerde oksijenin suya
indirgenmesi esnasinda toksik nitelikte serbest radikaller ortaya g¢ikmaktadir. Canli
sistemlerdeki serbest radikal kaynaklar1 canlinin kendi metabolizmasi esnasinda ortaya
cikabildigi gibi disaridan ¢esitli yollarla da canliya girebilmektedir. Serbest radikal
tiirleri lipitler, proteinler, karbohidratlar, niikleik asitler gibi molekiillerden elektron

alarak kararl hale gelebilmektedir. Boylece elektron alan molekiillerde oksitlenir (68).

Serbest oksijen radikalleri midokontrial solunum, trombosit aktivasyonu, l6kosit
fagositozu ve prostaglandin sentezi gibi ¢ok dnemli siireglerde rol oynamasina ragmen
lipitlere, proteinlere, DNA ya ve karbohidratlara toksik etkileri bulunmaktadir. Bundan
dolay1 hiicrelerde yapisal ve fonksiyonel bozukluklara neden olabilmektedir (69, 70).

4.8. Malondialdehit

Biyolojik Orneklerde MDA’ ’nin ana kaynagi, poliansatiire yag asitlerinden iki
yada daha ¢ok metilen cift baglarinin koparildig1 peroksidasyon reaksiyonudur. MDA

nin olusumu ile ilgili 6ne ¢ikan ii¢ hipotez bulunmaktadir. Birinci hipotez metil
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linoleatin  prostaglandin-like endoperoksite —donistiiriilmesiyle MDA  Onciilleri

olusturulmasidir.

Diger iki hipotezin temeli hidroperoksi aldehit olusturmak iizere ardisik
hidroperoksit olusumu ve yag asidi zincirinin beta ayrilmasidir. MDA hidroksi aldehitin
beta ayrilmasi yada son akrolein radikalinin bir hidroksil radikali ile reaksiyonundan

olusur (71). Yag asitlerinden MDA olusumu Sekil 1°de gdsterilmistir.
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Sekil 1. Yag asitlerinden MDA olusumu (Del Rio’dan, 71).

Ayni zamanda MDA hiicre igerisinde ¢esitli prostaglandinlerin enzimatik siirecleri
esnasinda olugmaktadir. Hecker ve Ullrich tromboksan A, biyosentezinin yiiksek
verimle yan iiriin olarak MDA ve 12-(S) hydroxi-8,10 (E-E)- heptadecadienoic asit in
olusumuna neden oldugunu gdstermistir. MDA fizyolojik durumda enolat anyonu
formunda ve diisiik kimyasal reaktiviteli olarak bulunur. Bu molekiil lipidlerin oksidatif

yikiminin ve doku hasarmin belirtecidir (71).
4.9. Protein Karbonil

Siiperoksit (0,*), hidroksil (OH®), peroksil (RO,*), alkoksil (RO®), hidroperoksil
(HO,®) gibi reaktif oksijen tiirleri ve non radikal tiirler hidrojen peroksit (H,O,),
hipokloros asit (HOCI), ozon (Os3), tek oksijen, peroksinitrit (ONOO™ ) protein
oksidasyonuna neden olur. Proteinler 6zellikle prolin, arjinin lizin ve treonin yan
zincirleri oksitlendigi zaman yan zincirlerinde karbonil gruplar1 (aldehit ve ketonlar)

olusur. Bu kisimlar kimyasal olarak stabildir (72) .
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Ayn1 zamanda protein karbonil tiirevleri proteinlerin N terminal ucundaki amino
asidin alfa ketoagil tiirvleriyle bloklanan peptidin olusumuna 6nciiliik eden glutamil yan
zincirinin oksidasyonuyla veya alfa amidasyona ugradigi oksidatif reaksiyonu

vasitasiyla tretilebilir (72).

Buna ilaveten karbonil gruplar1 proteinlerin histidin lizin sistein rezidiilerinin
niikleofilik yan zincirleriyle lipit peroksidasyon iirlinii (akrolein, 4 hydroxy 2-nonenal,
ve MDA) aldehitlerin yada reaktif karbonil tiirevlerinin (kotoaminler, ketoaldehitler

deoksizonlar) sekonder reaksiyonlar1 sonucu olusur (72) .

Protein karbonil grubu protein oksidasyonunun giincel olarak kullanilan en yaygin
ve en genel belirtecidir. Insan beyin korteksinde protein karbonil grubunun referans
deger aralig1 1.5-6.4 nmol/mg protein’ken plazmadaki protein karbonil araligi 0.4-1.0
nmol/mg proteindir (72). Amino asitlerin yan zincirlerinin oksidasyonuyla iiretilen

karbonil tiirleri Sekil 2°de gosterilmistir.

L, ~1 gl %

0 CONHR CONHR

| g HT | Ry R
COR, COR, COR, :

2-pyrrolidone glutamic semialdehyde aminoadipic semialdehyde ~ 2-amino-3-ketobutyric acid

Sekil 2. Amino asitlerin yan zincirlerinin oksidasyonuyla tiretilmis karbonil tiirleri
(Dalle Donne’den, 72).

4.10. Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat Oksidaz

Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz kompleksi ilk olarak
fagositlerde tanimlanmustir. Fagositlerde tanimlanan NADPH oksidaz (Nox 2) 2 tanesi
integral membran proteini olan ve toplam 6 alt birimden olusan bir enzim kompleksidir.
Alt birimlerde phagocyte oxidase kelimelerinin bas harfleri kullanilmaktadir.
Membranda bulunan alt birimler gp91P"* ve p22 P"* dur. Sitoplazmik alt birimleri ise
p40PROX | pa7Pho% hE7PRO% ye Rac2 proteinleridir. NADPH oksidaz enziminin Nox 1, Nox
2, Nox 3, Nox 4, Nox5 olmak tizere farkli dokularda 5 izoformu bulunmaktadir (73).
NADPH oksidaz molekiiler oksijeni siiperokside katalizlemektedir (74). Aktif NADPH

oksidaz kompleksinin yapis1 Sekil 3’de gdsterilmistir.
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Sekil 3. Aktif NADPH oksidaz kompleksinin yapis1 (Ray’dan, 73).

4.11. Antioksidan Savunma Sistemleri

Canli sistemlerde reaktif oksijen tiirlerinin diizeylerini diizenleyecek ve bunlarin
olusturdugu hasarlar1 Onleyebilecek bircok savunma mekanizmas1 mevcuttur.
Antioksidan savunma sistemi veya kisaca antioksidanlar olarakta bilinen bu
mekanizmalar peroksidasyon zincir reaksiyonunu engeller ve reaktif oksijen tiirlerini
toksik olamayan bilesiklere doniistiiriir (75). Antioksidan molekiiller etkilerini dort
yolla gosterirler. Bunlarin birincisi antioksidanlarin oksidan molekiilleri daha zayif
baska bir molekiile gevirerek etkisizlestirme yoludur. Ikincisi antioksidanlarin oksidan
molekiilleri kendilerine baglayarak etkisizlestirme yoludur. Ugiinciisii antioksidanlarin
oksidan molekiillere bir hidrojen aktararak onlarin aktivitelerini azaltan veya yok ederek
etkisizlestirme yoludur. Dordiinciisii ise oksidatif olarak hasar gdérmiis molekiilleri

onarma yoludur (76).

Biitiin aerobik hiicrelerde enzimatik ve enzimatik olmayan iki cesit antioksidan
savunma mekanizmast mevcuttur (77). Baslica enzimatik aktivite gdsteren
antioksidanlar SOD, CAT, GPx, glutatyon rediiktaz, glukoz 6 fosfat dehidrojenaz ve
glutatyon-s-transferaz’dir (68). Enzimatik olmayan antioksidanlar ise glutatyon, NAC,

alblimin, seruloplazmin, ferritin, transferin, laktoferrin, haptoglobulin, hemoglobin,
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miyoglobin, vitamin C, tokoferoller, karotenoidler, flavonoidler, selenyum, bakir, ¢inko

gibi molekiillerdir (68).
4.12. Antioksidan Enzimler
4.12.1. Siiperoksit Dismutaz

SOD siiperoksit serbest radikal anyonunu hidrojen perokside katalizleyen

antioksidan enzimdir.

02_. + 02_. +2H+ SOD > HzOz + 02

Memelilerde SOD’un 3 izoformu vardir. Bakir-¢inko iceren SOD (SOD 1, CuZn-
SOD) primer olarak stoplazmada ve niikleer kompartmanda lokalizedir. Manganez
iceren SOD ( SOD 2, Mn-SOD) mitokondride bulunur. Ekstraselliiler SOD (SOD 3,
EC-SOD) ekstraselliiler alanda bulunur ve yapisinda Cu-Zn bulunur (78, 79). Insanlarda
ve siganlarda SOD 1 153 amino asitten olusmus ve 4 amino asiti modifikasyona
ugramistir. SOD 2 ise 198 amino asitten olusmus ve 3 amino asiti modifikasyona
ugramustir (80, 81, 82, 83). SOD 3 insanlarda 222 amino asitten olusmus ve ii¢ amino
asiti modifikasyona ugrarken sicanlarda ise 229 amino asitten olugsmus ve bir amino
asiti modifikasyona ugramistir (84, 85). SOD 1 dimerik yapida, SOD 2 ve SOD 3 ise
homotetramerik yapidadir (79, 86).

4.12.2. Katalaz

CAT homotetramerik yapida ve yapisinda dort tane hem grubu ve dort tane
NADPH bulunan ve molekiil agirhg1 244 kDa olan bir enzimdir (87). insanlarda ve
sicanlarda CAT polipeptidinde 526 amino asit bulunmaktadir ve insanlarda polipeptid
iki amino asitten sicanlarda ise bir amino asitten modifikasyona ugramistir (88, 89). Bu
hem grubu igeren protein saniyede yaklasik 10’ mol H,0,i serbest radikal

olusturmaksizin H,O ve O,’e katalizlemektedir (87).

2H,0, CAT > 2H,O + O,

Enzim sitokrom sistemi igeren tiim oksijenli solunum yapan hiicrelerde mevcuttur.
CAT esas olarak peroksizomlarda olmak iizere endoplazmik retikulum ve sitozolde

yogundur. Aktivitesi; karaciger, bobrek, miyokard, ¢izgili kaslar ve eritrositlerde
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yiiksektir (90). Fizyolojik sartlarda CAT, H,0O, konsantrasyonunu kontrol eder.
H,0;’nin hiicrelerde birikimini engeller ve hiicreleri oksidatif tehlikelere karsi korur
(91).

4.12.3. Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon peroksidaz bir enzim ailesinin genel ismidir. Temel biyolojik rolii
organizmay1 oksidatif hasardan korumaktir. Glutatyon peroksidazin insanlarda
tanimlanmis sekiz farkli izoformu (GPx1-8) bulunmaktadir. Glutatyon peroksidazlarin
biyokimyasal fonksiyonu lipit hidroperoksitlerini lipit-alkollere doniistiirmek ve

hidrojen peroksitleri suya dontistiirmektir (92).

2GSH + lipid—hidroperoksit GPx , GSSG + lipid-alkol+ H,O
2GSH + H,0, GPx » GSSG + 2H,0

Insanlarda glutatyon peroksidazin izoformlarindan sadece GPx 4 olarakta
isimlendirilen fosfolipid hidroperoksit GPx lipit hidroperoksitlerini substrat olarak

kullanir. Diger izoformlar H,O,’ 1 substrat olarak kullanir (93).
4.13. Enzim Olmayan Antioksidanlar

4.13.1. Glutatyon

Glutatyon sistein ve glutamat arasmda alisilmisin disinda gama peptid bagi
bulunan glisin, sistein ve glutamat aminoasitlerinden olusan bir tripeptittir (Sekil 4).
Glutatyon reaktif oksijen tiirleri tarafindan olusturulan oksidatif hasara karsi hiicreleri

korur.

SH

O CH, ©
C-NH-CH-C-NH-CH,-C__
i 11}
CH, O o®
H2

HC - NH,®
c

Z SNge

Glutathione (GSH)

Sekil 4. Glutatyonun agik formiilii (Anderson’dan, 94).
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Glutatyondaki gama peptid bagi glutatyonu bir¢ok peptidazlarin hidrolizinden
korumaktadir. Glutatyon prekiirsorleri olan glisin ve gamaglutamilsistein den kolaylikla
sentezlenir. Glutatyon encok memelilerde ve bir¢cok prokaryot hiicrelerde bulunur.
Glutatyonun okside glutatyon (GSSG) ve rediikte glutatyon (GSH) formlar
bulunmaktadir. Glutatyon hiicre icinde NADPH’1 substrat olarak kullanan glutatyon
rediiktaz sayesinde tiyol formunda (rediikte glutatyon halinde) tutulur (94). Saglikli
hiicre ve dokularda total glutatyon havuzunun % 90’indan fazlast GSH formunda %
10’undan az1 ise GSSG formundadir. GSSG’nin GSH’a oraninin artmasi oksidatif
stresin habercisi olarak kabul edilir (95). Glutatyon aminoasitlerin transportunda
koenzim olarak fonksiyon goriir. Glutatyon koenzim A ve sistein gibi diisiik molekiil
agirlikli bilesiklerin ve proteinlerin tiol gruplarinin devamliligini siirdiirmede fonksiyon

griir (94).

Glutatyon askorbik asidin devamliliginmi siirdiiriir. Glutatyon toksik bilesiklerle
enzimatik veya non enzimatik olarak reaksiyon verir. Glutatyon ROS ile non enzimatik
olarak reaksiyon verebilir. Hidrojen peroksit ve diger peroksitler GPx tarafindan

detoksifiye edilir (94).
4.13.2. N-asetilsistein

Suda ¢oziinen gliclii bir antioksidandir. Oksidatif stresle ilgili bir ¢ok calismada
etkili bir antioksidan olarak kullanilmistir. NAC dogrudan ve dolayli olarak antioksidan
ozellik sergiler. NAC, ROS fiizerine siipliriicii etkiye sahiptir. NAC’1n serbest tiyol
grubu ROS’un elektrofilik gruplariyla etkilesime girme yetenegine sahiptir. ROS ile
olan bu etkilesim NAC tiyoliin ara formuna ve NAC disiilfit son {iriiniiniin olusumuna
yol agar. Glutatyon onciilii oldugu i¢inde dokularda glutatyon miktarini artirir. Ayrica
oksidatif stresin uyardigi niikleer faktor kappa B (NF-kB) aracilikli IL-6 ve TNF-a

salgilanmasini baskilar (96).
4.14. Obezite ve Oksidatif Stres

Saglikl1 bir sekilde calisan organizmalarda oksidan ve antioksidan sistem arasinda
bir denge bulunmaktadir. Oksidan etki antioksidan etkiden daha baskin oldugu durumda
oksidatif stres ortaya ¢ikarak bu denge bozulmaktadir (97). Obezite ve oksidatif stres

lizerine yapilan bircok ¢aligmada obezitenin sistemik oksidatif stresi artirdigi tesbit
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edilmistir. Van Gaal ve arkadaslar1 obez ve obez olmayan bireylerde LDL ve ¢ok diisiik
dansiteli lipoproteinin (VLDL)’nin oksitlenebilirligi ile ilgili bir arastirma yapmistir. Bu
aragtirmada obezlerin lipoprotein 6rneklerinde MDA seviyesinin obez olmayanlara gore
daha yiiksek ( 3.13 - 1.89 mmol/L) oldugu tesbit edilmistir. VLDL ve LDL nin
oksitlenebilirliginin obez bireylerde obez olmayanlara gore % 22’ye varan seviyelerde
daha hizli oldugu tesbit edilmistir. LDL oksidasyonunun gecikme siiresi obez bireylerde
obez olmayanlara gore daha kisa oldugu tesbit edilmistir. Bunlara ilaveten obezlerde
plazma thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) seviyesinin daha yiiksek

oldugu tesbit edilmistir (98) .

Ozata ve arkadaslar1 saglikli obez ve obez olmayan erkeklerde oksidatif stresle
ilgili ¢alisma yapmislardir. Bu calismada kan lipitleri, TBARS, ve eritrositlerde
antioksidan kapasite parametrelerine bakilmistir. Obez grupta obez olmayan gruptan
daha yiiksek seviyede TBARS tesbit edilmistir. Ayrica obez grupta SOD ve GPx enzim
aktivitesi daha diistik oldugu tesbit edilmistir (98).

Olusi ve arkadaslar1 300 kisilik arastirma orneklemini viicut kitle indeksi (BMI)’e
gore 6 gruba (19-25, 30-34, 35-39, 40-44, 45-49, 50 ve lizeri) ayirarak bir calisma
yapmistir. Bu ¢alismada BMI 40 kg/m” den daha biiyiik olan gruplarda BMI 19-25
kg/m” arasinda olan gruba gére MDA konsantrasyonunun daha yiiksek oldugu tesbit
edilmistir. MDA degeri BMI artisina gore artis gostermistir. CuZn-SOD ve GPx
aktivitesi BMI 40 kg/mz’yi asmig kisilerde obez olmayan bireylere gore daha diisiik
bulunmustur (98).

Keaney ve arkadaglar1 erkek ve kadinlar iizerinde yapmis oldugu calismada BMI
erkelerde 25 Kg/m2 kadnlarda 27 Kg/m® den biiyiik olanlarda serum izoprostan
seviyesinin BMI ile lineer olarak yiikseldigini tesbit etmislerdir (98).

Calismamizin amaci obezitede subkutan, visseral ve perirenal lokal yag
dokularinda olusan oksidan antioksidan denge degisikligi ile bu dokulardan salgilanan
adipokin miktarlar1 arasindaki iligkiyi belirlemek ve antioksidan kullaniminin bu iligki

iizerine nasil bir etki yaptigini ortaya koymaktir.

Bu amaca ulagmak i¢in visseral, perirenal ve subkutan bolgelerden alinan yag

dokularinda glutatyon, MDA, protein karbonil grubu, antioksidan enzimlerden SOD,
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CAT ve GPx olgiildii. Serum 6rneklerinde leptin, adiponektin, apelin, rezistin, RBP-4,
glukoz, TG, IL-6, TNF-q, insiilin, TAK, TOK &lgiimleri yapildi. Yukarda belirtilen
bolgelerden almman yag doku orneklerinden RT-PCR teknigi ile leptin, adiponektin,
rezistin, apelin, NADPH oksidaz, proteinlerin mRNA analizleri yapildi. Giigli bir
antioksidan olan NAC kullanimi ile antioksidanlarin yag dokusundaki oksidatif strese
ve adipokin salgilanmasina etkisi incelenerek antioksidan kullaniminin obeziteye bagh

komplikasyonlarin azaltilmasindaki etkinligi irdelendi.
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5. GEREC VE YONTEM

5.1.Gerecler
5.1.1. Kullanilan Sicanlar

Calismamizda KTU Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma Merkezinden temin edilen
Sprague-Dawley 1rki 18 adet erkek 6-8 haftalik 150-200 g sicanlar kullanildi.

5.1.2. Kullanilan Cihazlar Ve Malzemeler

Bu tez calismasinda kullanilan cihazlar, laboratuar aletleri ve malzemeleri {iretici

firmalar1 ile birlikte Tablo 2’de listelenmistir.

Tablo 2. Kullanilan cihazlar ve malzemeler

Kullanilan Cihazlar Ve Malzemeler

Uretici Firma

Etiiv

Jel goriintiileme sistemi
Elektroforez gli¢ kaynagi
Elektroforez tanki

Vorteks

Enzyme-linked immuno sorbent assay (ELISA) pleyti

Real time PCR cihazi
Santrifiij

Magnetik karistirict
Otomatik pipet 10-100 uL
Otomatik pipet 100-1000 pL
Otomatik pipet 1-5 mL
Mikro dalga firin

pH metre

Homojenizator

Saf su cihaz1

Hassas analitik terazi
Deney tiipleri
Spektrofotometre

Kuartz kiivet

Sogutmalr santrifiij

Steril DNAaz RNAaz free pipet uglari
Derin dondurucu

ELISA yikayicist
Calkalayici

Mikropleyt okuyucu
Santrifiij

Thermocycler

Homojenizator

UV-Floresan dedektorlii, yliksek basingli sivi kromatografisi (HPLC)

Galenkamp

Gel logic 200 imaging system
Thermo EC250-90
Thermo EC300

Niive NM110
Bioscience

Roch light cycler 480 11
Heraus

Tkamag RH

Ependorf research
Ependorf research
Ependorf research
Altus ALMD 171

Hana instrument
Ultra-turrax T 25
Aquatron 4AD

Metler toledo AB204-S
SH GLASS
Beckman-Coulter
Agilent Technologies
Allegra 64R centrifuge
Greiner

Forma -86 C

Biotek

Niive SL 350

Molecular devices (VERSA max)

Beckman coulter
Micromax

IKA-ultra turrax T 18
Agilent 1100




5.1.3. Kullanmilan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve iiretici firmalar1 hakkinda bilgi Tablo

3’de verilmistir.

Tablo 3. Kullanilan kimyasal maddeler ve iiretici firmalar

Kullanilan Kimyasal Maddeler

Uretici Firma

Agaroz

Etidyum bromiir

Sodyum bikabonat (NaHCO3)
Sodyum karbonat (Na,CO3)
Siilfiirik asit (H,SO4)

Dietil pirokarbonat (DEPC)
Ditiyonitrobenzoat (DTNB)
Ksantin

Etilen daimin tetra asetik asit (EDTA)
Nitro blue tetrazolium (NBT)

S1g1r serum albiimin (BSA)
Amonyum siilfat (NH4),SO4

Bakir II kloriir (CuCly)

Ksantin oksidaz

Etanol

Triton X-100

Potasyum kloriir (KC1)

Fosforik asit (H;PO4)

Asetik asit (CH;COOH)

Tris-HCl

Coomassie brillant blue G-250
Hidroklorik asit (HCI)

Hidrojen peroksit (H,0,)

Potasyum hidrojen fosfat (KH,PO,)
Potasyum kloriir (KC1)
Tiyobarbitiirik asit (TBA)
1,1,3,3-tetrametoksipropan
Kloroform

Disodyum hidrojen fosfat dihidrat (Na,HPO4.2H,0)
N- Acetyl cysteine (NAC)
Primerler (leptin, rezistin, apelin, adiponectin, NADPH oksidaz, 3-aktin)
Sican yemi

Aprotinin

Glutatyon standarti

250*4,6 Hypersil gold Spm kolon
izopropil alkol

SOD standarti

GPx standarti

Serva
Sigma
Merck
Lancaster
Carlo erba
Sigma
Sigma
Sigma
Carlo erbo reagent
Sigma
Sigma
Merck
Lancaster
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Merck
Merck
Applichem
Serva
Merck % 37
Sigma
Merck
Merck
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Amresco
Alpha DNA
Research diet
Phonex
Acros organics
Thermo
Sigma
Sigma

Sigma
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5.1.4. Kullanilan Ticari Kitler

Calismada kullanilan kitler ve fretici firmalar1 hakkinda bilgi Tablo 4’de

sunulmustur.

Tablo 4. Kullanilan kitler ve iiretici firmalar

Kullanilan kitler Uretici firmalar

Leptin kiti (Mouse and rat leptin ELISA) Biovendor R&D Products
Adiponektin Millipore Corparation
Resistin (Rat resistin ELISA) Biovendor R&D Products
Apelin (Apelin 12 human rat mouse) Phoenix pharmaceuticals,Inc
Insiilin ELISA kiti DRG

GPx spektrofotometrik kit Cayman Chemical Company
RBP ELISA kiti Sun Red

IL-6 ELISA kiti eBioscience

TNF-a ELISA kiti eBioscience

TRIzol RNA izolasyon kiti Invitrogen

cDNA sentez kiti Roche

DNA Master SYBR Green I Roche

5.2. Yontemler

Yapilan deneylerin tiimii Karadeniz Teknik Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel

Etik Kurulunun 2010/39 protokol no’lu etik kurulu bagvurusunun onayi ile yapildi.

Calismamizda kullanilan sicanlar, Karadeniz Teknik Universitesi (KTU) Tip
Fakiiltesi Cerrahi Arastirma Merkezinden temin edilip yine ayni yerde deneyler igin 12
saatlik karanlik-aydinlik ortam saglanarak barindirilip beslendi. Caligmada Sprague-
Dawley ki 18 adet erkek 6-8 haftalik 150-200 gr sicanlar kullanildi. Calismada
kullanilan tiim yemler ( D12450B ve D12451) Research Diyet’ten satin alind1.

5.2.1. Deney Gruplan

Sicanlar standart sican yemi (D12450B) ile alinan kalorinin % 70’ini

karbohidrattan, % 20’sini proteinden, % 10’unu yagdan saglayarak 15 giin siireyle
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beslendi. Yem ve su ad libitum olarak verildi. On bes giin sonra si¢anlar rastgele her

grupta 6 adet sican olacak sekilde 3 gruba ayrildi ve tartim islemleri gerceklestirildi.

I. Grup: Kontrol grubu, kalorisinin % 70 karbohidrat, % 20 protein, % 10 yag dan

olusan standart sigan yemi ile,

II. Grup: Obez grup, kalorisinin % 45 yag, % 35 karbohidrat, % 20 Protein den olusan
yiiksek kalorili yem (D12451) ile,

III. Grup: Antioksidan grup, kalorisinin % 45 yag, % 35 karbohidrat, % 20 protein den
olusan yliksek kalorili yem ve igme suyuna karistirllan 2 g/ NAC ile beslendi. Tim

gruplara su ve yem ad libitum olarak verildi.

Sigcanlarin kullanmis oldugu D12450B ve D12451 yemlerin igerigi Tablo 5 ve

Tablo 6’da sunulmustur.

Tablo 5. Standart sican yeminin igerigi

D12540B kodlu standart sican yemi icerigi % g % K. Kkalori
Protein 19.2 20
Karbohidrat 67.3 70
Yag 43 10
Toplam kilo kalori / gr 3.83 100
Bilesenler g K. Kkalori
Kazein 200 80
L-sistin 3 12
Misir nisastasi 315 1260
Maltodeksrin 10 35 140
Siikroz 350 1400
Seliiloz 50 0
Soya yagi 25 225
Hayvansal yag 20 180
Mineral karisimi S10026 10 0
Dikalsiyum fosfat 13

Kalsiyum karbonat 5.5 0
Potasyum sitrat (H,O’ lu) 16.5

Vitamin karistm1 W10001 10 40
Kolin bitartarat 2 0
Sar1 gida boyast 0.05 0
TOPLAM 1055.05 40.57
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Tablo 6. Yiiksek kalorili sican yeminin igerigi

D12541 kodlu yiiksek kalorili sican yemi icerigi % g % K. kalori
Protein 24 20
Karbohidrat 41 35
Yag 24 45
Toplam kilo kalori / gr 4.73 100
Bilesenler g K. kalori
Kazein 200 800
L-sistin 3 12
Misir nigastasi 72.8 291
Maltodeksrin 10 100 400
Siikroz 172.8 691
Seliiloz 50 0
Soya yagi 25 225
Hayvansal yag 177.5 1598
Mineral karisimi S10026 10 0
Dikalsiyum fosfat 13 0
Kalsiyum karbonat 5.5 0
Potasyum sitrat (H,O’ lu) 16 0
Vitamin karisimi W10001 10 40
Kolin bitartarat 2 0
Sar1 gida boyasi 0.05 0
TOPLAM 858.15 40.57

5.2.2. Deney Plam

Toplam 85 giinliik beslenme periyodunun sonunda, siganlarin tartimi
gerceklestirildi ve anestezi altinda aortadan kanlar1 alinarak sakrifiye edildi. Kanlarin
santrifiijlenmesiyle elde edilen serumlarin bir kismina, her bir ml i¢in 0.6 TUI aprotinin
ilave edildi. Diger serumlarla beraber analiz siirelerine kadar -80 °C de sakland.

Sicanlarmm subkutan (deri alt1), retroperitoneal (visseral) ve perirenal (bdbrek
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cevresindeki) yag dokusunun bir kismi ¢ikarilip kuru CO, de donduruldu ve hemen

ependorflara konarak 6lgiim yapilana kadar -80 °C sakland.
5.2.3. Yag Dokusunda Antioksidan Enzim Ol¢iimleri
5.2.3.1. Siiperoksit Dismutaz Aktivite Tayini

SOD enzim aktivitesi Sun ve Oberley’in (99) gelistirdigi yontemin modifiye
edilmesi sonucu yapildi. Bu yontem, ksantin-ksantin oksidaz sisteminin olusturdugu
stiperoksit radikallerinin nitro blue tetrazoliumu (NBT) indirgeyerek olusturdugu mor
renkli formazan molekiil renginin 560 nm’de verdigi absorbansin spektrofotometrik

olarak olciilmesi esasina dayanir.

Homojenizasyon Asamasi: Yag dokusu buz akiisii lizerinde kesilerek hassas terazide
yaklagik 150 mg tartildi. Doku buz iizerinde bekleyen 2 mL soguk homojenizasyon
tamponuna (500 pL/L triton x 100, 50 mM Tris —HCI igeren pH: 7.4) konuldu. Dokular
soguk ortamda 10 saniye (sn) siire ile homojenizatérle homojenize edildi. Homojenize
doku 4 °C’de, 3 000 rpm’de, 10 dakika (dk) santrifiij edildi. En {isteki yag tabakasi
uzaklastirilip altindaki siipernatan alindi. 0.8 ml Siipernatan iizerine 400 pl etanol
kloroform karigimi (etanol : kloroform orami 2 : 3) konuldu. Karigim vortekslenerek 4
°C’de 10 000 g’de 30 dk santrifiij yapildi. Elde edilen siipernatan Tablo 7’de ifade
edildigi sekilde ve miktarda kullanildi.

Siiperoksit Dismutaz Aktivite Tayininde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi:

1) SOD reaktif kanisimi: 3.65 mg ksantin, 8.93 mg etilen diamin tetra asetik asit
(EDTA), 4.9 mg NBT, 1.01 g Na,COs, 12 mg sigir serum albliimin (BSA) tartilarak
hacmi 196 mL’ye tamamland:.

2) 2 M (NHy)2SOy4 cozeltisi: 2.64 g (NH4)2SO4 10 mL saf suda ¢oziildi. Ksantin
oksidaz enziminin diliisyonunda kullanildi.
3) 0,8 mM CuCl, cozeltisi: 5.37 g CuCl, alindi ve 50 mL saf suda c¢oziildii.

Spektrofotometrik dlgiimden hemen 6nce olusan reaksiyonu durdurmak i¢in kullanildi.

4) 167 U/L ksantin oksidaz cozeltisi: 3.3 U/ mL’lik orijinal siseden 101 pL almip 2
mL’ ye amonyum siilfat ¢ozeltisi ile tamamlandi. Ksantin oksidaz ¢ozeltisi gilinliik

hazirlandi.
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Standartlarin Hazirlamisi ve Orneklerin Calisilmasi: Sigma tarafindan iiretilen SOD
standartindan 5, 4, 3, 2.7, 2.35, 2, 1.7, 1.35, 1, 0.75 U/mL’ lik SOD standartlar1 ve kor
hazirlandi. SOD standartlar1 homojenizasyonda kullanilan pH’s1 7.4 olan 50 mM’lik
Tris-HCI ¢ozeltisi ile dilue edilerek hazirlandi. Standart ve kore etanol/kloroform
asamast uygulanmadi. Numuneler 2 kat dilue edildi. SOD aktivitesi Ol¢iimi igin

hazirlanan reaktifler Tablo 7’ye gore pipetlendi.

Tablo 7. SOD aktivitesi 6l¢limii i¢in hazirlanan reaksiyon karigimi

Hacim
Cozeltiler

(mL)
Numune (standart, kor, 6rnek) 0.25
SOD reaksiyon karigimi 1.25
Ksantin oksidaz 0.025

25 °C 20 dakika karanlikta inkiibasyon

CuCl, 0.5

560 nm de spektrofotometrik 6lgiim

9% nhibisyon esitlik 1 kullanilarak hesaplandi.

{Abzorbans kir—Absorbans numuns) X100

% Lﬂhlbw}?ﬂﬂ = Absorbans kir (1)

% inhibisyona karsilik gelen konsantrasyonlar belirlenerek Sekil 5°deki standart
grafigi ¢izildi. Standart SOD aktivitelerinin logaritmasi almarak Sekil 5’deki standart
grafigi Sekil 6’daki lineer standart grafigine doniistiiriildii. Numunelerin absorbanslar1
kullanilarak numunelerin % inhibisyonlar1 esitlik 1 kullanilarak bulundu. Standart
grafigindeki denklem kullanilarak numunelerin % inhibisyonlarma karsilik gelen
logaritmik SOD aktiviteleri bulundu. Logaritmik SOD aktivitelerinin antiloglari
alimarak SOD aktiviteleri bulundu. Bulunan bu SOD aktiviteleri protein miktarina
boliinerek sonuglar U/g protein olarak hesaplandi. Logaritmik SOD standart grafigi
Sekil 5’de ve Lineer SOD standart grafigi Sekil 6’da gdsterilmistir.
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Sekil 5. Logaritmik SOD standart grafigi
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Sekil 6. Lineer SOD standart grafigi
5.2.3.2. Katalaz Aktivite Tayini

Hidrojen peroksidin oksijen ve suya hidrolizini katalizleyen katalaz aktivitesinin
tayininde Aebi (100) metodu modifiye edilerek kullanildi. Bu metodun esasi, H»O,’nin

CAT tarafindan parcalanmasi sonucu 240 nm’deki absorbans diisiisiine dayanmaktadir.
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Homojenizasyon Asamasi: Homojenizasyon SOD ol¢iimiinde anlatildigi gibi yapildi.
Homojenize doku 4 °C’de, 3 000 rpm’de, 10 dk santrifiij edildi. En tsteki yag tabakasi
uzaklastirilip altindaki siiperrnatan alindi. 1 mL Siipernatan tizerine 300 pl kloroform
konuldu. Karigim vortekslenerek 4 °C’de, 10 000 g’de 15 dk santrifiij yapildi. Elde

edilen slipernatan kullanildi.
Katalaz Aktivite Tayininde Kullanilan Coézeltilerin Hazirlanmasi:

1) 50 mM fosfat tamponu (pH: 7.00): 3.405 g KH,PO4 ve 4.45 g Na,HPO4.2H,0,
500’er mL saf suda coziildiiler. Bu ¢ozeltiler sirasiyla 1:1.5 oraninda karistirildi ve

pH’s1 7.0’a ayarlanda.

2) % 0,216 hk hidrojen peroksit (H,0;): 0.36 mL % 30’luk H,O, aliarak fosfat

tamponu ile 50 mL’ ye tamamlandi. Giinliik hazirlandi.

Deneyin Yapilisi: Doku homojenatlar1 seyreltilmeden Tablo 8’de belirtildigi gibi
pipetleme yapildi.

Tablo 8. Katalaz aktivitesi 6l¢iimii i¢in reaksiyon karigimi

Reaktifler Kor (mL) Numune (mL)
Fosfat tamponu 0.25 -

Numune 0.50 0.50

HyO, - 0.25

Kuartz kiivete hidrojen peroksit ilave edilir edilmez 30 sn boyunca 10 sn
araliklarla 240 nm’deki absorbanslardaki diisiis izlendi. Absorbanstaki diisiis 30 sn de
0.03 den az 0.2 den fazla olmamasina dikkat edildi. Katalaz aktivitesinde birim olarak
birinci derece reaksiyon hiz sabiti (k) kullanildi. 10 sn’lik zaman aralig1 i¢in asagidaki

esitlik 2’den yararlanilarak aktivite hesaplandi.
Al= Baslangi¢ absorbans
A2= 10 sn sonraki absorbans

k= (2.3/10) x log (A1/A2) sn”  (2)
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Yukardaki denkleme gore bulunan k degerleri yag dokularindaki protein
konsantrasyonuna boliinerek gram protein basma katalaz aktivitesi (k/g protein)

hesaplandi.
5.2.3.3. Glutatyon Peroksidaz Aktivite Tayini

Dokuda GPx 6lglimiinde Cayman firmasimin 703102 nolu GPx spektrofotometrik
kit kullanilmistir. Dokuda GPx oOl¢iimii kit protokoliine uygun sekilde yapildi. Elde
edilen GPx kontrol grafigi Sekil 7°de gdsterilmistir.

0,6 -
= 05 -
=
2 04 -
\(‘:a/
Z 03 - y=-0.029x+ 0,544
= R==0,999
=
= 02 -
'YDJ‘J
< 0,1 -
0 T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Zaman (dakika)

Sekil 7. GPx kontrol grafigi
5.2.4. Glutatyon Olciimii

Antioksidan bir molekiil olan glutatyonun 6l¢iimii Solange Cristina Garcia (101)
ve arkadaslarmin gelistirmis oldugu yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC)

metodunun modifiye edilmesi ile yapilmistir.

Homojenizasyon Asamasi: Yaklasik 250 mg yag dokusu 1.5 mL homojenizasyon
tamponu (500 mL lik hacim igerisinde 4.005 g NaCl, 0.1 g KCIl, 0.89 g
Na,HPO4+2H,0, 0.135 g KH,PO4 ve 750 pL/L triton x-100 iceren tampon, pH: 7.4) ile
homojenize edildi. Homojenat 3 000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Yag tabakasi altindaki
stipernatandan 1 000 pL almip iizerine 300 pL kloroform ilave edildi. Karigim
vortekslenerek 10 000 g de 15 dk santrifiij edildi. Stipernatan alinarak derivatizasyon

islemine tabi tutuldu.

34



HPLC’de Kullamilan Mobil Faz Cozeltilerinin Hazirlanmasi:

1) 25 mM KH,PO,4 pH: 3.8: 6.804 g KH,PO, tartild1 1.5 L saf suda ¢oziildi. HCI asit

ile pH: 3.8’e ayarland1 ve son hacim 2 L ye tamamlandi.
2) Saf metanol
Derivatizasyonda ve Numunelerin On Islemlerinde Kullanilan Cézeltiler:

1) % 15 Trikloroasetik asit (TCA): 1.5 g TCA tartildi ve hacmi saf su ile 10 mL ye

tamamlandi.

2) 0,5 M Tris HCI pH: 8.9: 7.88 g Tris HCI tartilip bir miktar saf suda ¢oziildi. pH: 8.9

ayarlandi ve son hacmi 100 mLye tamamlandi.

3) 0,5 M K;HPO4 pH: 8 ve icerisinde 10mM ditiyonitrobenzoat (DTNB) iceren
cozelti: 11.411g K,HPO4.3H,O tartilip bir miktar saf suda ¢oziildii. pH: 8’e ayarlandu.
0.396 g DTNB tartilarak cozeltiye ilave edildi. Son hacmi saf suyla 100 mL’ye

tamamlandi.
4) 7M H3POg4: 4.72 mL % 85 H3PO4’den alinip saf suyla hacmi 10 mL’ye tamamlandi.

Derivatizasyon Asamasi: 240 pL siipernatan alinip iizerine 100 pL % 15 TCA ilave
edildi ve 1 dk vortekslendi. Ardindan numune 13 000 rpm de 10 dk santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi numunenin siipernatanindan temiz bir tiipe 130 pL alindi ve iizerine
500 pL 0.5 M Tris HCI pH: 8.9 ve 350 uL 0.5 M K,;HPO, pH: 8 ( 10 mM DTNB
iceren) cozelti ilave edildi. Hafifce vortekslenip buz banyosunda 5 dk inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi 100 pL 7 M H3POy ilave edilip 3 000 g de 10 dk santrifiij edildi.
Stipernatan 0.22 pum lik filitreden gecirilerek HPLC sistemine verildi.

Glutatyon Standartinin Hazirlamsi: Acros organics tarfindan iiretilen GSH
standartindan 15.3 mg tartildi ve 2.5 mL homojenizasyon tamponunda ¢oziilerek 20
mM lik stok standart hazirlandi. Bu standartlardan cesitli oranlarda diliisyonlar
yapilarak 0.25, 0.125, 0.0625, 0.0312 mM°‘hk standartlar hazirlandi. Hazirlanan

standartlara numunelere uygulanan derivatizasyon islemi uygulandi.
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Orneklerin ve Standartlarin HPLC’de Cahsilmasi: Ornekler UV dedektérde 330 nm
de 250*4,6 Hypersil gold Spm kolonda 25 °C sicaklikta, 25 mM KH,PO4, pH: 3.8 ve
Saf metanol ile olusturulan mobil fazin gradient sekilde olusan akisiyla 30 dk boyunca
caligildi. Sisteme 50 pL Ornek enjekte edildi. Standartlar yardimiyla Orneklerdeki
glutatyon miktar1 hesap edildi. Dokudaki protein miktarina boliinerek sonuglar g protein

basina mM GSH olarak verildi. Glutatyon standart grafigi Sekil 8’de gosterilmistir.
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Sekil 8. Glutatyon standart grafigi
5.2.5. Doku MDA Olciimii

MDA o6l¢limii Mihara ve Uchiyama yontemi (102) modifiye edilerek yapildi. Bu
metodun esasi, MDA’ nin asidik ortamda tiyobarbitiirik asit (TBA) ile olusturdugu

molekiiliin renginin 532 nm’deki absorbansinin 6l¢iilmesi esasina dayanmaktadir.

Homojenizasyon Asamasi: Yag dokusunun yaklasik 150 mg’lik kismi 2 mL soguk
homojenizasyon ¢ozeltisi i¢inde homojenize edildi. Homojenatlar 3 000 rpm’de 10 dk
santrifiijlendikten sonra tiipiin iist kisminda toplanan yag tabakasi uzaklastirilarak yag
tabakas1 altindaki siipernatandan 0,8 ml kismi temiz bir ependorf tiipe aktarildi
Aktarilan bu tiip igerisine 400 pl etanol kloroform karigimi (sirasiyla 3:2 oraninda) ilave
edildi. Elde edilen ¢ozelti vortekslenerek 4 °C 15 000 g de 10 dk santrifiij edildi.
Santriflij sonrasi tiipte olusan 3 fazdan en {iisteki siipernatan fazi ile en alttaki organik

faz temiz bir ependorf tiipe aktarildi. Aktarilan bu ¢dzelti vortekslenerek kullanildi.
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Malondialdehit Ol¢iimiinde Kullamlan Cézeltilerin Hazirlanmas::

1) Doku homeojenizasyon tamponu: 1.725 g KCI hassas terazide tartild1 ve bir miktar
saf suda ¢oziildii. Olusan ¢ozeltinin {lizerine 0.15 mL Triton X-100 eklendi. 1.5 mg
biitillenmis hidroksitoliien (BHT) 15 mL metanolda ¢oziilerek ¢ozeltiye ilave edildi.

(Cozeltinin son hacmi saf su ile 150 ml ye tamamlanarak 10 dk azot gazindan gegirildi.

2) % 1’lik H3PO, ¢ozeltisi: Bir miktar saf su lizerine 2.94 mL % 85°lik H3PO,4 alind1 ve

son hacim saf su ile 250 mL’ye tamamland1.

3) Tiyobarbitiirik asit (TBA) ¢ozeltisi: 0.67 g TBA tartildi, 50 mL saf su ve 50 mL

asetik asit ilave edilerek magnetik bar yardimiyla karistirilip ¢6ziildi.

4) Standart cozeltiler: 82.5 pL 1,1,3,3 tetrametoksipropan 0.01 M 50 ml HCI
¢Ozeltisine ilave edildi. Cozelti 50 °C” de 1 saat inkiibe edildi. Bu sekilde hazirladigimiz
ana stok c¢ozeltisinden ¢esitli oranlarda diliisyonlar yapilarak 5, 2.5, 1.25, 0.625 ve
0.3125 nmol/mL’lik standart ¢ozeltiler ve kor hazirlanda.

Deneyin Yapihisi: MDA 6l¢limii i¢in hazirlanan reaksiyon karigimi Tablo 9’a gore
pipetlenmistir. Numune sonuglari standart grafigi kullanilarak hesap edilmistir ve MDA
sonuglart nmol/mg protein olarak verilmistir. MDA standart grafigi Sekil 9’da

gosterilmistir.

Tablo 9. MDA 6l¢iimii i¢in reaksiyon karisimi ve yapilan uygulamalar

Cozelti Yapilan islem Miktar (mL)
Numune (kor, standart, numune) - 0.5
% 1’lik H3PO4 - 3
TBA - 1
Vorteks

100°C 45 dk inkiibasyon
4 000 rpm de 10 dk santrifiij
300 pL pleyte yiikleme

532 nm de okuma
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Sekil 9. MDA standart grafigi
5.2.6. Protein Karbonil Ol¢iimii

Oksidatif stresin biyomarkirlarindan biri olan protein karbonilin 6lgiimii Griffiths

tarafindan gelistirilmis olan HPLC metodunun modifiye sekli ile yapilmistir (103).

Homojenizasyon Asamasi: Yaklasik 250 mg yag dokusu 1.5 mL homojenizasyon
tamponu (500 mL lik hacim igerisinde 4.005 g NaCl, 0.1 g KCl, 0.89 ¢
Na,HPO4+2H,0, 0.135 g KH,PO4 ve 750 puL/L triton x-100 igceren tampon, pH: 7.4) ile
homojenize edildi. Homojenat 3 000 rpm de 5 dk santrifiij edildi. Yag tabakas1 altindaki
siipernatandan 1 000 pL alinip {izerine 300 pL kloroform ilave edildi. Karigim

vortekslenerek 10 000 g de 15 dk santrifiij edildi. Stipernatan kullanildi.
Protein Karbonil Olciimiinde Kullanilan Cézeltilerin Hazirlanmasi:

1) 20 mM 2,4 dinitrofenilhidrazin ve %10 trifloroasetik asit iceren cozelti
(derivatizasyon cozeltisi): 5 mL asetik asite bir miktar saf suya ilave edilip 198.14 mg

2,4 dinitrofenilhidrazin ¢6ziildii. Son hacim saf suyla 50 mL’ye tamamland1

2) % 10 trifloroasetik asit iceren (derivatizasyon blenk cozeltisi): 5 mL trifloroasetik

asit almarak hacmi saf su ile 50 mL’ye tamamladi.

3) 2 M tris baz (notralizasyon ¢ozeltisi): 12.11 g Tris tartilp son hacmi 50 mL’ye saf

suyla tamamlanarak ¢oziildii.
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4) % 12 lik sodyum dodesil siilfat (SDS): 6 g SDS tartilarak son hacmi saf suyla 50

mL’ye tamamlandi ve ¢oziildi.

5) 200 mM pH: 6.5 Sodyum fosfat tamponu % 1 SDS iceren (mobil faz): 56.78 g
Na,HPOj, tartild1. Bir miktar HPLC safliginda saf suda ¢6ziildii. 20 g SDS ilave edilerek
SDS’ninde ¢6ziilmesi saglandi. pH: 6.5 olarak ayarlanip son hacmi 2 litreye

tamamlandi.
Derivatizasyon Asamasi: Derivatizasyon islemleri Tablo 10°da belirtildigi gibi yapildi.

Tablo 10. Protein karbonil 6l¢timii i¢in derivatizasyon islemleri

Reaktifler ve yapilan islem Derivatizasyon ornegi Derivatizasyon korii
Ornek 200 pL 200 pL
% 12 lik SDS 200 uL 200 uL
Vorteks Var Var
Derivatizasyon ¢dzeltisi 400 puL -
Derivatizasyon blenk - 400 uL
¢Ozeltisi

Vorteks Var Var
Oda 1s1sinda inkiibasyon 10 dk 10 dk
Notralizasyon ¢ozeltisi 300 uL 300 uL
Vorteks Var Var

Yukarda tabloda gosterildigi gibi hazirlanan numuneler 50 pL olarak HPLC
sistemine enjekte edilmistir. HPLC sisteminde mobil fazin akis hizi dakikada 0.8
mL’ye, sicaklik 25°C’ye ayarlanip Tosoh Bioscience markali TSK-GEL QC-PAK GFC
200, 7.8 mm i¢ ¢apli 15 c¢cm uzunlukta kolon kullanilarak 276 nm ve 360 nm olmak
iizere iki farkli dalga boyunda okuma yapilarak calisma yapilmistir. Hesaplama
asagidaki esitlik 3 kullanilarak yapilmistir. Sonuglar mol karbonil/mol protein olarak

verilmistir.

50 000 x 360 nm deki area

protein karbonil = mol karbonil/mol protein (3)

22 000% (270 nm ares: —(360 nm area’ =1 x 0,4)
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5.2.7. Serumda Total Oksidan-Antioksidan Kapasite Ol¢iimii

Sican serumlarinda total oksidan ve antioksidan kapasite Olgiimleri rel assay
diagnostics firmasmin kitleri kullanilarak kit protokoliine gore yapilmistir. TOK ve
TAK degerleri kullanilarak esitlik 4’e gore oksidatif stres indeksi (OSI) degerleri elde

edilmistir.
OSI (arbitrary unit) = [(TOK, pmol/L) / (TAK, pmol Trolox equivalent/L) X 100] (4)

OSI sonucu arbitrary unit (prosediire gére tanimlanmis birim, deneysel, keyfi,

degisken birim) olarak ifade edildi.
5.2.8. Protein Tayini

Dokulardaki protein konsantrasyonu modifiye Bradford yontemine (104) gore
yapildi. Yontem organik boyalarin, proteinlerin asidik ve bazik gruplariyla etkileserek

mavi renk olusturmasi esasma dayanir.
Protein Tayininde Kullamlan Cozeltilerin hazirlanmasi:

1) Bradford reaktifi: 10 mg Coomassie Brillant Blue G-250 5 mL % 95’lik etanolde
coOziildiikten sonra iizerine 10 mL % 85’lik H3PO,4 eklendi. Son hacim 100 mL’ye

tamamland.

2) % 20’lik HCI ¢ozeltisi: Bir miktar saf su tizerine 27.03 mL % 37’lik HCl‘den alind1
son hacim saf su ile 50 mL’ye tamamlandi. Kullanilan cam malzemelerdeki olabilecek

protein kalmtilarmi uzaklastirmak i¢in yikama ¢ozeltisi olarak kullanildi.

3) Standart cozeltiler: Standartlar BSA’dan hazirlandi. 20 mg BSA bir miktar suda
coziildiikten sonra son hacim saf su ile 20 mL’ye tamamlandi. Bu ¢o6zeltiden SOD
hesaplamasinda kullanmak i¢in protein tayin standartlar1 0.6, 0.4, 0.25, 0.2, 0.15, 0.05
mg/mL konsantrasyonlarinda standartlar hazirlandi. Katalaz hesaplamasinda kullanmak
icin protein tayin standartlar1 0.4, 0.3, 0.25, 0.2, 0.15, 0.1, 0.05 mg/mL
konsantrasyonlarinda standartlar ve kor hazirlandi. MDA hesaplamasinda kullanmak
icin protein tayin standartlar1 0.2, 0.1, 0.05, 0.025 mg/mL konsantrasyonlarinda

standartlar ve kor hazirlandi. GSH hesaplamasinda kullanmak i¢in protein tayin
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standartlar1 0.5, 0.25, 0.125, 0.062 mg/mL konsantrasyonlarinda standartlar ve kor

hazirlandi.

SOD  aktivitesinin hesap edilmesinde kullanilan numunelerin  protein
konsantrasyonlarmi belirlemek icin, 100 pl Bradford Reaktifi ve 10 pL. homojenat
tamponu (pH’s1 7.4 olan 50 mM’lik Tris-HCI) ile 2 kat seyreltilmis numune alindi. Bu
miktarlar pleyte yiiklendikten sonra pipetaj yapilarak karistirildi. Spektrofotometrede
600 nm’de 6l¢lim yapildi. Sonuglar mg/mL cinsinden hesaplandi. Dilisyon katsayisi ile
carpilip konsantrasyonlar belirlendi. SOD aktivite hesaplamasi i¢in kullanilan protein

standart grafigi Sekil 10°da gosterilmistir.
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Sekil 10. Protein standart grafigi (SOD igin)

CAT aktivitesinin hesap edilmesinde kullanilan numunelerin protein
konsantrasyonlarimi belirlemek i¢in, 100 uL Bradford Reaktifi ve 10 uL. numune alindi.
Bu miktarlar pleyte yiiklendikten sonra pipetaj yapilarak  karistirildi
Spektrofotometrede 600 nm’de 6l¢lim yapildi. Sonuglar mg/mL cinsinden hesaplandi.
CAT aktivite hesaplamasi i¢in kullanilan protein standart grafigi Sekil 11°de

gosterilmistir.
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Sekil 11. Protein standart grafigi (CAT i¢in)

GSH diizeyinin hesap edilmesinde kullanilan numunelerin  protein
konsantrasyonlarmi belirlemek i¢in, 100 pLL Bradford reaktifi ve 10 pL. numune alind1.
Bu  miktarlar pleyte yiiklendikten sonra  pipetaj yapilarak  karistirildi.
Spektrofotometrede 600 nm’de Olglim yapildi. Sonuglar mg/mL cinsinden hesaplandi.

GSH hesaplamasi i¢in kullanilan protein standart grafigi Sekil 12°de gosterilmistir.
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Sekil 12. Protein standart grafigi (GSH i¢in)
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MDA diizeyinin hesap edilmesinde kullanilan numunelerin  protein
konsantrasyonlarini belirlemek i¢in, 100 uL. Bradford Reaktifi ve 10 pL numune alindi.
Bu miktarlar pleyte yiiklendikten sonra  pipetaj yapilarak  karistirildi
Spektrofotometrede 600 nm’de Slglim yapildi. Sonuglar mg/mL cinsinden hesaplandi
MDA hesaplamasi i¢in kullanilan protein standart grafigi Sekil 13°de gosterilmistir.
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Sekil 13. Protein standart grafigi ( MDA igin)
5.2.9. Serumda Leptin Ol¢iimii

Serum leptin Ol¢liimiinde Biovendor firmasinin RD291001200R katalog nolu
Mouse ve sican leptin Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kiti kullanilmistir.
Serumda leptin 6l¢limii kit protokoliine uygun sekilde yapilmistir. Elde edilen standart

grafigi Sekil 14°de gdsterilmistir.
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Sekil 14. Leptin standart grafigi
5.2.10. Serumda Adiponektin Ol¢iimii

Serum adiponektin 6l¢iimiinde Millipore firmasinin ezradp-62k katalog nolu sigan
adiponektin ELISA kiti kullanilmistir. Serumda adiponektin 6lgiimii kit protokoliine
uygun sekilde yapilmistir. Elde edilen standart grafigi Sekil 15°de gosterilmistir
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Sekil 15. Adiponektin standart grafigi
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5.2.11. Serumda Rezistin Ol¢iimii

Serum rezistin dl¢limiinde Biovendor firmasmnin RD391016200R katalog nolu
sigan resistin ELISA kiti kullanilmistir. Serumda resistin 6l¢iimii kit protokoliine uygun

sekilde yapilmistir. Elde edilen standart grafigi Sekil 16’da gosterilmistir.
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Sekil 16. Rezistin standart grafigi
5.2.12. Serumda Apelin Ol¢iimii

Serum apelin 6l¢timiinde Phoenix pharmaceuticals, inc firmasmin EKE-057-23
katalog nolu apelin-12 (human, rat, mous) extraction free EIA kiti kullanilmistir.
Serumda apelin 6l¢iimii kit protokoliine uygun sekilde yapilmistir. Elde edilen standart

grafigi Sekil 17°de gosterilmistir
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Sekil 17. Apelin standart grafigi

5.2.13. Serumda RBP Olciimii

Serum RBP 6l¢iimiinde Sun Red firmasmmm ELISA kiti kullanilmistir. Serumda
RBP o6l¢iimii kit protokoliine uygun sekilde yapilmistir. Elde edilen standart grafigi
Sekil 18°de gosterilmistir.
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Sekil 18. RBP standart grafigi
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5.2.14. Serumda IL-6 Ol¢iimii

Serum IL-6 oOl¢iimiinde eBioscience firmasmin ELISA kiti kullanilmustir.
Serumda IL-6 Sl¢limii kit protokoliine uygun sekilde yapilmistir. Elde edilen standart

grafigi Sekil 19°da gosterilmistir.
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Sekil 19. IL-6 standart grafigi
5.2.15. Serumda TNF-a Ol¢iimii

Serum TNF-o 06l¢iimiinde eBioscience firmasmm ELISA kiti kullanilmistir.
Serumda TNF-a 6l¢iimii kit protokoliine uygun sekilde yapilmistir. Elde edilen standart
grafigi Sekil 20°de gosterilmistir.

0,6
0,5

04 -

50 nim)

0,3 - y=0,0008x-0,0228
R*=0.9805
0,2 -

Absorbans (4

0,1

0 1 T T T T T T 1
0] 100 200 300 400 500 600 700

Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 20. TNF-a standart grafigi
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5.2.16. Serumda Insiilin Ol¢iimii

Serum insiilin dl¢iimiinde DRG Diagnostik firmasmm ELISA kiti kullanilmistir.
Serumda insiilin 6l¢timii kit protokoliine uygun sekilde yapilmistir. Elde edilen standart

grafigi Sekil 21°de gosterilmistir.
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Sekil 21. Insiilin standart grafigi
5.2.17. Serumda Glukoz ve Trigliserit Ol¢iimii

Elde edilen serumlarda, Glukoz ve trigliserit seviyeleri rutin biyokimya

laboratuarinda Roche Hitachi Cobas 8000 oto anizoériinde dlgtilmiistiir.
5.2.18. Gen Ekspresyon Analizi
5.2.18.1. Yag Dokusundan Total RNA Izolasyonu

RNA izolasyonu TRIzol total RNA izolasyon kiti kullanilarak yapildi. Elde edilen
RNA ornekleri RNaz’s1z suda ¢oziilerek 260/280 nm’de konsantrasyonlar1 ve absorbans

oranlar1 nanodrop kullanilarak belirlendi

5.2.18.2. Reverse Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile RNA’dan ¢cDNA

Elde Edilmesi, Cogaltilmasi ve Goriintiilenmesi

Ekstraksiyon sonunda elde edilen total RN A, komplementer DNA (cDNA) sentezi
icin kalip olarak kullanildi. Bu amagcla ticari Roche cDNA sentez kiti kullanildi. Kit
prosediiriine uygun olarak cDNA sentez islemi yapildi. Elde edilen cDNA ornekleri
ayni giin RT-PCR yapilmak i¢in kullanildi. Adipokinden adipokine farkli olmakla
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beraber 179 - 216 arasinda baz ¢ifti uzunluguna sahip cDNA parcalar1 ¢ogaltildi. RT-
PCR’dan sonra orneklerin bir kism1 agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek reaksiyon

kontrol edildi.
Goriintiilemede Kullanilan Cozeltiler:

1) Tris-asetik asit-EDTA (TAE) elektroforez tamponu: 242 ¢ Tris, 372 g
Na,EDTA.2H,0, bir miktar saf suda ¢oziildii ve lizerine 57.1 asetik asit ilave edildi. 1N
NaOH ile pH: 8.5’a ayarlandi ve son hacim 1 L’ye tamamlandi. Hazirladigimiz Tris-
asetikasit-EDTA (TAE) tamponunu 50 kat seyreltildi ve hem elektroforez tamponunu

hazirlamada, hem de agaroz jelin hazirlanmasinda kullanild1.

2) Etidyum Bromiir Cozeltisi: 100 mg etidyum bromiir 10 mL deiyonize suda ¢6ziildii
(10 mg/mL). Buzdolabinda (4 °C’de) sakland.

3) % 1,5’lik agaroz jel hazirlanmasi: Beher igerisine 0.6 g agaroz 40 mL TAE
tamponuna ilave edildi ve karigim mikrodalga firinda 50 saniye ¢0ziinmesi saglandi.
Elde edilen jele 2 pL etidyum bromiir eklendi ve hazirlanan agaroz jel kalibina dokiildii.

Jel tamamen donduktan sonra taraklar ¢ikartildi ve elektroforez tankina yerlestirildi.

Uriinlerin Jele Yiiklenmesi: Her bir 6rnekten 3 pL almip 3 pL yiikleme boyasi ile
karistirildi ve elektroforez tankindaki agaroz jele zarar verilmeden kuyucuklara
yiiklendikten sonra 100 voltta 30 dk {iriinlerin gogii saglandi. Yiiriitme isleminin
sonunda elde edilen jel goriintiisii dijital goriintiileme sistemi kullanilarak bilgisayar
ortamina aktarildi ve kaydedildi. Jel gorintiilerinde yaklasik 200 baz ¢ifti civarinda
irlinlerin ¢ogaldigr goézlemlendi. Agaroz jeldeki iiriinlerin goriintlisii Sekil 22’de

gosterilmistir.

49



A Ee e e .. — — —

Sekil 22. RT-PCR’dan sonra agaroz jelde tiriinlerin goriintiisti

Goriintillemek i¢in agaroz jele yiiklenen 6rnekler Tablo 11°de sunulmustur.

Tablo 11. Agaroz jele yiiklenen 6rnekler

Ornek No Doku Tiirii Adipokin Tiirii
1 Markir (100-1500) Markir (100-1500)
2 Visseral doku Leptin
3 Visseral doku Adiponektin
4 Visseral doku NADPH oksidaz
5 Visseral doku Apelin
6 Visseral doku Rezistin
7 Visseral doku Beta Aktin
8 Perirenal doku Leptin
9 Perirenal doku Adiponektin
10 Perirenal doku NADPH oksidaz
11 Perirenal doku Apelin
12 Perirenal doku Rezistin
13 Perirenal doku Beta Aktin
14 Subkutan doku Leptin
15 Subkutan doku Adiponektin
16 Subkutan doku NADPH oksidaz
17 Subkutan doku Apelin
18 Subkutan doku Rezistin
19 Subkutan doku Beta Aktin

20 Subkutan doku Apelin

21 Subkutan doku Rezistin

22 Markir (100-1500) Markir (100-1500)
23 Visseral doku Beta Aktin

24 Visseral doku Leptin
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5.2.18.3. RT- PCR

RT-PCR’da olusan iiriin miktar1 reaksiyon boyunca olusan iiriin miktarlariyla
orantili olarak artan floresans boyanin verdigi sinyalin izlenmesiyle belirlenir. RT-
PCR’da ilgili genlerin ekspresyonlarini belirlemek i¢cin SYBR Green boyasi kullanildi.
RT-PCR islemi Roche LightCycler 480 II marka cihazda katalog no: 12 239 264 001
DNA master SYBR green I qRT-PCR kiti prosediirii dogrultusunda yapild1.

Sonuglarm hesaplanmasinda her bir 6rnegin hedef genlerini (adipokinleri) o
ornegin referans genine (beta aktine) orantilayarak relatif kantifikasyon yapildi. Kontrol
grubuna gore artis ve azalislar belirlendi. Arbitrary unit olarak ifade edildi.

Calismamizda kullandigimiz primerler Tablo 12’de verilmistir.

Tablo 12. RT-PCR’da kullanilan primer dizileri

Primer Ad1 Primer Dizisi
_ Ileri primer 5’-AAA ACC CTC ATC AAG ACC ATT G-3°
Leptin Geri primer 5’-TCT CCA GGT CAT GAG CTATCT G-3°
Adiponcktin Ileri primer 5’-TCATTC CTG TCT GTA CGA GTG C-3’
Geri primer 5’-CAT CCA ACC TGC ACA AGT TTC-3’
' Ileri primer 5’-GCT CTG GCT CTC CTT GAC TG-3’
Apelin Geri primer 5’-AGC CCT TCA ATC CTG CTT TAG-3’
o Ileri primer 5-TTT CCT TTT CTT CCT TGT CCTG-3’
Rezistin Geri primer 5’-GAG CAG CTA GTG ACG GTT GTG-3’
NADPH Ileri primer 5’-GGA ATC TCC TCT CCT TCC TCAG-3’
Oksidaz Geri primer 5’-GCT ACT GAA TAT GGG TCC GAAG-3’
Beta Aktin Ileri primer 5’-TAC AAC CTT CTT GCA GCT CCTC-3’

Geri primer

5’-AGG AGT CCT TCT GAC CCA TACC-3’

cDNA’lar1 olusturulan her bir 6rnek i¢cin Tablo 13’deki gibi pipetlemeler
yapildiktan sonra Light Cycler 480 II (Roche, Germany) cihazinda Tablo 14’deki

program esliginde RT-PCR yapildi.
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Tablo 13. Orneklerin RT-PCR icin hazirlanmasi

Bir Ornek icin 54 Ornekte her bir

Enzimler i¢in Eklenecek Reaktifler hacim gen icin hacim
RNaz’s1z su 12.8 uLL 691.2 uL
MgClI ( 25 mM) 1.2 uL 64.8 uL
10 pM ileri primer (500 nM final) 1 uL 54 uL
10 uM geri primer (500 nM final) 1 puL 54 uL
DNA Master SYBR Green 10x (mix vial 1) 2 uL 108 pL
cDNA (her 6rnek icin) 2 ul -

Tablo 14. RT-PCR Protokolii

Program Dongii Analiz Modu
On inkiibasyon 1 -
Amplifikasyon 45 Kantifikasyon
Erime Egrisi 1 Erime Egrileri
Sogutma 1 -

Hedef Sicakhk Elde Etme Modu Siire(hh:mm:ss) Sicakhik Artis Hizi (°C/s)
O

On inkiibasyon

95 - 00:08:00 4.4
Amplifikasyon

95 - 00:00:10 4.4
60 - 00:00:07 2.2
72 - 00:00:08 4.4
Erime Egrisi

95 - 00:00:00 2.0
65 - 00:00:15 2.0
97 Devamli

Soguma

40 - 00:00:30 2.0
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Yaptigimiz calismada elde ettigimiz RT-PCR sonuglarma gore kullandigimiz
primerlerin ¢aligmamiza uygun oldugu ve yan iiriin olusturmadigir gozlemlendi. Buna

iliskin 0rnek leptin erime noktas1 garafigi Sekil 23’de gosterilmistir.

Melting Peaks
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14398
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Temperature (*C)

Sekil 23. Leptin i¢in erime noktasi grafigi

RT-PCR c¢alismasinda adipokinlere ait amplifikasyon garafigi Sekil 24’de
gosterilmistir. Grafikteki harflerin karsiliklar1 sirasiyla A: beta aktin, B: adiponektin, C:
rezistin, D: leptin, E: apelin, F: NADPH oksidaz’dur.
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Sekil 24. Amplifikasyon egrileri
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5.2.19. Kullanilan istatistiksel Yontemler

Elde edilen sonuglar ortalama ve standart sapma olarak verildi. Grup
ortalamalarinin karsilastirilmasi i¢gin Kruskal Wallis testi, Post-Hoc olarak da Mann-
Whitney U testi kullanildi. Korelasyon testi olarak Spearman korelasyon testi kullanilda.

p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR
6.1. Morfolojik Bulgular

Calismamizda KTU Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma Merkezinden 6-8 haftalik
150-200 g Sprague-Dawley 1rk1 18 adet erkek sican alinip yine ayni yerde deneyler i¢in
12 saatlik karanlik-aydinlik ortam saglanarak toplam 85 giin barmdirilip beslenmistir.
Tiim siganlar alindiktan sonra ilk 15 giin standart sican yemi ile beslenmistir. Sicanlar
bu beslenme periodundan sonra ii¢ gruba ayrilarak gruplarina uygun sican yemleri ile
70 giin boyunca beslenmistir. Ayrica, NAC grubunun igme suyuna 2 g/L NAC ilave
edilmistir. Siganlarin beslenme programi baslangicindaki ve sonundaki goriintiileri Sekil

25 ve Sekil 26°da goriilmektedir.

Sekil 25. Beslenme periodunun baslangicindaki siganlarin goriiniisii
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Sekil 26. Beslenme programi sonunda siganlarin goriintiisii A) kontrol, B) obez

Calismamizda uyguladigimiz beslenme periyodu sonucu agirhik degisimleri,

glukoz, TG, insiilin ve OSI diizeyleri Tablo 15°de verilmistir.

Tablo 15. Agirlik, glukoz, TG, insiilin ve OSI degisiklikleri

Kontrol Grubu Obez Grubu NAC Grubu
Baslangic agirhg (g)* 285+ 21.3 283.5+25.2 284.5 +21.47
Deney sonu agirhk (g) 450.3+31.3 517.8 £19.9 514.0 £ 65.2
Glukoz (mg/dL) 130.3+ 7.6 150.0 £ 12.5 160.1 £ 16.8
TG (mg/dL) 177.8 £47.9 188.6 5.9 153.1 £44.7
Insiilin (p mol/L) 298.1 £ 97 293.2+£59.9 304.1 £114.1
OSI (arbitary unit) 694.6 + 175 648 + 108.8 569.7 £ 185.5

* 15 giinliik 6n beslemeden sonraki agirlik

Besleme programi sonunda, ¢alisma gruplarmmdan obez ve NAC grubu kontrol
grubuna gore daha fazla kilo almig olarak tespit edildi (p=0.018). Serum glukoz
diizeyleri obez ve NAC grubunda daha yiiksek gozlendi (p=0.004). TG, insiilin ve OSI
yoniinden gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmedi. Obez ve
NAC gruplarinm tiim lokal yag dokular1 morfolojik olarak kontrol grubuna goére daha
biiyiik oldugu, obez grubu ile NAC grubu arasinda ise yag dokusu biiyiikligii agisindan
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belirgin bir farklihigin olmadigr gozlemlendi. Yag dokularinda meydana gelen
morfolojik degisiklikler Sekil 27, 28 ve 29’da verilmistir.

Sekil 28. Perirenal yag dokusu A) kontrol, B) obez
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Sekil 29. Subkutan yag dokusu
6.2. Siiperoksit Dismutaz Aktivite Olciim Sonuclar

Yag dokularinda SOD aktivite 6lgiimleri modifiye Sun ve Oberley yontemiyle
yapildt (99). Gruplar SOD aktivitesi yOniinden degerlendirildiginde, obez grupta
visseral yag dokusunda SOD degeri kontrole gére anlamli derecede diisilk bulundu

(p=0.009). Diger gruplar arasinda fark bulunmadi ( Sekil 30).

70 ~

o

60 -
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40 - B Visseral
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20 I Sublkutan
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B Perirenal

protein)
*

SOD Aktivitesi (Ww/m

0

Kontrol Obez NAC

Sekil 30. SOD aktivite sonuglari
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6.3. Katalaz Aktivite Ol¢iim Sonuclar

Yag dokularinda CAT aktivite dl¢iimleri modifiye Aebi yontemiyle yapildi (100).
Gruplar CAT aktivitesi yoniinden degerlendirildiginde obez grupta visseral ve perirenal
yag dokusunda CAT aktivitesi kontrol grubuna gore anlamli derecede diisiik bulundu
(p=0.009, p=0.002). Ayrica NAC uygulanan grupta visseral yag dokusunda obez ve
kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek CAT aktivitesi gozlendi (p=0.004) (Sekil
31).

140 ~

120 -

100 -
m Visseral

ca
=]
1

m Perirenal

D
=]
1

Subkutan

CAT Aktivitesi (k/g
protein)
S

[}
=]
1

=]
|

Kontrol Obez NAC

Sekil 31. CAT aktivite sonuglari
6.4. Glutatyon Peroksidaz Aktivite Ol¢iim Sonuclar

Yag dokularinda GPx aktivite Olclimleri Cayman firmasmin ticari
spektrofotometrik kiti ile yapildi. Yapilan istatistiksel analizler sonucu, obez ve NAC
grubunun tiim yag dokularinda GPx aktivitesi kontrole gore daha diisiiktii. Ancak obez
grubun visseral yag dokusunda bu diisiis istatistiksel olarak anlamliydi (p=0.002).
Subkutan ve perirenal dokularda GPx yoOniinden gruplar arasinda anlamli farklilik

bulunmadi (p>0.05) ( Sekil 32).
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Sekil 32. GPx aktivite sonuglari
6.5. GSH Olciim Sonuclar

Yag dokularinda GSH olglimleri Solange Cristina Garcia ve arkadaslarinin
gelistirdigi HPLC metodunun modifiye yontemi ile yapildi (101). Caligma gruplar1t GSH
seviyesi yoniinden degerlendirildiginde, NAC grubunun subkutan yag dokusunda GSH
miktariin kontrol grubuna goére anlamli derecede daha fazla oldugu tesbit edildi

(p=0.032). Diger gruplar arasinda herhangi bir fark gézlenmedi (Sekil 33).
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Sekil 33. GSH sonuglar1
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6.6. MDA ol¢iim sonuclar

Yag dokularinda MDA o&lglimleri modifiye Mihara ve Uchiyama yontemiyle
yapild1 (102). Yapilan istatistiksel analizler sonucu, obez ve NAC grubunun perirenal
yag dokusunda MDA seviyelerinin kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksel
oldugu belirlendi (p=0.004). Diger dokularda MDA yoOniinden gruplar arasinda farklilik
bulunmadi (p>0.05) (Sekil 34).
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Sekil 34. Doku MDA seviyeleri
6.7. Protein Karbonil Ol¢iim Sonuclar

Yag dokularinda yapilan protein karbonil o6lgtimleri Griffiths tarafindan
gelistirilmis olan HPLC metodunun modifiye sekli ile yapilmistir (103). Protein
karbonil grubu seviyeleri yoniinden gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamistir
(Sekil 35).
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Sekil 35. Protein karbonil sonuglari
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6.8. IL-6, TNFa, OSi, RBP Ol¢iim Sonuclar

Serum numunelerinde IL-6 eBioscience, TNF-a eBioscience, RBP-4 Sun Red
firmasmin ELISA kiti ile 6l¢iildii. Rel firmasmin ticari kitiyle TAK ve TOK 6&lgiilerek
OSI degeri bulundu. Yapilan istatistiksel analizler sonucu, IL-6, TNF-a, RBP, OSI
seviyeleri acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi

(p>0.05) (Sekil 36).
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Sekil 36. IL-6, TNF-a, RBP, OSI sonuclar1
6.9. Adipokin Ol¢iim Sonuclar

Serum numunelerinde leptin Biovendor, adiponektin Millipore, rezistin
Biovendor, apelin Phoenix Pharmaceuticals, firmalarmm ticari ELISA kiti ile 6lgtldii.
Yapilan istatistiksel analizler sonucu, obez ve NAC grubunda leptin seviyelerinin
kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksel oldugu belirlendi (p=0.003). Diger
Olciilen adipokinler yoniinden gruplar arasmnda anlamli farklilik bulunmadi (p>0.05)

(Sekil 37).
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Sekil 37. Adipokin seviyeleri

6.10. Olciilen Oksidatif Stres Belirtecleri, Antioksidan Enzimler, Antioksidan
Bilesikler, Adipokinlerin Ortalamalar ve Standart Sapma Degerleri

Olgiilen oksidatif stres belirtecleri, antioksidan enzimler ve antioksidan bilesikler

ve adipokinlerin ortalamalar1 ve standart sapma degerleri Tablo 16 -19’da verilmistir.

Tablo 16. Visseral yag dokusunda MDA, SOD, CAT, protein karbonil ve GSH
ortalamalar1 ve standart sapmalar1

Visseral Yag Dokusu
Parametre Kontrol Obez NAC
MDA (nmol/mg protein) 304 £ 134 37.6 £33.9 24.1+16.3
SOD (u/mg protein) 47.53 £ 15.51 21.7+13.2 21.49 £ 16.6
CAT (k/g protein) 56.78 £ 17.7 37.77£6.5 78 £35.5
GPx nmol/dk/mL 391.93 +£63.93  209.32+93.95 238.81 +69.96
Protein Karbonil (mol 2.5+0.31 2.39+0.23 2.38+£0.8
kar./mol protein)
GSH (mM/gprotein) 494 £21.32 68.3 £ 16.60 66.12 + 13.68
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Tablo 17. Perirenal yag dokusunda MDA, SOD, CAT, protein karbonil ve GSH
ortalamalar1 ve standart sapmalar1

Perirenal Yag Dokusu

Parametre Kontrol Obez NAC
MDA (nmol/mg protein) 10.3+7.9 34.1 £12.69 26.41 £5.63
SOD (u/mg protein) 31.28 +£10.43 33.46 £24.15 28.34 £ 18.46
CAT (k/g protein) 78.58 £ 14.91 48.3 £8.7 75.65 + 39.85
GPx nmol/dk/mL 476.26 = 143.75 376.37 £7526  352.94 £52.58
Protein Karbonil (mol 293+0.3 2.65 £ 0.65 2.58£0.14

kar./mol protein)

GSH (mM/gprotein) 107.2 £30.9 152 +£42.3 160 + 36.57

Tablo 18. Subkutan yag dokusunda MDA, SOD, CAT, protein karbonil ve GSH
ortalamalar1 ve standart sapmalar1

Subkutan Yag Dokusu
Parametre Kontrol Obez NAC
MDA (nmol/mg protein) 10.88 + 3.7 9.7+6.5 15+7.8
SOD (u/mg protein) 25.58 +21 15.39 £ 8.2 34.98 £ 8.7
CAT (k/g protein) 40.15 £ 8.6 39.78 £ 20.3 541173
GPx nmol/dk/mL 432.02 £ 74.68 319.33 £102.24 385.41 £22.04
Protein Karbonil (mol 1.83+£0.32 2.12+0.42 2.16 £0.46
kar./mol protein)
GSH (mM/gprotein) 27.32+£16.97 44.55 £26.49 59.37 £ 10.07

64



Tablo 19. Deney gruplarindaki adipokinlerin ortalamalar1 ve standart sapmalari

Adipokinler Kontrol Obez NAC
Leptin (ng/mL) 6.09 £ 1.37 13.79 £ 4.05 14.38 £ 5.32
Adiponektin (pg/mL) 254179 24.1+4.1 23.6+4.9
Rezistin (ng/mL) 3178+ 1.3 3265+7.2 3233 +4.4
Apelin (ng/mL)*10 19.5% 0.6 19.3+0.8 19.9£0.9
RBP (ng/mL) 385+ 194 409.6 £ 30.3 349.9 +74.7
IL-6 (pg/mL) 172.3 £23.6 174.2 £24.6 187.1 £40.2
TNF-a (pg/mL) 123.9+£10.5 117.5 £10.5 121+6.9

Obez grupta perirenal CAT ile leptin arasinda pozitif korelasyon vardir (r=0.94,

p=0.005). Obez grupta visseral glutatyon ile leptin arasinda negatif korelasyon vardir

(r=-0.88, p=0.019). Obez de perirenal MDA ile adiponektin arasinda negatif korelasyon

vardir (r=-0.82, p=0.042). NAC grubunda Subkutan karbonil grubu ile adiponektin

arasinda negatif korelasyon vardir (r=-0.9, p=0.037). Obez grupta rezistin ile subkutan

GSH arasinda pozitif korelasyon vardir (r=0.94, p=0.005). NAC grubunda perirenal

glutatyon ile rezistin arasinda pozitif korelasyon vardir (r=0.94, p=0.005). Obez grupta

perirenal SOD ile apelin arasinda pozitif korelasyon vardir (r=0.88, p=0.019). Obez

grubunda TNF-a ile subkutan GPx arasinda negatif korelasyon vardir (r=-0.829,

p=0.042). Korelasyonlar Tablo 20’de verilmistir.

Tablo 20. Adipokinlerle doku parametreleri arasindaki korelasyon tablosu

Adipokinler Perirenal  Visseral Perirenal Subkutan Subkutan Perireal Subkutan
CAT GSH MDA Karbonil GSH SOD GPx
Leptin r=0.94* r=-0.88*
p=0.005 P=0.019
Adiponektin r=-0.82% r=-0.9%**
P=0.042 P=0.037
Rezistin r=0.94*
P=0.005
Apelin r=0.88*
P=0.019
TNF- o r=-0.829*
P=0.042

*Obez grup ** NAC grup
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Rezistin ile IL.-6 arasinda pozitif korelasyon (r=0.829, p=0.042), Apelin ile TNF-
o arasinda negatif korelasyon (r=-0.829, p=0.042), Insiilin ile adiponektin arasinda
negatif korelasyon (r=-0.886, p=0.019), OS] ile adiponektin arasinda negatif korelasyon
(p=-0.829, r=0.042) tesbit edilmistir. Korelasyonlar Tablo 21’de verilmistir.

Tablo 21. Sitokinler arasindaki korelasyon tablosu

Rezistin Apelin Adiponektin
IL-6 r=0.829%*
p=0.042
TNF-a r=-0.829*
p=0.042
Insiilin r=-0.886*
p=0.019
Osi p=-0.829%
r=0.042

*QObez grup
6.11. Yag Dokularinda Gen Ekspresyon Sonuc¢lar

Visseral, perirenal ve subkutan yag dokularindaki leptin, rezistin, adiponektin,
apelin ve NADPH oksidaz gen ekspresyonlar1 kontrol gruplarinin katlar1 olarak Sekil

38, 39 ve 40°da verilmistir.
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Visseral Yag Dokusu

Sekil 38. Visseral yag dokusundaki gen ekspresyonlari
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Yapilan istatistiksel analizler sonucu, visseral yag dokusunda gruplar arasinda gen

ekspresyonu agisindan anlamli bir fark bulunamamuistir.
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Sekil 39. Perirenal yag dokusundaki gen ekspresyonlari

Yapilan istatistiksel analizler sonucu, perirenal yag dokusunda gruplar arasinda

gen ekspresyonu agisindan anlamli bir fark bulunamamastir.
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Sekil 40. Subkutan yag dokusundaki gen ekspresyonlar1

Yapilan istatistiksel analizler sonucu, obez grupta subkutan yag dokusunda leptin
ve apelin ekspresyon seviyelerinin kontrol grubuna gére daha yiiksek oldugu goriildii

(swrastyla p=0.04, p=0.03). Diger parametreler arasinda bir anlamlilik gézlemlenmedi.
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7. TARTISMA ve SONUC

Obezite gittikge artan insidansi ile onemli bir saglik problemi olarak karsimiza
cikmaktadir. Obezitenin biyokimyasal mekanizmalarmi anlamak ve uygun tedavi
protokolleri olusturabilmek icin in vivo ve in vitro modellerde bir¢ok c¢alisma
yapilmaktadir. Bu g¢aligmalar sonucu yag dokusu enerjinin depolandigi bir organ
olmasinin 6tesinde, fizyolojik ve patolojik olaylar1 diizenleyen birgok faktorii salgilayan
bir endokrin organ olarak 6nem kazanmistir. Obezite ile birlikte yag dokusunda ki artis
yag hiicresinden salgilan adipokin profilinde degisiklige sebep olmaktadir. Yag
dokusunda olusan inflamasyon ve adipokin profilindeki degisiklikler diyabet, yiiksek

tansiyon, kanser ve kalp damar hastaliklarini beraberinde getirmektedir (17, 98).

Rodentlerde farkli diyet modelleri ile obezite olusturmak miimkiindiir. Cevresel
indiiklenmis obezite modelinde enerji agisindan yiiksek kalori degerine sahip beslenme
programi uygulanir (1). Bu obezite modeli kiigiik farkliliklarla beraber literatiirde
degisik sekillerde ifade edilmektedir. Matthias Tschop ve arkadaslarma gore diyet
iceriginin % 40’1 yagdan, % 40’1 karbohidrattan, % 20’si proteinden olusmasi
gerekirken (1), Roland Buettner ve arkadaslarina gore viicuda alman enerjinin % 42’si
yagdan, % 39’u karbohidrattan, % 19°u proteinden saglanmaktadir (2). Kamal A Amin
ve arkadaglarina gore ise diyet igeriginin % 46’s1 yag, % 24’1 karbohidrat, % 20.3’i

proteinden, ve % 9.7’si digerlerinden olugmasi gerektigi soylenmektedir (105).

Deneyde kullandigimiz yliksek yagli diyet insiilin rezistansi ve hiperglisemi ile
karakterizedir (diyet igerigi Tablo 5, Tablo 6 da verilmistir). Yiiksek karbohidrat igerikli
diyete gore daha fazla kilo kazanimina sebep olur ve ¢ogunlukla TG miktarlarinda
onemli degisiklige sebep olmaz (17). Yaptigimiz ¢alismada, Research Dietten temin
ettigimiz yliksek yagli sigan yemiyle beslenen iki grupta da standart sigan yemi ile
beslenen kontrol grubuna goére anlamli derecede kilo aldig1 gozlendi (p=0.018) (Tablo
15). Sakrifikasyon isleminden sonra yapilan gozlemlerde de ¢aligmaya dahil edilecek
tim yag dokularinda ciddi artislar oldugu gorildi (Sekil 25-29). Glukoz ve TG
Ol¢timleri sonucunda glukoz seviyelerinin obez ve NAC grubunda anlamli derecede
yiiksek oldugu (p=0.004), TG yoniinden ise bir farklilik olmadig1 goriildii. Insulin

yoniinden de gruplar arasinda bir farklilik gézlenmedi.
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Oksidatif stres doku oksidanlari ile antioksidanlar arasmdaki dengenin oksidanlar
lehine bozulmasi ile olusur. Obezite, orta dereceli inflamasyonla seyreden bir hastaliktir
ve inflamasyonun tetikledigi oksidatif stresin kalp-damar hastaliklari, diyabet ve
metabolik sendrom gibi obezitenin komplikasyonlarinin altinda yatan mekanizmalardan

biri oldugu bildirilmistir (8, 98).

Obezitede oksidatif strese katkida bulunan g¢esitli muhtemel mekanizmalar
bulunmaktadir. Bunlar hiperglisemi, viicut agirligini tagimak i¢in artan kas aktivitesi,
yliksek doku lipit seviyeleri, yetersiz antioksidan savunma, kronik inflamasyon,

endotelial ROS {iretimi ve hiperleptinemidir (98) .

Hiperglisemi durumunda organizmada olusan ileri glikasyon son tiriinleri (AGEs)
spesifik hiicre yiizey reseptorlerine baglanarak posreseptor sinyaller olusturur ve ROS
iretimini artirirlar. Ayrica AGEs ler hiicre i¢i sinyal yolak kaskatini baslatan NF-kB
gibi hiicre i¢i transkripsiyon faktorlerini aktive eder. NF-kB protein kinaz C yi, sorbitol
iiretimini, vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1) ve Intercellular adhesion
molecule 1 (ICAM-I)’in transkripsiyonunu aktive eder. Bu intraselliiller molekiillerin

aktivasyonu sonucu ROS firetilir (98) .

Intraselliiler glukoz yiikselmesi glukozdan sorbitoliin olustugu poliol yolunu
aktive eder. Sorbitol varliginin oksidatif hasara neden oldugu ve stres genlerini aktive
ettigi hayvan calismalarinda tesbit edilmistir. Hiperglisemi ayni zamanda NADPH
oksidaz aktivitesini artirir ve ozellikle endotelde O, iiretilir (98). Poliol yolunun
aktivasyonu ortamdaki NADPH kullannomimi artrir ve NADPH azalir. Glutatyon
rediiktaz enziminin substrat1 olan NADPH azaldig1 icin GSSG yeterince GSH haline
getirilemez ve ROS iiretiminde artis olur (106). Son donemlerde yapilan calismalar,
obez farelerin yag hiicrelerine glukoz alinimindaki yiikselmenin yag hiicrelerinin ig¢inde

bile ROS olusumunda artisa neden oldugunu gdstermistir (98) .

Obez bireylerdeki agirlik artisindan dolay: artan kas aktivitesi hipoksantinin {irata
doniisiimii ve elektron transport zinciri aktivitesindeki artis dahil, serbest radikalleri
ireten metabolik yollar1 aktive edebilmektedir. Agirlik artisindan dolayr solunumun
artmasiyla hizlanan elektron transferi elektron transfer zincirinden bazi elektronlarin
sizmasina neden olabilmektedir ve bu da kismen indirgenmis oksijenden O,™ ve H,O;

formunda ROS ortaya ¢ikmasma neden olmaktadir. Ayni miktarda yiik altinda yliriime
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aktivitesi esnasinda obez bireyler obez olmayanlara gore % 38 daha fazla oksijen
tilketmektedir. Bu degerin egzersiz sonrasi lipit hidroperoksitle korale oldugu tesbit

edilmistir (98) .

Enzimatik ve non enzimatik antioksidan savunma dokuda oksidan-antioksidan
dengeyi siirdiirmek icin kritik 6neme sahiptir. Yapilan bir¢ok calisma da obezlerde E
vitamini, C vitamini, karotenler, fitokimyasallar, ¢inko, bakir, selenyum, SOD, CAT
ve GPx obez olmayan bireylere gore daha diisiik bulunmustur. Bu nedenle obezlerde

antioksidan savunma yetersizligi ortaya ¢ikmaktadir (98) .

Visseral obezitede plazma serbest yag asitlerinde yiikselme oldugu tesbit
edilmistir. Serbest yag asitleri kan glukozunu yiikseltmektedir. Endotelial ve diiz kas
hiicre kiiltiirlerinde protein kinaz C yolag1 vasitasiyla nitroksit radikallerini {irettigi
tesbit edilmistir. Ayn1 zamanda hiicre kiiltiirlinde serbest yag asitlerinin 16kositlerde
oksidatif solunum patlamasma neden olarak ROS iiretiminde artisa neden oldugu tesbit

edilmistir (98).

Insan ve hayvan vaskiiler endotelial hiicrelerinde NO sentaz, ksantin
oksidorediiktaz, NADPH oksidaz dahil oksidan molekiil iiretiminin ¢esitli enzimatik
kaynaklar1 vardir. Endotelial siiperoksitin ana kaynagit NADPH oksidazdir. NADPH
renin anjiotensin sistemi gibi hormonlarla ve sitokinlerle modifiye edilebilir. Ornegin
anjiotensin II ile uyarilmig hipertansiyon endotelial siiperoksit seviyelerini 6nemli
derecede yiikseltir. Endotelde siiperoksit olusumunda ksantin oksidorediiktazin

fonksiyonu ise azdir (98) .

Leptin endotelial hiicre kiiltiirlerinde ROS olusumunu uyarmaktadir. Leptin
enjekte edilmis sicanlarda yapilan calismada kontrollere gore daha yiiksek MDA,
izoprostan, ve protein karbonil tesbit edilmistir. Bu durumun kontrollere gére daha
diisiik antioksidan savunmadan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. NADPH oksidaz

iiretimini artirir. NADPH oksidaz O,™® olusumuna neden olmaktadir (98) .

Yag dokusu viicutta farkli bolgelerde lokalize olmustur. Bu farkli lokalizasyon
farkli fonksiyonlar1 da beraberinde getirmektedir. Genel olarak deri alt1 yag dokusu TG
depolanmasinda, visseral yag dokular1 da metabolik faaliyetlerin diizenlenmesinden

sorumludur. Salgilanan adipokinler yoniinden de dokular arasinda farkliliklar vardir (4).
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Calismamizda Sl¢tiiglimiiz adipokinlerden leptin seviyelerini obez ve NAC grubunda
kontrole gore anlamli derecede yliksek bulduk (p=0.003) (Tablo 19, Sekil 37). Ayrica
plazma leptin seviyeleri ile visseral yag dokusundaki GSH arasinda negatif korelasyon
gozlendi (p=0.019) (Tablo 20). Bu dokuda, SOD aktivitesinde de anlamli bir azalma
bulunmaktaydi (p=0.009) (Sekil 30). Leptin baslica subkutan dokudan salgilanan ve
obezite ile birlikte serumda konsantrasyonu artan bir proteindir. Enerji sarfiyati ve
istahin diizenlenmesinde rol alir. Subkutan dokudaki yag kitlesi ile orantili olarak
salgilanir (17). Gen ekspresyonu ¢alismamizda da subkutan dokuda obez grupta 4,5
katlik bir leptin artis1 gozlenmistir (p=0.004) (Sekil 40). Sonuglarimiza gore, her ne
kadar visseral yag dokusundaki SOD ve GSH plazma leptin seviyeleri ile korele olsa da,
obeziteye bagli plazma leptin seviyesindeki artisin subkutan yag dokusu kaynakli

oldugu goriildii.

Adiponektin insiilin duyarliligin1 artiran ve obez bireylerde viicut agirhig: ile
negatif korelasyon goOsteren bir proteindir. Visserel yag dokusunda ekspresyonu
subkutan dokudan daha fazladir (4, 17). Calismamizda serum adiponektin seviyeleri
yoniinden bir fark godzlenmezken gen ekspresyonu yoniinden ¢alisilan tiim yag
dokularinda adiponektin sentezi diisiik bulunmustur, ancak bu diisiis istatistiksel olarak
anlaml degildir (Sekil 37-40). Barnea ve arkadaslar1 yiiksek yaglh diyetle besledikleri
farelerde benzer sonuglari bulmustur (107). Dokularda adiponektin ekspresyonlari
diisiik bulunurken plazma adiponektin konsantrasyonlarinda degisme gozlenmemistir.
Williams ve arkadaslar1 epididimal yag dokusunda yaptiklar1 ¢alismada, uzun dénem
(16 hafta) yliksek yagh diyetle besledikleri sicanlarda epididimal dokuda adiponektin
mRNA seviyelerinde azalma bulurken, plazma adiponektin seviyeleri anlamli derecede
daha yiliksek gozlenmistir. Ayn1 calismada, kisa donemde ise hem plazma hem de
mRNA seviyeleri daha diisitk bulunmustur (108). Ekspresyon ve plazma degerleri
arasindaki bu fark uzun déonemde adiponektinin post-transkripsiyonel mekanizmasinin
yeniden diizenlenmesinin sonucu olabilir. Yapilan ¢aligmalarda adiponektin ile oksidatif
stres markirlar1 arasinda negatif korelason gdosterilmistir (8). Bizim sonuglarimizda da
obez grupta OSI ile adiponektin arasmda negatif bir korelasyon gdzlemlenmistir (r=-
0.829, p=0.042) (Tablo 21). Ayrica yukarda belirtildigi gibi adiponektin insiilin

duyarliligmi artiran bir proteindir. Obez grupta insiilin seviyeleri ile adiponektin
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seviyeleri arasinda yine negatif bir korelasyon bulunmustur (r=-0.886, p=0.019) (Tablo
21).

Rezistin insiilin rezistansini ve glukoz intoleransini uyaran bir proteindir. Obezite
ile miktarinin artigmi ifade eden calismalar olmakla beraber atletlerde de yiiksek
resisitin miktarlar1 gdzlenmistir. Insanlarda resistinin sentez yeri makrofajlarken
rodentlerde beyaz yag dokusudur (17, 109). Caligmamizda serum resisitin seviyeleri
yoniinden herhangi bir fark bulunmadi. Ancak, obez grupta subkutan ve NAC grubunda
perirenal yag dokusundaki GSH seviyeleri ile plazma rezistin miktar1 arasinda pozitif
korelasyon gozlendi (r=0.94, p=0.005) (Tablo 20). Her ne kadar istatistiksel olarak
anlamli olmasa da, perirenal ve subkutan dokuda mRNA ekspresyonunun artmis olmasi
g6z Oniine alindiginda bu iki dokuda da rezistin sentezi ile GSH arasinda sentezi

diizenleyen bir mekanizmanin olma ihtimali ytliksektir.

Apelin kalp, karaciger, akciger, beyin, bobrek ve yag dokusu gibi bir ¢ok organda
sentezlenen ve kardiovaskiiler fonksiyonu ve sivi hemostazini diizenleyen, dolagimda
farkli amino asit sayilarina sahip izoformlar1 olan bir proteindir (109). Obez grupta
subkutan yag dokusunda apelin mRNA ekpresyonu artmig almasina ragmen (p=0.03)
(Sekil 40), serumda yaptigimiz Ol¢iimlerde apelin miktarinda herhangi bir farklilik
bulamadik (Sekil 37). Martinez ve arkadaslar1 kafeterya diyeti ile besledikleri siganlarda
yaptiklar1 ¢alismada, subkutan yag dokusunda apelin ekpresyonunu retroperitonal yag
dokusundan daha fazla bulmuslardir (110). C vitamini verilen gruptada mRNA
seviyelerinin azaldigini gostermislerdir. Bizim g¢alismamizda NAC uygulan gurupta
subkutan yag dokusunda apelin mRNA ekpresyonu obez gruba gore daha diisiik
bulunmustur. Yukarda da bahsedildigi gibi apelin yag dokusunun diginda bir¢cok dokuda
da sentezlenmektedir. Subkutan dokudaki artiga ragmen diger dokularda ekspresyonun
azalmasina bagli olarak serum apelin seviyelerinde degisiklik meydana gelmemis
olabilir. Apelin ile ilgili yapilan ¢aligmalarda, bu peptidin kardiyomiyositlerde serotonin
ile uyarilan oksidatif strese karsi hiicreyi korudugu ve bunu CAT aktivitesini ve gen
ekspresyonunu artirarak yaptigi ortaya konmustur. Yine farelere 0.1 pmol/kg/giin
dozda, dort hafta boyunca apelin uygulamasinin plazma MDA seviyelerini azaltirken
CAT aktivitesini miyokartta arttirdig1 gozlenmistir (111). Obez grupta perirenal SOD ile

plazma apelin seviyesi arasinda pozitif korelasyon gozlenmistir (r=0.88, p=0.019)
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(Tablo 20). Yine obez grupta TNF-a ile apelin arasinda negatif bir korelasyon
gozlenmistir (r=-0,82, p=0.42) (Tablo 21). Obezite gozlenen oksidatif stresin ve
inflamasyonun 6nemli bir nedeni olan TNF-a ile apelin arasindaki negatif korelasyon
antioksidan 6zelligi olan apelinin miktarmin azalmasina ve oksidatif stresin etkisinin

daha belirgin olmasina katki saglayabilir.

Obezitede kronik inflamasyonun varhigi kabul edilir. inflamasyon inflamatuar
sitokinlerin ekspresyonu, C-reaktif protein (CRP) nin lretimi, 10kosit sayisinda ve
aktivitesinde artmayla karakterizedir. Yag dokusu IL-6, TNF-a gibi proinflamatuar
sitokinleri eksprese eder (98). Calismamizda TNF-a ve IL-6 seviyeleri yoniinden
gruplar arasinda anlaml fark goriilmemistir (Tablo 19). Obezitede miktar1 artan bu
sitokinlerin ana kaynagi yag hiicrelerinden daha ¢ok stroma vaskiiler dokudur. Bu
dokuda ozellikle serbest yag asitleri bu sitokinlerin ekspresyonlarint diizenlemektedir.
Dolaysiyla diyet yag asitlerinin ¢esitliligi sitokin iiretimini etkilemektedir. Ozellikle -3
yag asitleri antiinflamatuar etki gdstermektedir (112). Calismamizda bu sitokinlerin
seviyesinde degisiklik olmamasi kullandigimiz yiiksek yag icerikli diyetteki yag
asitlerine bagl olabilir. Ancak, diyetin yag asiti kompozisyonu bilinmedigi i¢in bu
etkiyi tam olarak degerlendirebilmek miimkiin olamamaktadir. Yine visseral yag
dokularindan sentezlenen ve diyette bulunan retinoik asit igeriginden etkilenen, tip II
diyabet patogenezinde onemli rolii oldugu iddia edilen RBP-4 miktar1 obez grupta

yiiksek olmasima ragmen istatistiksel olarak anlamli degildir (Tablo 19).

Calismamizda, oksidatif stres gostergesi olarak kullandigimiz MDA ve protein
karbonil grubu yoniinden degerlendirme yapildiginda obez ve NAC grubunun birer
dokusu hari¢ gruplar arasinda herhangi bir fark goézlenmemistir (Sekil 34,35). MDA
Olctimlerinde tiim yag dokularinda MDA seviyeleri obezlerde daha yiiksekti (Sekil 34).
Ancak, sadece obez ve NAC grubunda perirenal yag dokusunda MDA seviyelerinin
kontrol grubuna gore anlamli derecede daha yiiksek oldugu bulundu (p=0.004) (Sekil
34). NAC uygulanan gruplarda MDA seviyeleri kontrol grubuna gore daha yiiksek,
obez gruba gore daha diisiiktii. Ancak bu degisiklikler istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi. Gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmamasinda biiytlik
standart sapma degerlerinin etkili oldugu agik¢a goriilmektedir (Sekil 34). Dokular

arasindaki yag asidi igeriginin farkli olmasi ve doymus ve doymamis yag asidi
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icerikleride dokularda biriken yaglarin bilesimini etkileyecegi i¢in (17) oksidasyona
duyarlhiliklarin1 da etkilemesi bu siirecte onemli olabilecegi diisliniilmektedir. Ayrica
kloroform ekstraksiyonu sirasindaki zorluklar ve yiliksek lipit iceriginin interferansi
Olgtimlerin hassasiyetini etkilemis olabilecegi diisiiniilmektedir. Calismamizda, MDA
nin TBA ile olusturdugu renkli kompleks spektrofotometrik olarak Olciilerek
degerlendirilmistir. Yag dokusu yiiksek lipid icerigi ve kloroform ekstraksiyonundaki
zorluklardan dolay1 bu yontem i¢in uygun olmayabilir. MDA seviyelerinde gdzlenen
degisikliklerde yiiksek standart sapmayir ve TBA ile reaksiyona giren diger aldehit
tiirlerinin etkisini azaltmak i¢in yag dokusunda MDA ol¢timleri HPLC kullanilarak
floresan dedektorde yapilabilir.

NADPH oksidazin yan1 swra diger adipokinlerin gen ekspresyonlari
degerlendirildiginde gruplar arasinda degisiklikler olmakla beraber yine biiyiik standart
sapmalardan dolayi istatistiksel olarak anlamli farkliliklar bulunmamstir (Sekil 38-40).
Bunda kullanilan RNA izolasyon kitlerine yiiksek lipit iceriginin olumsuz etkileri ve
kullanilan dokularin, 6zellikle subkutan yag dokusunun doku igeriginin homojen
olmamasina baglh olarak homojenizasyon standardizasyonu sirasinda yasanan zorluklar
etkili olabilir. Ayrica yag dokusunun donma noktasinin diger dokulara gore daha diisiik
olmasi, homojenizasyon sirasinda dokunun ¢ok hizli ¢6ziinmesine bu yiizden de diger
dokulara nazaran daha fazla RNA kaybi1 ve kiriklarma sebep olabilecegi

diistiniilmektedir.

Diyetle indiiklenmis obez modellerde antioksidan enzimlerdeki azalig farkli
tiirdeki deney hayvanlarinda ve farkli yag dokularinda gosterilmistir. Bu ¢aligmalarda C
vitamini, E vitamini gibi antioksidanlarin etkinligi de incelenmistir. Sonuglarimiz
bahsedilen ¢alismalarla uyumluluk gostermektedir (110, 113). Tiim antioksidan enzim
Olctimlerinde obez gruptaki degerler kontrol grubuna goére daha diisiik bulunmustur.
Ancak sadece visseral yag dokusunda obez gruptaki diistisler her {ic enzim i¢in de
(SOD, CAT, GPx) istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil 30-32). Obeziteye
bagli yag dokusunda antioksidan enzim aktivitelerinin azaldig1 diger ¢aligmalarda da
ifade edilmistir (98). Bu azalis obezite ile birlikte yag dokusunda seyreden oksidatif
stresin Onemli bir kaynagidir. NAC uygulamasi ile birlikte her {i¢ enzimin aktivitesinde

artiy gozlenmis ancak bunlar anlamli bulunamamistir. GSH yoOniinden gruplar
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degerlendirildiginde, obez grupta GSH’1in daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu artig
doku i¢inde artan ve oksidasyona yatkin lipidlerin oksidasyonunu engellemek icin
canlinin gelistirdigi bir dekompenzasyon mekanizmasi olabilir. NAC uygulamasimin
yag dokularinda GSH miktarini genel olarak artirdigi (Sekil 33) ancak subkutan dokuda
istatistiksel olarak anlamli bir artisin oldugu goriildii. Bu sonu¢ NAC’in glutatyon

onctilii bir bilesik olmasindan kaynaklanmaktadir (96).

Olgiilen oksidan ve antioksidan belirtecler ile salgilanan adipokinler arasindaki
iliski incelendiginde (Tablo 20), bulunan korelasyonlarda adiponektin ile perirenal
MDA ve subkutan karbonil grubu arasindaki iligki kayda degerdir. Adiponektinin
seviyelerinin oksidatif stresle ters iliskili oldugu goriilmiistiir. Benzer sonu¢ Shen ve

arkadaslarinin E vitamini kullanarak yaptig1 arastirmada da tespit edilmistir (8, 113).

Sonu¢ olarak, yiiksek yag icerikli diyetle uyardigimiz obez modellerde, farkl
bolgelerde lokalize olmus yag dokularinda, oksidatif stres ve antioksidan enzim
profilerinin degiskenlik gdsterdigine, bazi adipokinlerin diyetten etkilendigine, oksidatif
stres belirtecleri ve antioksidan enzimler ile bazi adipokinler arasinda iliski olduguna,
NAC uygulamasinin 6lgiilen adipokinlere, yag dokularinda goriinen oksidatif stres ve

antioksidan enzim seviyelerine ciddi bir etkisinin olmadigi kanaatine varilmstir.
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