TURKIYE CUMHURIYETI
KARADENIZ TEKNIK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

TIBBI BiYOKIMYA ANABILIM DALI

YUKSEK SUKROZ ICERIKLI DIYETLE
BESLENMIS BEYIN KAYNAKLI
NOROTROFIK FAKTOR HETEROZIGOT
FARELERIN YAG DOKUSUNDA OKSIDATIF
STRESIN INCELENMESI

Akin BODUR

DOKTORA TEZi

Prof. Dr. Ahmet ALVER

TRABZON-2017






TURKIYE CUMHURIYETI
KARADENIZ TEKNIK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

TIBBI BiYOKIMYA ANABILIM DALI

YUKSEK SUKROZ ICERIKLI DIYETLE
BESLENMIS BEYIN KAYNAKLI
NOROTROFIK FAKTOR HETEROZIGOT
FARELERIN YAG DOKUSUNDA OKSIDATIF
STRESIN INCELENMESI

Akin BODUR

DOKTORA TEZi

Prof. Dr. Ahmet ALVER

TRABZON-2017



ONAY
Bu Tez Doktora Tezi Standartlarma Uygun Bulunmustur
Prof. Dr. Stileyman Caner KARAHAN

Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Bagkam
2 o
//_():,2. ] i‘ ( -

Karadeniz Teknik Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisi Tibbi Biyokimya Anabilim
Dali Doktora 6grencisi Akin BODURun hazirladigi “Yiiksek Sukroz Igerikli Diyetle
Beslenmis Beyin Kaynakh Norotrofik Faktor Heterozigot Farelerin Yag
Dokusunda Oksidatif Stresin Incelenmesi” bashkli tez KTU Lisansiistii Egitim -
Ogretim ve Sinav Yonetmeliginin ilgili maddeleri uyarinca kapsam ve bilimsel kalite

yoniinden degerlendirilerek Doktora Tezi olarak kabul edilmistir.

Danisman Prof. Dr. Ahmet ALVER 4 A

Doktora Sinavi Jiiri Uyeleri

Prof. Dr. Ahmet ALVER //c;xr T T am
Prof. Dr. Yiiksel ALIYAZICIOGLU /Z/x’%

Prof. Dr. Mahfuz ELMASTAS

Prof. Dr. Birgiil KURAL

Dog. Dr. Hiiseyin Avni UYDU

Tarih: 05/09/2017

Bu tez KTU Saglik Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulu’nun ..../.../.... tarih ve

sayili karartyla onaylanmustir.

Prof. Dr. Ali Osman KILIC

Saglhik Bilimleri Enstitlisii Miidiirt



BEYAN

Bu tez c¢aliymasmmin KTU Saglik Bilimleri Enstitiisii tez yazim kilavuzu
standartlarina uygun olarak yazildigini, tezin akademik ve etik kurallara bagli kalinarak
gergeklestirilmis 6zgilin bir bilimsel arastirma eserim oldugunu, tezde yer alan ve bu tez
caligmasiyla elde edilmeyen tiim bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve kaynaklarin
kaynaklar listesinde yer aldigini, tezin ¢alisilmasi ve yazimi asamalarda patent ve telif

haklarini ihlal edici bir davranigimin olmadigini beyan ederim.

Tarih: ../../2017

Akin BODUR



TESEKKUR

Doktora egitimim siiresince bilimsel ac¢idan bana onemli katki saglayan, tez
calismamin gergeklesmesinde bilgi ve tecriibeleriyle her zaman bana yol gosterici olan
ve doktora egitimime devam etmemde siirekli tesvik ve motive ederek egitimimi
tamamlamami saglayan danigsman hocam sayin Prof. Dr. Ahmet ALVER’e oncelikle
tesekkiir etmeyi bir bor¢ bilirim. Ayrica doktora egitimim boyunca bana katki saglayan
basta Saymn Prof. Dr. E. Edip KEHA ve Prof. Dr. Asim OREM olmak iizere Tibbi

Biyokimya Anabilim Dali’ndaki tiim hocalarima,

Tezde kullanilan hayvanlarin teminini saglayan, calisma konusu hakkinda
bilgilerinden ve tecriibelerinden istifade ettigim Sayin Dog. Dr. Ismail ABIDIN ve Dog.
Dr. Selcen ABIDIN’e,

Lisans egitimimin basindan doktora asamamin sonuna kadar ayni siralar1 ve
laboratuvarlar1 paylastigim, doktora ¢alismamda ¢ok biiyiik katkilar1 ve emegi olan

degerli arkadasim imran INCE’ye,

Deney hayvanlarinin genotiplenmesi asamasinda, laboratuvarlarini kullanimimiza

sunan Sayin Prof. Dr. Ersan KALAY’a ve asistan1 Ars. Gor. Idris ER’e,

Doktora ¢alismalarimda yardimlarini esirgemeyen degerli arkadaslarim Yrd. Dog.
Dr. Ayse SENTURK ve Ars. Gor. Serap OZER YAMAN’a ve Tibbi Biyokimya

Anabilim Dali’ndaki tiim yiiksek lisans ve doktora 6grencisi arkadaslarima,

KTU Farabi Hastanesi Klinik Biyokimya Laboratuvari’nda galistigim siire
boyunca yardimlarin1 goérdiigim ve bilgilerinden faydalandigim tiim uzman ve asistan

arkadaslarima ve Acil Laboratuvari’nda birlikte ¢alistigim tiim personele,
Tez galismamin gergeklesmesinde maddi kaynak saglayan TUBITAK ’a,

Her zaman yanimda olan, maddi ve manevi desteklerini esirgemeyen aileme en

icten dileklerimle tesekkiir ederim.

Akin BODUR

Bu tez ¢alismasi 114S553 numarali TUBITAK projesi biitgesi tarafindan desteklenmistir.




vi

ICINDEKILER

Sayfa
KABUL ve ONAY
BEYAN
TESEKKUR
TABLOLAR DIZINI ix
SEKILLER DIZiNi xi
SIMGELER, KISALTMALAR ve FORMULLER DIZiNi Xiv
1.0ZET 1
2. SUMMARY 2
3. GIRiS ve AMAC 3
4. GENEL BILGILER 6
4.1. BDNF ve Genel Ozellikleri 6
4.1.1. BDNF’nin Enerji Metabolizmas ile iliskisi 8
4.2. Yag Dokusu 10
4.2.1. Beyaz Yag Dokusu 11
4.3. Adipokinler 13
4.3.1. Leptin 13
4.3.2. Adiponektin 14
4.3.3. Rezistin 14
4.4. Yag Dokusu ve Obezite 15
4.5. Serbest Radikaller, Oksidatif Stres ve Obezite 16
4.5.1. Malondialdehit (MDA) 19
4.5.2. 4-Hidroksinonenal (4-HNE) 20
4.5.3. 3-Nitrotirozin (3-NT) 21
4.5.4. Antioksidan Enzimler 21
4.5.4.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD) 21
4.5.4.2. Katalaz (CAT) 22
4.5.4.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx) 22
4.6. Sukroz, Fruktoz Metabolizmas1 ve Oksidatif Stres 23

4.7. Sukroz Igerikli Diyetler ve Obezite 25



5. GEREC ve YONTEM

5.1. Geregler

5.1.1. Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

5.1.2. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

5.1.3. Kullanilan Ticari Kitler

5.2. Yontemler

5.2.1. Kullanilan Deney Hayvanlar1 ve Uygulanan Prosediir

5.2.2. Farelerin Genotipinin Belirlenmesi

5.2.2.1. Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Cozeltiler

5.2.2.2. PCR iiriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde Yiiriitiilmesi

5.2.3. Deney Gruplar1

5.2.4. Serum Glukoz ve Triagilgliserol Seviyesinin Olgiimii

5.2.5. Serumda Insiilin Seviyesinin Ol¢iimii

5.2.6. Serumda Adiponektin Seviyesinin Ol¢iimii

5.2.7. Serumda Leptin Seviyesinin Olgiimii

5.2.8. Serumda Rezistin Seviyesinin Ol¢iimii

5.2.9. Serumda BDNF Seviyesinin Ol¢iimii

5.2.10. Serumda 4-HNE Seviyesinin Ol¢iimii

5.2.11. Serumda 3-NT Seviyesinin Ol¢iimii

5.2.12. Yag Dokularinda Protein Izolasyonu

5.2.13. Protein Miktar Tayini

5.2.14. SOD Enzim Aktivitesi Ol¢iimii

5.2.15. GPx Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii

5.2.16. CAT Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii

5.2.17. MDA Seviyelerinin Belirlenmesi

5.3. Gen Ekspresyonu Analizleri

5.3.1. Total RNA Izolasyonunda Kullanilan DEPC’li Suyun
Hazirlanisi

5.3.2. Epididimal ve Subkutan Yag Dokularindan Total RNA
Izolasyonu

5.3.3. Total RNA Izolasyonu Sonucu Elde Edilen RNA Miktarmin

Belirlenmesi

vil

27
27
27
29
30
31
31
31
33
33
33
34
35
35
36
37
37
38
39
39
40
41
43
45
47
49

49

49

51



5.3.4. Total RNA’dan Komplementer DNA (cDNA) Sentezi
5.3.5. RT-PCR Analizleri
5.3.6. Gen Ekspresyonu Caligmalarinin Analizi
5.4. Istatistiksel Analizler
6. BULGULAR
6.1. Farelerin Genotiplenmesi, Yag Dokularinin Goriiniimleri ve
Haftalik Agirlik Degisimleri
6.2. Serum BDNF Seviyesi Olgiimiine Ait Bulgular
6.3. Serum Leptin Seviyesi Ol¢iimiine Ait Bulgular
6.4. Serum Adiponektin Seviyesi Ol¢iimiine Ait Bulgular
6.5. Serum Rezistin Seviyesi Ol¢iimiine Ait Bulgular
6.6. Serum 3-Nitrotirozin Seviyesi Olgiimiine Ait Bulgular
6.7. Serum 4-Hidroksinonenal Seviyesi Olgiimiine Ait Bulgular
6.8. Epididimal ve Subkutan Yag Dokuda MDA Ol¢iimiine Ait
Bulgular
6.9. Epididimal ve Subkutan Yag Dokuda SOD Aktivitesi Olgiimiine
Ait Bulgular
6.10. Epididimal ve Subkutan Yag Dokuda CAT Aktivitesi Olgiimiine
Ait Bulgular
6.11. Epididimal ve Subkutan Yag Dokuda GPx Aktivitesi Olgiimiine
Ait Bulgular
6.12. Epididimal ve Subkutan Yag Dokularda Olgiilen SOD2, GPx3
ve CAT Ekspresyonu ile ilgili Bulgular
7. TARTISMA ve SONUC
8. SONUC ve ONERILER
9. KAYNAKLAR
10. EKLER
10.1. Beslenme siiresince kullanilan standart yemin (D12450J) igerigi
10.2. Beslenme siiresince kullanilan yiiksek sukrozlu yemin
(D12450B) igerigi
11. ETiK KURUL ONAYI
12. OZGECMIS

viii

51
52
56
57
58

58
62
63
64
65
66
67

68

69

70

72

73
82
100
102
118
118

119
120
121



Tablo

Tablo 1.
Tablo 2.
Tablo 3.
Tablo 4.
Tablo 5.
Tablo 6.
Tablo 7.
Tablo 8.
Tablo 9.

Tablo 10.

Tablo 11.
Tablo 12.
Tablo 13.
Tablo 14.

Tablo 15.
Tablo 16.
Tablo 17.
Tablo 18.
Tablo 19.
Tablo 20.
Tablo 21.
Tablo 22.
Tablo 23.
Tablo 24.
Tablo 25.
Tablo 26.
Tablo 27.
Tablo 28.

TABLOLAR DiZiNi

Kullanilan cihazlar ve malzemeler

Kullanilan kimyasal maddeler ve iiretici firmalar1

Kullanilan ticari kitler, tiretici firmalar1 ve tiriin kodlari
Genotiplemede kullanilan primer dizileri

Genotiplemede uygulanan PCR prosediirii

Genotipleme i¢cin PCR’de karisimlarin igerigi ve miktarlar
SOD aktivitesi 6l¢iimii i¢in kullanilan reaktifler ve miktarlar

CAT aktivitesi 6l¢limii i¢in kullanilan reaktifler ve miktarlari

MDA seviyelerinin belirlenmesi i¢in hazirlanan reaksiyon karigimi

cDNA sentezi i¢in hazirlanan karisimin igerdigi reaktifler ve
miktarlart

RT-PCR’da kullanilan primer dizileri

RT-PCR caligsmasinda bir reaksiyon i¢in kullanilan reaktifler
RT-PCR c¢alismasinda uygulanan yontem

Farelerin baslangi¢ ve son agirliklarinin ile glukoz, TAG, insiilin
konsantrasyonlar1 ve HOMA-IR skorlarinin gruplardaki dagilimi
Serum BDNF seviyelerine ait degerler

Serum leptin seviyelerine ait degerler

Serum adiponektin seviyelerine ait degerler

Serum rezistin seviyelerine ait degerler

Serum 3-NT seviyelerine ait degerler

Serum 4-HNE seviyelerine ait degerler

Epididimal yag dokudaki MDA seviyelerine ait degerler
Subkutan yag dokudaki MDA seviyelerine degerler
Epididimal yag dokudaki SOD aktivitelerine ait degerler
Subkutan yag dokudaki SOD aktivitelerinin degerler
Epididimal yag dokudaki CAT aktivitelerine degerler
Subkutan yag dokudaki CAT aktivitelerine ait degerler
Epididimal yag dokuda GPx aktivitelerine ait degerler
Subkutan yag dokuda GPx aktivitelerine ait degerler

iX

Sayfa
27
29
30
32
32
32
42
45

51
53
53
54

61
63
64
65
65
66
67
68
69
70
70
71
71
72
73



Tablo 29.

Tablo 30.

Tablo 31

Tablo 32.

Tablo 33.

Tablo 34.

Tablo 35.

Standart diyetle beslenen farelerde BDNF eksikliginin ve wild tip
farelerde yliksek sukrozun epididimal yag dokudaki gen
ekspresyonlari iizerine etkisini gosteren degerler

Standart diyetle beslenen farelerde BDNF eksikliginin ve wild tip
farelerde yliksek sukrozun subkutan yag dokudaki gen
ekspresyonlari {izerine etkisini gosteren degerler

BHF’lerde yiiksek sukrozun epididimal yag dokularindaki gen
ekspresyonlari iizerine etkisini gosteren degerler

BHF’lerde yiiksek sukrozun subkutan yag dokularindaki gen
ekspresyonlari {izerine etkisini gosteren degerler

Yiiksek sukrozlu diyetle beslenmis farelerin epididimal yag
dokularindaki gen ekspresyonu iizerine BDNF eksikliginin etkisini
gosteren degerler

Yiiksek sukrozlu diyetle beslenmis farelerin subkutan yag
dokularindaki gen ekspresyonu iizerine BDNF eksikliginin etkisini
gosteren degerler

Standart WT (kontrol) grubuna gore diger gruplardaki anlamli

degisimler

79

80

80

80

81

81

101



Sekil

Sekil 1.
Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 4.
Sekil 5.
Sekil 6.
Sekil 7.
Sekil 8.
Sekil 9.

Sekil 10.

Sekil 11.

Sekil 12.

Sekil 13.

Sekil 14.

Sekil 15.

Sekil 16.

Sekil 17.

Sekil 18.

Sekil 19.

Sekil 20.

SEKILLER DiZiNi

BDNF ’nin iiretimi ve salinimi i¢in dnerilen mekanizma

Yag dokusundan sentezlenen ve salgilanan bazi faktorler

SOD, CAT ve GPx’in koruyucu 6zelliklerini gdsterdigi reaksiyonlar
Karacigerde fruktoz metabolizmast

Insiilin standart grafigi

Adiponektin standart grafigi

Leptin standart grafigi

Rezistin standart grafigi

BDNF standart grafigi

4-HNE standart grafigi

3-NT standart grafigi

Epididimal yag dokularinda protein miktarini hesaplamak i¢in
kullanilan standart grafigi

Subkutan yag dokularinda protein miktarini hesaplamak igin
kullanilan standart grafigi

Epididimal yag dokularinda SOD aktivitesini hesaplamak i¢in
kullanilan standart grafigi

Subkutan yag dokularinda SOD aktivitesini hesaplamak i¢in
kullanilan standart grafigi

Epididimal yag dokularinda GPx aktivesinin 6l¢iildiigii kitin kontrol
grafigi

Subkutan yag dokularinda GPx aktivesinin 6l¢iildiigii kitin kontrol
grafigi

Epididimal yag dokularinda CAT aktivitesinin belirlenmesinde
kullanilan standart grafigi

Subkutan yag dokularinda CAT aktivitesinin belirlenmesinde
kullanilan standart grafigi

Epididimal yag dokularindan elde edilen protein fazlarda MDA

seviyelerinin belirlenmesinde kullanilan standart grafigi

X1

Sayfa
12
22
24
35
36
36
37
38
38
39
40
41
43
43
44
44
46

46

48



Sekil 21.
Sekil 22.
Sekil 23.
Sekil 24.
Sekil 25.
Sekil 26.
Sekil 27.
Sekil 28.
Sekil 29.
Sekil 30.
Sekil 31.
Sekil 32.
Sekil 33.
Sekil 34.
Sekil 35.
Sekil 36.
Sekil 37.

Sekil 38.

Sekil 39.
Sekil 40.

Subkutan yag dokularindan elde edilen protein fazlarda MDA
seviyelerinin belirlenmesinde kullanilan standart grafigi

Bir pleytin RT-PCR’da ¢alisilmasi sonucunda elde edilen tipik
amplifikasyon grafigi

Bir pleytin RT-PCR’da ¢alisilmasi sonucunda elde edilen tipik erime
egrisi grafigi

PCR iiriinlerine ait agaroz jel elektroforez goriintiisti.

Dekapitasyon sonrasi farelerin subkutan yag dokularinin goriiniimleri
Dekapitasyon sonrasi farelerin epididimal yag dokularinin
goriiniimleri

Standart ve sukroz igerikli diyetle beslenen wild tip ve heterozigot
farelerin agirliklarinin degisim grafigi

Serum BDNF seviyelerinin gruplara gore dagilimi

Serum leptin seviyelerinin gruplara gore dagilimi

Serum adiponektin seviyelerinin gruplara gore dagilimi

Serum rezistin seviyelerinin gruplara gore dagilimi

Serum 3-NT seviyelerinin gruplara gore dagilimi

Serum 4-HNE seviyelerinin gruplara gore dagilimi

Epididimal ve subkutan yag dokularinda MDA seviyelerinin gruplara
gore dagilimi

Epididimal ve subkutan yag dokularinda SOD aktivitesinin gruplara
gore dagilimi

Epididimal ve subkutan yag dokularinda CAT aktivitesinin gruplara
gore dagilimi

Epididimal ve subkutan yag dokularinda GPx aktivitesinin gruplara
gore dagilimi

Standart diyetle beslenen farelerde BDNF eksikliginin ve wild tip
farelerde yiiksek sukrozun SOD2 ekpresyonu iizerine etkisi
BHF’lerde yiiksek sukrozun SOD2 ekpresyonu iizerine etkisi
Yiiksek sukrozlu diyetle beslenmis farelerin SOD2 ekpresyonu
tizerine BDNF eksikliginin etkisi

X1l

48

55

55

58

59

59

60

62

63

64

65

66

67

68

69

71

72

74
74

75



Sekil 41.

Sekil 42.
Sekil 43.

Sekil 44.

Sekil 45.
Sekil 46.

Standart diyetle beslenen farelerde BDNF eksikliginin ve wild tip
farelerde yiiksek sukrozun GPx3 ekpresyonu iizerine etkisi
BHF’lerde yiiksek sukrozun GPx3 ekpresyonu lizerine etkisi

Yiiksek sukrozlu diyetle beslenmis farelerin GPx3 ekpresyonu
tizerine BDNF eksikliginin etkisi

Standart diyetle beslenen farelerde BDNF eksikliginin ve wild tip
farelerde yiiksek sukrozun CAT ekpresyonu iizerine etkisi

BHF’lerde yiiksek sukrozun CAT ekpresyonu iizerine etkisi

Yiiksek sukrozlu diyetle beslenmis farelerin CAT ekpresyonu iizerine

BDNF eksikliginin etkisi

Xiii

76

76

77

78
78

79



SIMGELER, KISALTMALAR ve FORMULLER DiZiNi

Kisaltmalar

3-NT 3-Nitrotirozin

4-HNE 4-Hidroksinonenal

BCA Bisinkoninik Asit

BDNF Beyin Kaynakli Norotrofik Faktor

BHF BDNF Heterozigot Fare

BYD Beyaz Yag Dokusu

CAT Katalaz

cDNA Komplementer Deoksiriboniikleik Asit
DNL De Novo Lipogenez

ELISA Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay
GPx Glutatyon Peroksidaz

GPx3 Glutatyon Peroksidaz 3

HOMA-IR Homeostatik Model Degerlendirme-Insiilin Direnci
mBDNF Olgun Beyin Kaynakli Norotrofik Faktor
MDA Malondialdehit

NGF Sinir Biiylime Faktorii

0, Stiperoksit Radikali

OS Oksidatif Stres

PCR Polimeraz Zincir Reaksiyonu

ProBDNF Onciil Beyin Kaynakli Norotrofik Faktor
RNA Ribo niikleik asit

RNS Reaktif Nitrojen Tiirleri

ROS Reaktif Oksijen Tiirleri

RT-PCR Real-Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu
SOD Stiperoksit Dismutaz

SOD 2 Stiperoksit Dismutaz 2

TAG Triagilgliserol

TrkB Tropomiyozin-iligkili Kinaz B

X1V



Simgeler

]

c = ¥

Formiiller

CuCl,
H,0;
H;POy4
HCI
KH,PO4
Na,COs3
Na,HPO,4
NaHCO;
NaOH

Alfa
Mikro
Gama

Unite

Bakar (IT) Kloriir

Hidrojen Peroksit

Fosforik Asit

Hidroklorik Asit

Potasyum Dihidrojen Fosfat
Sodyum Karbonat
Disodyum Hidrojen Fosfat
Sodyum Bikarbonat
Sodyum Hidroksit

XV



1.0ZET

Yiiksek Sukroz i¢cerikli Diyetle Beslenmis Beyin Kaynakh Nérotrofik Faktor

Heterozigot Farelerin Yag Dokusunda Oksidatif Stresin Incelenmesi

Sukroz igerikli gidalarin asir1 tiiketiminin insiilin direnci, hiperglisemi ve obezite
gibi metabolik bozukluklara yol actigi bilinmektedir. Obezitede yag dokusundaki
oksidan-antioksidan dengenin bozulmasiyla oksidatif stres (OS) artar ve adipositlerin
fonksiyonu bozulur. Yag dokularimin heterojenliginden dolay1 adipokin profilleri
farklidir ve bunlarin fonksiyonlar1 OS ile degisir. BDNF beyin, karaciger, kas ve yag
dokusu gibi enerji metabolizmasiyla iligkili dokularda sentezlenen bir nérotrofindir.
BDNF, noéronlarda ¢esitli yollarla OS’yi azaltir. Calismamizda yiliksek sukroz igerikli
diyetle beslenen transgenik farelerin epididimal ve subkutan yag dokularindaki OS
tizerine BDNF nin etkisi incelendi. Standart ve yiiksek sukroz icerikli diyetlerle dort ay
beslenen wild tip ve BDNF (+/-) farelerden dort grup olusturuldu. Serum 4-
hidroksinonenal (4-HNE), 3-nitrotirozin (3-NT), leptin, rezistin, adiponektin, insiilin ve
BDNF seviyeleri ELISA yontemiyle 6lgiildii. Subkutan ve epididimal yag dokudan elde
edilen protein fraksiyonlarda SOD, CAT, GPx aktiviteleri ile MDA seviyesi dl¢iildi. Bu
dokularda SOD2, GPx3 ve CAT ekspresyonlart SYBR Green I boyasi kullanilarak RT-
PCR’da belirlendi. Yiiksek sukroz igerikli diyet ile beslenen transgenik farelerde serum
leptin, 4-HNE ve 3-NT seviyeleri yliksek iken BDNF ve adiponektin seviyeleri diisiik
bulundu. Yiiksek sukroz igerikli diyet ile beslenen transgenik farelerin subkutan yag
dokularinda MDA seviyesi diisiik bulundu. Tiim transgenik farelerin subkutan yag
dokularindaki SOD, CAT ve GPx aktiviteleri yiiksek bulundu. Her iki tiir diyet ile
beslenen transgenik farelerin epididimal yag dokusunda SOD2 ekspresyonlar1 diisiik
bulundu. Her iki tiir diyetle beslenen transgenik farelerin subkutan yag dokularindaki
CAT ekspresyonu diisiik bulundu. Ancak ayni dokuda sadece standart diyetle beslenen
transgenik farelerin GPx3 ekspresyonu diisiik bulundu (p<0.05). Epididimal yag
dokudaki OS’ye karst BDNF’nin koruyucu etkisinin olabilecegi ancak subkutan yag

dokudaki verilerimizin bu degerlendirme i¢in yetersiz kaldig1 kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Epididimal Yag Doku, Protein izolasyonu, RT-
PCR, Subkutan Yag Doku



2. SUMMARY

Investigation of Oxidative Stress in Adipose Tissue of Brain Derived Neurotrophic

Factor Heterozygous Mice Fed by High Sucrose Diet

It has known that overconsumption of sucrose content diets lead to metabolic
dysfunctions such as insulin resistance, hyperglycemia and obesity. Oxidative stress
increases with disruption of oxidant-antioxidant balance in adipose tissue. Adipose
tissues have different adipokine profile because of its heterogeneity and these functions
have change with oxidative stress. BDNF is a neurotrophin that synthesize in energy
metabolism related regions such as liver, muscle, brain and adipose tissue. BDNF
reduces oxidative stress in neurons by some pathways. In our study, BDNF’s effects
were investigated on oxidative stress in epididymal and subcutaneous adipose tissues of
sucrose content diet fed transgenic mice. Four groups were constituted with standard
and high sucrose contained diet fed wild type and BDNF (+/-) mice for four months.
Serum 4-HNE, 3-NT, leptin, resistin, adiponectin, insulin and BDNF levels were
measured by ELISA method. SOD, CAT, GPx activities and MDA levels were
measured in protein fractions that obtained from subcutaneous and epididimal adipose
tissues. In these tissues SOD2, GPx3 and CAT expressions were determined by using
SYBR Green I dye in RT-PCR. While leptin, 4-HNE and 3-NT levels were found high,
adiponectin and BDNF levels were found low in high sucrose diet fed transgenic mice.
MDA levels were found low in subcutaneous adipose tissue of high sucrose diet fed
transgenic mice. SOD, CAT and GPx activities were found high in subcutaneous
adipose tissues of all transgenic mice. SOD2 expressions were found low in epididymal
adipose tissue of both of two types of diet fed transgenic mice. CAT expressions were
found low in subcutaneous adipose tissue of both of two types of diet fed transgenic
mice. However, only GPx3 expressions were found low in that tissue of standard diet
fed transgenic mice (p<0.05). It can be mentioned that BDNF may have a protective
effect against oxidative stress in epididymal adipose tissue but our data were

insufficient in subcutaneous adipose tissue for that evaluation.

Key Words: Antioxidant, Epididymal Adipose Tissue, Protein Isolation, RT-
PCR, Subcutaneous Adipose Tissue



3. GIRIS ve AMAC

Sukroz, glukoz ve fruktozun anomerik karbonlar1 {izerinden o-(1—2) glikozid
bag1 aracilifiyla birlesmesi sonucu olusan bir disakkarittir. Sukrozun igeriginde bulunan
bu monosakkaritler, insan ve hayvanlarin enerji metabolizmasi tarafindan kullanilan
temel kaynaklardir. Glukoz, tiim canli tiirlerinde bulunan glikoliz yolunun ana substrati
olmasi nedeniyle canlilik icin esastir. Ayrica beyin, renal medulla gibi dokularin
dogrudan kullanabildigi tek enerji kaynagi olmasi yoniinden ¢ok onemlidir. Glukozun
aksine fruktoz, insan viicudundaki tiim hiicreler tarafindan dogrudan enerji kaynagi
olarak kullanilamaz. Karaciger, bagirsak ve bobreklerde fruktoz oncelikle glukoz, laktat

veya yag asitlerine ¢evrilerek bu dokularda ihtiyaca gore kullanilir (1).

Fruktoz, memelilerin standart diyetinde bulunan ve tiiketimi son yillarda sukroz
ve yiiksek fruktozlu misir surubu katkili gidalarin (% 55 fruktoz, % 45 glukoz)
tilketimine bagli olarak 6nemli derecede artan bir monosakkarittir. Fruktoz igerikli
gidalarin asir1 tiiketiminin insiilin direnci, hiperglisemi, hipertrigliseridemi, obezite ve
hipertansiyon gibi metabolik bozukluklara dogrudan yol actig1 bilinmektedir. Fruktozun
hangi metabolik yolda kullanildigi, fruktoz igerikli diyete maruz kalma siiresi ve
diyetteki fruktozun orani bahsedilen metabolik bozukluklarin siddetinde belirleyicidir.
Ayrica fruktozun metabolik akibetini belirlemesinden 6tiirli bireyler arasindaki fruktoz
emilim kapasitesi, endokrin ve genetik farkliliklar bahsedilen metabolik bozukluklarin
gelisiminde onemlidir. Fruktoz, diger monosakkaritlerden farkli olarak doygunluk hissi
vermez ve beyindeki istaha duyarli bolgelerin aktivitesini de azaltarak sonugta kilo
artisina sebebiyet verir. Fruktoz bagimh kilo artisindan dolay1 yag dokusu biiyiir ve bu
dokuda OS artar. Fruktoz kaynakli obezitenin yani sira diger metabolik bozukluklara
bagl olarak ta sistemik OS indiiklenebilir (2, 3). Ancak bu etkilerin tiimiine dogrudan

fruktozun bizzat kendisinin neden oldugu konusu tartismalidir (4, 5).

Obezite, yag dokusunda gelisen OS ve diisiik dereceli inflamasyon ile karakterize
olan metabolik bozukluktur. Obezitede yag dokusundaki oksidan-antioksidan dengenin
bozulmasiyla OS artar. Yag dokusunun genislemesiyle artan hipertrofik ve hiperplazik
adipositler, OS’nin artmasina sebep olan baglica unsurlardir. Hipertrofik adipositler,
artan OS ile beraber gelisen bolgesel inflamasyonu indiikleyerek yag dokusunun

fonksiyonunu bozar. Yag dokusunun yerlesim farkliligindan dolayi, viicudun farkli



bolgelerindeki yag dokularmin sentezleyip salgiladigi adipokinlerin profilinde ve
miktarinda farkliliklar goriiliir. Obeziteye bagli olarak beyaz yag dokuda (BYD) artan
OS’in baz1 adipokinlerin diizensiz sentezlenmesine yol agtigi ve bu durumun gesitli
fonksiyon bozukluklarina neden oldugu bilinmektedir (6-8). Yag dokusunda inflamatuar
hiicrelerin birikmesi insiilin direnci ve tip 2 diyabete yol agar. Yag dokusunun
genislemesiyle beraber BYD’de gelisen OS ile adiponektin ve rezistin gibi
adipokinlerin sentezindeki bozukluklar da insiilin direncinin gelismesine katki saglar (6,

9, 10).

Beyin kaynakli norotrofik faktor (BDNF) sinir sisteminin gelisimi ve
korunmasinda rolii olan ve ndronlarin yani sira beyin, karaciger, kas ve yag dokusu gibi
enerji metabolizmasiyla iliskili dokularda sentezlenen bir norotrofik faktordiir. BDNF,
noronlarda antioksidan enzimlerin aktivitesini arttirir. BDNF’nin reseptorii olan
tropomiyozin-iliskili kinaz B (TrkB)’nin aktivasyonu ndronal biyoenerjetigi, glukoz
taginmasini ve mitokondriyal biyogenezi uyararak destekler ve OS’yi azaltir. BDNF’nin
Alzheimer ve Huntington hastaligi ve depresyon gibi noérolojik bozukluklarin
patogenezi ile iligkili oldugu bilinmektedir (11). Son yillarda enerji metabolizmasi ile
ilgili arastirmalar, BDNF’nin merkezi sinir sistemi yoluyla istahin kontrolii ve enerji
sarfiyatin1 arttirmasi1 {izerine odaklanmistir. Ancak BDNF’nin ve reseptorii olan
TrkB’nin sentezlendigi ve enerji metabolizmasinin diizenlenmesinde ©6nemli rol
oynayan beyaz yag dokusu {lizerine bu baglamda yapilan aragtirmalar sinirlidir.
Calismamizda in vivo olarak BDNF nin epididimal ve subkutan yag dokudaki oksidan-
antioksidan dengeye, yiiksek sukroz kullanimina bagl bu dokulardaki OS’ye ve bazi
serum adipokin seviyelerine etkisi transgenik hayvan modellerinde arastirildi. Bunun
yani sira BDNF (+/-) farelerde diyete bagli olarak, adipokin salgilama profili
bakimindan farkli olan epididimal ve subkutan yag dokularinda bazi antioksidan
enzimlerin gen ekspresyonu da bu dokulardaki oksidan-antioksidan durumu
degerlendirme bakimindan belirlendi. Bu baglamda, calismada viicut agirlig1 ve enerji
metabolizmas1 ile yakindan iliskili olan BDNF’nin, yiiksek sukroz igerikli diyetle
beslenen farelerin yerlesim ve karakteristik Ozellikleri farkli olan iki ayr1 yag

dokusundaki OS iizerine etkisi transgenik hayvan modellerinde incelendi.



Caligmamizda baslangi¢ agirliklart 10-15 g olan, 5 haftalik erkek C57BL/6J 1rki
farelerin genotipleri klasik polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemiyle belirlendikten
sonra, fareler wild tip (BDNF (4+/+)) ve heterozigot (BDNF (+/-)) olarak tanimlandi ve
dort gruba ayrildi. Wild tip ve heterozigot fareler ikiser grup halinde standart ve yiiksek
sukroz igerikli diyetlerle (diyet icerikleri i¢in Bkz. Ek 1 ve Ek 2) dort ay siireyle
beslendikten sonra dekapitasyon yontemiyle sakrifiye edildi. Farelerin subkutan ve
epididimal yag dokularindan protein fraksiyonlar1 ayrildiktan sonra antioksidan durumu
incelemek icin bu fraksiyonlarda siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve
glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktiviteleri ve oksidan durumu incelemek amaciyla
malondialdehit (MDA) seviyeleri Ol¢iildii. Subkutan ve epididimal yag dokularinda
yapilan total RNA izolasyonunu takiben elde edilen cDNA’lar kullanilarak Real Time-
PCR (RT-PCR) yontemi ile reaktif oksijen tiirlerinin artisina en ciddi katkida bulunan
SOD?2, obez farelerin yag dokusunda segici olarak azaldig1 gosterilen GPx3 izoenzimi
ve obezite kokenli metabolik bozukluklarda savunma gorevi oldugu bilinen CAT
enzimlerinin gen ekspresyonlart belirlendi (12, 13). Serumlarda OS belirteclerinden
olan 3-NT ile 4-HNE ve OS ile iligkili oldugu bilinen adipokinlerden leptin, adiponektin
ve rezistin enzyme-linked immuno sorbent assay (ELISA) kitleriyle belirlendi. Ayrica
serum BDNF seviyeleri, transgenik hayvanlarda BDNF eksikligini deneysel olarak
gosterebilmek icin ELISA kitleriyle belirlendi. Deney hayvanlarinin genel metabolik
durumunu incelemek i¢in serum triagilgliserol (TAG) ve glukoz seviyeleri
otoanalizorde ve serum insiilin seviyeleri ticari olarak satin alman ELISA kitiyle
Olctildii. Bu kapsamda ¢alismamizda, yiiksek sukroz kullanimi ile indiiklenen obezitede
BDNF eksikliginin farkli yerlesimli yag dokularindaki OS {izerine etkilerinin

arastirilmasi amacglanmustir.



4. GENEL BILGILER
4.1. BDNF ve Genel Ozellikleri

Norotrofinler, periferal sinir sisteminden kiiltlirii yapilmis néronlarin farklilagmasi
ve hayatta kalmasini desteklenmesine dayali islevlerinin kesfedilmesiyle ilk kez ortaya
konulmustur. Sinir biiylime faktoriiniin (NGF) duyu ve sempatik ndronlarin hayatta
kalmasi ve biiyliimesini desteklemesi lizerine etkilerinin kesfi 1950’lerin basinda
gerceklesmistir (14). 1982 yilinda norotrofin ailesinin tanimlanan ikinci tiyesi olan
BDNF’nin, dorsal kok ganglion néronlarinin hayatta kalmasin1 destekledigi gosterilmis

ve ardindan domuz beyninden saflagtirilmigtir (15).

BDNF merkezi ve periferal sinir sisteminin gelisimi, korunmasi ve plastisitesinde
onemli rol oynayan bir noérotrofik faktérdiir. BDNF kok hiicrelerden néronlarin
farklilasmasin1 destekler, sinaptogenezi arttirir ve apoptozu durdurabilir (16).
BDNF’nin mRNA’s1 endoplazmik retikulumda 32 kDa’luk 6nciil BDNF (proBDNF)’ye
doniistiiriilir. ProBDNF Golgi’ye tasinir ve protein konvertaz 1 enzimi araciligiyla 14
kDa’luk olgun BDNF (mBDNF) olusacak sekilde hiicre i¢i proteolitik kesime ugrar.
mBDNF ise graniiller halinde aksonal ve dendritik u¢ bolgelere salinir. Noronlarin
aktivitesine bagli olarak proBDNF ve mBDNF hiicre disina salgilanabilir. Ayrica hiicre
disinda proBDNF, doku-tip plazminojen aktivatér veya metaloproteinazlar ile

mBDNF’ye doniistiirtilebilir (11, 16).

BDNF’nin ekspresyonu ve salmmimi uyarict sinaptik aktivite ve oOzellikle
noropeptitler ve hormonlar tarafindan uyarilir. Glutamat, uyarici sinapslardan salinarak
sinaptik membran iizerinde bulunan reseptoriine baglanir ve bunun sonucunda a-amino-
3-hidroksi-5-metil-4-izoksazol propiyonik asit, N-metil D-aspartat reseptorleri ve

voltaj-bagimli Ca*? kanallar1 yoluyla Na* ve Ca** ¢

un alimi gergeklesir. Kalsiyum iyonu
Ca**-kalmodulin bagiml protein kinazlar, protein kinaz C ve mitojen aktive protein
kinaz (MAPK) yollarin1 aktive ederek cAMP response element-binding protein ve
niikleer faktor kappa-B (NF-kB) transkripsiyon faktorleri lizerinden BDNF sentezini

indiikler (11, 17). BDNF nin {iretimi ve salinim1 Sekil-1’de gosterilmistir.
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Sekil 1. BDNF’nin tiretimi ve salinimi i¢in 6nerilen mekanizma (Marosi’den, 11)

BDNF, fonksiyonel agidan farkli olan p75 norotrofin reseptér (p75SNTR) ve
TrkB’ye baglanabilir. ProBDNF tercihen p75NTR’ye baglanarak etki gdsterir. p7SNTR
4 adet sisteince zengin motife sahip hiicre dist domainin yani sira birer adet
transmembran ve sitoplazmik domain de igerir ancak katalitik motif igermez. p75SNTR
cesitli proteinlerle etkileserek, sinaptik plastisite gibi ndronlarin hayatta kalmasini
diizenleyen ve farklilasmasini saglayan sinyallerin iletimini saglar (17, 18).
p75SNTR’nin noroblast hiicre serilerinde proapoptotik, primer noron kiiltiirlerinde
antiapoptotik etkiye sahip oldugu gosterilmistir. p75NTR tiimér nekroz faktor
stiperailesinin bir iiyesi olup depresyon, Alzheimer hastali1 ve sizofreni gibi ndrolojik

bozukluklarla iliskilidir (17, 19).

mBDNF’nin TrkB’ye baglanmasi ile bu reseptoriin dimerizasyonu ve
otofosforilasyonu saglanir. TrkB reseptoriiniin dimerizasyonu bazi adaptdr proteinlerin
bir araya toplanmasini indiikler. Sonugta TrkB’nin tirozin kinaz aktivitesini uyaran
mBDNF fosfolipaz C-y, fosfaditil inositol-3 kinaz ve MAPK sinyal yollar1 {izerinden
noronlarin gelisimine ve farklilasmasina, sinaptik plastisiteye, hiicrenin korunmasina ve
hiicresel metabolizmanin dengesine katki saglar (20). BDNF baslica noronlarda
sentezlenmesine ragmen BDNF ve reseptorii olan TrkB’nin iskelet kasi, kalp, karaciger

ve yag dokusunda da sentezlendigi bilinmektedir (11, 21).



4.1.1 BDNF’nin Enerji Metabolizmas ile Tliskisi

BDNF’nin TrkB’ye baglanmas1 fosfatidil inositol-3 kinaz ve Akt kinaz yolunu
aktiflestirir. Akt, mTOR’u aktiflestirerek noronal glukoz tasiyicis1 3 (GLUT3) ve
monokarboksilik asit 2 tasiyicisinin (MCT2) sentezini uyarir. Sonugta hiicre igine
glukoz ve laktat alimi artar. BDNF, transient reseptor potansiyel Ca** kanallari
vasitasiyla hiicreye Ca* alimmmni indiikler. Ca** iyonlari, Ca**/kalmodiilin-bagiml
protein kinaz (CaMK) tizerinden cAMP response element-binding protein (CREB)’nin
aktivasyonunu saglar. CREB ise peroksizom proliferatdr reseptor y koaktivator-1la
(PGC-1a)’nin ekspresyonunu arttirir. Noronlarda PGC-1a mitokondri sayisini arttirir.
Bu sayede néronlara daha fazla ATP ve NAD" saglanir. NAD" bagimli bir deasetilaz
olan sirtuin-1, forkhead box 3A (FOXO3a) transkripsiyon faktoriinii aktiflestirir.
FOXO3a’nin aktiflesmesi mangan siiperoksit dismutaz (MnSOD) diger ismiyle SOD2
enziminin sentezini arttirir. Dolayisiyla BDNF TrkB’ye baglanarak OS’ye karsi néron
hiicresini korur (11). Bu sinyal yollar1 ndroplastisiteyi arttirir ve ndronlari ¢esitli stres
tiirlerine karst korur. BDNF’nin sinaptik aktivite indiiklii sentezi yoluyla TrkB’nin
aktivasyonunun mitokondriyal biyogenezi ve Bcl2 ile SOD2 sentezini uyarmasi
lizerinden, egzersizin sinaptik plastisite ve ndronal stres direnci {izerine yararh etkilerine

katki saglayabilecegi ileri siirtilmiistiir (16).

BDNF (-/-) fareler, sinir sistemi gelisimindeki bozukluklar sebebiyle dogumdan
sonra 0lmektedirler. Ancak BDNF (+/-) fareler hayatta kalabilir ve hatta tireyebilirler.
BDNF (+/-) farelerin wild-tip akrabalarindan anksiyete, lokomotor aktivite, davranis
gibi noronal fonksiyonlarla beraber son zamanlarda hiperfajik, obez ve diyabetik
karaktere yatkinlik agisindan da farklilik gosterdikleri belirlenmistir (22, 23). Farelerin
hipokampal bolge ve 6n beyinlerinde BDNF eksikliginin obezite ve anksiyete gelisimini
tetikledigi  gozlenmistir.  Sinir  sistemindeki BDNF sinyalizasyonunun enerji
metabolizmasi iizerindeki etkisinin istaht baskilamadaki tek yol oldugu bilinmesine
ragmen, son calismalar enerji metabolizmasindaki noéroendokrin yollar ve organlar
tizerine BDNF’nin diizenleyici etkilerinin daha fazla olabilecegini gostermistir.
BDNF’nin pankreas 3 hiicreleri, hepatosit ve iskelet kaslar1 gibi glukoz metabolizmasi
ile iligkili dokulan etkiledigi de gosterilmistir (11, 21). Gotoh ve arkadaslari, ratlarin
beyinlerine BDNF infiizyonunun portal vendeki glukagon seviyelerini diisiirdiigiinii

belirlemiglerdir (24). BDNF heterozigot farelerde (BHF) kilo alimmin arttigi ve



farelerin yarisinda yeme davranisindaki bozukluklarin obeziteye yol actigi
gosterilmistir. Ayni1 ¢alismada, bu farelerde leptin direncinin gelistigini ve insiilin

seviyelerinin arttig1 da gézlemlenmistir (25).

BDNF ve TrkB’nin iskelet kasi hiicrelerinde sentezlendigi bilinmektedir (17).
Insanlarda in vivo olarak BDNF mRNA ekspresyonunun egzersiz sonrasinda arttig1 ama
bu kas tiirevli BDNF’nin dolagima salinmadig1 ve ayrica elektriksel uyarilan C2C12
hiicre serilerinde BDNF ekspresyonunun arttig1 gosterilmistir. Bunun yani sira
bahsedilen ¢alismada, BDNF nin iskelet kasinda AMPK fosforilasyonu {izerinden yag
asidi oksidasyonunu arttirdig1 ancak kas tiirevli BDNF nin kan dolagiminda goriilmedigi
in vivo ve ex vivo metotlarla gosterilmistir (26). BDNF’nin bazi metabolik etkileri,
periferal dokularin enerji tiiketimindeki degisiklikler araciligiyla gerceklesmektedir.
Farelerde BDNF’nin hipotalamik enjeksiyonunun UCP-1 ekspresyonunu arttirdigi,
ayrica farelerin kahverengi yag dokusunda termogenezin ve metabolik hizin artmasiyla
toplam enerji tiikketiminin arttig1 bildirilmistir (27). Farelerin hipotalamusunda TrkB’nin
delesyonunun kilo alimina, artan adipositeye ve glukoz homeostazinda bozulmaya yol
acmasma ragmen arka beyinde TrkB’nin azalmasinin hiperfajiye yol ag¢tifi ancak
toplam viicut agirliginin bu degisimlerden etkilenmedigi gosterilmistir (28). Hayvan
caligmalarina paralel olarak insanlarda kalittmsal BDNF eksikliginin obeziteye neden
oldugu ve hatta genom ¢alismalar1 da BDNF polimorfizmi ile obezite arasinda baglanti
oldugunu gostermistir (29, 30). BDNF’nin Alzheimer hastaligi, Huntington hastalig1 ve
depresyon gibi norolojik hastaliklarin patogenezi ile iligkili oldugu gosterilmistir. Son
yillarda gerceklestirilen ¢alismalarin sonucunda, BDNF’nin 6zellikle obezite gibi enerji
metabolizmasi ile ilgili bozukluklarin da temelinde rol alabilecegi ileri siirtilmiistiir (11,

17).

BDNF yiiksek miktarda sentezlendigi ve istahin diizenlenmesiyle yakindan iliskili
oldugu bilinen ventromedial hipotalamusa (VMH) da etki eder. Ayrica BDNF leptin ve
proopiomelanokortin sinyal yolu lizerinden enerji alimini diizenler. VMH’de BDNF
ekspresyonunun besinsel durum ve melanokortin 4-reseptorii (MC4R) iizerinden
diizenlendigi gosterilmistir (31). Komori ve arkadaslar1 8-10 haftalik C57BL/6J 1rki
farelerde yaptiklar1 ¢alismada, intraserebroventrikiiler leptin uygulanmasinin VMH’de
BDNF miktarimi arttirdigini gostermislerdir (32). Leptin aracili BDNF sentezinin artisi

tamamen agiklanamamis olup, buna dair One siiriilen iki mekanizma vardir: Birinci



mekanizma, leptin ve reseptdriinlin etkilesiminin dogrudan sinyal iletim kaskadini
tetikleyerek BDNF’yi VMH’de indiikledigidir. ikinci mekanizma ise arkuat ¢ekirdekte
(ARC) melanokortinin onciilii olan a-melanosit uyarict hormonun (a-MSH) leptin
aracilt lretiminin, VMH’de BDNF’yi MC4R f{izerinden aktive etmesidir. ARC’de
sentezlenen noropeptit Y (NPY), cogu genellikle BDNF tarafindan aracilik edilen
hipotalamik anoreksigenik sinyallere karsi denge olusturan bir hormondur. NPY,
hipotalamik ¢ekirdekte bulunan Y1 ve Y2 reseptorlerine baglanarak oreksigenik cevabi
uyarir ve BDNF sentezini inhibe eder. Paraventrikiiler ¢cekirdekte (PVN) istah ve enerji
tiketiminin diizenlenmesi de BDNF aracili gerceklesir (21). Ratlarda yapilan bir
calismada, BDNF’nin PVN’ye enjeksiyonunun besin alimini inhibe ettigi, metabolik

hiz1 arttirdig1 ve bunun sonucunda hayvanlarin zayifladig1 gosterilmistir (33).

Yesil ¢ay, yaban mersini ve Gingko Biloba gibi flavonoidlerin BDNF {iretimini
uyarmasi veya TrkB’yi aktive etmesi metabolik ve beyin ile iliskili bozukluklarin
tedavisinde potansiyel teskil etmektedir. Baz1 fitokimyasallar OS, enerji eksikligi ve
inflamasyona kars1 aktiflesen savunma sistemleri ilizerinden hiicresel strese cevap
olusturan yollar1 etkinlestirir. Saglikli gen¢ ratlarin hipokampuslarmin farkli
bolgelerinde yaban mersininin igerdigi flavonoidlerin proBDNF ve mBDNF her

ikisinde BDNF ekspresyonunu uyardig1 gosterilmistir (34, 35).
4.2. Yag Dokusu

Yag dokusu yapisi bakimindan gevsek bag dokusu 6zelligindedir. Bu dokudaki
hiicre tiplerinin yaklagik T{gte biri adiposit, geriye kalanlar ise stromal vaskiiler
fraksiyondan olusur. Stromal vaskiiler fraksiyonda endotel hiicreler, fibroblast,
makrofaj, monosit ve preadipositler gibi ¢esitli hiicreler bulunur (36). Hiicreler kollajen
fiberleri ve sayisiz damarlardan olusan ince bir ekstraseliiler matriks tabakasiyla ayrilir.
Yag dokusu anjiyogenez, adipogenez, steroid metabolizmasi, immiin cevap ve hemostaz

gibi metabolik siire¢lerde 6nemi olan heterojen bir dokudur (37).

Yag dokusu hiicre yapisi, yerlesimi, rengi, damarlanmasi ve fonksiyonuna bagl
olarak temelde beyaz ve kahverengi olmak {izere iki c¢esittir. BYD viicudun baglica
enerji depolama bdlgesidir. Kahverengi yag dokusunda ise bol miktarda mitokondriye
sahip hiicreler bulundugundan 1s1 iiretimi ve enerji tiiketimiyle 6zellesmis bir dokudur

(37, 38).
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4.2.1. Beyaz Yag Dokusu

BYD’nin temel gorevi adipositlerdeki yag damlaciklarinda TAG depolamak ve
ihtiyac halinde bu depolardan serbest yag asitlerinin salinmasini saglamaktir. Ayrica
metabolik diizenleme, glukokortikoid ve steroid hormon sentezi, kan basincinin
diizenlenmesi gibi fonksiyonlara da katki saglar. BYD yerlesim bakimindan subkutan
ve viseral yag doku seklinde ikiye ayrilir. Subkutan yag doku deri altinda bulunur ve
viicudu deri enfeksiyonlarina karsi1 korur, 1s1 diizenlenmesi ve yalitimini saglar. Viseral
yag doku ise karin i¢i bolgede i¢ organlarin ¢evresinde bulunur. Viseral yag dokunun
epididimal, inguinal, mezenterik, epikardiyal ve retroperitonal gibi bolgesel farkliliklara
dayanan c¢esitleri vardir. Yag dokusunun farkli c¢esitlerinde, yag hiicresinin
biiyilikliigiiniin artis1 (hipertrofi) ve preadipositlerin adipositlere doniiserek adiposit
sayisindaki artis (hiperplazi) ve bu artislarin diizenlenmesi farklilik gosterir. Normal
bireylerde morfolojik olarak viseral adipositler subkutan adipositlerden daha kiigiiktiir
(39). Yag dokunun biiyiimesi, gelisimi ve homeostazinda yag dokunun damarlanmasi da
etkilidir. Yag dokusu boyutu kan akis kapasitesiyle dogrudan iligkilidir. Gram doku
basina viseral yag dokudaki kan akisi, subkutan yag dokuya gore daha yiiksektir (40).
Bolge olarak farklilik gosteren bu dokularin metabolizma iizerine etkisi, endokrin
fonksiyonlari, preadiposit karakteristigi, sentezleyip salgiladiklar1 proteinlerin profilleri
ve yiikksek yagli beslenmeye cevap gibi fonksiyonlarmin degisiklik gosterdigi
belirlenmigtir (37, 41). Viseral yag doku insiilin direnci gelisiminde toplam yag ve
subkutan yag dokusuna nazaran daha fazla iliskilidir. Viseral yag doku subkutan yag
dokudan daha fazla lipolitik 6zellik gosterir ve plazma yag asidi seviyesinin artisina
daha fazla katki saglar. Subkutan yag dokunun metabolik aktivitesi viseral yag dokudan
daha azdir ve dokular arasindaki bu farkliligin mitokondri igerigindeki farkliliktan
kaynaklandig1 bilinmektedir (42). Epididimal adipositlerin mitokondri igerigi, subkutan
adipositlere gore daha zengindir (43). Insan ve kemirgenlerin beyaz yag dokularindaki
protein profillerinin de farkli oldugu gosterilmistir (44, 45). C57BL/6J ki erkek
farelerin farkli beyaz yag dokularinda yapilan kapsamli calismada toplam protein
icerigi, adiposit boyutlari, cesitli proteinlerin ekspresyon seviyeleri, depo kiitleleri
arasinda farkliliklar gosterilmistir. Ayni calismada epididimal yag dokularin inguinal
yag dokuya gore genis adipositler igerdigi ve bunlarin diisiik protein igerigi, yiiksek

glukoz ve lipid metabolizmasi ile karakterize oldugu belirlenmistir (46).
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Viseral yag doku tip 2 diyabet, obezite, kardiyovaskiiler hastaliklar gibi metabolik
bozukluklarla daha yakindan iliskilidir. Hatta metabolik yonden 6zellikle mezenterik
yag dokunun salgiladig1 proteinlerin portal dolasim yoluyla karacigere ulagmasi
nedeniyle diger beyaz dokusu cesitlerine gore daha onemli oldugu sdylenmektedir.
Aksine subkutan yag dokusundan salinan protein ve lipidler inferior ve superior vena
cavaya ulasir (45-47). Ayrica insanlarin viseral yag dokusu subkutan yag dokusuna
kiyasla daha fazla proinflamatuar 6zellige ve salgilama kapasitesine sahiptir (47). Yag

dokusundan sentezlenen bazi adipokinler ve faktorler Sekil-2’de verilmistir.

Yag Dokusunun
Sentez Ozelligi L.
Sitokin ve Sitokin Olan Hiicreleri Adipokinler
Benzeri Proteinler Leptin
TNF-a Adipokin
_ Visfatin
Regists EEP4
ezistif FGF-21
MCP-1 - _giiij‘_:lﬂﬂf | Katepsin
. ciil Hitereler Apelin
* Endotel Hiicreler Cmentin
Fibrinolitik Sistem + MNakrofaj Lipokalin
ile Iliskili Proteinler « Kipiik Hiicre ve yiizrlercesi
PALL / « Niotrofil
Doku Faktérii » Lenfosit

+ Fibroblast

Lipid Tagimim

Apo-E
CETP
Lipoprotein Lipaz

Sekil 2. Yag dokusundan sentezlenen ve salgilanan bazi faktorler (Fasshauer’den, 48)
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4.3. Adipokinler

Yag dokusu ¢esitli metabolitlerin, lipidlerin ve biyolojik aktif peptitlerin diger bir
ifadeyle adipokinlerin sentezlendigi endokrin dokudur. Bu o6zellikler yag dokusuna
enerji metabolizmasini kontrol etme o6zelligi de kazandirmistir. Bu diizenlenme
adipositler ve yag dokusundaki diger hiicrelerle veya beyin, karaciger, kas gibi
dokularda bulunan hiicreler arasinda endokrin, parakrin ve otokrin sinyallerle saglanir
(49). Adipokinlerin istah ve doygunlugun diizenlenmesi, yag dagilimi, insiilin salinimi
ve duyarlilig1, enerji tikketimi, endotel fonksiyon, inflamasyon, kan basinci ve hemostaz
gibi onemli metabolik olaylarda gorevleri vardir (48). Leptin, adiponektin gibi
adipokinler baglica adipositlerde sentezlenir. Stromal vaskiiler fraksiyonda ise
cogunlukla tiimor nekroz faktor-o (TNF-a), interlokin-6 (IL-6) gibi inflamatuar aracilar

ve diger interlokinlerin salinimi1 gergeklesir (44).
4.3.1. Leptin

Leptin baslica adipositler tarafindan salgilanan 16 kDa agirliginda peptit yapili bir
hormondur. Ayrica eser miktarda stromal vaskiiler hiicreler tarafindan da salgilandig
sOylenmektedir. Leptin hormonu denilince ilk akla gelen gida alimin1 baskilayici ve kilo
alimim azaltic1 6zelligidir. Ancak leptinin antiobezite hormonu olarak tanimlanmasi,
obezitenin yaygin formunun yiiksek leptin seviyeleri ve leptin direnci ile iligkili
olmasindan dolayr sikintihidir. Bu nedenle leptin, son yillarda kilo kayb1
sinyalizasyonundan ziyade enerji eksikliginin sinyalizasyonundan sorumlu bir hormon
olarak goriilmektedir (37, 48). Dolasimdaki leptin seviyesi yag dokusu kiitlesiyle
paraleldir. Ancak agligin baslangicindan hemen sonra leptin seviyesi azalir ve bu durum
besinsel durumdaki ani degisimleri yansitir. Leptin salgilanmasi1 yag depolarina

bagimlidir ve viseral yag dokusuna nazaran subkutan yag dokusunda daha fazladir (37).

Leptin beyin, pankreas, karaciger ve bagisiklik sisteminde etki gosterir. Ancak
leptinin merkezi faaliyeti 6zellikle hipotalamus iizerinedir ve enerji homeostazi ile
iliskisi ve lireme fonksiyonlar1 i¢in 6nemi iyi sekilde karakterize edilebilmistir. Diistik
leptin seviyeleri asir1 beslenmeyi indiikler ve enerji tiiketimi, immiinite, tiroid ve lireme
hormonlarini baskilar. Metabolizma tarafindan leptin seviyelerinin azaltilmasinin, uzun
siireli aclhiga tedbir olarak enerji kullanimini kisitlama ve enerji depolamay1 arttirmaya

yonelik bir adaptasyon olabilecegi diisiiniilmektedir (50). Ayrica leptinin damar tonusu
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tizerine diizenleyici etkisi oldugu gosterilmistir. OS durumunda, damara en fazla hasar
veren molekiillerden biri olan peroksinitritin olusumunda Onciil olan nitrik oksit
sentezinin leptin tarafindan diizenlendigi gosterilmistir (51). Leptin, endotel hiicrelerde
ROS iiretimini arttirir (52). Insan aort diiz kas hiicrelerinde, NADPH oksidazin protein
kinaz C bagiml aktivasyonu iizerinden ROS {iretiminin artisinda leptinin rolii oldugu

gosterilmistir (53).
4.3.2. Adiponektin

Adiponektin yag dokusunda 6zellikle adipositlerde bol miktarda iiretilen 30 kDa
agirliginda bir hormondur. Dolasimda trimer, hekzamer ve yiiksek molekiil agirlikl
olmak iizere baslica iic formda bulunur. Bir¢ok adipokinin aksine dolasimdaki
adiponektin seviyesi viicut kitle indeksi ile negatif yonde iliskilidir ve obezlerde
serumdaki miktar1 azalir. Adiponektinin antiinflamatuar, antioksidan ve antifibrozis
Ozelligi sayesinde insiilin direnci gibi metabolik hastaliklar {izerine faydali etkiler
gosterebilecegi diistinlilmektedir. Adiponektin yiiksek glukoz veya okside LDL ile
muamele edilmis endotel hiicrelerde O, iiretimini baskilarken, gelisen OS yag
dokusunda adiponektin iiretimini azaltir. Hipoadiponektinemi, insiilin direncinden
bagimsiz alkolik olmayan steatohepatitin klinik 6zelligidir. Adiponektin bu 6zelligini
yag asidi yikimini uyarmast ve de novo lipogenezin (DNL) inhibisyonu {iizerinden
gosterir. Ayrica adiponektin insiilin gen ekspresiyonu ve insiilin graniillerinin hiicre
disina saliniminin her ikisini de uyararak insiilin salgilanmasini uyarir. Adiponektinin
beyin lizerine etkisi ise enerji tiiketimini arttirmasi ve kilo kaybini desteklemesi
nedeniyle son yillarda tedaviye yonelik bir hedef olarak gosterilmektedir (48, 49).
Adiponektin eksikligi, damarda nitrik oksitin azalmasina yol acar. Ayrica lokosit
adezyonu arttirir ve kronik vaskiiler inflamasyona neden olur (7). Obez insanlarda
plazma adiponektin seviyelerinin OS belirte¢lerinden olan MDA ile negatif korelasyon

gosterdigi belirlenmistir (8).
4.3.3. Rezistin

Rezistin ratlarda 114, insanlarda 108 amino asitlik peptit yapida bir hormondur.
Resistin, olgun adipositler ve makrofajlardan iretilen ve obezite ile insiilin direnci
arasinda baglantiy1 olusturabilecegi diisiiniilen bir adipokindir. Rezistin proteini insanlar

ve kemirgenlerde % 60 homoloji gdstermektedir (7, 50). Kemirgenlerin aksine insan
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adipositlerinde rezistin ekspresyonu disiiktiir ve insan makrofajlarinda ise fazladir.
Obezitede ise rezistinin temel kaynagi olan makrofajlar BYD’ye infiltre olur ve sonugta
BYD bol miktarda rezistin igeren bir doku haline gelir. Kemirgenlerde rezistinin temel
kaynagr BYD’dir ve ekspresyonu farkli yag dokularinda cesitlilik gostermektedir.
Rezistin tiretimi beslenme ve obezite ile artarken PPARY ligandlari ile azalir. Rezistinin
glukoz homeostazindaki rolii ¢esitli hayvan modellerinde c¢alisilmistir. Rezistinin
inflizyonu ve asir1 ekspresyonu, hepatik glukoz {retimi artisina bagli olarak
hiperglisemiye yol acar. Rezistin hipofiz bezindeki somatotrofik hiicre fonksiyonlarini
diizenleyerek merkezi sinir sisteminde anahtar rol oynar. Bu rolii sayesinde hipotalamik
ve periferal insiilin duyarliligini, termogenezi ve beslenme davranisini etkiler (54, 55).
Insan koroner arter endotel hiicrelerinde, rezistinin endotelyal nitrik oksit sentazi
indiikleyerek ROS {iretimini arttirdig1 ve p38 ile janus kinazi aktive ettigi gosterilmistir.
Sonugta rezistinin OS iizerinde etkili olabilecegi belirtilmistir (56). Ayrica 2015°te
yayinlanan Onemli bir derlemede, OS ve rezistin arasindaki iliskinin obezite,
inflamasyon ve ateroskleroz arasindaki etkilesimde erken ve merkezi patolojik bir rol

oynayabilecegi belirtilmektedir (57).
4.4. Yag Dokusu ve Obezite

Obezite, gelismis ve hizli gelisen iilkelerde sedanter yasam bicimine bagl olarak
diinya ¢apinda yaklasitk 500 milyon yetiskin ve 40 milyon cocugu etkileyen
sosyoekonomik, metabolik, fizyolojik, hiicresel ve molekiiler yonii olan kronik bir
saglik problemidir (58). Viicutta asir1 ve anormal yag dokusu birikimiyle karakterize
olan obezitede, yag dokusunun fizyopatolojik rolii ve iliskili oldugu saglik sorunlari
arastirmacilarin bu konuya ilgisini 6nemli derecede ¢ekmektedir. Bilim diinyasinda yag
dokusunun sadece asir1 lipidleri depolayan inert bir doku olduguna dair bakis agis1 son
yillarda degismis olup, bu dokunun artitk metabolik aktif bir doku oldugu kabul
edilmistir (38).

Yag dokusunda temelde lipid metabolizmasi ile baglantili olan TAG depolama ve
bu depolardan ihtiya¢ halinde hidroliz ile agiga ¢ikan gliserol ve yag asitlerinin kana
verilmesi ve bunlarin enerji metabolizmasina katilmalarimin yani sira adipositlerden 6zel
fonksiyonlar1 olan adipokinlerin salgilanmasi olaylar1 gerceklesir. Yag dokusu enerji

dengesinin ayarlanmasinda ndéroendokrin ve immiin fonksiyonlarin diizenlenmesinde
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aktif rol alan leptin, adiponektin, plazminojen aktivator inhibitor-1, rezistin, visfatin,
apelin gibi hormonal 6zellik gosteren adipokinlerin yani sira TNF-a, IL-6, monosit
kemoatraktan protein-1 gibi proinflamatuar sitokin ve kemokinleri de sentezleyip
salgilar (37, 48). Bu protein yapili molekiillerin yag dokusunun genislemesi ile
dokudaki normal sentezlenme seviyeleri bozulur ve sonugta obezitenin karakteristik
ozelligi olan diisiik dereceli inflamatuar durum ve adipositlerde fonksiyon bozuklugu
meydana gelir. Yag dokusunda inflamasyon gelisimini anlamak i¢in Oncelikle yag
dokusunda farkli hiicre tiplerinin bulundugu ve bu hiicreler arasinda etkilesimlerin
oldugu goz Oniine alinmalidir. Yag dokusu adipositler, fibrobloast, makrofaj ve
preadipositleri igeren monosit stromal vaskiiler fraksiyonu gibi ¢esitli hiicre tiirlerini
igerir ancak bu hiicre tiirleri i¢cinde bol bulunan ve metabolik olarak en etkin olan hiicre
tiirii viseral yag doku i¢in adipositlerdir (7). Normal durumda yag dokusunda bulunan
M2 makrofajlar, obezitede proinflamatuar 6zellikteki M1 makrofajlara dontigiirler. Bu
proinflamatuar makrofajlar 6lii adipositlerin ¢evresinde ta¢ seklinde birikirler. M1
makrofajlarin yag dokusuna infiltrasyonu ile fibrosis, arteriyal bozukluklar ve insiilin

direnci gibi metabolik hastaliklarin patolojisinde yer alan durumlara yol agar (59).

Yag dokusunun genislemesinin temel nedeni adipositlerin hiperplazi ve
hiperfajiye ugramasidir. Obezite, diger bir deyisle adiposit hipertrofisi ve hiperplazisi
makrofaj infiltrasyonu, endotel hiicre aktivasyonu ve fibrozis ile de karakterizedir.
Obezite ile iliskili kardiyovaskiiler hastaliklar, hipertansiyon, diyabet gibi metabolik
komplikasyonlarin gelisimindeki merkezi roliin esasin1 6zellikle beyaz yag dokusundaki

inflamatuar durum olusturmaktadir (48, 59).

Biyokimyasal agidan obezite, enerji alimi1 ve harcanmasi arasindaki dengesizlikten
kaynaklanan patolojik bir durumdur. Metabolik enerjinin kaynaklar1 olan karbohidrat,
protein ve lipidlerin asir1 alimi obezitenin indiiklenmesiyle yakindan baglantilidir.

Ozellikle asir1 lipid alimi1 obezite sartlarinin baslamasinda nemli rol oynar (7, 48).
4.5. Serbest Radikaller, Oksidatif Stres ve Obezite

Serbest radikaller, eslesmemis elektronlara sahip reaktifligi yiiksek olan ve
cevrelerindeki molekiillere baglanarak modifikasyonlara sebep olabilen molekiillerdir.
Yiiksek konsantrasyonlardaki serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) lipid

bilesenleri, karbohidratlar, proteinler ve DNA’y1 hasara ugratir ve hiicrenin normal

16



fonksiyonlarmi bozar. Serbest radikallerin fizyolojik diisiik konsantrasyonlari normal
hiicre redoks durumu, hiicre fonksiyonu ve intraseliiler sinyalizasyon i¢in gereklidir.
Ancak patolojik durumlarda serbest radikaller asir1 iiretilir ve sonugta OS olusur.
Antioksidanlar ve oksidanlar arasindaki dengenin oksidanlar lehine bozulmasindan
kaynaklanan OS’in MDA, 3-NT, 4-HNE, indirgenmis glutatyon/yiikseltgenmis
glutatyon ve protein karbonil gibi biyobelirteclerle degerlendirilmesi g¢aligmalarda
siklikla kullanilmaktadir. OS’nin diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar ve obezite gibi
patolojik siireglerle iliskili oldugu gosterilmistir (60). Obezitenin sistemik OS’yi
indiikleyebilecegi, daha da 6nemlisi OS’nin adipokinlerin diizensiz olarak iiretilerek

metabolik sendromun gelisimine katki saglayacagi belirlenmistir (8).

Obezitede OS’ye katki saglayan bir¢ok etken vardir. Bu etkenler arasinda
hiperglisemi, fazla kiloya bagl artan kas aktivitesi, artan doku lipid diizeyi, yetersiz
antioksidan savunma, kronik inflamasyon, endotel ROS firetimi ve hiperleptinemi
gosterilebilir. Obez bireylerin durumuna bagli olarak bu etkenlerden herhangi biri,

digerlerine gére OS’ye daha fazla katki saglayabilir (10).

Obezitede ROS iiretiminin artisinin temelde bes diizeyde oldugunu soyleyebiliriz
(10, 60). Birincisi, obezite ile iligkili OS’in artisin nedeni adipositler ve preadipositlerin
proinflamatuar sitokinlerin kaynagi olmasi nedeniyle, asir1 miktarda yag dokusunun
olusumunun bizzat kendisi olabilir. Bu durumun sonucunda obezite, kronik inflamayon
durumu olarak ta tanimlanir. Bunun disinda sitokinler ROS ve RNS’nin sentezini
uyarirlar. Bu nedenle OS’nin artis1 sitokin konsantrasyonunun artigina bagli da olabilir.
Ikincisi, yag dokusunun anjiotensin II salgilama kapasitesi vardir. Anjiotensin II
NADPH oksidaz aktivitesini arttirir. NADPH oksidaz ise adipositlerdeki baglica ROS
tiretim kaynagidir. Uglinciisii, obezite mekanik vyiikii arttirir ve miyokardiyal
metabolizmay1 hizlandirir. Sonugta O, tiikketimi artar. Mitokondriyal solunumda O,
tiikketiminin artmas1 ROS iiretimine neden olur. Uretilen elektronlarin kaybi elektron
tasima sisteminde O, radikallerinin olusumu ile sonug¢lanir. Dordiinciisii, asir1 yag
birikimi yag hiicrelerinde olusan basingtan dolayr hiicresel hasara neden olabilir.
Hiicresel hasar inflamasyon ile birlikte TNF-o’nin asir1 iiretimine yol acar. Boylece
dokularda ROS olusumu artar. Besincisi, obezitede ROS olusumunun diger
mekanizmas1 diyet iizerinden olabilir. Asir1 gida tiiketimi oksijen metabolizmasini

degistirebilir ve olusan asir1 O,” yikim reaksiyonlarma karsi savunmasiz olan yag
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depolarini etkiler (10, 60). Diger taraftan elektron tasima sistemi lizerine yiiksek
TAG’1n etkisi bagka bir mekanizma olarak Onerilmistir. Hiicre i¢ci TAG’in yiiksek
olmast adenin niikleotidlerinin translokasyonunu inhibe eder ve O,  gelisimi
desteklenir. Obezite uzun siire devam ederse antioksidan kaynaklar tiikenebilir ve SOD,

CAT ve GPx gibi antioksidan enzimlerin aktiviteleri azalabilir (8, 61).

Obezitede beyaz yag dokusunda iiretilen ROS’larin en 6nemli kaynaklarindan biri
NADPH oksidaz enzimidir. Memeli hiicrelerinde NADPH oksidazin katalitik alt birimi
icin 7 izoform tanimlanmistir. Bu izoformlardan biri olan NADPH oksidaz 4, asiri
glukoz ve palmitat seviyelerine bagli olarak adipositlerde artar. Serbest yag asitleri
tarafindan NADPH oksidaz aktivasyonunun molekiiler mekanizmasi diagilgliserol
sentezinin uyarilmasi ile baglantilidir. Bu da protein kinaz C aktivasyonu ile
baglantilidir ve NADPH oksidazin aktivasyonuna yol agar. ROS {iretimi i¢in 6nemli
olabilecek diger enzim nitrik oksit (NO) sentazdir. Patolojik durumlarda NO sentazin
kofaktorii olan tetrahidrobiopterin veya L-Arginin diizeyi ¢ok diisiikse NO sentaz, NO
yerine O, iiretir (10).

Obezite ile beraber genellikle diyabet gelisimi de gozlenebilir. Obezitede serbest
yag asitlerinin artis1 oksidasyona duyarli olan pankreatik hiicrelere toksik etkide
bulunarak insiilin salinimindaki degisiklikleri indiikler ve diyabet gelisimine yol
acabilir. Diyabet insiilin direnci ve hiperglisemi ile karakterize olan patolojik bir
durumdur. Hiperglisemi sonucu protein, lipid ve niikleik asitlerin glikozillenmesi
sonucunda ileri glikozilasyon son {iriinleri olusur. Artan ileri glikozilasyon son iirtinleri
NF-kB iizerinden adezyon molekiillerinin sentezini arttirir ve ROS tiretimi artar. Bunun
yani sira hiicre i¢inde glukoz seviyelerinin artist poliol yolunu uyarir ve asirt miktarda
sorbitol olusur. Asir1 sorbitol, p38, MAPK ve jun kinaz gibi OS ile iligkili genleri aktive

ederek oksidatif hasarin artmasina yol agar (62).

Asirt  kalori alimiyla adipositlerin  lipid yilikii artar ve adipositlerdeki
mitokondrilerin substrat yiikii artar. Sonucta elektron tasima sisteminin aktivitesi ve
ROS iiretimi artar. ROS hiicresel lipidleri okside ederek lipid hidroperoksitlerinin
tiretimine neden olarak reaktif lipid aldehitlerinin iiretimine yol acar. Bunlar hiicre i¢i
proteinleri, DNA, RNA, karbohidratlar1 ve diger lipidleri modifiye eder. Oksidatif

fosforilasyondaki metabolik dengesizlik mitokondriyal bozukluk ile sonuglanir.
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Ozellikle obezite ve tip 2 diyabet gibi patolojik durumlarda NAD*/NADH, AMP/ATP
oranit veya asetil CoA seviyeleri gibi mitokondriyal aktivite sinyalleri bozulabilir.
ROS’un hiicre i¢i seviyelerinin yiiksekligi hiicresel hasara neden olmasina ragmen,
makul diizeydeki ROS iiretimi hiicre homeostazinin siirdiiriilmesinde 6nemlidir. ROS,
hiicresel hasara yol agmadan preadiposit farklilasmasini devam ettirmede oksidatif bir
ortam yaratarak hiicre homeostazinin korunmasimi da saglayabilir. Klasik olarak
mitokondriyal bozukluk, enerji talebine karsi oksidatif fosforilasyon iizerinden yeterli
ATP miktarinin tretiminde ve siirdiiriilmesinde mitokondrinin yetersizligi olarak
tanimlanabilir. Asir1 besin tiiketimi ROS olusumuna ve seramid gibi toksik etkiye sahip
lipidlerin iiretimine yol agar. Ayrica genetik faktorler ve ER stresi de mitokondriyal
bozukluga katki saglar. Mitokondri diizeyindeki degisimler ek lipid birikimiyle
sonuclanir ve insiilin direncinin siirekliligi yoniinden potansiyel risk olusturur. Adiposit
hiicre homeostaz1 mitokondri ve ER arasindaki fonksiyonel iligkiye de baglidir. Bu
iliski metabolik dengesizlik durumunda bozulabilir. Mitokondri dis membrani ile ER
spesifik olarak birbirine baglidir. Bu baglantilar mitokondri dig membranindaki lipid ve
proteinler ile ER proteinleri arasinda dogrudan baglant1 saglar. ER yiiksek strese maruz
kalirsa mitokondriye Ca* sinyali aktarilir ve bu da ATP iiretimi ve/veya hiicresel
apoptoz ile sonuclanabilir. Nihayetinde mitokondriyal bozukluga katki saglanir. Obezite
durumunda iskelet kaslarina ait mitokondriler de yiiksek lipid yiikii ile ¢evrelenir. -
oksidasyon ve TCA devri aktivitesi arasindaki kopukluk mitokondriyal lipid-indiiklii
OS’yi ve kas insiilin direncini arttirir. Kisaca kaslardaki TAG artisi, obezlerde goriilen
insiilin direncinin asil etkenidir diyebiliriz. Ayrica seramid gibi toksik lipid tiirevleri
instilin direncinin aday aracisi olarak gosterilmektedir. TNF-a, glukokortikoidler ve
diyabetik ajanlar palmitoil CoA {izerinden seramid seviyesini arttirir. Ciinki
adipositlerdeki fonksiyon bozuklugunun temelinde, bu hiicrede asir1 seramid sentezinin

gerceklesmesi yatmaktadir (63).
4.5.1. Malondialdehit (MDA)

Linoleik asit, arasidonik asit gibi ¢oklu doymamis yag asitlerinin O, ile
reaksiyonu ¢esitli  peroksidasyon {riinlerinin  olusmasmna yol acgar. Lipid
peroksidasyonunun birincil iirlinii lipid hidroperoksitleridir. Lipid peroksidasyonu
siirecinde MDA, 4-HNE, propanal, hekzanal gibi aldehitler ikincil oksidasyon {iriinleri

seklinde meydana gelir.
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Elektrofilik yapisindan dolayr oldukca reaktif bir molekiil olan MDA, OS
biyobelirteci olarak sik kullanilan aldehit formunda bir {iriindiir. MDA’ nin enzimatik
yoldan olusumu belirlenmesine ragmen, enzimatik olmayan yollarla olusumu hakkinda
varsayimlar mevcuttur. MDA lipid peroksidasyonu iiriinlerinin en mutajenik
olanlarindan biridir. Fizyolojik pH’da MDA enolat anyonu olarak bulunur ve diisiik
kimyasal reaktivite gosterir. MDA seviyesini belirlemede, MDA nin tiyobarbitiirik asit
ile tlrevlendirilmesi temeline dayanan yontemler siklikla kullanilir (64). Doku
MDA’nin proteinlerle reaksiyonu sonucu olusan iiriinler ateroskleroz, diyabet,
Parkinson hastalig1 ve obezite gibi patolojik durumlarla yakindan iliskilidir (65, 66).
Literatiirde yliksek sukroz igerikli soliisyonlarla beslenen kemirgenlerin karaciger ve
beyin doku homojenatlarindaki MDA seviyesinin, kontrol grubuna gore anlaml

derecede yiiksek oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur (67, 68).
4.5.2. 4-Hidroksinonenal (4-HNE)

®-6 coklu doymamisg yag asitlerinin lipid peroksidasyon iiriinii olan 4-HNE,
proteinlerle reaksiyona girerek bu proteinlerin fonksiyonlarini degistirir. 4-HNE ile
modifikasyona ugramis proteinlerin doku veya kandaki seviyesi, OS’in

degerlendirilmesinde kullanilmaktadir (69).

4-HNE 1¢ tane fonksiyon grup igeren, dolayisiyla reaktivitesi yiiksek olan bir
molekiildiir. C=C ve C=0O gruplar arasindaki konjugasyon, {i¢iincii karbon atomuna
kismi pozitif yiik kazandirir. Bu pozitif yiik, dordiincli karbon atomuna bagli hidroksil
grubunun indiiktif etkisi tarafindan daha da arttirilir. 4-HNE’ nin lipofilik 6zellikleri
hidrofilik o6zelliklerinden daha belirgindir. Bu nedenle 4-HNE, hiicreler arasi sividan

ziyade biyolojik membranlarin yapisinda bulunma egilimi gosterir (70).

4-HNE, vyiiksek reaktifligi sayesinde bir¢ok makromolekiil ile etkilesir ve bu
molekiil yiiksek toksik etkisi nedeniyle patolojik durumlara yol agabilir. Ayrica otofaji,
hiicre proliferasyonu ve apoptoz lizerine dolayli olarak etki eder ve bu etkinin diger
ROS ve stres aktive sinyalizasyon mekanizmalarindan ¢ogu zaman ayirt edilmesi zordur
(71). Son zamanlardaki yaklagimlar, diisiik 4-HNE seviyelerinin hiicreyi OS aracili
hiicre hasarindan koruduguna ancak yiiksek 4-HNE seviyelerinin genotoksik etkileri

arttirarak apoptoza veya siddetli hiicre hasarina yol agtigina yoneliktir (72).
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4.5.3. 3-Nitrotirozin (3-NT)

Proteinlerdeki tirozin rezidiileri peroksinitrit, azot dioksit radikali gibi nitrik oksit
tiirevli oksidanlar ile asidik sartlarda reaksiyona girerek 3-NT seklinde degisiklige
ugrar. Tirozin, in vivo olarak peroksidaz veya hem/hemoproteinler araciligiyla NO, ‘nin
NO;’ye H;0O, bagimhi oksidasyonu ile nitratlanabilir. 3-NT, proteinlerin
fonksiyonlarinda 6nemli degisikliklere yol agar (73).

OS’nin  6nemli belirteglerinden olan 3-NT ndrodejeneratif hastaliklar,
inflamasyon, diyabet gibi bozukluklarla iligkilidir. Bu gibi patolojik durumlarda 3-NT
seviyeleri yiikselir (74). Giincel oksidatif biyobelirteclerin incelendigi kapsamli bir
calismada, 3-NT’nin C-reaktif protein gibi bilinen inflamasyon belirteglerinden daha
fazla bilgi verici olabilecegi iddia edilmektedir. 3-NT 6l¢timiiniin NADPH oksidaz ve
miyeloperoksidaz gibi ROS firetimine katki saglayan enzimlerin inhibitdrlerini iceren

ilag tedavilerinin takibinde yararli olabilecegi de diistiniilmektedir (75).
4.5.4. Antioksidan Enzimler

Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar, ROS ve reaktif nitrojen tiirlerinin
(RNS) yol actig1 OS’ye kars1 biyolojik sistemleri korur. Calismamizda 6lgiilen SOD,
CAT ve GPx’in yapisi, izoenzimleri ve antioksidan 6zellikleri ile ilgili bilgiler asagida

verilmistir.
4.5.4.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

SOD (EC 1.15.1.1) iki siiperoksit radikalinin H,O, ve molekiiler oksijene
dontisiimiinii gergeklestirir. SOD enziminin CuZn-SOD (SOD1), Mn-SOD (SOD2) ve
ekstraseliiler SOD (SOD3 veya EC-SOD) olmak iizere ii¢ adet izoenzimi bulunur. SOD
ailesi ROS’lara kars1 ilk savunma hattin1 olusturur (13). SOD1 sitozolde homodimer
seklinde, SOD2 ise mitokondri matriksinde yerlesik haldedir. SOD2, O," radikallerinin
bliyiilk boliimii mitokondride {iretildigi i¢in Onemlidir. EC-SOD tetramerik ve
glikozillenmis yapidadir. EC-SOD C-terminal bélgesinde heparin baglama bolgesi
icermesinden dolay1 heparin ve diger glikozaminoglikanlara kars1 afinite gosterir. EC-
SOD reperfiizyona hasarina karst korumasi, damar genislemesini arttirmasi ve

hipertansiyonu azaltmasi bakimindan énemlidir (76).
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4.5.4.2. Katalaz (CAT)

CAT (EC 1.11.1.6), yapisinda dort tane hem grubu iceren ve peroksizomlarda
bulunan antioksidan o6zellikli bir enzimdir. Viicutta H,0,’in fizyolojik seviyeleri
asilirsa, bu reaktif molekiill CAT tarafindan elimine edilerek viicuttaki H,0O,
konsantrasyonu kontrol edilir. CAT’1n bahsedilen klasik katalitik aktivitesine ek olarak
peroksinitriti ayristirabilir, NO’yu NO,’ye okside edebilir. Ayrica peroksidaz aktivitesi
de gosterebilen bir enzimdir. Katalaz 6zellikle karaciger, bobrek ve eritrositlerde yiiksek
aktivite gosterir (13, 77). Obezite kokenli metabolik bozukluklara kars1 olusan savunma
mekanizmasinda CAT’in roliiniin oldugu, tek nokta polimorfizmi c¢alismalarinda

gosterilmistir (13).
4.5.4.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

GPx (EC 1.11.1.9) yapisinda selenyum bulunan ve dort alt birimden olusan
tetramerik bir enzimdir. Memelilerde GPx1-4 izoenzimleri, katalitik merkezlerinde
selenosistein icerir. Insanlarda ise sadece GPx6 bir selenoproteindir. GPx hidrojen
peroksitli ortamda rediikte glutatyonu okside glutatyona doniisiim reaksiyonunu
katalizler. Bu reaksiyon yardimiyla H,O,’yi suya indirger. Okside glutatyon ise tekrar

rediikte glutatyona glutatyon rediiktaz enzimi yardimiyla dontstiriiliir (78).

SOD, CAT ve GPx enzimlerinin koruyucu o6zelliklerini gosterdigi reaksiyonlar

toplu sekilde Sekil-3te gosterilmistir.
O,

Siiperoksit
Dismutaz

H 20 2 Glutatyon

H,O P i H,O
2GSH GSSG

)

Glutatyon Rediiktaz

Sekil 3. SOD, CAT ve GPx’in koruyucu o&zelliklerini gosterdigi reaksiyonlar
(Aitken’den, 79)
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4.6. Sukroz, Fruktoz Metabolizmasi ve Oksidatif Stres

Sukroz, fruktoz ve glukozun anomerik karbonlar1 {izerinden o-(1—2) glikozid
bag1 birlesmesi ile olusan beyaz, kokusuz ve kristalize 6zellikli bir disakkarittir (80).
Ag1z yoluyla alinan sukroz a-amilaz tarafindan hidrolizlenir ancak hidrolize sukroz
burada kisa siire kalir ve ardindan mideye gecer. Midede sukroz hidrolizi kayda deger
degildir. Ardindan sukroz, ince bagirsakta bulunan sukraz enzimi tarafindan o-(1—2)
glikozid baginin yikimi gergeklesir ve fruktoz ve glukoz monosakkaritleri agiga ¢ikar.

Sukroz, metabolik etkisini bu monosakkaritler {izerinden gerceklestirir (81).

Fruktoz, memelilerin standart diyetinde bulunan ve tiiketimi son yillarda sukroz
ve yiiksek fruktozlu misir surubunun tiikketimine bagli olarak dnemli derecede artan bir
monosakkarittir. Fruktoz igeren sekerlerin toksik oldugu hatta fruktozun lipogenezi
destekleyerek hiperlipidemiye sebebiyet verdigi ve ayrica glukoz homeostazini bozdugu
belirtilmektedir (2). Glukozdan farkli olarak fruktoz, insanlardaki tiim hiicreler
tarafindan dogrudan enerji kaynagi olarak kullanilamaz ve 6ncelikle karaciger, bagirsak
ve bobreklerde glukoz, laktat veya yag asitlerine doniistiiriilmeye gereksinim duyar.
Yiiksek termogenik etki, diisiik glisemik indeks gibi olumlu yonlerine ragmen fruktozun
glukoz ile beraber fazla alinmasi karacigerde artan DNL ve bozulmus kan lipid profili
gibi metabolik degisikliklere yol agar. Fruktozun ozellikle glukoz igeriginin yliksek
oldugu diyetlerle beraber fazla alinmasimin, DNL yoluyla tip 2 diyabet, obezite gibi

metabolik hastaliklarin goriilme riskini arttirdigi da séylenmektedir (2, 3).

Karacigerde fruktoz DNL i¢in hem substrat hem de DNL’yi1 indiikleyici bir gorev
goriir. Fruktoz hepatosite GLUT2 yardimiyla hizli bir sekilde alinir ve insiilinden
bagimsiz bir enzim olan fruktokinaz vasitasiyla hizli bir sekilde fruktoz 1-fosfata
doniistiiriiliir. Fruktoz 1-fosfat, aldolaz B enzimiyle yavas bir sekilde dihidroksi aseton
fosfat ve gliseraldehite ayrilir. Bu fosfotriozlar glukoz, laktat veya yag asitlerine
dontistiiriilerek DNL’ye substrat olabilir. Fizyolojik sartlarda, lipogenik yol bazal
seviyede iken akut fruktoz alimindan sonra ¢ok aktif hale gelir ve glikolizin en énemli
kontrol enzimi olan fosfofruktokinaz-1’in devre dis1 kalmasindan dolay1 hepatositlere
kontrolsiiz sekilde alinir. Sonugcta, yiiksek fruktozlu diyetlerle birlikte asir1 miktarda
fruktoz glikolize girer ve hiicre i¢i asetili CoA miktar1 artar. Bu artis karacigerin

oksidatif kapasitesine bagli olarak DNL’yi indiikler. Fruktoz DNL’yi indiikleyici
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gorevini ise sterol cevap element baglanma protein 1c (SREBPIc) ve karbohidrat-
duyarli element baglanma protein (ChREBP) transkripsiyon faktorlerini aktiflestirmesi

tizerinden gerceklestirir (82). Fruktozun karacigerdeki metabolizmasi Sekil 4’te

gosterilmistir.
Fruktoz
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F P to ar
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Dihidrolisi aseton —s—= Gliseraldehit 2-FP
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Sekil 4. Karacigerde fruktoz metabolizmas1 (Tappy’den, 5)

Fruktozun ozellikle glukoz igeriginin yiiksek oldugu diyetlerle beraber fazla
almmasinin, DNL yoluyla metabolik hastaliklarin goriilme riskini arttirdigi da
sOylenmektedir. Metabolik acidan fruktozu yikan enzimler, ATP, sitrat veya hiicrenin
enerji durumunu gosteren sitozolik belirtecler tarafindan diizenlenmezler ve bu enzimler
iirlin inhibisyonuna maruz kalmazlar. Sonugta, hemen hemen diyetteki tiim fruktoz
portal dolasim vasitasiyla hepatositlere alinir ve trioz fosfatlara doniistiriiliir.
Hepatositlerde olusan biiyilk miktardaki trioz fosfat yiikii laktik asit iiretimi,
glukoneogenez, glukoz iiretimi, hepatik glikojen sentezi, DNL ve TAG salinimi gibi
trioz fosfatlar ile iligkili metabolik yollar1 aktiflestirir. Kilit rolde olan lipogenik
enzimler yag dokusunda bulunmasina karsin, yag dokunun toplam DNL ne derece katki
sagladig tartigmalidir. Baz1 kaynaklarda yag dokusunda DNL’nin ¢ok az 6nemi oldugu
belirtilmesine ragmen Ozellikle yiiksek miktarda karbohidrat emiliminden sonra bu
dokunun 6nemli olabilecegi belirtilmektedir. Dolasimda fruktozun 6nemsiz seviyelerine

bagli olarak, yag dokusunda DNL i¢in potansiyel substrat glukozdur. Glukoz aliminin
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glikojen depolama ve glukoz oksidasyon kapasitesini asmast halinde glukoz, ayni
miktarda fruktoz alimina kiyasla yag dokuda DNL’yi daha fazla arttirabilir (3). Fruktoz
tikketim miktarinin dagilimi, fruktoz igerikli diyete maruz kalma stiresi ve diyetin igerigi
ile de baglantilidir. Bunun yami sira bireyin fizyolojisi, fruktoz emilim kapasitesi
farklilig1, enzimatik ve endokrin faktdrleri de onemlidir. ince bagirsagin glukoz igin
emilim kapasitesi yliksek olmasina karsin, fruktoza karsi kisitlidir. Bu nedenle glukoz
ve fruktozun metabolizmalarini karsilagtirirken problemler yasanmaktadir (1, 2). % 30
sukroz soliisyonu ile beslenen ratlarin karaciger mitokondrilerinde ROS iiretimi ve
serbest yag asitlerinin birikiminin arttig1 gosterilmistir. Bu ¢alismada mitokondrinin OS
ve hiperlipidemiye kars1 i¢ mekanizma gelistirmesine ragmen, bunun redoks
dengesizligi ile miicadelede yetersiz kaldigi sonucuna varilmistir (68). Ayrica asiri
karbohidrat icerikli diyet aldoz rediiktaz aktivitesini arttirarak hiicre ic¢i fruktoz
miktarinin da artmasina yol acar. Hiicre i¢i fruktoz artis1 ise ileri glikasyon son

tirtinlerinin artigina bagli OS’yi de arttirir (83).

Fruktozun OS’yi temelde iki mekanizma iizerinden indiikledigi bilinmektedir.
Ilki, akut fruktoz alimi hiicrede enzimatik olmayan ve glukozun glikasyonundan yedi
kat daha hizli olan protein fruktolizasyonunu arttirmasidir. Ayrica fruktoz, glukoza
kiyasla 100 kat daha fazla ROS olusumuna katki saglar. ikincisi, fruktozun hepatositte
fosforilasyonu hiicrede AMP artisina yol agar ve iirik asit sentezi artar. Urik asit ROS
olusumunu NADPH oksidaz 4 {izerinden uyarir. Bunlarin yani sira hepatik lipid
metabolizmasinin  fruktoz indiikli bozuklugunun lipotoksisite, ER stresi ve
mitokondriyal bozukluk gibi ROS artisina neden olan mekanizmalart da

tetikleyebilecegine yonelik goriisler mevcuttur (82, 84).
4.7. Sukroz i¢erikli Diyetler ve Obezite

Karbohidratlar, besinlerdeki enerji igeriginin Onemli kismini olustururlar.
Karbohidratlarin temel bilesenleri olan fruktoz ve glukoz, dogada genellikle tek
baslarina veya sukroz igeriginde 1:1 oraninda bulunurlar. Sukrozun asir1 tiiketimi
obezite gibi saglik problemlerine neden olur (3). Fruktozun 6zellikle glukoz temelli
oglinden sonra doygunluk hissini indiikleyemedigi ve yetersiz insiilin ve leptin iiretimi

beraberinde artan enerji ihtiyaci sonucunda kilo alimini da arttirdig1 gosterilmistir (85).
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Karbohidratlar, viicuda kati1 halde veya soliisyon halindeki iceceklerle beraber
alimmaktadir. Yiiksek karbohidrat igerikli soliisyonlarin kati haldekine kiyasla istahi
baskilamadigindan kilo artisina daha fazla neden olmaktadir. Kati haldeki
karbohidratlar, kolesistokinin salinimini arttirarak istahi baskilar (86). Benzer sekilde
sukroz igerikli soliisyonlarin da kilo artisina yol actigr gosterilmistir. Bu soliisyonlar
cesitli ndropeptitlerin ekspresyonunu degistirir ve beyindeki istahla iliskili bolgeleri
etkileyip melanokortin ve opioid sinyalizasyonunu modiile ederek kilo artisini saglar

(87, 88).

Kat1 ve sivi karbohidratlarin enerji ve kilo alimindan bagimsiz olarak farkli
etkilere sahip oldugu diisiiniilmektedir. Sindirime maruz kalan sivi karbohidratlar, kati
karbohidratlara gore karacigere daha hizli gecerek, karacigerdeki substrat yiikiinii kisa
siirede arttirir. Bdylece sivi karbohidratlar, hepatik lipid birikimi ve DNL’nin asir1
artisina yol agabilir (89).
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5. GEREC ve YONTEM
5.1. Gerecler
5.1.1. Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar, laboratuvar aletleri ve malzemeler firetici

firmalari ile Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. Kullanilan cihazlar ve malzemeler

Cihazlar ve Malzemeler Uretici Firma

Etiv Galenkamp

Jel Gortlintiileme Sistemi Gel Logic 200 Imaging System
Elektroforez Gii¢ Kaynagi Thermo EC250-90
Elektroforez Tank1 Thermo EC300

Vorteks IKA Vortex Genius 3
Mikropleyt Greiner Bio-one

RT-PCR Cihaz1 Roche LightCycler® 480 II
Santrifiij Eppendorf

Manyetik Karistiric Ikamag RH

Otomatik Pipet, 10-100 puL Socorex Acura 825
Otomatik Pipet, 100-1000 pL Socorex Acura 825

Coklu Kanalli Otomatik Pipet, 30-300 pL.  Brand Transferpette
Coklu Kanalli Otomatik Pipet, 10-100 pL.  Brand Transferpette

Mikrodalga Firin Altus ALMD 171

pH metre Hanna Instrument
Homojenizator Ultra-Turrax T25

Hassas Terazi Mettler Toledo AB204-S
Sogutmali Santrifiij Beckman Allegra 64R Centrifuge
DNA/RNAaz Free Pipet Uglari ExPell, Axygen
DNA/RNAaz Free Mikrotiip, 1.5 mL Axygen

DNA/RNAaz Free Mikrotiip, 0.2 mL Nest Biotechnology

Derin Dondurucu, -80 °C Thermo Electron Corporation
Mikropleyt Yikayicisi BioTek ELx 50

Calkalayic Niive SL 350
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Tablo 1 (Devam). Kullanilan cihazlar ve malzemeler

Cihazlar ve Malzemeler

Uretici Firma

Inkiibator

Mikropleyt okuyucu

Santrifiij

Termocycler

Mikro Hacimli Spektrofotometre
Biyokimya Tiipleri
Mikrosantrifiij

Cam Deney Tiipleri

El Homojenizatorii
Havalandirmali Kafes Sistemi
LightCycler 480 Kaplama Folyosu
LightCycler® 480 Multiwell Plate

Termomikser

Shel Lab, Heraeus

VERSA Max, Molecular Devices
Eppendorf 5810

Applied Biosystems

NanoDrop 2000

BD Vacutainer

Thermo Micromax

SH&GLASS

OMNI-Tissue Master 125

RAIR IsoSystem

Roche

Roche

Thermo Scientific Digital DryBath
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5.1.2. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Tez galigmasinda kullanilan kimyasal malzemeler iiretici firmalari ile Tablo 2’de

verilmistir.

Tablo 2. Kullanilan kimyasal maddeler ve iiretici firmalar

Kimyasal Maddeler Uretici Firma
Agaroz Sigma
Etidyum Bromiir Sigma
Stilfirik Asit Merck
Ksantin Sigma
Etilendiamintetraasetik Asit Merck
Nitroblue Tetrazolium Serva
S1gir Serum Albiimin Sigma
Amonyum Siilfat Merck
Bakar (IT) Kloriir Sigma
Ksantin Oksidaz Sigma
Kloroform Sigma
Metanol Sigma
Hidrojen Peroksit Merck
Tiyobarbitiirik Asit Sigma
1,1,3,3-tetrametoksipropan Sigma
SOD Standard1 Sigma
Katalaz Standard1 Sigma
BDNF ve Neomisin Primerleri Integrated DNA Technologies
Fosforik Asit Sigma
Sodyum Kloriir Merck
Asetik Asit Sigma
Etanol Sigma
Amonyum Molibdat Merck
Thermus aquaticus Polimeraz BioLabs
Proteinaz K Sigma
TriPure Izolasyon Reaktifi Roche
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5.1.3. Kullanilan Ticari Kitler

Tez calismasinda kullanilan ticari 6lgtim kitleri ve {iiretici firmalar1 Tablo 3’te

verilmistir.

Tablo 3. Kullanilan ticari kitler, tiretici firmalar1 ve liriin kodlar

Ticari Kit Uretici Firma Uriin Kodu
Mouse/Rat Leptin ELISA kiti R&D Systems MOBO00
Mouse Adiponektin ELISA Kkiti R&D Systems MRP300
Mouse Rezistin ELISA kiti R&D Systems MRSNOO
Mouse BDNF ELISA kiti Abnova 381238504
Mouse Insiilin ELISA kiti Crystal Chem 16MAUMI1388
Mouse 4-HNE ELISA kiti Elabscience E-EL-M2677
3-NT ELISA kiti Elabscience E-EL-0040
GPx Enzim Aktivitesi 6l¢tim kiti Cayman Chemical 0485834

BCA Protein Miktar Tayini Kiti Novagen, Merck Millipore = 71285-3
GenElute™ Memeli Miniprep Kit ~ Sigma-Aldrich RTN70
RNase-Free DNase Set Qiagen 79254

cDNA Sentez Kiti Roche 04 896 866 001
SYBR Green I Master Kiti Roche 04 707 516 001
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5.2. Yontemler
5.2.1. Kullanilan Deney Hayvanlar1 ve Uygulanan Prosediir

KTU Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’na yapilan 2013/6 protokol no’lu (Bkz.
Hayvan Deneyleri Etik Kurul Onay Belgesi) bagvurunun onaylanmasindan sonra 10-15
g agirhigindaki bes haftalik erkek C57BL6/J 1irki wild tip (BDNF (+/+)) ve heterozigot
(BDNF (+/-)) fareler barindirildiklar1 ve iiretildikleri KTU Cerrahi Uygulama ve

Arastirma Merkezi’nden temin edildi.

Deney hayvanlarinin genotipleri belirlendikten sonra 12 saat karanlik, 12 saat
aydinlik ortam saglanarak standart ve yiiksek sukroz igerikli diyetlerle (sirasiyla
D12450J ve D12450B kodlu, Research Diets Inc, New Brunswick, ABD) ad [libitum
olarak 4 ay boyunca beslenerek barindirildi. Beslenme periyodunun sonunda tiim fareler
dekapite edildikten sonra elde edilen serumlar, subkutan ve epididimal yag dokulari
deneysel calismalar yapilana dek -80 °C’de saklandi. Farelerin beslenme periyodunda

kullanilan diyetlerin igerikleri Ek 1 ve Ek 2°de verilmistir.
5.2.2. Farelerin Genotipinin Belirlenmesi

Genotipleme, farelerin kuyruk uglarindan alinan numuneler kullanilarak klasik
PCR cihaz1 yardimiyla BDNF i¢in Korte ve arkadaglarinin gelistirdi§i yontem esas
alinarak yapildi (23). Farelerin kuyruk uclarindan alinan doku numuneleri 1.5 mL’lik
DNA/RNAaz igermeyen reaksiyon tiiplerine konulduktan sonra 1 800 uL lizis tamponu
(500 mM KCl, 100 mM Tris-HCI, 0.1 mg/mL jelatin, % 0.45 nonidet P-40 ve % 45
Triton X-100 igeren) ve 200 pL proteinaz K (20 mg/mL) ile hazirlanan ¢ozeltiden her
bir 6rnege 150 pL eklendi. Reaksiyon tiipleri 55 °C’ye ayarlanan termomikserde gece
boyu inkiibe edildi. Homojenatlar, proteinaz K’nin inhibe olmast icin 95 °C’de 45
dakika bekletildi. Homojenatlar ayni giin calisiimadiginda -20 °C’de sakland.

PCR reaksiyonlar1 icin BDNF ve neomisin primerlerini iceren iki ayr1 karigim
hazirlandi ve her bir homojenattan PCR reaksiyon tiiplerine 19 pL karisim, 1 pL
homojenat eklendi. Tiim numuneler BDNF ve neomisin genleri i¢in klasik PCR
cihazinda ¢alisildi. Elde edilen PCR iiriinleri % 2’lik agaroz jelde yliriitiildiikten sonra
fareler wild tip (BDNF (+/+)) ve heterozigot (BDNF (+/-)) seklinde tanimland1 (Sekil
24).
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BDNF ve neomisin hedef genlerine ait ileri ve geri primer dizileri Tablo 4’te
gosterilmistir. Uygulanan PCR protokolii Tablo 5’te, kullanilan karisimlar ve miktarlari

Tablo 6’te verilmistir.

Tablo 4. Genotipleme i¢in kullanilan primer dizileri

Hedef Gen Primer Dizisi
Ileri Primer: GAAGTGTCTATCCTTATGAATCGC
Geri Primer: ACCATAAGGACGCGGACTTGTAC

Fare BDNF

Ileri Primer: GAAGTGTCTATCCTTATGAATCGC
Geri Primer: GATTCGCAGCGCATCGCCTT

Fare Neomisin

Tablo 5. Genotiplemede uygulanan PCR agamalari

Asamalar Sicakhik/siire

On denatiirasyon 94 °C / 5 dakika

Denatiirasyon 94.°C /30 saniye

Yapigsma 52°C /45 saniye 40 dongti
Uzama 72 °C/ 1 dakika

Son uzama 72 °C /7 dakika

Bekleme 10°C/

Tablo 6. Genotipleme i¢cin PCR’da yapilan karisimlarin igerigi ve miktarlari

PCR Karisimlarinin i(;erigi Hacim (pL)
Tampon (10X) fermantaz 2
Magnezyum kloriir (25 mM) 1.2

DNTP (10 mM) 0.5

Ileri primer 0.5

Geri primer 0.5
Deiyonize su 14.05

DNA 1

Thermus aquaticus Polimeraz (5 U/uL)  0.25
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5.2.2.1. Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Cozeltiler

Tris-asetik asit-EDTA  Elektroforez Tamponu: 242 g Tris, 372 g
Na,EDTA.2H,0 bir miktar saf suda ¢6ziildii ve lizerine 57.1 mL asetik asit ilave edildi.
Cozelti 1 M NaOH ile pH 8.5’a ayarlandi ve son hacim deiyonize su ile 1 L’ye
tamamlandi. Hazirlanan Tris-asetik asit-EDTA tamponu 50 kat seyreltildi ve hem

elektroforez tamponu hazirlamada, hem de agaroz jelin hazirlanmasinda kullanildi.

Etidyum Bromiir Cozeltisi: 100 mg etidyum bromiir 10 mL deiyonize suda
¢oziilerek 10 mg/mL’lik stok ¢ozelti elde edildi ve +4 °C’de saklandi. Tiim asamalarda

mutlaka eldiven ve koruyucu gozliik kullanilmalidir.

% 2’lik Agaroz Jel Hazirlanmast: 2 g agaroz 100 mL TAE tamponunda ¢oziildii
ve karisimin mikrodalga firinda yaklasik 50-60 saniye ¢dzlinmesi saglandi. Elde edilen
jele 4 uL etidyum bromiir eklendi, iyice karistirildi. Hazirlanan agaroz jel kalibina
dokiildii ve taraklar yerlestirildi. Jel tamamen donduktan sonra taraklar g¢ikartildi ve

elektroforez tankina yerlestirildi (Sekil 23).
5.2.2.2. PCR iiriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde Yiiriitiilmesi

PCR iiriinlerinden 16 pL alindi ve 4 pL yiikleme boyasi ile karistirildi. Karigim
elektroforez tankindaki jele zarar vermeden kuyucuklara yiiklendikten sonra 100 volt
300 amperde numunelerin gog¢ii saglandi. PCR {iriinlerinin goc¢li 20-25 dakika

saglandiktan sonra jel UV 1sikta goriintiilendi ve fotografi ¢ekildi.

Jel goriintiilerinden elde edilen sonuglara gore sadece BDNF genine sahip olan
fareler wild tip, hem BDNF hem de neomisin genine sahip fareler BDNF (4/-) olarak
tanimlandi (Sekil 24).

5.2.3. Deney Gruplar

BDNF wild tip ve BDNF (+/-) olarak tanimlanan farelerin her biri ayr1 ayri
havalandirilan kafeslerde (RAIR IsoSystem, Delaware, USA) barindirildi. Fareler
Research Diets (New Brunswick, USA) firmasindan satin alinan, icerikleri sirasiyla Ek
1 ve Ek 2’de verilen D12450J ve D12450B kodlu diyetler ile beslendi. Farelere diyetler

ve su ad libitum olarak verildi. Calisma gruplari agagidaki gibi olusturuldu.
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Grup 1 (Standart WT, Kontrol, C57BL6/J wild tip fare; n=8); Standart diyet
(D12450J; % 7 sukroz igeren) ile beslenen grup.

Grup 2 (Standart (+/-), C57BL6/J heterozigot fare; n=8); Standart diyet
(D12450J; % 7 sukroz igeren) ile beslenen grup.

Grup 3 (Sukroz WT, C57BL6/J wild tip fare; n=8); Yiiksek sukrozlu
(D12450B; % 35 sukroz igeren) diyet ile beslenen grup.

Grup 4 (Sukroz (+/-), CS57BL6/J heterozigot fare; n=8); Yiiksek sukrozlu
(D12450B; % 35 sukroz iceren) diyet ile beslenen grup.

Tiim gruplar standardizasyon amaciyla 15 giin siire ile D12450J kodlu standart
fare diyeti ile beslendi. Farelerin baslangi¢ agirliklar1 belirlendikten sonra her grup ilgili
diyetlerle dort ay beslendi ve dekapite edilmeden Once tartilarak son agirliklar1 da

kaydedildi. Fareler dort aylik beslenme periyodu boyunca her iki haftada bir tartildi.

Tim farelerin dekapitasyon yontemi ile sakrifiye edilmesinden 12 saat Once
kafeslerdeki tiim diyetler ve talaglar alinarak deney hayvanlarinin a¢ kalmasi saglandi.
Farelerin kanlar1 biyokimya tiiplerine alind1 ve serumlar elde edilerek analiz siirelerine
kadar -80 °C’de saklandi. Farelerin subkutan ve epididimal yag dokular1 ¢ikartildiktan
hemen sonra dokular sivi azotta donduruldu ve ilgili 6l¢iimler yapilana kadar -80 °C’de

saklandi.
5.2.4. Serum Glukoz ve Triacilgliserol Seviyesinin Ol¢iimii

Aclik serum glukoz ve TAG konsantrasyonlar1 Karadeniz Teknik Universitesi
Farabi Hastanesi Tibbi Biyokimya Laboratuvari’nda mevcut olan Beckman Coulter
Analyzer AU 5800 (Kaliforniya, ABD) markal1 otoanalizorde dl¢iildii. Bu otoanalizérde
glukoz o6l¢iimii hekzokinaz ve glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enzimleri yardimiyla
gerceklesen reaksiyonlar {izerinden saglanir. TAG Olciimii ise lipaz enzimleri
yardimiyla gergeklestirilir. Serum glukoz ve TAG konsantrasyonlar1 oto analizor

tarafindan mg/dL cinsinden hesaplandi.
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5.2.5. Serum Insiilin Seviyesinin Ol¢iimii

Aglik serum insiilin 6l¢iimiinde Crystal Chem (Illinois, ABD) firmasinin fareler
icin drettigi 16MAUMI388 {iriin kodlu, duyarliligi yiiksek insiilin ELISA kiti
kullanildi. Serumda insiilin 6l¢timii kit protokoliine uygun sekilde yapildi. Numuneler
20 kat seyreltildi. Numune konsantrasyonlar1 Sekil 5°teki standart grafigine goére ng/mL
cinsinden hesaplandi. Ayrica farelerde insiilin direncinin derecesini gosterebilmek igin,
aclik serum glukoz ve insiilin konsantrasyonlar1 kullanilarak homeostatik model

degerlendirme (HOMA) yontemiyle HOMA-IR skoru hesaplandi (Tablo 14) (90).

14 -
'g 12 -
g g
=
7}
g 6
E y =5,2598x + 0,1462
s 4 R2=10,9952
[}
=
S
M2
0 T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5
Absorbans (450 nm)

Sekil 5. Insiilin standart grafigi

5.2.6. Serum Adiponektin Seviyesinin Ol¢iimii

Serum adiponektin Sl¢limiinde R&D Systems (Minneapolis, ABD) firmasinin
fareler icin trettigi MRP300 iiriin kodlu adiponektin ELISA kiti kullanildi. Serumda
adiponektin Ol¢imi kit protokoliine uygun sekilde yapildi. Numuneler 2000 kat
seyreltildi. Numune konsantrasyonlart Sekil 6’daki standart grafigine gore pg/mL

cinsinden hesaplanda.
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Sekil 6. Adiponektin standart grafigi

5.2.7. Serum Leptin Seviyesinin Ol¢iimii

Serum leptin dl¢ciimiinde R&D Systems (Minneapolis, ABD) firmasiin fareler
icin tirettigi MOBOO iiriin kodlu leptin ELISA kiti kullanildi. Serumda leptin 6l¢iimii kit
protokoliine uygun sekilde yapildi. Numuneler 20 kat seyreltildi. Numune

konsantrasyonlar1 Sekil 7°deki standart grafigine gore ng/mL cinsinden hesapland.

4500 -
4000 -
3500 -
3000 -
2500 -
2000 -
1500 -
1000 -
500 -

0 T T T 1
0 0,5 1 1,5 2

Absorbans (450 nm)

y =2589,9x - 335,09
R2=0,9997

Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 7. Leptin standart grafigi
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5.2.8. Serum Rezistin Seviyesinin Olciimii

Serum rezistin dlglimiinde R&D Systems (Minneapolis, ABD) firmasinin fareler
icin trettigi MRSNOO iirin kodlu rezistin ELISA kiti kullanildi. Serumda rezistin
Olctimii kit protokoliine uygun sekilde yapildi. Numuneler 30 kat seyreltildi. Numune

konsantrasyonlar1 Sekil 8’deki standart grafigine gore ng/mL cinsinden hesaplandi.

1200 -

1000 -

800 -

600 -

y =579,52x - 67,101
R2=10,9961

400 -

200 -

Konsantrasyon (pg/mL)

0 T T T 1
1 1,5 2
Absorbans (450 nm)

Sekil 8. Rezistin standart grafigi

5.2.9. Serum BDNF Seviyesinin Ol¢iimii

Serum BDNF o6l¢ciimiinde Abnova (Tayvan) firmasinin fareler icin Trettigi
381238504 iiriin kodlu BDNF ELISA kiti kullanildi. Serumda BDNF olgiimii kit
protokoliine uygun sekilde yapildi. Numuneler 5 kat seyreltildi. Numune
konsantrasyonlar1 Sekil 9’daki standart grafigine gore pg/mL cinsinden hesaplandi.
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Sekil 9. BDNF standart grafigi

5.2.10. Serum 4-HNE Seviyesinin Ol¢iimii

Serum 4-HNE 6l¢iimiinde Elabscience (Cin) firmasinin fareler icin iirettigi E-EL-
M2677 iirin kodlu 4-HNE ELISA kiti kullanildi. Serumda 4-HNE oOl¢iimi kit
protokoliine uygun sekilde yapildi. Numuneler 5 kat seyreltildi. Numune

konsantrasyonlar1 Sekil 10°daki standart grafigine gore ng/mL cinsinden hesaplandi.
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Sekil 10. 4-HNE standart grafigi
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5.2.11. Serum 3-NT Seviyesinin Olciimii

Serum 3-NT ol¢iimiinde Elabscience (Cin) firmasmin tirettigi E-EL-0040 iiriin
kodlu 3-NT yarismali ELISA kiti kullanildi. Serumda 3-NT 6l¢iimii kit protokoliine
uygun sekilde yapildi. Numuneler 5 kat seyreltildi. Numune konsantrasyonlar1 Sekil

11°deki standart grafigine gore ng/mL cinsinden hesaplandi.
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Sekil 11. 3-NT standart grafigi

5.2.12. Yag Dokularinda Protein izolasyonu

Yag dokularinda protein izolasyonu Bligh ve Dyer’in gelistirdigi yontem gore
yapildi (91). Yaklasik 100 mg subkutan ve epididimal yag dokusu 200 pL soguk
izolasyon tamponu ve 750 pL kloroform-metanol (1:2) karigimi igeren deney tiipiinde
dokular tamamen parcalanincaya dek homojenize edildikten hemen sonra 1.5 mL’lik
reaksiyon tiiplerine konuldu. Homojenatlar yaklasik 20 dakika buzda bekletildi ve
reaksiyon tiiplerine 250 pL kloroform ve 250 pL deiyonize su eklendi. +4 °C’de 800
g’de 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonunda reaksiyon tiiplerinin {ist kismindan
protein faz elde edildi. Protein fazlarda protein tayini, SOD, CAT, GPx enzim
aktiviteleri ve MDA seviyeleri Ol¢iildii. Lipid fazlarda ise herhangi bir 6l¢iim yapilmadi.
Yag dokularmin homojenizasyonunda kullanilan izolasyon tamponunun hazirlanis

asagida verilmistir.
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Izolasyon Tamponu: 3.03 g Tris, 4.38 g NaCl, 0,04 g EDTA ve 10 mg a-1
antitripsin bir miktar saf suda ¢oziildiikten sonra karigimin pH’s1 1 M HCI ile 7.4’e

ayarlandi. Son hacim 500 mL’ye tamamlandi.
5.2.13. Protein Miktar Tayini

Subkutan ve epididimal yag dokularindan elde edilen fazlarda protein tayini,
katalog numarasi1 71285-3 olan bisinkoninik asit (BCA) protein 6l¢lim kiti (Novagen,
Merck Millipore, Almanya) protokoliine uygun olarak yapildi. Kit prosediiriiniin esas1

Cu**nin alkali ¢6zeltide bulunan protein tarafindan Cu*"’

e indirgenmesi olan Biliret
reaksiyonuna ve olusan Cu'"’in konsantrasyona bagimli dl¢iimiine dayanir. BCA,
indirgenmis Cu ile selat yapan renkli bir reaktiftir. Bu selatlasma sonucu olusan mor
kompleksin 562 nm’de Ol¢limii yoluyla protein miktar1 belirlenmektedir. Caligmada
stok standart olarak 2 mg/mL’lik sigir serum albiimini (BSA) kullanildi. Epididimal ve
subkutan yag dokularindan elde edilen protein fazlarin konsantrasyonlar1 sirastyla Sekil

12 ve Sekil 13’deki standart grafiklerine gore pg/mL cinsinden hesaplandi.
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Sekil 12. Epididimal yag dokularinda protein miktarini hesaplamak icin kullanilan
standart grafigi
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Sekil 13. Subkutan yag dokularinda protein miktarini hesaplamak i¢in kullanilan
standart grafigi

5.2.14. SOD Enzim Aktivitesi Ol¢iimii

SOD enzim aktivitesi Sun ve Oberley’in (92) gelistirdigi yontem modifiye
edilerek belirlendi. Bu yontem, ksantin-ksantin oksidaz sistemiyle olusturulan O,"
Terinin nitroblue tetrazoliumu indirgemesi sonucu olusan mor renkli formazan
molekiiliiniin 560 nm’de verdigi absorbansin Ol¢iilmesi esasina dayanan bir yontemdir.

SOD enzim aktivitesi 6l¢iimiinde kullanilan ¢ozeltiler agagida verilmistir.

SOD Reaktif Karisimi: 3.65 mg ksantin, 8.93 mg etilendiamintetraasetik asit,
1.01 g Na,COs, 12 mg BSA tartild1 ve hacmi 156 mL’ye tamamlandi.

2 M (NH4),S04 Cozeltisi: 2.64 g (NH4)>,SO4 10 mL saf suda ¢oziildi. Ksantin

oksidaz enziminin hazirlanmasinda kullanildi.

0.8 mM CuCl, Cozeltisi: 6.82 mg CuCl, alindi ve 50 mL deiyonize suda ¢oziildii.

Spektrofotometrik dlgiimden hemen Once olusan reaksiyonu durdurmak i¢in kullanildi.

167 U/L Ksantin Oksidaz Cozeltisi: 3.3 U/ mL’lik orijinal siseden 101 pL alinip 2

mL’ ye (NH4),SO4 ¢ozeltisi ile tamamlandi. Ksantin oksidaz ¢ozeltisi giinliik hazirlandi.

150 uM Nitroblue Tetrazolium Cozeltisi: 4.9 mg nitroblue tetrazolium 40 mL

deiyonize suda ¢oziilerek elde edildi. Nitroblue tetrazolium ¢ozeltisi 1siktan korundu.
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100 U/mL’lik stok SOD standardindan 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1 U/mL’ lik SOD
standartlar1 deiyonize su kullanilarak hazirlandi. Epididimal ve subkutan yag
dokularinda sirasiyla 4 ve 2 kat seyreltme yapildi. SOD aktivitesi Ol¢ltimii Tablo 7’ye
gore gergeklestirildi.

Tablo 7. SOD aktivitesi 6l¢iimii i¢in kullanilan reaktifler ve miktarlar

Reaktifler Hacim (nL)
Numune, Standart, Kor 200
SOD Reaktif Karigimi 796
Nitroblue Tetrazolium 204
Ksantin Oksidaz 20

25 °C’de 20 dk inkiibasyon
CuCl, 400

560 nm’de spektrofotometrik dl¢iim yapildi.

SOD aktivitesi hesabinda kullanilan % inhibisyonu belirlemek i¢in Es. 1’deki

formiil kullanildi.
% inhibisyon = (Abs Kor — Abs Numune) + (Abs Kor) x 100 (1)

Standart grafigi, % inhibisyona karsilik gelen konsantrasyonlarin logaritmasi
belirlenerek Sekil 14 ve 15°te gosterildigi gibi c¢izildi. Standart grafiginde belirlenen
denklem kullanilarak numunelerin % inhibisyonlarina karsilik gelen SOD aktivitelerinin
logaritmik degeri hesaplandiktan sonra bunlarin anti logaritmalar1 alinarak numunelerin
SOD aktiviteleri hesaplandi. Epididimal ve subkutan yag dokularindan elde edilen
protein fazlarda toplam SOD aktiviteleri Sekil 14 ve Sekil 15°teki standart grafikler
kullanilarak hesaplandi. Belirlenen SOD aktiviteleri, toplam protein miktarina

boliinerek sonuglar U/mg protein olarak hesaplandi.
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Sekil 14. Epididimal yag dokularinda SOD aktivitesini hesaplamak icin kullanilan
standart grafigi
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Sekil 15. Subkutan yag dokularinda SOD aktivitesini hesaplamak ic¢in kullanilan
standart grafigi

5.2.15. GPx Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii

Epididimal ve subkutan yag dokularinda GPx aktiviteleri Cayman Chemical
(Michigan, ABD) firmasinin iirettigi 703102 numaral1 kitin prosediiriine uygun olarak
belirlendi. Bu kit ile GPx aktivitesi 6l¢iimiiniin esas1 Paglia ve Valentine’ nin gelistirdigi
metoda dayanir (93). Bu metotta GPx ve glutatyon rediiktaz enzimleri kullanilir.
Numunede bulunan hidroperoksitlerin varliginda indirgenmis glutatyon, GPx enzimiyle

yiikseltgenir. Bu yiikseltgenmis glutatyon, NADPH varliginda glutatyon rediiktaz
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enzimi ile indirgenmis glutatyona doniistiiriilirken ayrica NADP' elde edilir.
NADPH’in NADP"’ya yiikseltgenmesi sonucu 340 nm’deki absorbans diisiisii, GPx
enzim aktivitesi ile orantilidir. GPx aktiviteleri nmol/dakika/mg protein cinsinden
hesaplandi. Epididimal ve subkutan yag dokularinda calisilirken kullanilan kontrol

numunesinin aktivitesindeki azalma Sekil 16 ve Sekil 17’deki grafiklerde verilmistir.
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Sekil 16. Epididimal yag dokularinda GPx aktivesinin 6l¢iildiigii kitin kontrol grafigi
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Sekil 17. Subkutan yag dokularinda GPx aktivesinin 6l¢iildiigii kitin kontrol grafigi
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5.2.16. CAT Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii

CAT aktivitesi, amonyum molibdatin H,O, ile olusturdugu sar1 renkli
kompleksin verdigi absorbansin 405 nm’de Olgiilmesi temeline dayanan yontem
modifiye edilerek 6l¢iildii (94). 10 mg CAT standardi 10 mL soguk fosfat tamponunda
¢oziilerek 160 kU/mL’lik stok CAT standardi elde edildi. Stok CAT standardindan 80,
40, 20, 10, 5, 2.5, 1.25 kU/mL’lik CAT standartlar1 olusturuldu. Calismada kor olarak
izolasyon tamponu kullanildi. CAT aktivitesinin Ol¢iimiinde kullanilan c¢ozeltiler

asagida verilmistir.

60 mM’lik Sodyum-Potasyum Fosfat Tamponu: 2.08 g Na,HPO4 ve 1.58 g
KH,PO, bir miktar saf suda ¢oziildii. pH’s1 7’ye ayarlandiktan sonra son hacim saf su

ile 500 mL’ye tamamlandi.

Amonyum Molibdat Cozeltisi: 10.01 g amonyum molibdat bir miktar saf suda

¢oziildii ve son hacim 250 mL’ye tamamlandi.

Substrat Cozeltisi: 9.7 mM’lik H,O,’den 336 pL alindi ve 50 mL fosfat

tamponunda seyreltildi. Substrat ¢ozeltisinin 1g1ktan korunmasina dikkat edildi.

Tablo 8. CAT aktivitesi 6l¢iimii i¢in kullanilan reaktifler ve miktarlari

Reaktifler Hacim (nL)
Numune, Standart, Kor 20
Substrat Cozeltisi 100

37 °C’de 60 saniye inkiibasyon
Amonyum Molibdat Cozeltisi 100
405 nm’de spektrofotometrik Sl¢lim yapildi.

Epididimal ve subkutan yag dokularindan elde edilen protein fazlarda CAT
aktiviteleri Sekil 18 ve Sekil 19’daki standart grafikler kullanilarak hesaplandi.
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Sekil 18. Epididimal yag dokularinda CAT aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan
standart grafigi
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Sekil 19. Subkutan yag dokularinda CAT aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan
standart grafigi
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5.2.17. MDA Seviyelerinin Belirlenmesi

Epididimal ve subkutan yag dokularindan elde edilen protein fazlarda MDA
seviyelerinin belirlenmesi, MDA ’nin asidik ortamda tiyobarbitiirik asit ile olusturdugu
kompleksin renginin 532 nm’deki absorbansinin Olgiilmesi esasina dayanan metot
modifiye edilerek yapildi (95). MDA seviyelerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltiler

asagida verilmistir.

% I1’lik H;PO, Cozeltisi: Bir miktar saf su iizerine 2.94 mL % 85’lik H3PO,4

eklendi ve son hacim saf su ile 250 mL’ye tamamlanda.

Tiyobarbitiirik asit (TBA) Cozeltisi: 0.67 g TBA 50 mL asetik asitte manyetik bar
yardimiyla 30 °C’de yaklasik 20 dakika karigtirildi. TBA ¢ozeltisi tamamen soguduktan
sonra lizerine 50 mL saf su ilave edildi ve iyice karistirilarak ¢calismada kullanilan nihai

¢oOzelti elde edildi.

Standart ¢ozeltiler: 82.5 pL tetrametoksipropan 50 mL 0.01 M HCI ¢ozeltisine
eklendi ve 50 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Reaksiyon sonucu olusan 10000 nmol/mL’lik
stok MDA standardindan 100 nmol/mL’lik ara stok ¢ozelti hazirlandi. Ara stok
cozeltiden 10 nmol/mL’lik ¢o6zelti elde edildi ve bu ¢ozeltiden seri seyreltmeler
yapilarak 5, 2.5, 1.25, 0.63 ve 0.31 nmol/mL’lik standart c¢ozeltiler hazirlandi.
Hazirlanan reaksiyon karisimi Tablo 9°da, standart grafikleri Sekil 20, 21°de verilmistir.

Tablo 9. MDA seviyelerinin belirlenmesi i¢in kullanilan reaktifler ve miktarlari

Reaktifler Hacim (pL)
Protein faz, Standart, Kor 200
%1’lik H3PO4 Cozeltisi 1200
TBA Cozeltisi 400

100 °C’de 45 dakika inkiibasyon
532 nm’de spektrofotometrik 6lgiim yapildi.

47



14 -

g
£ 121
=)
E 10 -
2
= 8 -
)
7
& 64
&
= 4
7]
E o
V4
O T T T T T 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
Absorbans (532 nm)

Sekil 20. Epididimal yag dokularindan elde edilen protein fazlarda MDA seviyelerinin
belirlenmesinde kullanilan standart grafigi
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Sekil 21. Subkutan yag dokularindan elde edilen protein fazlarda MDA seviyelerinin
belirlenmesinde kullanilan standart grafigi
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5.3. Gen Ekspresyonu Analizleri

5.3.1. Total RNA izolasyonunda Kullanilan Dietilpirokarbonat (DEPC)’li Suyun

Hazirlanisi

% 97’lik stok DEPC’den % 0.1 (v/v)’lik 500 mL DEPC’li su hazirland1 ve 2 saat
siiresince 37 °C’de inkiibasyona birakildi ve bunun ardindan 20 dk otoklavland:. Elde
edilen ¢dzeltinin bozulmasi ve 1siktan etkilenmesini engellemek i¢in +4 °C’de koyu
siselerde saklandi. Epididimal ve subkutan yag dokularmin par¢alanmasi ve tartimi
siirecinde kullanilan tiim malzemeler distile su ve ardindan dokulardan total RNA
izolasyonu asamasindaki muhtemel RNA kaybini azaltmak amaciyla DEPC’li su ile

muamele edildikten sonra kullanildu.
5.3.2. Epididimal ve Subkutan Yag Dokularindan Total RNA izolasyonu

Epididimal ve subkutan yag dokularindan total RNA izolasyonu Guan ve Yang’in
gelistirdigi yontem (96) ile RNA izolasyon kiti (Roche, Isvigre) ve TN70 iiriin kodlu
GenElute™ Mammalian Total Miniprep Kiti’nin (Missouri, ABD) iceriginde kullanilan

malzemelerle asagida verilen asamalarda gergeklestirildi.

e 1.5 mL’lik RNAaz igermeyen reaksiyon tiipiine alinan yaklasik 300 mg yag
dokusu iizerine 1 mL TriPure izolasyon reaktifi (Roche, Isvigre) eklendi ve el
homojenizatorii yardimiyla 30 s boyunca homojenize edildi.

e Reaksiyon tiipleri 20 dk oda sicakliginda inkiibasyondan sonra 12 000 g’de +4
°Cde 10 dk santrifiij edildi.

e Santrifiijiin ardindan {ist kisimda kalan yag tabakasi atildi. Orta kisimda kalan
hafif pembe renkli tabaka RNAaz icermeyen baska bir reaksiyon tiipiine alind1.

e Yeni reaksiyon tlipline alinan hafif pembe renkli tabakanin iizerine 200 pL
kloroform eklendi ve 15 s boyunca kuvvetlice calkaland1 (Bu asamada vorteksleme
yapilmamalidir).

e Elde edilen karisim oda sicakliginda 15 dk bekletildi. Ardindan karisim +4 °C’de
12 000 g’de 15 dk santrifiij edildi.

e Ustte kalan renksiz faz yeni reaksiyon tiipiine alindi ve bunun hacmi kadar %

70’lik etanol eklendi ve vortekslendi.
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e Etanol iceren karigimin 700 pL’si kitin igeriginde bulunan filtrasyon kolonuna
yiiklendi ve +4 °C’de 12 000 g’de 18 s santrifiij edildi. (Etanol iceren karistm 700
uL’den fazla ise, fazlalik kisim da ayrica filtrasyon kolonuna eklenebilir ve ayni
islemlere tabi tutulabilir).

e Kolona 250 pL yikama ¢ozeltisi I (Kat. No. W3136) eklendi ve +4 °C’de 12
000 g’de 18 s santrifiij edildi.

e Kolona 80 pL DNaz stok c¢ozeltiden elde edilen DNaz I c¢alisma ¢ozeltisi
eklendi, 15 dk inkiibe edildi ve vortekslendi.

DNaz I Cozeltisi: 79254 iiriin kodlu Qiagen firmasi (Almanya) menseili DNaz
Seti’nin igeriginde bulunan reaktiflerle hazirlandi. Liyofilize DNaz I 550 uL. RNaz’dan

arindirilmis su ile hafifce karistirilarak ¢oziildii.

DNaz Calisma Cozeltisi: DNaz stok ¢ozelti ile 79254 {iriin kodlu kit iceriginde
bulunan RDD tamponunun 1:7 oraninda karistirilmasiyla elde edildi. Bu asamada DNaz

I’in fiziksel denatiirasyona kars1 duyarli olmasindan dolay1 vorteksleme yapilmamalidir.

e 250 pL yikama ¢ozeltisi I (Kat. No. W3136) eklendi ve +4 °C’de 12 000 g’de
18 s santrifiij edildi.

¢ Kolon kitin igeriginde bulunan yeni toplama tiipiine konuldu.

e Kolona 500 uL yikama ¢ozeltisi I (Kat. No. W3261) eklendi ve +4 °C’de 12
000 g’de 18 s santrifiij edildi (Bu islem iki kere tekrarlandi). Sivi kisim atildi.

¢ Bos kolona, kolonda kalan etanoliin uzaklastirilmas: icin 12 000 g’de 2 dk
santrifiij islemi uygulandi.

e Kolon yeni reaksiyon tiipiine konulduktan sonra 60 °C’de isitilan eliisyon
cozeltisinin 100 pL’si kolonun merkezine gelecek sekilde eklendi ve hafifce
vortekslendi.

e Kolon 60 °C’de 3 dk bekletildi, 12 000 g’de 2 dk santrifiijlendi.

e Elde edilen RNA numuneler iki ayri RNaz/DNaz’dan yoksun reaksiyon

tiiplerine konuldu ve -80 °C’de sakland.
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5.3.3. Total RNA izolasyonu Sonucu Elde Edilen RNA Miktarinin Belirlenmesi

Epididimal ve subkutan yag dokularindan elde edilen total RNA’larin
konsantrasyonlar1 ve RNA safliginin bir gostergesi olan A260/A280 orani NanoDrop
kullanilarak belirlendi. Izole edilen RNA’lar eliisyon ¢ozeltisinde ¢oziildiigii igin,
Olciimde bu c¢ozelti kor olarak kullanildi. Total RNA numuneleri ng/puL cinsinden

hesaplandi.
5.3.4. Total RNA’dan Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Epididimal ve subkutan yag dokularindan elde edilen total RNA’lardan cDNA
sentezi 04 896 866 001 iiriin kodlu Roche (isvi¢re) marka “Transcriptor First Strand
cDNA Synthesis” kit prosediiriine uygun sekilde gergeklestirildi. izole edilen RNA

numuneler cDNA sentezi asagida verilen asamalarin sonucunda gerceklestirildi.

e -80 °C’den cikartilan total RNA numuneleri oda sicakhigma gelene kadar
bekletildi. Total RNA numuneleri 1s1 blogunda 65 °C’de 10 dk bekletildi.
e Total RNA’lar RNaz/DNaz’dan arindirilmis su ile seyreltilerek konsantrasyonu

100 ng/uL’ye ayarlandi.

cDNA sentezi i¢in gerekli karisim, 1.5 mL’lik RNaz/DNaz’dan yoksun reaksiyon

tiiplerinde Tablo 11°de verilen reaktifler kullanilarak hazirlandi.

Tablo 10. cDNA sentezi i¢in hazirlanan karisimin igerdigi reaktifler ve miktarlari

Reaktifler Hacim (pL)
Su 1
Tampon 4
RNaz inhibitorii 0.5
dNTP Karigimi (10 mM) 2
Random Hekzamer Primer 2

Ters Transkriptaz (20 U/uL) 0.5

10 pL numunelerden elde edilen total RNA’ya hazirlanan karigimdan 10°ar pL
eklendi. PCR cihazi 25 °Cde 10 dk, 55 °C’de 30 dk ve 85 °C’de 5 dk olacak sekilde
ayarlandi, hazirlanan numuneler cihaza yiliklendi ve reaksiyonlarin sonucunda total

RNA’dan cDNA sentezi gergeklestirildi. Olusan cDNA {iriin konsantrasyonlari (ng/pL)
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ve safligi NanoDrop’ta belirlendi. -80 °C’de gen ekspresyon analizlerinin yapilacag: ana
kadar saklandi. Gen ekspresyon analizlerinden hemen o6nce cDNA numune

konsantrasyonlart 100 ng/uL’ye seyreltildi.
5.3.5. RT-PCR Analizleri

RT-PCR metodu, PCR dongiileri siirecinde meydana gelen {iriin miktar1 artiginin,
bu {iirline baglanan floresan boyanin yaptigl 1isima yardimiyla takip edilmesi temeline
dayanir. Kantitatif RT-PCR her bir numune ic¢in her bir reaksiyondaki floresan

sinyallerin sayisal degerlere doniisiimiinii saglar (97).

Gen ekspresyon analizleri SYBR Green floresan boyasi iceren 04 707 516 001
iiriin kodlu Roche (isvigre) marka LightCycler® 480 SYBR Green 1 Master kiti ile
LightCycler® 480 II RT-PCR (Roche, isvigre) cihazinda gerceklestirildi. Bu sistemde

cDNA ol¢iimiiniin temel basamaklar1 agagidaki gibidir:

e Amplifikasyonun baslangicinda reaksiyon karisimi denatiire DNA, primerler ve
SYBR Green boyasi igerir. Bu asamada baglanmayan boya diisiik siddetli floresan 1s1ma
yapar ve bu diisiik floresan sinyal analizler esnasinda ¢ikartilir.

e Primerlerin baglanmasindan sonra daha fazla sekilde yeni sentezlenen cDNA’ya
baglanir. Bu baglanma sonucunda SYBR Green I uyarilma asamasina kadar 151k yayar.

e Uzama safhasinda daha fazla boya yeni sentezlenen cDNA’ya baglanir. Bu
reaksiyon zincirleri devamli izlenirse floresan artis1 da es zamanl goriilebilir.
cDNA’nin denatiirasyonu sonrasinda boya molekiilleri ayrilir ve floresan sinyali azalir.

e Her PCR dongiisiiniin uzama safhasinin sonunda floresan Ol¢iim, amplifiye
cDNA miktar artiginin gézlenmesinde kullanilir.

eRT-PCR analizinde SYBR Green boyasinin spesifik olmayan baglanmalar
gosterebilecegi gbéz oOnilinde bulundurularak, bu boyanin kullanildig1 ¢aligmalarin
sonunda erime egrisi analizi de yapilarak kendi {irlinlimiiziin ¢ogalip ¢ogalmadigini
izlemek miimkiin olmaktadir. Erime egrisi analizinde reaksiyon karistminin sicakligi 97
OC’ye yiikseltilir. Bu durum DNA zincirlerinin ayrilmasina ve SYBR Green I floresan
isimasinin azalmasina tekabiil eder. LightCycler® 480 II RT-PCR cihazi bu azalmay:
izleyerek her bir hedef gen i¢in egrime egrisi olusturur.

Gen ekspresyonu analizlerinde kullanilan primerlerin dizileri Tablo 12°de

verilmistir.
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Tablo 11. RT-PCR’da kullanilan primer dizileri

Gen Primer Primer Dizisi

Ileri primer 5’-AAT AAT GTT GTG TCG GGC GGC-3’

Fare SOD2 Geri Primer 5°_TTG TAA CAT CTC CCT TGG CCA G-3’
fleri primer 5°.CAG TGG ATG GCT TGA AAT GTG G-3’
Fare GPx3 Geri Primer 5°.GTG AGG GCT CCA TAC TCG TAG-3’
lleri primer 5’-TCA GGG ATG CCA TAT TGT TTC C-3°
Fare CAT

Geri Primer 5’- AAT AGA CTG CCT CTC CATCTG C-3°

[leri primer 5’-AGA CCT CTA TGC CAA CAC AGT G-3°

Fare B-Aktin
Geri Primer 5’- ATC GTA CTC CTG CTT GCT GAT C-3°

RT-PCR c¢alismasinda 1.5 mL’lik RNaz/DNaz’dan arindirilmig reaksiyon
tiiplerinde her bir hedef gen (SOD2, GPx3 ve CAT) ve referans genin (p-aktin) her bir

reaksiyonu i¢in ayri ayri reaksiyon karigimlart Tablo 13’te verildigi sekilde hazirlandi.

Tablo 12. RT-PCR calismasinda bir reaksiyon i¢in kullanilan reaktifler

Reaktiler Hacim (pL)
PCR Safliginda Su 3

Ileri Primer 1

Geri Primer 1
Master Karigim (2x) 10
TOPLAM 15

RT-PCR i¢in 6zel olarak iiretilmis 96 kuyucuklu pleyt, her bir numunenin her bir
hedef ve referans geni ic¢in iki reaksiyon olacak sekilde tasarlandi. Ayrica negatif
kontrol olarak PCR safliginda su kullanild1 ve bdylece her pleytte 11 numune ¢alisildi.
Her kuyucuga Tablo 13’te verilen 15 pL’lik reaksiyon karigimindan eklendi. Bu
reaksiyon karisimlar tizerine her bir numuneye ait seyreltilmis epididimal ve subkutan
yag dokularindan elde edilen cDNA’lardan 5 pL eklenerek reaksiyon hacmi 20 pL’ye
ayarland1 ve pleyt kaplama folyosu ile sikica kapatildi. Kapatilan pleyt 1500 g’de 2 dk
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santrifiij edildi. Pleyt, Tablo 14’te verilen protokole uygun olarak LightCycler® 480 II
RT-PCR cihazi ayarlandiktan sonra cihaza yiiklendi.

Tablo 13. RT-PCR ¢alismasinda uygulanan yontem

Program Dongii Analiz Modu
On Inkiibasyon 1 Yok
Amplifikasyon 55 Miktar Tayini
Erime Egrisi 1 Erime Egrisi
Soguma 1 Yok

Hedef Sicakhk [OC] Elde Etme Modu  Siire [saat:dk:s] Sicakhik Artisi [OC/s]

On Inkiibasyon

95 Yok 00:08:00 4.4
Amplifikasyon

95 Yok 00:00:10 4.4
58 Yok 00:00:15 2.2
72 Tek 00:00:20 4.4

Erime Egrisi

95 Yok 00:00:05 4.4
65 Yok 00:01:00 2.2
97 Stirekli Yok 0.11
Soguma

40 Yok 00:00:30 1.5
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RT-PCR c¢alismalarinda elde edilen amplifikasyon grafiklerinden biri, Ornek
olarak Sekil 22°de gosterilmistir.

Fluorescence History
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Sekil 22. Bir pleytin RT-PCR’da ¢alisilmasi sonucunda elde edilen tipik amplifikasyon
grafigi. Negatif kontrol olarak PCR safliginda su kullanildi. (Beta Aktin:
Mavi, CAT: Yesil, SOD2: Sari, GPx3: Kirmiz1)

RT-PCR c¢aligmalarinda elde edilen erime egrisi grafiklerinden biri, 6rnek olarak

Sekil 23’de gosterilmistir.

Melting Peaks

-(d/dT) Fluorescence (
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Temperature (*C)

Sekil 23. Bir pleytin RT-PCR’da calisilmasi sonucunda elde edilen tipik erime egrisi
grafigi
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5.3.6. Gen Ekspresyonu Calismalarinin Analizi

Gen ekspresyonu c¢aligmalarinin analizinde rélatif miktar tayini metodu kullanildi.
Bu metot, konsantrasyonu bilinen standartlardan elde edilen kalibrasyon egrisi
kullaninmi gerektirmemektedir. Bunun yerine referans gen olarak kullanilan [B-aktin
housekeeping geni, hedef genlerle birlikte her bir numune i¢in ayr1 ayr1 olmak iizere,
ayn1 calismada amplifiye edilerek hedef ve referans genlere ait geg¢is noktasi (Cp)
degerleri bulunur ve analizlerde bu degerler kullanilir (98). Ayrica cihaz tarafindan
hesaplanan verimlilik degerinin 2 bulunmasindan dolayi, rélatif tayin i¢in Livak ve

2—AACP

Schmittgen’in  gelistirdigi formiiline gore gen ekspresyon analizleri

gerceklestirildi (99).

Epididimal ve subkutan yag dokulardaki SOD2, GPx3 ve CAT ekspresyonlarinin
degerlendirmesinde oncelikle standart WT gruplart kontrol grubu olarak alindi ve
standart (+/-) ile sukroz WT gruplarinda ilgili genlerin ekspresyonlar1 belirtilen kontrol
grubu referans alinarak 2*“P formiiliine gdre ayri ayri hesaplandi. Béylece standart
diyetle beslenen farelerde BDNF eksikliginin ve wild tip farelerde yiiksek sukrozun
etkisini incelemek amaciyla, epididimal ve subkutan yag dokularindaki SOD2, GPx3 ve
CAT ekpresyonlarmin rélatif degisimi incelendi. Bununla birlikte BHF’lerde yiiksek
sukrozun epididimal ve subkutan yag dokularindaki SOD2, GPx3 ve CAT ekpresyonu
tizerine etkisini incelemek i¢in, standart (+/-) grubu kontrol grubu alinarak sukroz (+/-)
grubunun gen ekspresyonu rolatif olarak belirlendi. Ayrica yiliksek sukrozlu diyetle
beslenmis farelerin epididimal ve subkutan yag dokularindaki SOD2, GPx3 ve CAT
ekpresyonu iizerine BDNF eksikliginin etkisini incelemek i¢in, sukroz WT grubu

kontrol alinarak sukroz (+/-) grubunun gen ekspresyonu rélatif olarak belirlendi.

Yukarida belirtildigi iizere BDNF eksikligi ve yiiksek sukrozlu diyet temelinde
ayr1 ayrt degerlendirilen gruplarin rolatif gen ekspresyonunun hesaplanmasinda
kullanilan kontrol gruplarina ait numunelerin her bir geninde calisilan iki reaksiyonun
ortalama Cp degeri hesaplandi. Bu kontrol grubuna ait ortalama Cp degeri,

degerlendirilen gruplarin rélatif gen ekspresyonunun hesaplanmasinda kullanildi.

BDNF eksikligi ve yiiksek sukrozlu diyet temelinde ayr1 ayr1 degerlendirilen
gruplarda ise bu gruplardaki her bir numunenin iki reaksiyon olarak c¢alisilan her bir

genine ait Cp degerleri, 2P formiilii iizerinden rolatif hesap ile ikiser adet Cp degeri
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elde edildi. Hesaplama agsamasimnin sonunda, 2P formiiliine gore elde edilen iki adet
Cp degerinin ortalamasi alind1 ve her numunenin her bir genine ait olan bu ortalama Cp
degerlerine gore istatistiksel analizler yapildi. Rolatif miktar tayininde deney
gruplarinin ekspresyon seviyeleri belirlenen kontrol gruplarin ilgili gen ekspresyon

seviyeleri baslangi¢ alinarak kat seklinde goreceli olarak ifade edildi.
5.4. Istatistiksel Analizler

Calismanin sonuglarinin normal dagilima uygunluklart Kolmogorov-Smirnov testi
ile kontrol edildi. Normal dagilima wuymayan ikiden fazla degiskenin
degerlendirilmesinde Kruskall-Wallis testi ve ikili degisken icin Mann-Whitney U testi
uygulandi. Normal dagilima uyan iki degiskenin degerlendirilmesinde Student-t
(independent-t) testi uygulandi. Normal dagilima uymayan degiskenlerden elde edilen
degerler medyan-geyrekler arasi aralik (IQR), normal dagilima uyan degiskenler ise
aritmetik ortalama * standart hata (X + SE) olarak ifade edildi. p<0.05 istatistiksel
anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. Farelerin Genotiplenmesi, Yag Dokularimin Goériiniimleri ve Haftahk Agirhk

Degisimleri ile Ilgili Bulgular

Farelerin kuyruk uglarindan alinan orneklerden PCR ile BDNF icin Kisim
5.2.1’de aciklanan yontem kullanilarak genotipleme yapildi. BDNF geninin her iki
alleline sahip olan fareler wild tip, BDNF ve neomisin geninin birer alleline sahip
fareler heterozigot olarak tanimlanmistir. PCR yoluyla BDNF i¢in gerceklestirilen

agaroz jel elektroforezinin goriintiisii Sekil 24°te verilmistir.

Sekil 24. PCR iiriinlerine ait agaroz jel elektroforez goriintiisii. Ust kissmda BDNF
bantlari, alt kisimda neomisin bantlar1 goriilmektedir. A: Negatif Kontrol, B:
Pozitif Kontrol, C-D: BDNF (+/-), E: Wild tip

BDNF wild tip ve BDNF (+/-) fareler belirlendikten sonra farelerin her biri ayr1
ayr1 havalandirilan kafeslerde (RAIR IsoSystem, Seaford, DE, USA) barindirild.
Fareler Research Diets (New Brunswick, USA) firmasindan ticari olarak satin alinan
D12450J ve D12450B kodlu yemler ile dort ay siireyle ad libitum olarak beslendi. Tiim
gruplar adaptasyon amaciyla 15 giin siire ile D12450] kodlu yem ile beslendi.
Dekapitasyon sonrast dokularin ¢ikarilmas: asamasinda, farelerin subkutan ve

epididimal yag dokularinin goriiniimleri sirasiyla Sekil 25 ve Sekil 26’da verilmistir.
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Sekil 25. Dekapitasyon sonrasi farelerin subkutan yag dokularinin gériiniimleri
A:Standart yem B: Yiiksek sukroz igerikli yem ile beslendi.

Sekil 26. Dekapitasyon sonrasi farelerin epididimal yag dokularinin goriiniimleri
A: Standart yem B: Yiiksek sukroz icerikli yem ile beslendi.
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Farelerin beslenmeye baslanmadan ve beslenme periyodunun sonundaki

agirliklart Tablo 14’te, 15 gilinliik araliklarla yapilan tartimlardan elde edilen sonuglar

Sekil 27°de verilmistir.

45

40

35

30

25

20

Agirhik (g)

15

10

== Standart WT
* == Sukroz WT
Standart (+/-)

=== Sukroz (+/-)

0.glin 15.giin 30. giin 45. glin 60. giin 75. giin 90. glin 105. giin 120. giin
Giinler

Sekil 27. Standart ve yiiksek sukroz icerikli diyetle beslenen wild tip ve heterozigot

farelerin agirliklarinin degisim grafigi

Deney gruplarina ait farelerin beslenme periyoduna baslamadan onceki ve

beslenme periyodu sonundaki agirliklarinin ortalama ve standart sapmalar: ile serum

glukoz, triacilgliserol, insiilin konsantrasyonlari ve HOMA-IR degerlerinin medyan ve

IQR degerleri Tablo 14’te verilmistir.
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Tablo 14. Farelerin baslangic ve son agirliklar1 ile glukoz, TAG, insiilin
konsantrasyonlar1 ve HOMA-IR skorlarinin gruplardaki dagilimi

Standart WT Standart (+/-) Sukroz WT Sukroz (+/-)
Baslangic agirh@ (g)
X+SD 16.2+1.7 16.7£1.9 16.4+1.7 16.9+1.22
Medyan-IQR 159-24 16.4-3.6 16.8-2.6 16.6 —2.2
Son agirlik (g)
X+SD 263+ 1.1 33.6+5.5 27.8+1.6 33.7+3.6
Medyan-IQR 26.7-2.1 32.8-8.7° 279-19° 33.0-3.5°
Glukoz (mg/dL)
X+SD 134.6 £41.6 186.0 £ 26.7 168 £27.8 212.5+28.2
Medyan — IQR 130 — 65 180 —55? 160 — 40? 212.5 —55"¢
Insiilin (ng/mL)
X+SD 41+£19 8.6 +3.1 9.1+4.3 17.3+42
Medyan - IQR 3.8-3.8 8.5-5.8" 8.5-17.6 18.3 —4.2%>¢
Triacilgliserol (mg/dL)
X+SD 86.1+17.1 101.8 +21.8 82+ 10.3 84+ 84
Medyan - IQR 90 - 15 100 — 40 80-20 80-10
HOMA-IR Skoru"
X+SD 499+234 96.8 £47.6 46.7+21.8 159.8 £ 56.3
Medyan - IQR 42.7-473 84.0-71.1° 45.1-42.7 151.5-71.5

" [(Glukoz (mmol/L)) x (Insiilin (mU/L)) / 22.5] formiiliine gére hesaplandh.
*: Standart WT grubuna gore p<0.05 diizeyinde anlamlidur.

P. Sukroz WT grubuna gore p<0.05 diizeyinde anlamlidur.

‘. Standart (+/-) grubuna gore p<0.05 diizeyinde anlamlidir.

Beslenme periyodu sonunda standart (+/-) ve sukroz WT gruplariin son
agirhiklarimin  standart WT grubununkine gore anlamli derecede arttigi belirlendi
(srastyla p=0.001 ve p=0.019). Sukroz (+/-) grubunun son agirhiginin sukroz WT
grubununkine gore anlamli derecede arttig1 belirlendi (p=0.001). Standart (+/-) ve
sukroz WT gruplarinin serum glukoz konsantrasyonunun standart WT grubununkine
gore anlamli derecede yliksek oldugu belirlendi (sirasiyla p=0.003 ve p=0.029). Sukroz
(+/-) grubunun serum glukoz konsantrasyonunun standart (+/-) ve sukroz WT
gruplarininkine gore anlamli derecede yiiksek oldugu goriildii (sirasiyla p=0.013 ve

p=0.004). Standart WT grubunun serum insiilin konsantrasyonu standart (+/-) ve sukroz
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WT gruplarininkine gore anlamli derecede diigiik bulundu (sirasiyla p=0.001 ve
p=0.003). Sukroz (+/-) grubunun serum insiilin konsantrasyonunun standart (+/-) ve
sukroz WT gruplarminkine gore anlamli derecede arttig1 belirlendi (sirastyla p=0.000 ve
p=0.001). Gruplar arasinda serum TAG konsantrasyonlar1 acgisindan herhangi
istatistiksel anlamlilik gdriilmedi. Standart (+/-) grubunun HOMA-IR skorunun standart
WT grubununkine gore anlamli derecede yiiksek oldugu belirlendi (p=0.010). Sukroz
(+/-) grubunun HOMA-IR skorunun sukroz WT grubununkine gore anlamli derecede
yiiksek oldugu goriildi (p=0.000).

6.2. Serum BDNF Seviyesi Olciimiine Ait Bulgular

Standart (+/-) grubunun serum BDNF konsantrasyonunun standart WT
grubununkine gore anlamli derecede diisiik oldugu belirlendi (p=0.001). Sukroz (+/-)
grubunun serum BDNF konsantrasyonunun sukroz WT grubuna gbre anlamli derecede
diisiik oldugu goriildii (p=0.007). Gruplardaki serum BDNF seviyelerinin ortalama ve
standart sapma degerleri ile istatistiksel anlamlilik derecelerinin dagilimi Sekil 28 ve

Tablo 15°te gosterilmistir.

160 -

140
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60

40

Serum BDNF Konsantrasyonu
(pg/mL)

20

Standart WT Standart (+/-) Sukroz WT Sukroz (+/-)

Sekil 28. Serum BDNF seviyelerinin gruplara gore dagilimi *: Standart WT grubuna
gére p=0.001, *: Sukroz WT grubuna gére p=0.007 diizeyinde anlamlidur.
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Tablo 15. Serum BDNF seviyelerine ait degerler (pg/mL)

Ortalama + SD Medyan-IQR % 95 CI
Standart WT 129.8 £ 16.4 131.7 - 30.7 119.4 - 140.2
Standart (+/-) 94.4+28.2 93.8 - 49.8* 78.5—-110.3
Sukroz WT 120.0 £ 18.7 121.3-36.4 104.3 -135.6
Sukroz (+/-) 85.1+25.1 94.7 - 41.6" 64.1 -106.0

*: Standart WT grubuna gore p=0.001 diizeyinde anlamlidur.
P: Sukroz WT grubuna gore p=0.07 diizeyinde anlamlidur.
p; “Mann Whitney U” testine gore belirlendi.

6.3. Serum Leptin Seviyesi Olciimiine Ait Bulgular

Standart WT grubunun serum leptin konsantrasyonunun standart (+/-) ve sukroz
WT gruplarminkine goére anlamli derecede diisiik oldugu belirlendi (sirastyla p=0.001,
p=0.007). Sukroz (+/-) grubunun serum leptin konsantrasyonunun sukroz WT grubuna
gore anlamli derecede yiiksek oldugu gorildii (p=0.001). Gruplardaki serum leptin
seviyelerinin ortalama ve standart sapma degerleri ile istatistiksel anlamlilik

derecelerinin dagilimi Sekil 29 ve Tablo 16’da gdsterilmistir.

W Leptin

Serum Leptin
Konsantrasyonu (ng/mL)

Standart WT Standart (+/-) Sukroz WT Sukroz (+/-)

Sekil 29. Serum leptin seviyelerinin gruplara gore dagilimi *": Standart WT grubuna
gore sirasiyla p= 0.001 ve p=0.007, “: Sukroz WT grubuna gore p=0.001
diizeyinde anlamlidir.
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Tablo 16. Serum leptin seviyelerine ait degerler (ng/mL)

Ortalama + SD Medyan-IQR % 95 CI
Standart WT 53+34 59-58 328-74
Standart (+/-) 247+9.5 25.1-16.0° 18.4-31.1
Sukroz WT 85+3.5 92-52° 6.0-11.0
Sukroz (+/-) 25.1+11.9 22.5-18.5° 16.5-33.6

. Standart WT grubuna gore p=0.001 diizeyinde anlamlidir.
P. Standart WT grubuna gore p=0.007 diizeyinde anlamlidir.
‘. Sukroz WT grubuna gére p=0.001 diizeyinde anlamlidur.
p; “Mann Whitney U” testine gore belirlendi.

6.4. Serum Adiponektin Seviyesi Ol¢iimiine Ait Bulgular

Standart (+/-) grubunun serum adiponektin konsantrasyonunun standart WT
grubuna gore anlamli derecede diisiik oldugu belirlendi (p=0.043). Sukroz (+/-)
grubunun serum adiponektin konsantrasyonunun sukroz WT grubuna gore anlamli
derecede diisilk oldugu belirlendi (p=0.035). Gruplardaki serum adiponektin
seviyelerinin ortalama ve standart sapma degerleri ile istatistiksel anlamlilik

derecelerinin dagilimi Sekil 30 ve Tablo 17°de gosterilmistir.
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Standart WT Standart (+/-) Sukroz WT Sukroz (+/-)

Sekil 30. Serum adiponektin seviyelerinin gruplara gére dagilimi *: Standart WT
grubuna gore p=0.043, *: Sukroz WT grubuna gore p=0.035 diizeyinde
anlamlidir.
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Tablo 17. Serum adiponektin seviyelerine ait degerler (ug/mL)

Ortalama + SD Medyan-IQR % 95 CI
Standart WT 7.0+£1.1 7.1-1.8 6.4-7.7
Standart (+/-) 6.1+0.8 6.1-1.3* 57-6.6
Sukroz WT 6.4+0.7 6.3-1.6 59-69
Sukroz (+/-) 57+0.9 54-0.8" 50-63

. Standart WT grubuna gore p=0.043 diizeyinde anlamlidir.
P Sukroz WT grubuna gére p=0.035 diizeyinde anlamlidur.
p; “Mann Whitney U” testine gore belirlendi.

6.5. Serum Rezistin Seviyesi Ol¢iimiine Ait Bulgular

Serum rezistin konsantrasyonu bakimindan gruplar arasinda herhangi fark
goriilmedi. Gruplardaki serum rezistin seviyelerinin ortalama ve standart sapma

dagilim1 Sekil 31 ve Tablo 18’de gosterilmistir.

20
% 18 B Rezistin
16
)
£ 1
)
SE 12
S 10
EZ
2 £
3%
= 4
S
M2
0 L L L L
Standart WT Standart (+/-) Sukroz WT Sukroz (+/-)
Sekil 31. Serum rezistin seviyelerinin gruplara gére dagilimi
Tablo 18. Serum rezistin seviyelerine ait degerler (ng/mL)
Ortalama + SD Medyan-IQR % 95 CI
Standart WT 14.8+£2.6 14.0-3.7 13.3-16.4
Standart (+/-) 145+3.6 13.0-7.0 12.4-16.5
Sukroz WT 143+2.8 13.7-3.1 12.3-16.0
Sukroz (+/-) 14.0+2.9 14.8-5.6 11.9-16.1
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6.6. Serum 3-Nitrotirozin Seviyesi Ol¢iimiine Ait Bulgular

Sukroz WT grubunun serum 3-NT konsantrasyonunun standart WT grubundan
anlamli derecede yiiksek oldugu belirlendi (p=0.031). Gruplardaki serum 3-NT

seviyelerinin ortalama ve standart sapma dagilimi Sekil 32 ve Tablo 19’da

gosterilmistir.
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Standart WT Standart (+/-) Sukroz WT Sukroz (+/-)

Sekil 32. Serum 3-NT seviyelerinin gruplara gore dagilimi *: Standart WT grubuna gore
p=0.031 diizeyinde anlamlidur.

Tablo 19. Serum 3-NT seviyelerine ait degerler (ng/mL)

Ortalama £+ SD Medyan-IQR % 95 CI
Standart WT 4.6+2.0 5.6-33 2.8-6.5
Standart (+/-) 9.1+42 9.0-6.5 56-12.6
Sukroz WT 8.0£3.0 6.9-52% 5.7-10.3
Sukroz (+/-) 9.0+3.5 9.4-6.7 6.0-11.9

*: Standart WT grubuna gére p=0.031 diizeyinde anlamlidur.
p; “Mann Whitney U” testine gore belirlendi.
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6.7. Serum 4-Hidroksinonenal Seviyesi Olciimiine Ait Bulgular

Standart (+/-) grubu ve sukroz WT gruplarinin serum 4-HNE konsantrasyonunun
standart WT grubundan anlamli derecede yiiksek oldugu belirlendi (sirastyla p=0.003 ve
p=0.001). Gruplardaki serum 4-hidroksinonenal seviyelerinin ortalama ve standart
sapma degerleri ile istatistiksel anlamlilik derecelerinin dagilimi Sekil 33 ve Tablo

20°de gosterilmistir.
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Standart WT Standart (+/-) Sukroz WT Sukroz (+/-)

Sekil 33. Serum 4-HNE seviyelerinin gruplara gore dagilimi *”: Standart WT grubuna
gore sirastyla p=0.003 ve p=0.001 diizeyinde anlamlidir.

Tablo 20. Serum 4-HNE seviyelerine ait degerler (ng/mL)

Ortalama £+ SD Medyan-IQR % 95 CI
Standart WT 22.7+4.1 224-172 18.9-26.4
Standart (+/-) 66.5£29.0 75.4-52.1* 44.2 — 88.8
Sukroz WT 41.3+9.7 43.8-18.6" 34.4-48.2
Sukroz (+/-) 48.6 + 16.4 53.3-295 36.0-61.2

ab. Standart WT grubuna gére sirasiyla p=0.003 ve p=0.000 diizeyinde anlamlidur.
p; “Mann Whitney U” testine gore belirlendi.
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6.8. Epididimal ve Subkutan Yag Dokuda MDA Ol¢iimiine Ait Bulgular

Epididimal yag dokularindan elde edilen protein fazlarda standart (+/-) ve sukroz
WT gruplarinin MDA konsantrasyonunun standart WT grubuna gore anlamli derecede
yiiksek oldugu belirlendi (sirastyla p=0.032 ve p=0.019). Subkutan yag dokulardan elde
edilen protein fazlarda standart (+/-) grubunun MDA konsantrasyonunun sukroz (+/-)
grubundan anlamli derecede yiiksek oldugu belirlendi (p=0.017). Gruplardaki
epididimal ve subkutan yag dokularindan elde edilen protein fazlarda olc¢iilen MDA
seviyelerinin ortalama ve standart sapma dagilimi ile istatistiksel anlamlilik dereceleri

Sekil 34, Tablo 21 ve 22’°de gosterilmistir.
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Sekil 34. Epididimal ve subkutan yag dokularinda MDA seviyelerinin gruplara goére
dagilimi *®: Standart WT grubuna gore sirastyla p=0.032 ve p=0.019, ©:
Standart (+/-) grubuna gore p=0.017 diizeyinde anlamlidir.

Tablo 21. Epididimal yag dokudaki MDA seviyelerine ait degerler (nmol/mg protein)

Ortalama + SD Medyan-IQR % 95 CI
Standart WT 18.7+11.2 11.9-21.0 48-325
Standart (+/-) 47.8 +20.4 37.7 —38.3 22.6-73.1
Sukroz WT 45.7 +20.7 432-3548" 28.4-63.0
Sukroz (+/-) 51.0+22.5 47.4-468 34.9-67.1

ab. Standart WT grubuna gore sirastyla p=0.032 ve p=0.019 diizeyinde anlamlidir.

p; “Mann Whitney U” testine gore belirlendi.
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Tablo 22. Subkutan yag dokudaki MDA seviyelerine ait degerler (nmol/mg protein)

Ortalama + SD Medyan-IQR % 95 CI
Standart WT 11.6+5.9 12.0-11.0 7.3-15.8
Standart (+/-) 13.8+7.6 12.4-8.2 8.4-19.2
Sukroz WT 8.6+2.6 83-53 6.7-10.5
Sukroz (+/-) 6.9+33 7.7-52% 43-94

. Standart (+/-) grubuna gore p=0.017 diizeyinde anlamlidir.
p; “Mann Whitney U” testine gore belirlendi.

6.9. Epididimal ve Subkutan Yag Dokuda SOD Aktivitesi Olciimiine Ait Bulgular

Epididimal yag dokularinda 6lgiilen SOD aktivitesi bakimindan gruplar arasinda

herhangi bir fark goriilmedi. Subkutan yag dokuda standart (+/-) ve sukroz WT

gruplarinin SOD aktivitesinin standart WT grubuna ve sukroz (+/-) grubunun sukroz

WT grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugu belirlendi (sirasiyla p=0.019,

p=0.029). Epididimal ve subkutan yag dokularinda 6lgiilen SOD aktivitelerinin ortalama

ve standart sapma dagiliminin ve istatistiksel anlamlilik derecelerinin gruplara gore

dagilim1 Sekil 35, Tablo 23 ve 24’te gosterilmistir.
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Sekil 35.

Epididimal ve subkutan yag dokularinda SOD aktivitesinin gruplara gore

dagilim1 *”: Standart (+/-) ve sukroz WT gruplar standart WT grubuna gore
p=0.019, ©: Sukroz (+/-) grubu sukroz WT grubuna gore p=0.029 diizeyinde

anlamlidir.
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Tablo 23. Epididimal yag dokudaki SOD aktivitelerine ait degerler (U/mg protein)

Ortalama £+ SD Medyan-IQR % 95 CI
Standart WT 756.0 +£281.6 7499 - 411.7 539.5- 9725
Standart (+/-) 722.0 +£280.5 776.5 —428.1 506.5 -937.6
Sukroz WT 613.9 £204.8 660.0 — 335 467.4 —-760.4
Sukroz (+/-) 543.5+ 1453 512.1 -308.2 392.0 - 696.0

Tablo 24. Subkutan yag dokudaki SOD aktivitelerine ait degerler (U/mg protein)

Ortalama £+ SD Medyan-IQR % 95 CI
Standart WT 282.3+102.0 312.3-197.7 209.3 —355.3
Standart (+/-) 498.4 +£201.4 535.4-379.8* 3543 -642.5
Sukroz WT 4349+ 143.9 385.1 —254.3" 332.0-537.9
Sukroz (+/-) 578.7+152.6 545.8 —259.0 469.5 — 687.8

. Standart WT grubuna gore p=0.019 diizeyinde anlamlidir.
P Sukroz WT grubuna gore p=0.029 diizeyinde anlamlidir.
p; “Mann Whitney U” testine gore belirlendi.

6.10. Epididimal ve Subkutan Yag Dokuda CAT Aktivitesi Ol¢iimiine Ait Bulgular

Epididimal yag dokularinda sukroz (+/-) grubunun CAT aktivitesinin sukroz WT
grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugu belirlendi (p=0.019). Subkutan yag
dokuda standart (+/-) ve sukroz WT gruplarinin CAT aktivitesinin standart WT grubuna
gore anlamli derecede yiiksek oldugu belirlendi (sirasiyla p=0.007 ve p=0.015). Ayrica
subkutan yag dokuda sukroz (+/-) grubunun CAT aktivitesinin sukroz WT grubuna gére
anlamli derecede yiiksek oldugu belirlendi (p=0.043). Epididimal ve subkutan yag
dokularinda olciilen CAT aktivitelerinin ortalama ve standart sapma dagiliminin ve
istatistiksel anlamlilik derecelerinin gruplara gére dagilimi Sekil 36, Tablo 25 ve 26’da

gosterilmistir.
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Sekil 36. Epididimal ve subkutan yag dokularinda CAT aktivitesinin gruplara gore
dagilimi ab: Sukroz WT grubuna gore sirasiyla p=0.019 ve p=0.043, o,
Standart WT grubuna gore sirasiyla p=0.007 ve p=0.015 diizeyinde

anlamlidir.

Tablo 25. Epididimal yag dokudaki CAT aktivitelerine ait degerler (kU/mg protein)

Ortalama + SD Medyan-IQR % 95 CI
Standart WT 4326 + 1453 4187 — 2429 3287.2 — 5366
Standart (+/-) 4297 + 874 4389 — 1546 3489.2 - 5106
Sukroz WT 3639 + 907 3666 — 1654 2989.9 — 4288
Sukroz (+/-) 5230 £ 1492 4808 —2588* 4163.1 — 6298

. Sukroz WT grubuna gore p=0.019 diizeyinde anlamlidur.
p; “Mann Whitney U” testine gore belirlendi.

Tablo 26. Subkutan yag dokudaki CAT aktivitelerine ait degerler (kU/mg protein)

Ortalama £+ SD Medyan-IQR % 95 CI
Standart WT 1579 + 340 1618 — 466 13351822
Standart (+/-) 2529 + 788 2505 — 1536" 1965 — 3093
Sukroz WT 2239 + 607 2102 -1017" 1804 — 2673
Sukroz (+/-) 2890 + 643 3009 —931° 2430 - 3350

ab. Standart WT grubuna gére sirasiyla p=0.007 ve p=0.015 diizeyinde anlamlidir.
“: Sukroz WT grubuna gore p=0.043 diizeyinde anlamlidir.
p; “Mann Whitney U” testine gore belirlendi.
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6.11. Epididimal ve Subkutan Yag Dokuda GPx Aktivitesi Olciimiine Ait Bulgular

Epididimal yag dokularinda sukroz (+/-) grubunun GPx aktivitesinin standart (+/-)

ve sukroz WT gruplarina gore anlamli derecede yiiksek oldugu belirlendi (sirasiyla

p=0.029, p=0.013). Subkutan yag dokuda standart (+/-) grubunun GPx aktivitesinin

standart WT grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugu belirlendi (p=0.001). Ayni1

dokuda sukroz (+/-) grubunun GPx aktivitesinin sukroz WT grubuna goére anlamli

derecede yiiksek oldugu belirlendi (p=0.022). Epididimal ve subkutan yag dokularinda

Olgiilen GPx aktivitelerinin ortalama ve standart sapma dagiliminin ve istatistiksel

anlamlilik derecelerinin gruplara gore dagilimi Sekil 37, Tablo 27, 28°de gosterilmistir.
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Sekil 37. Epididimal ve subkutan yag dokularinda GPx aktivitesinin gruplara gore
dagilim1 *: Standart (+/-) ve sukroz WT gruplarina gore sirasiyla p=0.029 ve
p=0.01, ®: Standart WT grubuna gére p=0.001, ©: Sukroz WT grubuna gore

p=0.022 diizeyinde anlamlidir.

Tablo 27. Epididimal yag dokuda GPx aktivitelerine ait degerler (nmol/dk/mg protein)

Ortalama £+ SD Medyan-IQR % 95 CI
Standart WT 391.6 £ 185.9 368.1 — 186.1 236.2 —547.1
Standart (+/-) 369.2+169.0 307.4 —305.2 239.3 -499.1
Sukroz WT 313.1+£144.2 3249 -235.2 202.3 -423.9
Sukroz (+/-) 645.3 £290.2 662.5 - 591.6" 437.7-852.9

. Standart (+/-) ve sukroz WT gruplarina gore sirasiyla p=0.029 ve p=0.013 diizeyinde

anlamlidir.
p; “Mann Whitney U” testine gore belirlendi.
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Tablo 28. Subkutan yag dokuda GPx aktivitelerine ait degerler (nmol/dk/mg protein)

Ortalama + SD Medyan-IQR % 95 CI
Standart WT 112.6 £17.9 109.9 -27.9 98.9 - 1264
Standart (+/-) 176.9 £42.1 171.1 -75.3* 146.8 -206.9
Sukroz WT 152.9 +58.8 150.5-103.4 110.8 — 194.9
Sukroz (+/-) 258.0 +£102.7 246.7 — 194.1° 179.0 —337.0

. Standart WT grubuna gére p=0.001 diizeyinde anlamlidir.
P Sukroz WT grubuna gére p=0.022 diizeyinde anlamlidur.
p; “Mann Whitney U” testine gore belirlendi.

6.12. Epididimal ve Subkutan Yag Dokularinda Olciilen SOD2, GPx3 ve CAT
Ekspresyonu ile Ilgili Bulgular

Epididimal ve subkutan yag dokularinda olgiilen SOD2, CAT ve GPx3 gen
ekspresyonlar1 kisim 5.3.6.°da belirtildigi tizere, BDNF eksikliginin ve yliksek sukroz
icerikli diyetin etkisini belirlemek amaciyla farkli kontrol gruplar1 kullanilarak
hesaplandi. Kullanilan kontrol gruplar1 ve etkisi incelenen etken veya etkenler, asagida

verilen tiim sekillerin agiklama kisminda verilmistir.

Standart diyetle beslenen farelerde BDNF eksikliginin ve wild tip farelerde
yiiksek sukrozun epididimal ve subkutan yag dokularindaki SOD2, GPx3 ve CAT
ekpresyonu lizerine etkisini incelemek amaciyla, standart WT gruplar1 kontrol olarak
kullanildi. BHF’lerde yiiksek sukrozun epididimal ve subkutan yag dokularindaki
SOD2, GPx3 ve CAT ekpresyonu iizerine etkisini incelemek i¢in, standart (+/-) gruplar
kontrol olarak kullanildi. Yiiksek sukrozlu diyetle beslenmis farelerin epididimal ve
subkutan yag dokularindaki SOD2, GPx3 ve CAT ekpresyonu {iizerine BDNF

eksikliginin etkisini incelemek i¢in, sukroz WT gruplar1 kontrol olarak kullanildu.

Epididimal yag dokularinda standart (+/-) ve sukroz WT gruplarinin SOD2
ekspresyonun standart WT grubuna gore anlamli derecede diisiik oldugu belirlendi
(swrastyla p=0.002, p=0.047). Bu dokuda sukroz (+/-) grubunun SOD2 ekspresyonu
sukroz WT grubuna gore anlamli derecede diisiik bulundu (p=0.001). Subkutan yag
dokuda standart (+/-) grubunun SOD2 ekspresyonunun standart WT grubuna gore
anlamli derecede yiiksek oldugu belirlendi (p=0.006). Standart diyetle beslenen
farelerde BDNF eksikliginin ve wild tip farelerde yiliksek sukrozun epididimal ve

73



subkutan yag dokularindaki SOD2 ekpresyonu iizerine etkisi ve X = SE dagiliminmn
istatistiksel anlamlilik derecelerinin  gruplara goére dagilimi Sekil 38-40’da

gosterilmistir.

3 - b # Epididimal yag doku

& Subkutan yag doku

Kat

Standart WT Standart (+/-) Sukroz WT Sukroz (+/-)

Sekil 38. Standart diyetle beslenen farelerde BDNF eksikliginin ve wild tip farelerde
yiiksek sukrozun epididimal ve subkutan yag dokulardaki SOD2 ekpresyonu
lizerine etkisini gosteren grafik. ®™: Standart WT gruplarina gore sirasiyla
p=0.002, p=0.006 ve p=0.047 diizeyinde anlamlidir [Standart WT grubu
kontrol olarak kullanildi1].
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Sekil 39. BHF’lerde yiiksek sukrozun epididimal ve subkutan yag dokulardaki SOD2
ekpresyonu lizerine etkisini gosteren grafik [Standart (+/-) gruplar1 kontrol
olarak kullanildi].
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1.4 - g
# Epididimal yag doku

1,2 - ® Subkutan yag doku

Kat

..........

Sukroz WT Sukroz (+/-)

Sekil 40. Yiiksek sukrozlu diyetle beslenmis farelerin epididimal ve subkutan yag
dokulardaki SOD2 ekpresyonu iizerine BDNF eksikliginin etkisini gosteren
grafik *: Sukroz WT grubuna gore p=0.001 diizeyinde anlamlidir [Sukroz
WT gruplar1 kontrol olarak kullanildi1].

Epididimal yag dokularinda standart (+/-) ve sukroz WT gruplarimin GPx3
ekspresyonunun standart WT grubuna gore anlamli derecede diisiik oldugu goriildii
(strastyla p=0.001, p=0.004). Ayn1 dokuda sukroz (+/-) grubunun GPx3 ekspresyonu
sukroz WT grubuna gore anlamli derecede diisiik bulundu (p=0.010). Subkutan yag
dokuda standart (+/-) grubunun SOD2 ekspresyonunun standart WT grubuna gore
anlamli derecede diisiik oldugu belirlendi (p=0.004). Ayni1 dokuda sukroz (+/-)
grubunun standart (+/-) ve sukroz WT gruplarina gore anlamli derecede diisiik oldugu
belirlendi (sirasiyla p=0.001, p=0.001). Epididimal ve subkutan yag dokularinda 6l¢iilen
GPx3 ekspresyonlarmin X + SE degerlerinin dagilimi ve istatistiksel anlamlilik

derecelerinin gruplara gore dagilimi Sekil 41-43’te gosterilmistir.
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Sekil 41.

Standart diyetle beslenen farelerde BDNF eksikliginin ve wild tip farelerde
yiiksek sukrozun epididimal ve subkutan yag dokulardaki GPx3 ekpresyonu
iizerine etkisini gosteren grafik. ®: Standart WT grubuna gore sirasiyla
p=0.001 ve p=0.004 diizeyinde anlamlidir [Standart WT gruplari kontrol
olarak kullanildi].

1,8
1,6
1.4
1,2

Kat

0,8
0,6
0.4
0,2

# Epididimal yag doku
m Subkutan yag doku

1
o
e
2
i
o
b

S+
oy

L
ok

A

et
++++'|'+
I
o
bt

o
o

1
ek

oty

o e o

o
-
by

&
e
e
!

b
i
b
EETE
I
e
hetebet ettt
bbbttty

o
'I"'I":I-'I-

o

o

L
o

%

Lt
I N

L
o+

CEbE

!
%
iy
S

]
%

o
L
Lt
i
i
2

1

i
o
R
e
< +++
o

2
2
= -++

5
b
S
o
ph

e
y
2,
!
&
Ey
2,
o
2,
!
o
e
o
2

o

o

IS,
bbb
L EEL

i
i
¥

L

o+
L
o+
et

bttty

Standart (+/-) Sukroz (+/-)

Sekil 42. BHF’lerde yiiksek sukrozun epididimal ve subkutan yag dokulardaki GPx3

ekpresyonu lzerine etkisini gosteren grafik. *:Standart (+/-) grubuna gore
p=0.001 diizeyinde anlamlidir [Standart (+/-) gruplart kontrol olarak
kullanildi].
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Sekil 43. Yiiksek sukrozlu diyetle beslenmis farelerin epididimal ve subkutan yag
dokulardaki GPx3 ekpresyonu iizerine BDNF eksikliginin etkisini gosteren
grafik **: Sukroz WT gruplarma gore sirasiyla p=0.010 ve p=0.001
diizeyinde anlamlidir [Sukroz WT gruplar1 kontrol olarak kullanildi].

Epididimal yag dokularinda sukroz WT grubunun CAT ekspresyonunun standart
WT grubuna gore anlamli derecede diisiik oldugu goriildii (p=0.001). Aym1 dokuda
sukroz (+/-) grubunun CAT ekspresyonu standart (+/-) grubuna gore anlamli derecede
diisiik bulundu (p=0.004). Subkutan yag dokuda standart (+/-) grubunun CAT
ekspresyonunun standart WT grubuna gore anlamli derecede diisiik oldugu belirlendi
(p=0.001). Ayn1 dokuda sukroz (+/-) grubunun standart (+/-) ve sukroz WT gruplarina
gore anlamli derecede diisiik oldugu belirlendi (sirasiyla p=0.035, p=0.001). Epididimal
ve subkutan yag dokularinda olgiilen CAT ekspresyonlarinin X + SE degerlerinin

dagilimi ve istatistiksel anlamlilik derecelerinin gruplara gore dagilimi Sekil 44-46’da
gosterilmistir.
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Sekil 44. Standart diyetle beslenen farelerde BDNF eksikliginin ve wild tip farelerde
yiiksek sukrozun epididimal ve subkutan yag dokulardaki CAT ekpresyonu
lizerine etkisini gosteren grafik. *: Standart WT grubuna gore p=0.001
diizeyinde anlamlidir [Standart WT gruplar1 kontrol olarak kullanildi].
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Sekil 45. BHF’lerde yiiksek sukrozun epididimal ve subkutan yag dokulardaki CAT
ekpresyonu iizerine etkisini gosteren grafik. *P: Standart (+/-) grubuna gore
sirastyla p=0.004 ve p=0.035 diizeyinde anlamlidir [Standart (+/-) gruplar
kontrol olarak kullanildi].
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Sekil 46. Yiiksek sukrozlu diyetle beslenmis farelerin epididimal ve subkutan yag
dokulardaki CAT ekpresyonu tizerine BDNF eksikliginin etkisini gosteren
grafik. *: Sukroz WT grubuna gore p=0.001 diizeyinde anlamlidir [Sukroz
WT gruplar1 kontrol olarak kullanildi1].

Standart diyetle beslenen farelerde BDNF eksikliginin ve wild tip farelerde
yiiksek sukrozun epididimal ve subkutan yag dokulardaki SOD2, GPx3 ve CAT
ekspresyonlar1 iizerine etkisini incelemek i¢in, kontrol olarak standart WT grubunun
kullanilarak yapilan analizin gruplardaki X + SE dagilimlari Tablo 29 ve 30°da

verilmistir.

Tablo 29. Standart diyetle beslenen farelerde BDNF eksikliginin ve wild tip farelerde
yiiksek sukrozun epididimal yag dokudaki gen ekspresyonlari iizerine
etkisini gosteren degerler [Standart WT kontrol olarak kullanildi]

SOD2 GPx3 CAT
Standart WT 1.00 £0.00 1.00 +0.00 1.00 = 0.00
Standart (+/-) 0.50 +0.21" 0.23 £ 0.06" 0.82+£0.19
Sukroz WT 0.80 £ 0.09¢ 0.33 £ 0.06" 0.55+0.08"

abe. Standart WT grubuna gore sirastyla p=0.001, p=0.002 ve p=0.047 diizeyinde

anlamlidir.
p; “Student-t” testine gore belirlendi.
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Tablo 30. Standart diyetle beslenen farelerde BDNF eksikliginin ve wild tip farelerde
yiiksek sukrozun subkutan yag dokudaki gen ekspresyonlari {izerine etkisini
gosteren degerler [Standart WT kontrol olarak kullanildi]

SOD2 GPx3 CAT
Standart WT 1.00 + 0.00 1.00 + 0.00 1.00 = 0.00
Standart (+/-) 231 +0.40° 0.66 £ 0.09" 0.44 £ 0.07¢
Sukroz WT 1.40 + 0.22 1.04 + 0.05 1.05+0.13

a,b,c,

: Standart WT grubuna gore sirasiyla p=0.006, p=0.004 ve p=0.001 diizeyinde
anlamhidir.
p; “Student-t” testine gore belirlendi.

BHF’lerde yiiksek sukrozun epididimal ve subkutan yag dokularindaki SOD?2,
GPx3 ve CAT ekpresyonu iizerine etkisini incelemek igin, standart (+/-) gruplari1 kontrol
olarak kullanilarak yapilan analizin gruplardaki X + SE dagilimlar1 Tablo 31 ve 32’de
verilmistir.

Tablo 31. BHF lerde yiiksek sukrozun epididimal yag dokularindaki gen ekspresyonlari
iizerine etkisini gosteren degerler [Standart (+/-) kontrol olarak kullanildi]

SOD2 GPx3 CAT
Standart (+/-) 1.00 +0.00 1.00 + 0.00 1.00 = 0.00
Sukroz (+/-) 1.22+£0.19 1.47+0.32 0.68 +0.08"

#: Standart (+/-) grubuna gore p=0.004 diizeyinde anlamlidir.
p; “Student-t” testine gore belirlendi.

Tablo 32. BHF lerde yiiksek sukrozun subkutan yag dokularindaki gen ekspresyonlari
iizerine etkisini gosteren degerler [Standart (+/-) kontrol olarak kullanildi]

SOD2 GPx3 CAT
Standart (+/-) 1.00 £0.00 1.00 + 0.00 1.00 = 0.00
Sukroz (+/-) 0.87+0.12 0.63 +0.05" 0.86 =+ 0.06"

b, Standart (+/-) grubuna gére sirastyla p=0.001 ve p=0.035 diizeyinde anlamlidir.
p; “Student-t” testine gore belirlendi.
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Yiiksek sukrozlu diyetle beslenmis farelerin epididimal ve subkutan yag
dokularindaki SOD2, GPx3 ve CAT ekpresyonu iizerine BDNF eksikliginin etkisini
incelemek icin, sukroz WT gruplar1 kontrol olarak kullanilarak yapilan analizin
gruplardaki X = SE dagilimlar1 Tablo 33 ve 34°de verilmistir.

Tablo 33. Yiiksek sukrozlu diyetle beslenmis farelerin epididimal yag dokularindaki

gen ekspresyonu iizerine BDNF eksikliginin etkisini gosteren degerler
[Sukroz WT kontrol olarak kullanildi]

SOD2 GPx3 CAT
Sukroz WT 1.00 £ 0.00 1.00 = 0.00 1.00 +0.00
Sukroz (+/-) 0.35 +0.05® 0.62+0.10" 1.13+£0.15

b, Sukroz WT grubuna gore sirastyla p=0.001 ve p=0.010 diizeyinde anlamlidir.
p; “Student-t” testine gore belirlendi.

Tablo 34. Yiiksek sukrozlu diyetle beslenmis farelerin subkutan yag dokularindaki gen
ekspresyonu tizerine BDNF eksikliginin etkisini gosteren degerler [Sukroz
WT kontrol olarak kullanildi]

SOD2 GPx3 CAT
Sukroz WT 1.00 £ 0.00 1.00 +0.00 1.00 = 0.00
Sukroz (+/-) 1.15+0.18 0.70 £ 0.07* 0.68 + 0.05"

b, Sukroz WT grubuna gore sirastyla p=0.001 ve p=0.001 diizeyinde anlamlidir.
p; “Student-t” testine gore belirlendi.
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7. TARTISMA ve SONUC

Norotrofinler omurgalilarin sinir sisteminin gelisimi, korunmasi ve fonksiyonunda
gorev alan protein yapidaki molekiillerdir. Bu molekiiller arasinda NGF’den sonra
tanimlanan ve ikinci ndrotrofin olan BDNF noronlarin biiylimesi, hayatta kalmasi ve
gelisimini destekler (20, 100). Ayrica son yillarda BDNF’nin bu fonksiyonlarmin
yaninda viicut agirligt ve enerji metabolizmasi lizerine onemli etkilerinin oldugunu
ifade eden yaymlar mevcuttur (11, 101). Bu tez calismasi ile yiiksek sukroz igerikli
diyetle beslenen transgenik farelerin metabolik Ozellikleri farkli oldugu bilinen
epididimal ve subkutan yag dokularindaki oksidan-antioksidan durum incelenerek
BDNF’nin, bu yag dokularinda olusabilecek OS {izerine etkisinin olup olmadig:

incelendi.

Yiiksek sukroz icerikli diyetin kullanildig1 in vivo c¢alismalarda, genellikle
diyetteki toplam kalori igeriginin % 30, % 35 ve % 60’1 sukroz olan pellet veya
sollisyonlarin ad libitum olarak deney hayvanlarina verildigi goriilmektedir. Sukroz
igerikli sollisyonlarin uzun donemde tiiketimi bagirsak ve beyin arasindaki sinyal
yollarin1 ve dolayisiyla bu eksende metabolik degisimlere daha fazla sebep olabilecek
sekilde hormonal degisimlere yol ag¢maktadir. Sukroz igerikli soliisyonlarin
hipotalamusta proopiomelanokortin, noropeptit Y ’nin ekspresyonunu azalttigi ve
yiiksek sukroz igerikli soliisyonlarin insanlar i¢in metabolik olarak zararli olabilecegi
one stirlilmistiir (86, 102). Ayrica fruktoz/sukroz igerikli soliisyonlar glukoz igeriklilere
gore postprandiyal plazma glukoz ve insiilin seviyesine az miktarda katkida bulunur ve

dolasimdaki leptin seviyelerinin diismesine yol actig1 gorilmiistiir (103).

Yiiksek karbohidrat igerikli sollisyonlarin, pellet yemlere kiyasla istahi
baskilamadigindan viicut agirligi artisgina daha ¢ok etki etmektedir. Pellet yemler bu
etkiyi, kolesistokinin saliniminin artis1 yoluyla istah1 baskilayarak gostermektedir (86).
Yiiksek sukroz icerikli soliisyonlarin, obeziteye yatkin olan C57BL6/J 1rki farelerde
hiperfaji ve kilo alimim tetikledigi gosterilmistir (87). Bunun sonucunda olusacak
metabolik degisimler, obeziteye bagli OS’yi arttirir. Sonugta yiiksek karbohidratl
icerikli soliisyonlarin yol ag¢tif1 yag dokusunun genislemesine bagli olan obezitenin,
metabolik degisimleri tetikleyerek OS’yi daha da arttirabilecegini sdyleyebiliriz. Bu

etkiyi azaltmak ve sadece sukrozun OS’ye katkisini degerlendirebilmek icin yiiksek
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sukroz igerikli soliisyonlar yerine protein, karbohidrat ve lipid muhtevasi standardize
edilmis pellet seklinde ticari olarak satilan diyetler bu tez caligmasinda kullanildi.
Ratlarda % 60 gibi yiiksek oranda sukroz igeren diyet, metabolik sendromu
indiiklediginden bu orandaki diyetin kullanimmin ve ayrica fruktozun saf halde
kullaniminin insanlardaki beslenme aligkanligina uygun olmadigindan dolay fizyolojik
olmadigr belirtilmektedir (104). Bu sebepten 6tiirli bu tez ¢aligmasinda kalori igerikleri
esit olan % 35 sukroz iceren ve bu diyetin kontrolii mahiyetindeki % 7 sukroz igeren
standart diyet dort aylik beslenme periyodunda kullanildi. Ayrica kullanilan her iki tiir
diyetteki toplam karbohidrat icerigi % 70’tir (Diyet igerikleri icin Bkz. Ek 1 ve Ek 2).
Tartisma kisminin ilerleyen boliimiinde ¢alismamizla iligkili olan ve kati diyetlerin
kullanildig1 calismalara Oncelikle yer verilmistir. Ancak soliisyonlarin kullanildigi
calismalarin degerlendirildigi kisimlarda, kullanilan sukroz igerikli diyetin soliisyon

olarak deney hayvanina verildigi ayrica belirtilmistir.

Calismamizda kullanilan tiim deney hayvanlari her biri ayr1 ayr1 havalandirilan
kafeslerde ve her kafeste bir deney hayvani olacak sekilde barindirildi. Béylece deneyde
kullanilan BHF’lerin karakteristik saldirgan hallerinden dolay: birbiriyle kavga etmesi
ve feromonlardan etkilenmesinin 6niine gecildi. Ayrica bu sekilde hayvanlarin sistemik
barindirilmasi yoluyla calismada homojen bir ortam olusturuldu ve hayvanlarin
birbirlerinin metabolik atiklarindan etkilenmesinin 6niine gecilerek standardizasyon

saglandi.

Tiim gruplar, baslangic agirliklarinda fark olmayacak sekilde olusturuldu (Tablo
14; p>0.05). Standart ve yiiksek sukroz icerikli diyetlerle beslenen wild tip farelerin
haftalik ortalama agirliklarinin birbirine ¢ok yakin hatta bazi haftalarda hemen hemen
esit oldugu goriildi (Sekil 27). Her iki tiir diyetle beslenen BHF’lerin haftalik ortalama
agirhiklarimin da wild tip farelerdekine benzer sekilde hemen hemen birbirine yakin
olarak seyrettigi belirlendi (Sekil 27). Her iki tiir diyetle beslenmis heterozigot farelerin
son agirliklari, wild tip farelerinkine gére anlamli derecede yiiksek bulundu (Tablo 14;
p=0.001, p=0.019). Ancak standart ve yiiksek sukroz igerikli diyetle beslenen wild tip
farelerin son agirliklar1 arasinda anlamli fark bulunamadi. Dolayisiyla ¢aligmamizda
goriilen kilo artislarinin BDNF eksikliginden kaynaklandigini sdyleyebiliriz. Tillman ve
arkadaslari, bizim de kullandigimiz C57BL6/J 1rk1 wild tip fareleri % 60 fruktoz ve %

60 sukroz iceren diyetlerle 20 hafta boyunca beslemisler ve bu farelerle kontrol
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diyetiyle beslenen fareler arasinda viicut agirligi bakimindan herhangi bir fark
gorememislerdir (105). Sumiyoshi ve arkadaslari, C57BL6/J 1rki wild tip erkek fareleri
% 50 sukroz igerikli diyetle 55 hafta beslemisler ve bu farelerle kontrol diyetiyle
beslenen fareler arasinda son viicut agirliklari bakimindan herhangi bir fark
bulamamislardir (106). A/J ve C57BL6/J wrk1 wild tip farelerde diisiik yag yliksek
sukrozlu diyetle yapilan ve dort ay siiren ¢alismada, bu diyetin viicut agirligina énemli
katki saglamadig1 belirlenmistir (107). Bu c¢alismalarda fare dokularmin yiizey
alant/hacim oranmin yiikksek olmasindan dolayi, farelerin metabolik hizlarinin
yiiksekligi sonucunda yiiksek fruktoz tiiketimini tolere edebilecegi, ayrica farelerin
sukraz enzim aktivitesinin yiiksekligi sonucunda da bu toleransin saglanabilecegi

sonucuna varilmistir.

Calismamizda yiiksek sukroz icerikli diyetin hem wild tip hem de BHF’lerin
viicut agirliklarina onemli derecede etki etmedigi ancak BDNF eksikliginin farelerin
viicut agirliginin artigina yonelik onemli katki sagladigi goriildii. Fox ve arkadaslar
BHF’lerin istahin artmasiyla hiperfajinin de arttigin1 ve bunun da viicut agirliginin
artmasina yol a¢tifin1 gostermislerdir (108). % 6 yag iceren kontrol diyetiyle alt1 ay
beslenen wild tip ve BHF’lerde gerceklestirilen ¢alismada, beslenmenin altinci ayinda
transgenik farelerin viicut agirliginda anlamli bir artis goriilmiistiir. Calismalarinin
sonucunda ise uzun siire standart diyetle beslenmis BHF’lerde obezitenin gelismedigi
ve metabolik mekanizmalarm viicut agirligini kontrol ettigi kanisina varmislardir (109).
Rios ve arkadaslart BHF’lerin wild tip farelere kiyasla obeziteye daha ¢ok yatkin
olduklarin1 gostermislerdir. Bu farelerde kronik hiperfajinin ve yasa bagli olarak
obezitenin gelistigini de gostermislerdir. Bunun yam sira, BHF’lerde anksiyete ve
depresyon ile iligkili davraniglar da gézlemlenmistir (110). BHF lerde goriilen bu gibi
anormal davraniglar bu tiir farelerde beslenme bozukluklarina da yol agmaktadir (111).
Sonucta caligmamizda viicut agirhi§ina dair elde edilen veriler ile literatiirde mevcut
olan benzer calismalardaki veriler uyumludur. Gen¢ BHF’lerin hiperfajik o6zellik
gostermesinden dolayr bu farelerin kilo alimma daha meyilli oldugu bilinmektedir
(112). Ayrica BDNF eksikligi gastrointestinal sistemde bulunan enteroendokrin
hiicrelerin fonksiyonlarinin degisimine yol acarak ghrelin, kolesistokinin ve glukagon

benzeri protein-1 gibi hormonlarin fizyolojik saliniminin bozulmasina sebep olur.
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Dolayisiyla BHF’lerde beslenme davranisinin da bozulmasiyla beraber hiperfaji ve

obezite gelisimi goriilebilir (108).

Literatiirde beslenme siirecinde yiiksek sukroz igerikli diyet ve BHF modelinin
beraber kullanildigi herhangi bir ¢alismaya rastlanilmadi. Bu bakimdan calismamiz,
BHF modelinde yiiksek sukroz igerikli diyetin kullanildig1 ve metabolik degiskenlerin
Olciildigt ilk calismadir. Calismamizda yiiksek sukroz igerikli diyetin kullanildig:
gruplarin her ikisinde de serum glukoz ve insiilin seviyelerinin, bu gruplarin kontrolii
olan standart diyetin kullanildig1 gruplardan anlamli derecede yiiksek oldugu goriildii
(Tablo 14; p<0.05). Bununla birlikte, hem standart hem de yliksek sukroz igerikli diyet
ile beslenen BHF’lerin serum glukoz ve insiilin seviyelerinin wild tip farelere nazaran
anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edildi (Tablo 14; p<0.05). Ancak, serum TAG
seviyeleri lizerine hem kullanilan diyet tiirliniin hem de BDNF’nin muhtemel bir etkisini
saptayabilecegimiz istatistiksel anlamli sonuglara ulasilamadi (Tablo 14). % 32 sukroz
iceren diyet ile Swiss Webster irki erkek farelerde gergeklestirilen dort haftalik
calismada serum glukoz seviyesi, kontrol grubuna goére daha yiiksek bulunmustur.
Serum insiilin ve TAG seviyeleri bakimindan bu iki grup arasinda herhangi anlamli bir
fark goriilmemistir (113). Wistar ki sicanlarda yiiksek yagli diyet ve bu diyetin
kontrolii olarak bu tez calismasinda da kullanilan ve ayni firmadan temin edilen % 35
sukroz igeren diyet ile gerceklestirilen alt1 haftalik ¢alismada, plazma insiilin, glukoz ve
TAG seviyeleri kontrol grubunda daha anlamli derecede yiiksek bulunmustur (114). iki
ay boyunca % 32 sukroz igerikli diyetle beslenen {i¢ aylik C57BL/6 1rki erkek farelerin
serum TAG seviyesi, kontrol grubuna gore yiiksek bulunmustur (115). Ancak farkl
olarak, % 43 sukroz igeren diyetle dort ay beslenen dort haftalik C57BL6/J rki erkek
farelerin glukoz ve insiilin seviyelerinin kontrol grubuna gore daha diisiik oldugu
gosterilmistir (116). Standart diyet ile ii¢ ay siireyle beslenen BHF lerin serum glukoz
ve insiilin seviyelerinin wild tip farelere gére daha yiiksek oldugu belirlenmis, sonug
olarak BDNF’nin glukoz metabolizmasi i¢in 6nemli bir diizenleyici olabilecegi ve
BDNF’nin hipotalamustaki reseptorlerini dogrudan aktiflestirerek enerji dengesi ve

besin alimin1 diizenleyebilecegi 6ne stirtilmiistiir (117).
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Calismamizda yiiksek sukroz igerikli diyetle beslenen wild tip fareler ile standart
diyet ile beslenen kontrol grubu arasinda HOMA-IR skoru bakimindan anlamli fark
olmadig1 belirlendi. Ancak sadece yiiksek sukroz icerikli diyetle beslenen BHF’lerin
HOMA-IR skorunun, ayni tip diyetle beslenen wild tip farelere gore anlamli derecede
yiiksek oldugu goriildii. Standart diyet ile beslenen BHF’lerin HOMA-IR skorunun da
ayni tip diyetle beslenen wild tip farelere gore daha yiiksek oldugu ancak bu yiiksekligin
istatistiksel olarak anlamlilik arz etmedigi belirlendi (Tablo 14). Yiiksek sukroz igerikli
diyetle beslenen ve serum/plazma glukoz, insiilin ve TAG gibi metabolik degiskenlerin
Olciildiigli calismalarda elde edilen veriler kullanilan deney hayvani tiiriine, beslenme
stiresi ve kullanilan diyetlerin icerigine gore degiskenlik gostermektedir (113-118).
Calismamizda yiiksek sukroz igerikli diyet ile dort aylik beslenme siireci sonunda wild
tip ve heterozigot farelerde sistemik hiperglisemi ve hiperinsiilinemi goriildii. BDNF
eksikliginin hiperglisemi ile iliskili olduguna dair c¢alismalar mevcuttur. Bu
caligmalarda BDNF glukoz metabolizmasi iizerine etkisini, karaciger glikojen seviyesini
diisiirmesinin yami1 sira karacigerde alanin aminotransferaz/aspartat aminotransferaz
oranini diisiirerek ve bunun sonucunda karacigerdeki yaglanmay: azaltarak gosterdigi
bulunmustur (119, 120). Calismamizda da BDNF eksikliginin hiperglisemi ile iliskili
olduguna yonelik veriler elde edildi (Tablo 14). Insiilin direncinin tahmini bir gdstergesi
olan HOMA-IR skorlar1 goz oniine alindiginda BDNF eksikliginin farelerde insiilin
direncine yol a¢tiZin1 syleyebiliriz. Ayrica yiliksek sukroz igerikli diyetle beslenen wild
tip farelerin HOMA-IR skorunda artig goriilememesinin sebebi dort aylik beslenme
stiresinin C57BL6/J 1rki farelerde insiilin direnci gelisiminde yetersiz kalmasi olabilir.
Ancak calismamizda HOMA-IR skorlar1 bakimindan, BHF’lerde insiilin direncinin
gelistigini sOyleyebiliriz. Ayrica ¢aligmamizdaki serum adipokin seviyeleri bakimindan
da BHF’lerde insiilin direncinin gelistigini sdylemek miimkiindiir. Insiilin direncinin
olustugu obez bireylerde Ozellikle adiponektin seviyelerinin azaldigi bilinmektedir
(121). Calismamizda kullanilan BHF’lerin son agirliklari, bu farelerin obez karakterde
oldugunu gostermektedir (Tablo 14). Hem yiiksek sukrozlu diyetle hem de standart
diyetle beslenen BHF’lerin serum adiponektin seviyesinin, wild tip kontrollerine gore

anlaml derecede diisiik oldugu goriildii (Tablo 17; p<0.05).
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Transgenik farelerdeki BDNF eksikligini deneysel olarak gosterebilmek icin
farelerde serum BDNF seviyeleri ticari olarak satin alinan ELISA kitiyle belirlendi
(Bkz. Kistm 5.2.8.). Ancak kullanilan ELISA kiti mBDNF’ye 06zgii antikoru
icermediginden dolayr bu protein, biyolojik olarak farkli etkilere yol agan
proBDNF’den ayirt edilerek Olciilemedi. Bu nedenle ¢alismamizda elde edilen serum
BDNF seviyelerinin, toplam BDNF seviyesi oldugu g6z onlinde bulundurulmalidir.
Literatiirdeki mevcut c¢alismalarda ELISA  yontemiyle BDNF seviyesinin
belirlenmesinde genellikle amigdala, hipokampiis gibi beynin farkli boliimlerinden elde
edilen homojenatlar kullanilmistir (122-124). Ancak bu tez c¢alismasinda beyin
dokusunun kapsamimizin disinda olmasi nedeniyle wild tip ve BHF’lerin tiimiinde

serumdaki toplam BDNF seviyeleri 6l¢iildii.

Calismamizda hem standart diyet hem de yliksek sukroz icerikli diyet ile beslenen
BHEF’lerin serum BDNF seviyesi, wild tip farelerin bulundugu kontrol gruplarina gore
anlaml derecede diisiik bulundu (Sekil 28, Tablo 15; p<0.05). Bu veriler BHF lerdeki
sistemik BDNF seviyesinin diisiik oldugunu teyit etmektedir. Ancak disi BHF’lerin
BDNF seviyesi erkek BHF’lere kiyasla daha yiiksektir ve bu transgenik farelerde
yaglanma ile de BDNF seviyelerinin azaldigir gosterilmistir (125-127). Calismamizda
transgenik erkek farelerin kullanilmasi sebebiyle bu farelerdeki BDNF seviyesinin
diisiikliigiiniin genel popiilasyon yoniinden degerlendirilmesi s6z konusu degildir.
Ayrica bu ¢alismada ayn1 yas grubundaki deney hayvanlari kullanilmigtir. Serum BDNF
seviyelerine yasin ve cinsiyetin etkisini ortadan kaldirmak icin, ¢aligmamizda ayni yas
ve cinsiyette (erkek) olan deney hayvanlari kullanildi. Eger BDNF enerji dengesi
diizenleyici role sahipse, BDNF’nin ekspresyon seviyelerinin besinsel durumdaki
degisimi yansitabilecegi belirtilmektedir (101). Literatiirde yiiksek sukroz igerikli diyet
ile beslenen BHF'lerde serum BDNF seviyelerinin 6l¢iildiigii herhangi bir ¢aligmaya
rastlanilmadi. Ancak sadece yiiksek sukroz icerikli diyet ile dokuz hafta beslenen erkek
BALB/c farelerin hipokampilis ve prefrontal kortekslerinden elde edilen
homojenatlarinda BDNF seviyeleri ELISA yontemiyle Ol¢iilmiis ve sukrozun BDNF
seviyeleri iizerine herhangi bir etkisi belirlenememistir (128). Calismamizda da yiiksek
sukroz igerikli diyet tiirliyle beslenen hem wild tip hem de transgenik farelerin BDNF
seviyelerinin kontrol gruplarina gore bir miktar azaldigi ancak bu azalmanin istatistiksel

olarak anlamli olmadig: goriildii (Sekil 28, Tablo 15; p>0.05).
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Leptin merkezi sinir sisteminde besin alimini inhibe eden ve enerji tliketimini
arttirarak adiposit birikimine karst koyan bir hormondur. Enerji dengesinin
diizenlenmesinde BDNF ile leptinin etkilesiminin incelendigi c¢alismada, leptinin
beyindeki dorsal vagal kompleks ve ventromedial hipotalamik ¢ekirdek gibi bolgelerde
BDNF’yi arttirarak besin alimini azalttigt gosterilmistir (129). Caligmamizda serum
leptin seviyesinin yiilksek oldugu gruplarda, leptin direncinin olusabilecegi ileri
stiriilebilir. Sonugta, serum leptin seviyeleri bakimindan literatiirde mevcut olan benzer
calismalardaki verilerle ¢calismamizda elde ettigimiz veriler uyumludur. Obez bireylerde
plazma leptin diizeyinin yiiksek oldugu ve bu bireylerde leptin direncinin olustugu
goriilmiistiir (101). Ug aylik erkek wild tip ve BHF’lerin ad libitum olarak ii¢ ay
boyunca standart diyet ile beslenmesi ile gerceklestirilen bir ¢alismada, transgenik
farelerin aclik serum leptin seviyesi kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek
bulunmustur (117). Alt1 aylik BHFlerin serum leptin seviyesi wild tip farelere gore
anlamli derecede yiiksek bulunmustur (25). Fruktozlu diyetlerle uzun stireli beslenen
ratlarin leptin seviyesi yliksektir ve bu ratlarda leptin direncinin gelisim gosterebilecegi
belirtilmektedir (130). 55 hafta boyunca % 50 sukroz igerikli diyetle beslenen
C57BL/6J ki erkek farelerin plazma leptin diizeyleri kontrol diyetiyle beslenen
grubunkine gore yiiksek bulunmustur (131). iki ay boyunca % 32 sukroz icerikli diyet
ile beslenen ii¢ aylik C57BL6/J 1rki erkek farelerin serum leptin seviyesini kontrol
diyeti ile beslenen gruba gore anlamli derecede yiiksek oldugu belirlenmistir (115). %
50 sukrozlu diyet ile 10 hafta boyunca beslenen C57BL6/J 1rki erkek farelerin serum
leptin seviyesi kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur (132). 12
hafta siireyle yiiksek sukroz igerikli diyetle beslenen dort haftalik ICR irki erkek
farelerin aclik leptin seviyelerinin, standart diyet ile beslenen gruptakilere gore anlamli
derecede yiiksek oldugu belirlenmistir (133). Literatiir taramast sonucunda, yiiksek
sukroz icerikli diyet ile beslenen BHF’lerde serum leptin seviyelerinin o6l¢iildiigi
herhangi bir ¢alismaya rastlanilmadi. Calismamizda standart ve yiiksek sukroz igerikli
diyet ile beslenen transgenik farelerin serum leptin seviyeleri, wild tip kontrollerine
gore anlamli derecede yiiksek oldugu goriildi. Bunun yani sira yiiksek sukroz igerikli
diyetle beslenen wild tip farelerin serum leptin seviyeleri kontrol grubuna gére anlamli
derecede yiiksek bulundu ancak bu gruplarin son agirliklar1 arasinda herhangi bir fark

goriilmedi (Sekil 29, Tablo 14 ve 16; p<0.05). Leptin baslica subkutan yag dokuda
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viicut agirligr ile orantili olarak sentezlenmektedir. Yiiksek sukroz tiiketen wild tip
farelerle standart diyet tiiketen wild tip fareler arasinda agirlik bakimindan fark
olmaksizin serum leptin seviyelerinin farkli olmasinin subkutan yag dokudaki stromal
vaskiiler fraksiyonlardaki inflamatuar hiicrelerin, bu dokuda leptin {iretimini arttiran

sitokinleri uyarmis olmasinin bir sonucu oldugunu diisiinmekteyiz.

Adiponektin insiilin duyarliligin1 arttirma ve inflamasyonu azaltma gibi faydali
metabolik etkilere sahip bir hormondur (134). Diisiik adiponektin seviyelerinin tip 2
diyabet, kalp-damar hastaliklari, obezite gibi ciddi patolojik durumlarla iliskili oldugu
bilinmektedir (48). Schultz ve arkadaslari % 50 sukroz igerikli diyet ile 15 hafta
besledikleri 12 haftalik C57BL6/J 1rki erkek farelerin plazma adiponektin seviyesini,
kontrol diyetiyle besledikleri gruba gore anlamli derecede diisiikk bulmuslardir (135).
Sukroz bakimindan zengin diyet ile beslenen C57BL6/J ki erkek farelerde serum
adiponektin seviyesi, kontrol diyeti ile beslenen gruba gore anlamli derecede diisiik
bulunmustur (115). Ancak farkli olarak Sumiyoshi ve arkadaslar1 55 hafta boyunca %
50 sukroz icerikli diyetle besledikleri C57BL/6J irki erkek farelerde plazma adiponektin
seviyesini, kontrol diyetiyle beslenen grubunkine gore yiliksek bulmuslardir (106).
Ayrica literatiir taramas1 sonucunda yiiksek sukroz igerikli diyet ile beslenen BHF’lerin
serum adiponektin seviyelerinin Olgiildiigli herhangi bir calismaya rastlanmadi.
Calismamiz BHF’lerde serum adiponektin seviyelerinin ol¢iildiigii ilk caligmadir.
Calismamizda standart ve yiiksek sukroz igerikli diyet ile beslenen BHF’lerin serum
adiponektin seviyeleri, wild tip kontrollerine gore anlamli derecede diisiikk bulundu
(Sekil 30, Tablo 17; p<0.05). Elde ettigimiz veriler, adiponektin diisiikliigliniin OS stres
ve insiilin direncine sebep olabilecegini gostermektedir. Calismamizda BHEF’lerin
HOMA-IR skorlarinin wild tip kontrollerine yiiksek oldugu goriildii ve serum
adiponektin seviyelerinin de bu gruplarda diigiik oldugu goriildii (Tablo 14, 17).
Standart diyetle beslenen BHF’lerin serum 4-HNE seviyesinin, wild tip kontrollerine
gore anlamli derecede yliksek oldugu goriildii ve ayrica serum adiponektin seviyelerinin

de bu grupta da daha diisiik oldugu belirlendi (Sekil 33, Tablo 20).

Rezistin  6zellikle insan makrofajlarinda, kemirgenlerde ise adipositlerde
sentezlenen ve inflamatuar siireg ile iliskili oldugu bilinen sistein bakimindan zengin bir
hormondur. Rezistin seviyesi sismanlik ile paralel sekilde artarken, obez kemirgenlerde

insiilin direnci gelisimiyle yakindan ilintilidir (134, 136). Literatiirde kemirgenlerde
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sukroz icerikli diyetin esas alindig1 ve serum rezistin seviyelerinin dl¢iildiigii sadece bir
calisma bulunabilmistir. Bu c¢alismada iki ay boyunca % 32 sukroz igerikli diyetle
beslenen ii¢ aylik C57BL/6 1rki erkek farelerin serum rezistin seviyesi, standart diyetle
beslenen kontrol grubuna gore yiiksek bulunmustur (115). Ayrica yiiksek sukroz igerikli
diyet ile beslenen BHF’lerin serum rezistin seviyelerinin ol¢iildiigii herhangi bir
calismaya rastlanmamistir. Calismamiz BHF’lerde serum rezistin seviyelerinin
Olctldiigi ilk caligmadir. Calismamizda standart ve yiiksek sukroz icerikli diyetle
beslenen BHF’lerin serum rezistin seviyeleri ile bu diyetlerle beslenen wild tip
kontrolleri arasinda herhangi bir anlaml artis veya azalig goriilmedi (Sekil 31, Tablo
18). Verilerimizde serum rezistin bakimindan beklenen artisin goriilememesinin
nedenleri yiiksek sukroz icerikli diyetle beslenen C57BL6/J 1rki farelerin epididimal ve
subkutan yag dokularinin biiyiikliiglinlin, standart diyet ile beslenen farelerinkine
kiyasla farksiz olmasi olabilir (Yag dokularmin goriiniimii i¢in Bkz. Sekil 25 ve Sekil
26). Ayrica bu farelerin yaslarinin kii¢iik olmasi da bu duruma katki saglayarak insiilin
direncinin yeterince gelismemesine katki saglamis olabilir. Calismamizda insiilin
direncinin gelisiminin hiperglisemi ve BDNF bagimli oldugu goriildii ancak bu

gelisimde rezistinin katkis1 yetersiz kalmis olabilir.

Proteinlerdeki tirozin rezidiilerinin translasyon sonrasi genellikle peroksinitrit
aracili nitratlanmasi sonucu olusan 3-NT, bu proteinlerin fonksiyonlarinin degismesine
yol agarak OS ve inflamatuar stireg ile iligkili hastaliklarin riski ve gelisimi hakkinda bir
gosterge olarak kullanilmaktadir (137). Bu nedenle, ¢alismamizda sistemik OS’nin
degerlendirilmesi bakimindan inflamasyon ile de iligkili bir gosterge olan serum 3-NT
seviyeleri Olciildii. BHF’lerde doku, serum veya plazmada 3-NT seviyesinin herhangi
bir amagla 6l¢iildiigii bir calisma mevcut degildir. Bu yonden ¢alismamiz BHF’lerde 3-
NT seviyesinin Ol¢iildiigli ilk ¢aligma 6zelligindedir. Ayrica literatiirde, kemirgenlerde
yiiksek sukroz igerikli diyetin kullanildigt ve plazma 3-NT seviyesinin ELISA
yontemiyle Ol¢iildiigii sadece bir adet calisma mevcuttur. Bu calismada alt1 hafta
boyunca asir1 yiiksek sukroz igerikli diyet (720 g sukroz/kg diyet) ile beslenerek insiilin
direnci olusturulan alt1 haftalik erkek Wistar siganlarin plazma 3-NT seviyesi, standart
diyet ile beslenen gruba gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur (138).
Calismamizda yiiksek sukroz icerikli diyetle beslenen wild tip farelerin serum 3-NT

seviyesinin standart diyetle beslenen farelere gore anlamli derecede yiiksek oldugu
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belirlendi (Sekil 32, Tablo 19, p<0.05). Serum 3-NT seviyesi ilizerine BDNF
eksikliginin herhangi bir etkisinin olmadig1 goriildii. Calismamizda serum 3-NT
seviyeleri bakimindan yiliksek sukroz igerikli diyetin sistemik oksidatif stresi
indiikledigini ancak BDNF eksikliginin sistemik oksidatif stres {iizerine etkisinin

olmadigini sdyleyebiliriz.

Lipid peroksidasyonu son iiriinlerinden olan 4-HNE, proteinlerle reaksiyona
girerek bunlarin konformasyonunu ve dolayisiyla fonksiyonlarini degistirir. 4-HNE-
modifiye proteinler, serbest 4-HNE’ye kiyasla yiiksek biyolojik kararlilik
gosterdiginden OS biyobelirteci olarak kullanilmaktadirlar. Ayrica obezite ve insiilin
direncinin en karakteristik 6zelliklerinin artan ROS ve 4-HNE-modifiye protein seviyesi
oldugu aciktir (139). Bu sebeplerden dolayr ¢alismamizda, sistemik OS’nin
degerlendirilmesi amaciyla 4-HNE ile modifiye olan serum proteinlerine bagli olarak
serum 4-HNE seviyeleri ELISA ydntemiyle 6l¢iildii. BHF’lerde doku, serum veya
plazmada 4-HNE seviyesinin herhangi bir amagla Ol¢iildiigii bir ¢aligma mevcut
degildir. Ayn sekilde yiiksek sukroz igerikli diyet ile beslenen kemirgenlerde 4-HNE
seviyesinin Ol¢iildiigii herhangi bir calisma da bulunmamaktadir. Calismamiz
dolayisiyla BHF’lerde ve yliksek sukroz icerikli diyetle beslenen kemirgenlerin 4-HNE
seviyesinin Olciildiigli ilk calisma 6zelligini tasimaktadir. Calismamizda hem standart
diyetle beslenen BHF’lerin hem de yiiksek sukroz igerikli diyetle beslenen wild tip
farelerin serum 4-HNE seviyesinin standart diyetle beslenen wild tip farelere gore
anlamli derecede yliksek oldugu belirlendi (Sekil 33, Tablo 20; p<0.05). Calismamizda
serum 4-HNE seviyeleri bakimindan yiiksek sukroz igerikli diyetin sistemik OS’yi
indiikledigi ve BDNF eksikliginin sistemik OS iizerine etkisinin olabilecegi belirlendi.
Ayrica yliksek sukroz kullanimiyla serum adiponektin seviyelerinin azaldigi, leptin
seviyelerinin ise arttig1 belirlendi (Sekil 29, 30; Tablo 16, 17). Dolayisiyla yiiksek
sukrozlu diyetin tliketiminin sistemik OS’i arttirdiini, serum adiponektin ve leptin

seviyeleri bakimindan da sdyleyebiliriz.

Beyaz yag dokularindan protein ve lipid fazlarimin ayristirilmasinda kullanilan
yontem, Sajic ve arkadaslarinin ¢alismasinda elde ettigi veriler 1s18inda belirlendi (140).
Ancak bu calismada beyaz yag dokusundan protein ekstraksiyonunda kullanilan ve
homojenizasyon asamasinda deterjanin  kullanilmadigi ¢ adet yoOntemin

karsilastirilmast yapilmis, sonugta Bligh ve Dyer’in gelistirdigi yontemin en uygun
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yontem oldugu belirlenmistir. Bu yontemin lipidlerin uzaklagtirilmasinin ardindan lipid
damlaciklarinda bulunan perilipin A proteininin daha iyi izole edilebildigi ve farkli
yapisal ve hiicresel boliimlerdeki proteinlerin kazaniminda daha verimli oldugu
gosterilmistir (91, 140). Bu sebepten otiirii caligmamizda beyaz yag dokularindan
protein ve lipid fraksiyonlari, Bligh ve Dyer’in gelistirdigi yontem esas alinarak elde

edildi.

Calismamizda kullandigimiz farelerden yaklasik 400 mg beyaz yag dokusu elde
edildi. Ancak bu dokularin yaklasik 100 mg’1 protein ve lipid fraksiyonlarini ayirmak
icin kullanilabildi. Bu amagla 100 mg gibi diisiik miktardaki beyaz yag dokusundan
protein izolasyonunu yapabilmek ve +4 °C’deki santrifiijiin gerceklestirilebilmesi i¢in
kullanilan reaktiflerin ve tamponlarin hacimlerinde orantili olarak azaltilma yoluna
gidildi. Homojenat ile azaltilan reaktifler 1.5 mL’lik reaksiyon tiiplerine eklendi ve +4
C’de santrifiij gerceklestirildi. Boylece beyaz yag dokusunun homojenizasyonundaki
zorlugun getirdigi zaman kaybi azaltilarak calismanin optimizasyonu saglandi ve
protein fraksiyonun iceriginin etkilenmesinin Oniine gecildi. Epididimal ve subkutan
yag dokularindan elde edilen protein fraksiyonda MDA seviyeleri ve SOD, CAT ve
GPx aktiviteleri olgiildii.

Lipid peroksidasyonunun son {iriinii olan MDA olduk¢a reaktif bir iiriin olup
bir¢cok biyomolekiil ile reaksiyona girer. MDA proteinlerin yapisinda bulunan primer
aminlerle reaksiyona girerek 2-propenal lisin sekline doniisiir. Bu MDA-protein iiriin
kompleksi 1-amino-3-iminopropen ve piridildihidropiridin ile lisin-lisin kopriileri
olusturur (141). MDA’nin ¢esitli proteinlerle etkilestigi ve iirlin olarak MDA -protein
komplekslerinin olustugu ve bu iirlinlerin ¢esitli hastaliklarin patolojisinde rol aldigi son

yillardaki ¢alismalarda gosterilmistir (142-144).

MDA seviyelerinin belirlenmesi amaciyla gelistirilen yontemlerin temelinde
genellikle TBA ile MDA’nin tirevlendirilmesi vardir. MDA’nin  TBA ile
tiirevlendirilmesi ile olusan MDA-TBA iiriin kompleksinin absorptivitesi yiiksektir ve
spektrofotometre ile kolayca oOl¢iilebilir (145). Ancak TBA, MDA disindaki diger
aldehit trtlinleri ile de reaksiyona girme egiliminde oldugu i¢in bu temele dayanan
yontemlerin spesifitesi diisliktiir. Ayrica bu temele dayanan yontemlerde, numunelerin

100 °C’deki inkiibasyon siiresinin uzamasi sonucunda ileri oksidasyon iriinleri de
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olusabilir ve deneylerin tekrarlanabilirligi noktasinda sikint1 olusur ve sonucun tahmin
edilenden daha yiiksek olmasi gibi istenilmeyen durumlar ortaya cikabilir. Bu bilgiler
15181inda ¢alismamizda epididimal ve subkutan yag dokularindan elde edilen protein ve
lipid fraksiyonlarindaki MDA seviyesinin belirlenmesinde TBA ile tiirevlendirme
esasina dayanan Mihara ve Uchiyama’nin doku MDA seviyesinin belirlenmesi ig¢in
gelistirdigi yontem kullanildi (95). Ayrica MDA-TBA kompleksinin olusmasi igin
gerceklestirilen 100 °C’deki inkiibasyonun siiresi 45 dk’dan fazla tutulmadi ve ileri
oksidasyon iiriinlerinin asir1 miktarda olusumunun Oniine gecildi. Yag dokularindan
elde edilen protein fraksiyonlarin n=5 tekrarli caligilmasi sonucunda % CV 7.32
bulundu. Epididimal ve subkutan yag dokularinda elde edilen protein fraksiyonlarda
MDA 6l¢timii, homojenizasyondaki zorluklar da gbz Oniine alinarak farkli giinlerde
gerceklestirildi. Protein fraksiyonlarda numunelerdeki MDA seviyesi “nmol MDA/mg
numune protein miktar1” cinsinden hesaplandi ve elde edilen sonuglarda istatistiksel

analizler gerceklestirildi.

BHF’lerin herhangi bir dokusunda MDA seviyelerinin 6l¢iildiigli ¢calisma sayist
oldukca simirhidir. BHF’lerin beyaz yag dokularinda MDA seviyelerinin ol¢iildiigi
herhangi bir calisma mevcut degildir. BHF’lerin sadece beyin dokularinda MDA
seviyelerinin belirlendigi bir adet calisma mevcuttur. Bu ¢alismada, BHF’lerin beyin
doku MDA seviyelerinin wild tip farelere gére daha yiiksek oldugu gosterilmistir (146).
BDNF’nin reseptorii olan TrkB’nin aktivasyonunun, ndronlarda enerji doniislimiinii
destekleyerek noronlart es zamanli olarak oksidatif strese karsi korudugu belirlenmistir

(11).

Literatiirde yiiksek sukroz icerikli diyetle beslenen kemirgenlerin beyaz yag
dokularinda MDA’ ’nin 6l¢iildiigli herhangi bir ¢alisma mevcut degildir. Ancak cesitli
konsantrasyonlarda hazirlanan sukroz igerikli soliisyonlarla beslenen kemirgenlerin
karaciger, beyin, bobrek gibi organlarindan elde edilen homojenatlarda ve kan
plazmalarinda MDA seviyeleri Olclilmiistiir. Folmer ve arkadaslar1 sukroz igerikli
soliisyon (200 g/L) ile dort hafta boyunca besledikleri 8 haftalik erkek farelerin beyin,
karaciger, bobrek dokularinin MDA seviyelerinde, kontrol grubuna gore herhangi bir
anlamh fark bulamamislardir (147). Ruiz-Ramirez ve arkadaslar1 % 30’luk sukroz
igerikli soliisyon ile 20 hafta besledikleri 28 giinliik erkek Wistar si¢anlarin karaciger ve

plazma MDA seviyelerinin kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugunu
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belirlemiglerdir (68). Brito ve arkadaslar1 sukroz igerikli soliisyon (100 g/L) ile 30 hafta
boyunca besledikleri sekiz haftalik erkek farelerin beyin ve bobrek MDA seviyelerinin
kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugunu gostermislerdir (67).
Calismamizda standart diyetle beslenen BHF’lerin ve yiiksek sukroz igerikli diyetle
beslenen wild tip farelerin epididimal yag dokusundaki MDA seviyesinin wild tip
kontrollerine gore anlamli derecede yiliksek oldugu belirlendi (Sekil 34, Tablo 21;
p<0.05). Yiiksek sukroz icerikli diyetle beslenen BHF’lerin subkutan yag dokusundaki
MDA seviyesi, standart diyetle beslenen BHF’lerinkine gore anlamli derecede diisiik
bulundu (Sekil 34, Tablo 22; p<0.05). Tiim gruplar gbz oniine alindiginda, subkutan yag
dokudaki MDA seviyesinin, epididimal yag dokudakine gore daha diisiik oldugu
goriildii (Sekil 34). Calismamizda elde edilen OS’nin bir gostergesi olan MDA
seviyelerine gore, epididimal yag dokuda BDNF eksikliginin ve yliksek sukroz icerikli
diyetin OS’yi arttirabilecegi gosterilmistir. Ancak subkutan yag dokudaki MDA
seviyeleri, BDNF eksikliginin OS {izerine etkisinin olamayabilecegini gostermektedir.
Inflamatuar &zellikte olan M1 tiirii makrofajlarin subkutan yag dokuya epididimal yag
dokuya nazaran daha az infiltre olabilecegi iddia edilmektedir. Bu inflamatuar
makrofajlarin se¢ici olarak peroksiredoksin 3, glutatyon peroksidaz 4 gibi antioksidan
genlerin ekspresyonunu azaltarak ve lipid peroksidasyon iirlinlerini arttirarak protein
karbonilasyonunu da arttirabilecegi iddia edilmektedir (148). Epididimal ve subkutan
yag dokulardaki inflamatuar, anjiyogenik, hipoksik ve lipolitik 6zelliklerin yani sira
stromal vaskiiler fraksiyondaki hiicre dagilimi ve bu hiicrelerin proteomlarinin farkli
olmasindan dolay1 ozellikle subkutan yag dokudaki BDNF ile iligkili olabilecek

mekanizmalarin OS’ye karsi direng sagladigini 6n gérmekteyiz.

Calismamizdaki SOD aktivitesi Ol¢limiinde, boliimiimiizde de sik¢a kullanilan
Sun ve Oberley’in gelistirdigi yontem tercih edildi (92). Bu yontem {izerine yapilan
denemelerde, SOD aktivitesinin laboratuvar sicakligina karsi hassas oldugu ve 6zellikle
22 ile 25 °C arasindaki sicakliklarda bu 6lgtimiin en iyi verimle gerceklestirildigi
gozlendi. Ayrica reaksiyon ortamina ksantin oksidaz enziminin ilave edilmesinden
sonra en ideal mavi renkli formazan boyasina doniisiimiin 20. dk’da gercgeklestigi
belirlendi. Yag dokularindan elde edilen protein fraksiyonlarda n=5 tekrarli SOD

aktivitesinin ¢alisilmasit sonucunda % CV 5.63 bulundu. Bu gozlemlerden ve
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laboratuvarin sartlarindan yola ¢ikarak epididimal ve subkutan yag dokularindan elde

edilen protein fraksiyonlarda SOD aktivite tayini gergeklestirildi.

CAT aktivitesi Ol¢limiinde Oncelikle Aebi’nin gelistirdigi yontem {izerinde
denemeler yapildi. Bu yontemin temeli substrat ¢ozeltisinde bulunan H,O,’nin CAT
enzimi ile ayrismasi ile meydana gelen absorbans azaliginin 240 nm’de 30 s boyunca
takip edilmesine dayanir. Bu yontemle yapilan analizde, 30 s’lik reaksiyon siiresinin her
10 s’sindeki absorbans azalisinin ise 0.015-0.100 arasinda olmasi gerekir (149). Aebi
yonteminin temelini teskil eden bu detaylar1 test etmek igin Oncelikle sigir
karacigerinden elde edilmis olan CAT standardinda denemeler yapildi. CAT standardi
tizerinde yapilan denemeler sonucunda 10 s’lik absorbans azaliglarmin 0.015-0.100
arasinda oldugu goriildii. CAT standard1 tizerindeki testlerin olumlu olmasindan dolay:
protein fraksiyonlarda Aebi yontemiyle CAT aktivitesi ¢aligmasi gergeklestirilmesine
karar verildi. Epididimal ve subkutan yag dokularindan elde edilen protein fazin miktari
smirli oldugu ve CAT aktivite tayini disinda da Olglimler yapildigi igin Aebi
yonteminde Oncelikle fazla miktarda numune harcanmamasina dikkat edildi. Ancak
Aebi yontemiyle gerceklestirilen denemeler sonucunda sinirlt miktardaki protein fazlar
ve kullanilan kuartz kiivetlerin hacimleri de goz oniine alindiginda, numunelerin asir
seyreltilmesi sonucu CAT aktivitesinin belirlenemedigi goriildii. Sonucta elde edilen
protein fazlardaki CAT miktarinin, Aebi yonteminin hassasiyeti disinda olabilecegi
diistintildii. Bu nedenle CAT aktivite tayini i¢in kuartz kiivet kullanmay1 gerektirmeyen
ve reaksiyon siiresinin kisalig1 ve mikropleyte uygulanabilmesi yoniinden kullanisli olan
Goth’un gelistirdigi yontemin kullanilmas1 uygun gorildi (94). Ayrica serum
numunelerine 6zgii gelistirilen bu metodun formiilasyonunda, bilirubinden kaynaklanan
interferans1 ortadan kaldirmak amaciyla ekstradan reaktif korleri kullanilmaktadir. Bu
metotta uygulanan formiilasyon yerine calismamizda CAT aktivite tayini igin, sigir
karacigerinden elde edilen CAT standard: kullanilarak standart grafigi elde edildi (Sekil
18, 19). Yag dokularindan elde edilen protein fraksiyonlarda n=5 tekrarli CAT

aktivitesinin Goth yontemiyle ¢alisilmasi sonucunda % CV 3.46 bulundu.

BHF’lerin epididimal ve subkutan yag dokularinda SOD, CAT ve GPx
aktivitelerinden yalniz birinin veya hepsinin 6l¢iildiigii herhangi bir calisma literatiirde
mevcut degildir. Sadece Hacioglu ve arkadaslar bes-alt1 haftalik erkek BHF lerin beyin
dokularindaki SOD ve CAT aktivitelerinin, wild tip farelerinkine gore istatistiksel
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olarak anlamlilik arz etmeyecek diizeyde yiiksek oldugunu belirlemislerdir (146).
Literatiirde yliksek sukroz icerikli diyet ile beslenen kemirgenlerin farkli bolgelerdeki
yag dokularinda SOD, CAT ve GPx aktivitelerinin 6l¢iildiigli calismalar smirhidir.
Illesca ve arkadaslar1 yiiksek sukroz igerikli diyet ile dort ay boyunca beslenen erkek
Wistar si¢anlarin epididimal yag dokularinda SOD, CAT ve GPx aktivitelerinin kontrol
grubuna gore diisiik oldugunu belirlemislerdir (150). D’Alessandro ve arkadaslari %
62.5 oraninda sukroz iceren diyet ile 3, 15 ve 30 hafta boyunca beslenen erkek Wistar
sicanlarin epididimal yag dokularinda SOD, CAT ve GPx aktivitelerini, standart diyet

ile beslenenlerinkine gore diisiik bulmuslardir (151).

Yiiksek sukroz igerikli diyet ile beslenen kemirgenlerin subkutan yag dokularinda
SOD, CAT ve GPx aktivitelerinin o6l¢iildiigli herhangi bir c¢alismaya literatiirde
rastlanilamadi. Calismamizda hem yliksek sukroz igerikli diyetin hem de BDNF
eksikliginin epididimal SOD aktivitelerinde azalmaya yol ac¢ti§1 ancak bu azalmalarin
istatistiksel anlamlilik arz etmedigi belirlendi (Sekil 35, Tablo 23). Epididimal yag
dokuda artan oksidatif stresin ROS seviyesini yiikselttigi ve dolayisiyla artan H,O, SOD
enzimini inhibe edebileceginden dolay1 (152), epididimal yag dokuda kontrol grubunun
(standart WT) SOD aktivitesinin diger gruplara gore diisiikliigliniin, bu inhibisyon
kaynakl1 olabilecegini diisiinmekteyiz. Epididimal yag dokunun aksine subkutan yag
dokuda hem yiiksek sukroz igerikli diyetin hem de BDNF eksikliginin SOD
aktivitelerinde anlamli derecede artisa yol actig1 belirlendi (Sekil 35, Tablo 24; p<0.05).
Subkutan yag dokuda MDA seviyesinin de epididimal yag dokuya gore diisiik oldugu
gdz Onilinde bulundurulsa, elde edilen veriler subkutan yag dokuda OS’nin
baskilandigin1 diisiindiirmektedir (Sekil 34). Farkli bolgelerdeki yag dokularinda
yapilan c¢aligmada sonug¢ olarak, subkutan yag dokuya inflamatuar makrofajlarin
epididimal yag dokuya kiyasla daha az infiltre oldugu ileri siirlilmiistiir. Ayrica,
epididimal yag dokuda inflamatuar sitokinlerin secici olarak antioksidan genlerin
ekspresyonunu azaltabilecegi ve bu durumun lipid aldehit tiirlerini arttirarak protein

karbonilasyonunu da arttirabilecegi ifade edilmistir (148).

Calismamizda sadece yiiksek sukroz icerikli diyet ile beslenen BHF’lerin
epididimal yag dokudaki CAT aktivitesinin, ayn1 diyet ile beslenen wild tip farelere
gore anlamli derecede artis gosterdigi belirlendi (Sekil 36, Tablo 25; p<0.05). Ancak
calismamizda elde edilen verilerden yola ¢ikarak epididimal yag dokuda hem yiiksek
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sukroz igerikli diyetin hem de BDNF eksikliginin CAT aktivitesini arttirdigi veya
azalttigia yonelik net bir kaniya varmak miimkiin degildir (Sekil 36, Tablo 25). Ancak
subkutan yag dokuda hem yiiksek sukroz igerikli diyetin hem de BDNF eksikliginin
CAT aktivitesinde anlamli derecede artisa yol actigi belirlendi (Sekil 36, Tablo 26;
p<0.05).

Calismamizda yiiksek sukroz igerikli diyet ile beslenen BHF’lerin epididimal yag
dokudaki GPx aktivitesinin hem bu diyet ile beslenen wild tip hem de standart diyet ile
beslenen BHF’lere gore anlamli derecede yiiksek oldugu belirlendi (Sekil 38, Tablo 29;
p<0.05). Ancak calismamizda elde edilen verilerden yola ¢ikarak, epididimal yag
dokuda hem yiiksek sukroz icerikli diyetin hem de BDNF eksikliginin GPx
aktivitesinde artis veya azalisa neden olabilecegine dair net bir yorum yapabilmek
giictlir (Sekil 37, Tablo 27). Ayrica calismamizda hem standart hem de yiiksek sukroz
icerikli diyet ile beslenen BHF’lerin subkutan yag dokudaki GPx aktivitesinin, bu
diyetlerle beslenen wild tip farelere gore anlamli derecede yliksek oldugu belirlendi
(Sekil 37, Tablo 28; p<0.05). Dolayisiyla subkutan yag dokuda hem yiiksek sukroz
icerikli diyetin hem de BDNF eksikliginin GPx aktivitesini yiikselttigini net sekilde

s0ylemek miimk{indiir.

Calismamizda SOD2, GPx3 ve CAT enzimlerinin gen ekspresyonlari epididimal
ve subkutan yag dokulardan elde edilen cDNA’larda 6l¢iildii. GPx3 izoenziminin
ekspresyonunun obez farelerin adipoz dokularinda secici olarak azaldigi gosterilmistir
(12, 13). SOD izoenzimleri arasinda mitokondride bulunan SOD2’nin, ROS seviyesinin
diizenlenmesinde ve adipoz dokuda 6nemli rol iistlendigi bilinmektedir (13). Ancak
CAT izoenzimlerinin yag dokusundaki dagilimi ve bu dokudaki rolii hakkinda
literatiirde bilgi bulunmamaktadir. Bu sebeplerden dolayr ¢alismamizda, epididimal ve
subkutan yag dokularinda SOD2, GPx3 ve CAT izoenzimlerinin gen ekspresyonlari

belirlendi.

BHF’lerin epididimal ve subkutan yag dokularinda SOD, CAT ve GPx gen
ekspresyonlarinin yalniz birinin veya hepsinin 0l¢iildiigii herhangi bir c¢alisma
literatiirde mevcut degildir. Literatiirde yliksek sukroz igerikli diyet ile beslenen
kemirgenlerin farkli bolgelerdeki yag dokularinda SOD, CAT ve GPx ekspresyonlarinin

Olclldiigii calismalar siirlidir ve bu c¢alismalarda elde edilen sonuclar farklilik
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gostermektedir. BDNF’ nin néronlarda sirtuin-1 ve FOXO3a transkripsiyon faktorleri
tizerinden SOD2 ekspresyonunu arttirdigi bilinmektedir (11). Illesca ve arkadaslari
yiiksek sukroz igerikli diyet ile dort ay boyunca beslenen erkek Wistar sicanlarin
epididimal yag dokularindaki SOD ekspresyonun kontrol grubuna gore yiiksek
oldugunu belirlemislerdir. Ancak ayni calismada yiiksek sukroz igerikli diyet ile
beslenen grubun GPx ekspresyonu, kontrol grubuna goére diisiik bulunmustur (150).
Ferreira ve arkadaslar alt1 ay boyunca yiiksek sukrozlu diyet ile beslenen erkek Wistar
sicanlarin epididimal yag dokularindaki SOD ekspresyonunun kontrol grubuna gore
yiiksek oldugunu gostermislerdir. Ancak ayni calismada yiliksek sukroz igerikli diyet ile
beslenen grubun GPx ekspresyonunun kontrol grubuna gore diisikk oldugunu
belirlemislerdir (153). Buserolles ve arkadaslari iki hafta boyunca yiiksek sukrozlu diyet
ile beslenen ii¢ haftalik erkek Wistar siganlarin kalp dokusundaki SOD2 ve CAT
ekspresyonlarinin, standart diyet ile beslenen gruba gore yiiksek bulmuslardir. Ancak
ayn1 ¢calismada yliksek sukrozlu diyet ile beslenen grubun GPx ekspresyonunun, kontrol
grubuna gore diisiik oldugunu gostermislerdir (154). Bu ¢alismalarin sonucunda SOD2
ekspresyonunu NF-kB, GPx ekspresyonunu ise niikleer faktor eritroit-2 iligkili faktor 2

(Nrf2) transkripsiyon faktorlerinin modiile edebilecegini ileri stirmiislerdir.

Calismamizda, epididimal yag dokuda her iki tiir diyet ile beslenen transgenik
farelerin bulundugu gruplarda SOD2 ekspresyonlari, belirlenen kontrol gruplarina gore
anlamli derecede diisiik bulundu ve dolayisiyla bu gruplarda BDNF eksikliginin
etkisinin oldugu goriildi (Sekil 38 ve 40; Tablo 29 ve 33; p<0.05). Yiiksek sukroz
igerikli diyetin wild tip farelerin epididimal yag dokusundaki SOD2 ekspresyonunda
azalmaya neden oldugu goriiliirken, transgenik farelerde bu etki goriilemedi (Sekil 38
ve 39; Tablo 29 ve 31; p<0.05). BDNF eksikliginin, standart diyet ile beslenen
transgenik farelerin subkutan yag dokusundaki SOD2 ekspresyonunda artisa neden
oldugu goriiliirken, yiiksek sukroz icerikli diyetin bu bakimdan herhangi bir etkisi
gorilmedi (Sekil 38-40; Tablo 30, 32 ve 34; p<0.05). Yiiksek sukrozlu diyetin wild tip
farelerin epididimal yag dokusundaki GPx3 ekspresyonunda azalmaya neden oldugu
belirlendi. Standart diyet ile beslenen farelerin epididimal yag dokusunda GPx3
ekspresyonunun, BDNF eksikligi ile azaldig1 goriildii (Sekil 41; Tablo 29; p<0.05). Her
iki tiir diyet ile beslenen heterozigot farelerin subkutan yag dokusundaki GPx3
ekspresyonunun, BDNF eksikligi ile azaldigi belirlendi (Sekil 41 ve 42; Tablo 30 ve 32;
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p<0.05). Yiiksek sukrozlu diyetin, BHF’lerin subkutan yag dokusundaki GPx3
ekspresyonunda azalmaya yol actigi gorildii (Sekil 42; Tablo 32; p<0.05). Yiiksek
sukroz icerikli diyetle beslenmis BHF’lerin epididimal ve subkutan yag dokusundaki
GPx3 ekspresyonunun azaldigi belirlendi (Sekil 43). Yiiksek sukrozlu diyetin hem wild
tip hem de transgenik farelerin epididimal yag dokularindaki CAT ekspresyonunda
azalmaya yol actig1 belirlendi (Sekil 44 ve 45; Tablo 29 ve 31; p<0.05). Ancak ayn
dokudaki CAT ekspresyonu iizerine BDNF eksikliginin herhangi bir etkisi goriilmedi
(Sekil 44 ve 46; Tablo 29 ve 33; p<0.05). Diyetten bagimsiz olarak BDNF eksikliginin,
subkutan yag dokularindaki CAT ekspresyonunda azalmaya yol a¢tig1 gorildii (Sekil 44
ve 46; Tablo 30 ve 34; p<0.05). Yiiksek sukrozlu diyetin, BHF’lerin subkutan yag
dokusundaki CAT ekspresyonunda azalmaya sebep oldugu goriildii (Sekil 45, Tablo 32;
p<0.05). Epididimal ve subkutan yag dokularin inflamatuar, preadiposit karakteristigi,
lipolitik ozellikleri, sentezleyip salgiladiklar1 proteinlerin profilleri gibi metabolik
ozellikleri farklilik gostermektedir (41). Farkli bolgelerde bulunan bu yag dokularinin
metabolik farklilik géstermesine bagli olarak, yiiksek sukroz tiiketiminin oksidatif stres
ile iliskili transkripsiyon faktorleri oldugu bilinen NF-kB, Nrf2 gibi faktorleri
diizenleyebilecegini diistinmekteyiz. Ayrica BDNF eksikliginin PPAR-y ve PGC-la
gibi oksidatif stres ve enerji metabolizmasi ile iliskili oldugu bilinen transkripsiyon
faktorlerini etkileyerek oOlctiigimiiz antioksidan enzim genleri diizenleyebilecegini

ongdrmekteyiz (13).

Sonu¢ olarak c¢alismamizda elde edilen veriler bir biitiin olarak gbéz Oniine
alindiginda, yiiksek sukroz icerikli diyete bagli olarak artan sistemik oksidatif stresi
BDNF eksikliginin arttirabilecegi belirlendi. BHF’lerin serum insiilin, glukoz, leptin ve
adiponektin seviyeleri, BDNF eksikliginin kullanilan diyetten bagimsiz olarak diyabete
yol acabilecegini gostermistir. Epididimal yag dokuda artan OS’ye kars1 bu dokuda
BDNF’nin koruyucu etkisinin olabilecegi goriildii. Subkutan yag dokuda yiiksek sukroz
icerikli diyete ve BDNF eksikligine bagli olarak OS artis1 goriilemediginden bu dokuda,

BDNF’nin OS iizerine koruyucu etkisinin olup olmadig1 net olarak ortaya konulamadi.
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8. SONUC ve ONERILER
Calismamizda;

1. BHF’lerin diyetten bagimsiz olarak obez karakter gosterdigi ve BDNF
eksikliginin insiilin direncine yol agabilecegi belirlendi.

2. BDNF eksikliginin, yliksek sukroz icerikli diyetin indiikledigi sistemik OS’i
arttirdig1 gosterildi.

3. BDNF eksikliginin, epididimal yag dokuda OS’1 indiikledigi belirlendi.

4. Subkutan yag dokuda BDNF eksikligine bagli OS artis1 goriilemedi ve BDNF

eksikliginin bu dokudaki etkisi net olarak belirlenemedi.

Standart WT (kontrol) grubuna gore diger gruplardaki anlamli degisimler Tablo

35’te 6zetlenmistir.
Calismamizda elde edilen sonuglarin dogrultusunda;

1. Adipositler ve stromal vaskiiler hiicreler lizerinde yapilacak in vitro ¢alismalar,
epididimal ve subkutan yag dokularda BDNF eksikliginin muhtemel etkilerini daha 1yi
ortaya koyabilir. Yiiksek sukroz icerikli diyetle beslenen wild tip ve BHF’lerin
epididimal ve subkutan yag dokularinda histolojik analizler yapilarak karsilastirmalar
yapilabilir.

2. BHF’lerde yiiksek sukroz icerikli pellet ve soliisyonlarin kullanimina bagli

olarak, BDNF eksikliginin farkli yag dokular: tizerine muhtemel etkisi incelenebilir.

3. Epididimal ve subkutan yag dokuda BDNF eksikligine bagl olarak gelisen

inflamatuar profil arastirilarak, elde edilen OS degerleri ile karsilastirilabilir.

4. BDNF ve insiilin sinyal yolaklarinin ortak kisimlari arastirilarak, BDNF nin
insiilin direnci ve diyabet gelisimindeki rolii belirlenebilir. Boylece obezite ve tip 2
diyabet gibi yaygin goriilen metabolik hastaliklarin temelinde yer alan insiilin direncinin

erken tanisinda, BDNF bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegine dair bilgi edinilebilir.

5. Yag dokudan protein ekstraksiyonu ve bu protein ekstraktlarinda antioksidan

aktivite tayinleri i¢in yeni veya modifiye edilmis yontemler gelistirilebilir.

6. Wild tip ve BHF’lere TrkB agonistleri ve disaridan BDNF uygulamasi
yapilarak, OS ile iligkili degiskenler incelenebilir.
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Tablo 35. Standart WT (kontrol) grubuna gore diger gruplardaki anlamli degisimler

Standart (+/-)

Sukroz WT

Sukroz (+/-)

Epididimal MDA Seviyesi
Epididimal SOD Aktivitesi
Epididimal CAT Aktivitesi
Epididimal GPx Aktivitesi
Epididimal SOD2 Ekspresyonu
Epididimal GPx3 Ekspresyonu
Epididimal CAT Ekspresyonu
Subkutan MDA Seviyesi
Subkutan SOD Aktivitesi
Subkutan CAT Aktivitesi
Subkutan GPx Aktivitesi
Subkutan SOD2 Ekspresyonu
Subkutan GPx3 Ekspresyonu
Subkutan CAT Ekspresyonu
Serum Glukoz Seviyesi

Serum Insiilin Seviyesi

Serum TAG Seviyesi

Serum HOMA-IR Skoru
Serum BDNF Seviyesi

Serum Leptin Seviyesi

Serum Adiponektin Seviyesi
Serum Rezistin Seviyesi
Serum 3-NT Seviyesi

Serum 4-HNE Seviyesi

0

| < < |

0

0

0
0

| <

| > > > <

| = >

— > >

9

/]\ . Artty, \l/: Azaldi, — : Degismedi.
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10. EKLER
10.1. EK 1

Ek 1. Beslenme siiresince kullanilan standart yemin (D12450J) igerigi

D12450J kodlu yem icerigi % g % kcal
Protein 19.2 20
Karbohidrat 67.3 70
Yag 43 10
Toplam kcal/g 3.85 100
Bilesenler g kcal
Kazein 200 800
L-Sistin 3 12
Misir nisastast 506.2 2024.8
Maltodekstrin 10 125 500
Sukroz 68.8 275.2
Seliiloz 50 0
Soya yagi 25 225
Domuz yagi 20 180
Mineral karigimi 10 0
Dikalsiyum fosfat 13 0
Kalsiyum karbonat 5.5 0
Potasyum sitrat.H,O 16.5 0
Vitamin karigimi 10 40
Kolin bitartarat 2 0
Sar1 gida boyast 0.04 0
Mavi gida boyasi 0.01 0
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10.2. EK 2

Ek 2. Beslenme stiresince kullanilan yiiksek sukrozlu yemin (D12450B) igerigi

D12450B kodlu yem icerigi % g % kcal
Protein 19.2 20
Karbohidrat 67.3 70
Yag 43 10
Toplam kcal/g 3.85 100
Bilesenler g kcal
Kazein 200 800
L-Sistin 3 12
Misir nisastasi 315 1260
Maltodekstrin 10 35 140
Sukroz 350 1400
Seliiloz 50 0
Soya yagi 25 225
Domuz yag: 20 180
Mineral karigimi 10 0
Dikalsiyum fosfat 13 0
Kalsiyum karbonat 5.5 0
Potasyum sitrat.H,O 16.5 0
Vitamin karigimi 10 40
Kolin bitartarat 2 0
Sar1 gida boyast 0.05 0
Mavi gida boyasi 0 0
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