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1. OZET

MONONUKLEER KAN HUCRELERINDE MITOKONDRIYAL AKTIVITE
OLCUM METODUNUN GELISTiRILMESI VE RAMAZAN ORUCUNUN BU
AKTIVITEYE ETKISI

Bu tez ¢calismasinda, genel saglik durumunun veya viicuttaki metabolik degisikliklerin
bir gostergesi olabilen mitokondriyal fonksiyonun olgulebilmesi igin uygun bir
metodun gelistirilmesi ve Ramazan orucunun bireylerin beslenme durumu,
antropometrik Ol¢limleri ve kanlarindan izole edilen monontikleer hiicrelerin
mitokondriyal aktivitesi (izerine etkilerinin belirlenmesi amaclanmustir. Istanbul
Medipol Universitesi Rejeneratif ve Restoratif Tip Arastirmalar1 Merkezi’nde
yiriitiilen ¢alismaya toplamda 20 gonulli birey dahil edilmistir. Deneysel kosullarin
optimizasyonunun ardindan, yas ortalamasi 24,0+3,3 yil olan 10 katilimcidan
Ramazan ayinin 1., 15., 27. giinlerinde, 1 ve 3 ay sonrasinda alinan kanlardan izole
edilen monontkleer huicrelerin mitokondriyal aktivite dlglimleri gergeklestirilmistir.
Bu 6lctimler igin Seahorse XFe96 Hiicre Metabolizmasi Olgiim Cihazi kullanilmus,
Ol¢ciim yapilan giinlerde bireylerin 24 saatlik besin tiikketim kayitlar1 ve antropometrik
olcimleri de alimmustir. Ramazan sonunda viicut agirhigi ve BKI degerleri Ramazan’in
1. giinline kiyasla azalirken (p<0,05), kas ve yag oranlarinda anlamli bir degisiklik
olmamistir (p>0,05). Kadinlar ortalama 1720 +1370 g, erkekler ise 1350 +350 ¢
zayiflamigtir. Ramazan sonundaki enerji alimlar1 (1852,8 +605,6 kkal), Ramazan’in
birinci (2343,4 £1262,0) ve 15. (2162,0 + 773,7) guniine gore anlaml1 olarak azalmistir
(p<0,05). Bireylere ait olan mononikleer hiicrelerin bazal solunum, ATP (retimi,
maksimal solunum ve yedek solunum kapasitelerinin de oru¢ tutulan donemde anlamli
olarak azaldigi belirlenmistir (p<0,05). Ramazan sirasinda gorillen degisimlerin
cogunlukla kalict olmadigi, normal beslenme diizenine doniilmesi ile birlikte bu
parametrelerin de tekrar yiikselise gectigi saptanmigtir. Sonug olarak Ramazan orucu,
viicut agirhigini, enerji alimmi ve mononiikleer kan hiicrelerinin mitokondriyal
aktivitesini geri doniislimlii olarak degistirmektedir ancak goriilen degisimlerin

nedeninin tam olarak aydinlatilabilmesi i¢in daha kapsamli ¢caligmalara ihtiyag¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: Beslenme, Mitokondriyal aktivite, Mononukleer kan hiicresi,

Ramazan, Orug



2. ABSTRACT

DEVELOPMENT OF MITOCHONDRIAL ACTIVITY MEASUREMENT
METHOD IN MONONUCLEAR BLOOD CELLS AND THE EFFECT OF
RAMADAN FASTING ON THIS ACTIVITY

In this thesis, it is aimed to develop an appropriate method to measure mitochondrial
function which can be an indicator of general health status or metabolic changes in the
body and to determine the effects of Ramadan fasting on the nutritional status,
anthropometric measurements of individuals and the mitochondrial activity of
mononuclear cells isolated from their blood. The study was conducted in Istanbul
Medipol University Regenerative and Restorative Medicine Research Center with 20
volunteers. After the optimization of experimental conditions, mitochondrial activity
measurements were performed with mononuclear cells isolated from 10 participants’
- mean age 24.0 £3.3 years- blood samples on the 1st, 15th, 27th days of Ramadan,
and 1 and 3 months after Ramadan. Seahorse XFe96 Analyzer was used for
mitochondrial activity measurements, 24-hour dietary recalls and anthropometric
measurements of the individuals were also collected. At the end of Ramadan, body
weight and BMI values decreased significantly compared to the first day of Ramadan
(p <0.05), but there was no significant change in muscle and fat ratios (p>0.05). The
average weight loss was 1720 + 1370 g for women and 1350 + 350 g for men. Average
energy intake at the end of Ramadan (1852.8 + 605.6 kcal) decreased significantly
compared to the first (2343.4 + 1262.0 kcal) and 15th (2162.0+£773.7 kcal) days of
Ramadan (p<0.05). It was determined that the basal respiration, ATP production,
maximal respiration and reserve respiration capacities of the mononuclear cells
isolated from the participants’ blood decreased significantly during the Ramadan
fasting period (p<0.05). It was found that the changes observed during Ramadan were
not permanent and that these parameters also increased again with the return to normal
diet. Consequently, Ramadan fasting reversibly changes body weight, energy intake
and mitochondrial activity of mononuclear blood cells in healthy individuals, but more
comprehensive studies are needed to fully elucidate the cause of these changes.

Keywords: Nutrition, Mitochondrial activity, Mononuclear blood cell, Ramadan,

Fasting



3. GIRIS VE AMAC

Gilnumizde kronik hastaliklarin pek ¢ogunun temel nedenleri, hiicresel ve
molekiiler boyutta ele alinmaktadir. Bir¢cok hastalifin olusumunda ve saghigin
korunmasinda biiyiikk oneme sahip olan beslenmenin de hiicresel boyutta ele

alimmasinin gerekli oldugu diistiniilmektedir.

Insanin alyuvarlar1 digindaki her hiicresinde bulunan mitokondri, enerji
metabolizmasinin merkez noktalarindandir ve mitokondriyal solunum, mitokondriyal
sagligin bir gostergesi olarak kabul edilir (1). Mononikleer kan hiicrelerinin insanlarda
mitokondrinin nispeten kolay ulasilabilir kaynaklari olmalarinin yani sira dolasimdaki
gevresel ve diyetsel etkenlere bagl degisimlere maruz kalmalari nedeniyle bu
hiicrelerin mitokondriyal aktivitelerini degerlendirmek icin uygun deney metodunun
gelistirilmesinin beslenme ve metabolizma iliskisi alanindaki calismalara katki

saglayacagi distiniilmektedir (2-4).

Literaturde insan periferik kan mononukleer hiicrelerinde hlicre metabolizmasi
6lctim cihazi ile 6l¢iilebilen metabolik parametrelerin ¢esitli hastaliklarda patolojik ve
prognostik deger tasiyabilecegi belirtilmis, Biyoenerjetik Saglik Indeksi (BHI-
Bioenergetic Health Index) gibi biyobelirte¢ olmaya aday formiiller gelistirilmistir (3,
5). Bu biyoenerjetik parametrelerin bireyin mitokondriyal fonksiyonunu zaman iginde
izlemek ve potansiyel olarak bireyler arasinda karsilastirma yapmak ig¢in
kullanilabilecegi ifade edilmektedir ancak farkli zamanlardaki Glg¢lim sonuglar
karsilastirilirken sisteme bagli degisimlerin en aza indirilmesi i¢in deneysel kosullarin
optimize edilmesi biiyiik 6nem tasimaktadir (6, 7). Bu nedenle bu tez ¢alismasinda,
hicresel diizeyde mitokondriyal fonksiyonun olgiimiine olanak saglayan Seahorse
XFe96 Hiicre Metabolizmas1 Olgiim Cihaz1 kullanilarak olclilen mitokondriyal
parametrelerin sagligin veya viicuttaki metabolik degisikliklerin bir gostergesi olarak
kullanilabilmesi igin glivenilir bir metodun gelistirilmesi hedeflenmistir. Gelistirilmesi
hedeflenen metodun denenmesi icgin ise bireyler arasinda zamana ve beslenme
diizenine bagli olan degisimler konusunda karsilastirma yapmaya elverisli oldugu
diisliniildiiginden Ramazan orucu modeli tercih edilmistir. Orug; yiyecek, su veya

belirli se¢ilmis besin gruplarindan uzak durmayi gerektiren bir uygulamadir. Orug



tutmanin ¢esitli dinlerde bir ibadet olmasinin yani sira, aralikli oru¢ ve benzeri
uygulamalar tedavi amagli olarak da uzun yillardir kullanilmakta ve saglik tizerinde
iyilestirici etkilerinin bulundugu one siiriilmektedir (8, 9). Uzun vadede beslenme
diizeninin kronik hastalik riskini ve biyoenerjetik saglig1 etkileyecegi one siiriilse de
bu dizendeki Ramazan orucu gibi donemsel degisimlerin metabolik etkilerinin
mononiikleer kan hiicrelerinin mitokondriyal aktivitelerine yansiyip yansimayacagi

bilinmemektedir.

Ozetle, bu tez calismasinda insan kanindan izole edilen mononiikleer
hlcrelerin mitokondriyal aktivitelerinin 6l¢iimiinde kullanilabilecek tutarli bir
metodun gelistirilmesi ve Ramazan doneminde tutulan orucun bireylerin beslenme
durumu, antropometrik 6lctimleri ve mononikleer kan hicrelerinin mitokondriyal

aktivitesi tzerine etkilerinin belirlenmesi amaglanmastir.



4. GENEL BILGILER

4.1 insan Kan Hiicrelerinin Fizyolojisi

Kan, insan yasaminin temel bir bilesenidir. Yetigkin bir insan viicudunda, yas,
cinsiyet, viicut agirlig1 gibi faktorlere bagh olarak degismekle birlikte yaklasik 4 ila 5
litre kan karmasik bir damar ag1 boyunca siirekli olarak dolasir. Kanin bu dolasim
esnasindaki temel gorevi oksijen ve diger besin maddelerinin hiicrelere kadar

tasinmasi, karbondioksit gibi atik maddelerin ise hiicrelerden uzaklagtirilmasidir (10).

Kanin temel bilesenleri, 6zel hiicreler ve sivilardir bu nedenle kanin hem bir
stvi hem de bir doku oldugu soylenebilir. Berrak, hafif yapigskan ve sarimsi sivi kisim
olan plazma, kan igeriginin yaklasik %54'tnii olusturur. Yiizde 901 su olmasina
ragmen, plazma kritik proteinler de dahil olmak iizere sagligi ve yasam siirdiirmek
icin gerekli olan elementleri igerir. Eritrositler olarak da bilinen kirmiz1 kan hiicreleri
kanin yaklasik %45'ini, beyaz kan hucreleri (I6kositler) ve plateletler (trombositler)
ise kalan %1°lik kismini olusturur (10, 11). Vicutta en bol bulunan kan hticreleri olan
eritrositlerin en Onemli goérevi yapilarindaki hemoglobin sayesinde oksijen ve
karbondioksit tagimaktir. Memelilerdeki diger bir¢ok hiicrenin aksine c¢ekirdekleri
yoktur ve kan damarlarina sigmak i¢in kolayca sekil degistirebilirler (12). Beyaz kan
hiicreleri, hastalia neden olan ajanlar1 yok ederek viicudun enfeksiyon ve
hastaliklardan korunmasma yardimct olur. Bu hucreler ayrica kendi aralarinda
viicudun bagisikligina yardimcei olan lenfositler ve mikroorganizmalar ile yabanci
maddeleri parcalayan fagositik hucreler (grantlosit ve monositler) olarak
smiflandirilir (11, 13). Trombosit adi verilen kiigiik hlcre parcalari ise kanin

pihtilagmasinin saglanmasinda énemlidir (14).

Kan hiicrelerinin yasam siireleri kisa oldugundan, siirekli olarak uretilmeleri
gereklidir. Tim kan htcreleri yetiskin memelilerin kemik iliginde az sayida bulunan
kendi kendini yenileyebilen hematopoetik kok htcrelerden koken alir ve bu
hlcrelerden kan hiicresi tiretimi ‘hematopoez’ olarak adlandirilir (15). Kok hiicreler,
kok hiicre olarak devam eden bazi yavru hiicreler ve farklilasma yoluna giden hiicreler

tiretmek iizere boliinebilen farklilagsmamais hiicrelerdir. Kan hiicreleri olusturmak iizere



bolindiklerinde miyeloid ve lenfoid hiicreleri olustururlar (16, 17). Miyeloid hiicreler
kemik iliginde geliserek eritrosit, platelet, monosit, notrofil, eozinofil, bazofillere
doniistirken; lenfoid hiicreler dalak ve timusa go¢ ederek lenfositleri meydana getirir
(Sekil 4.1) (17).
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Sekil 4.1 Hematopoetik kok htcreden farkl: kan hiicrelerinin olusumu (18).

Kan insan viicudunun en kolay erisilen ve kolayca incelenen dokularindan
biridir. Ayrica, bilesenlerinin her biri fizyolojik olarak bir veya daha fazla islevi yerine
getirir ve bu bilesenlere uygulanan testler bireyin sagligi hakkinda hayati bilgiler

saglar (10).

4.1.1 Mononikleer Kan Hucreleri

Monontkleer kan htcreleri, periferik kandan izole edilen ve yuvarlak bir
¢ekirdege sahip olan hiicrelerdir. Lenfositler (T hiicreleri, B hicreleri ve dogal
oldaruct hucreler), monositler ve dendritik hticreler mononukleer kan hicre
popllasyonunu olusturmaktadir (19, 20). Bu hcrelerin kanda bulunma oranlari
bireyler arasinda farklilik gdstermesine ragmen genellikle lenfositler %70-90,

monositler %10-20, dendritik hucreler ise % 1-2 oraninda bulunurlar (19).



Mononiikleer kan hiicresi popiilasyonunun en biiyilk kismini olusturan
lenfositler, edinsel bagisiklig: diizenleyen kilit hiicrelerdir. Yabanci ajanlarin spesifik
olarak taninmasi ve uzaklastirilmasindan sorumludurlar. Lenfoid éncul hiicreleri genel
olarak Ug¢ ana hiicre topluluguna farklilasmaktadir. Bunlar kicik lenfositler olarak
bilinen B ve T hucreleri ile blyuk cekirdekli lenfositler olarak bilinen dogal dldiirticii
(NK) hucrelerdir (21).

B lenfositler sindirim sistemi ile iligkili lenfoid dokuda (GALT = Gut-
associated lymphoid tissue), T lenfositler ise timusta olgunlagsma siirecini
tamamlamaktadir. Daha sonra kan dolagimina gegen lenfositlerin bir kismi lenf nodlari
ve dalak gibi sekonder lenfoid organlarda gorev almaktadir (22). B hiicreleri, viicut
dokularindaki yabancit mikroorganizmalara baglanan ve bunlarin yok edilmesine
aracilik eden proteinler olan antikorlari salgilarlar. T hiicreleri ise viral olarak enfekte
olmus veya kanserli hiicreleri taniyarak yok eder. Ayrica B hiicreleri tarafindan antikor

tiretimine yardimei olurlar (13, 21).

Dogal 6lduruct hiicreler (NK), dogal bagisikligin pargasidirlar ve konagin
tiimdrlere ve viriislerle enfekte olmus hiicrelere karst savunmasinda en biiyiik rolii
oynarlar. Sitokinlerin alt tiplerinden biri olan interferonlarla uyarilarak aktif hale
gelirler ve sitotoksik graniller salgilayarak hedef hiicreleri oldiiriirler (13). Ayrica
inflamasyon sirasinda diizenleyici hiicreler olarak da hareket ettikleri ve adaptif

immun yanit1 diizenledikleri bilinmektedir (23).

Lenfositler islevsel anlamda koken aldiklart dizi ve fenotip olarak
birbirlerinden farklidirlar ve bu nedenle karmasik biyolojik yanitlara ve aktivitelere
neden olmaktadirlar. Lenfositlerin O6mrii birka¢ haftadan birkag yila kadar
uzanabilmektedir (22).

Monositler, dogal immiin sistemin 6nemli ve en biyik (ortalama 15-18
mikrometre) hicreleridir (24). Aktif olarak hareketli olan bu hiicreler eritrositleri ve
diger biiyiik pargaciklart oldugu gibi bulasict ajanlari da fagosite etme yetenegine
sahiptirler (25). Cogu patojene kars1 etkin bir bagisiklik yanitinin saglanmasi igin ¢ok
onemli olan monositler, kemokin reseptdrleri ve kandan enfeksiyon bolgesine gecisi
modlle eden adezyon reseptorleri ile donatilmigtir. Monositler genellikle

graniilositlerden daha sonra iltihapli doku bolgelerine girerler. Cogunlukla kronik



enfeksiyon bolgelerinde bulunurlar. Makrofajlara ve/veya dendritik hicrelere

farklilagsarak dogal ve adaptif immiiniteyi diizenlerler (24).

4.2. Hiicresel Enerji Metabolizmasi

Hicrenin hemen hemen her aktivitesi icin gerekli olan enerji, adenozin
trifosfatin (ATP) adenozin difosfata (ADP) hidrolizi ile saglanir. Enerji homeostazini
ve dolayisiyla hiicre biitiinliigiinii ve fonksiyonunu korumak i¢in ATP sirekli olarak
yenilenmelidir (24). Bu islem igin gereken enerji, farkli karbon kaynaklarinin
-monosakkaritler (glukoz, fruktoz, galaktoz), yag asitleri ve amino asitler- kademeli
olarak oksidasyonundan saglanir. Besin alimini takiben bagirsaktan viicuda emilen bu
yakit molekiilleri dolasim yoluyla viicuda yayilir ve hicreler; enerji tretimi, iskelet
kas1 ve karaciger hiicrelerindeki glikojen depolari ile triagilgliserollerin (TAG)
biyosentezi ve takviyesi igin gerekli besinleri alir (26). Glikoz, kirmizi kan hiicreleri
ve beyin hicreleri igin birincil yakittir ve tiiketimini sinirlandirmak igin, istirahat
halindeki karaciger hiicreleri ve iskelet kasi hiicreleri, ATP Uretimi i¢in dncelikle yag

asitlerini kullanir (27).

Hicresel enerji gereksinimini karsilamak igin gereken ATP, sitoplazmada
gerceklesen glikoliz ve mitokondride gergeklesen sitrik asit (trikarboksilik asit ya da
krebs) dongiisii ve oksidatif fosforilasyon (OXPHOS) sistemi tarafindan tiretilir (28).

Bu olaylarin semasi Sekil 4.2°de gosterilmistir.
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Sekil 4.2 Hiicresel enerji metabolizmast: Glikoliz, krebs dongiisii ve elektron tagima
sistemi.

4.2.1 Glikoliz

Glikoliz, glikozun hiicrede kullanilmasinda ana yol olup tiim hiicrelerde yer
alir. Glikoz, CeH1206 kimyasal formuliine sahip 6-karbonlu bir molekiildiir. Dolagima
katilan glikoz dogrudan besinlerden ya da glikozun insanlardaki depo formu olan
karaciger ve kas glikojeninden elde edilir (29). Glikoz basta merkezi sinir sistemi
hiicreleri olmak iizere viicudun bir¢ok hiicresi i¢in dnemli bir enerji kaynagidir (30).
Plazma glikoz seviyesi temel biyokimyasal yolaklar tarafindan diizenlenir. Kandaki
glikoz, enerji saglamak amaciyla hiicre zarindaki belirli glikoz tastyicilart (GLUT]1,
GLUT4) ile hiicre i¢ine alinir (31). Bir dizi biyokimyasal reaksiyon sonucunda ylksek
enerjili kimyasal molekil olan ATP’ye kadar pargalanir ve hiicrelerin en hizli
kullanabildigi ATP kaynagidir.



Glikozun katabolizmas1 sonucunda enerji saglanan glikoliz yolaginin
aciklanmasi 1940’lara kadar siirmiistiir. Glikoliz ortamda oksijen varliginda (aerobik
kosullar) da yoklugunda (anaerobik kosullar) da gergeklesebilir (32). Hiicresel aktivite
icin gereken ATP molekiilii saglanirken ayn1 zamanda glikoliz sonucu olusan ara
tiriinler birgok maddenin yapitasini olusturmaktadir. Glikozun izomerleri olan fruktoz

ve galaktozun metabolize edilebilmesinde de temel yolak glikolizdir (33).

Hiicre sitoplazmasinda gergeklesen glikoliz sonucunda glikoz piriivata
dontigiir. Aerobik kosullarda, olusan piriivat daha sonra tamamen okside oldugu
mitokondriye girerek sitrik asit dongiisiine katilir. Bu dongiide olusan elektron
tastyicilari, elektron tagima sistemine (ETS) aktarilir ve ATP {iretiminin biiyiik kismi1
gerceklesir. Glikoz molekiilii basina tiretilen ATP miktari konusunda farkli goriisler
mevcut olup, net ATP sayist 30 ila 38 arasinda degismektedir (34, 35). Anaerobik
kosullarda ise olusan piriivat sitrik asit dongisune girmeyerek laktat son Griiniine
doniisiir ve net 2 ATP dretilir. Glikoliz sonucunda Uretilen ATP, vicutta enerji

gerektiren neredeyse her islem i¢in kullanilir (36, 37).

4.2.2 Mitokondri

Insanin eritrositleri disindaki her hiicresinde bulunan mitokondri, hiicresel
metabolik faaliyetlerin temelini olusturan oksidatif fosforilasyon ile ATP tiretiminin
yant sira hiicre canliligmimn siirdiiriilmesinde 6nemli birgok gorev Ustlenen bir
organeldir (38, 39). Mitokondriyal hastaliklarin gesitliligi de, mitokondrinin hiicre ve

dokularda 6nemli roller iistlendigini vurgulamaktadir (40).

Mitokondri, her biri spesifik fonksiyonlara sahip dort bolmeden olusur, bunlar:
dis mitokondriyal zar, i¢ mitokondriyal zar, zarlar aras1 bosluk ve matristir. Dis zar,
iyonlarin ve kuguk bir protein boyutundaki molekiillerin gegisine izin verecek kadar
bilytiklukteki bircok protein yapili porine sahiptir ve i¢ zar1 tamamen kaplar. i¢ zar ise
cok daha sinirli bir gecirgenlige sahiptir ve ¢evreledigi mitokondriyal matrise dogru
girintiler yaparak krista adi verilen yapilari olusturur (41). Elektron taginimi ve ATP
sentezinde gorev alan elektron tasima sistemi (ETS) bilesenleri, ATP sentaz, ATP-

ADP translokaz gibi enzimler i¢ zar lzerinde bulunurken, sitrik asit dongiisii, yag
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asitlerinin B oksidasyonu, amino asit oksidasyonu ig¢in gerekli olan enzimler

mitokondri matriksinde yer alir (42).
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Sekil 4.3 Mitokondrinin yapisi ve mitokondride ger¢eklesen temel biyokimyasal
olaylar (43)

Kendine ait deoksiribonikleik asite (mtDNA) sahip olmasi ve hiicre
boliinmesinden bagimsiz olarak c¢ogalabilmesi, mitokondriyi farkli kilan
Ozelliklerdendir (44). Enerji ihtiyaci, mitokondri c¢ogalmasini etkileyen temel
faktorlerdendir. Dolayisiyla hiicrelerdeki mitokondri sayilari esit olmayip, enerji

ihtiyacina gére mitokondri sayist artmaktadir (42).

Hastaliklarin mitokondri ile iligkili biyoenerjetik yonleri konusundaki
bilgilerin artirilmasi, tani, tedavi, 6nleme ve tibbin gesitli alanlarini birbirine baglama

konusunda yeni firsatlar saglamaktadir (38).

4.2.3 Mitokondriyal Solunum

Mitokondrinin en yaygin bilinen gorevi oksidatif fosforilasyon ile ATP

uretimidir. Glikoz gibi substratlardan saglanan elektronlarin yiikseltgenme ve

11



indirgenme olaylar1 ile oksijene tasindigi yola elektron tagima sistemi adi verilir.
Elektronlarin, elektron tagima sisteminde tasinmasi sirasinda olusan enerjinin
adenozin difosfat (ADP) ve inorganik fosfor (Pi) ile birlesip ATP olusturmasi olayz ise
oksidatif fosforilasyon olarak adlandirilmaktadir (45).

ATP uretimi igin asamali oksidasyon islemi, glukoz igin bir dizi enzimin
piruvata kismi oksidasyonu katalize ettigi sitozolde baslar. Mitokondri matriksinde
gerceklesen sitrik asit dongisinde elektronlarla yiuklenen NADH ve FADH2
tagidiklari elektronlari i¢ zar lizerine yerlesmis olan elektron tagima sistemine aktarirlar
(40). Elektron tagima sistemi 5 alt iiniteden olusmaktadir, bunlar: Kompleks 1 (NADH:
ubikinon oksidorediiktaz), Kompleks 2 (sliksinat: ubikinon oksidorediiktaz),
Kompleks 3 (ubikinon: sitokrom c rediiktaz), Kompleks 4 (sitokrom-c oksidaz) ve
Kompleks 5 (ATP Sentaz)’tir (46).

Kompleks 1 (Cl: NADH:ubikinon oksidoreduiktaz): CI, bilinen en biyiik membran
proteinlerinden biridir ve 45 alt iiniteden olusur. Flavin mononiikleotid (FMN)
molekdll ve demir-kiikiirt ana alt tinitelerini olusturur. FMN, esas olarak matrikste
meydana gelen sitrik asit dongiisii tarafindan tiretilen NADH'dan tiiretilmis bir ¢ift
elektronu alarak FMNH2'yi olusturur ve demir-kiikiirt kiimeleri aracilifiyla da
elektronlar ubikinona iletilir. Kompleks 1’in temel gérevi NADH’dan ubikinona
elektron tagimaktir. Elektron transferi sirasinda mitokondriyal matristen zarlar arasi
bosluga dort proton pompalanir. Boylelikle ATP sentezi igin gereken proton
kuvvetinin ¢ogu saglanir (47, 48).

Kompleks 2 (CII: suksinat:ubikinon oksidorediiktaz): CII, ii¢ farkli tipte FeS
kiimesi ve bir flavoprotein olmak fiizere 4 alt birimden olusmaktadir. Krebs
dongiisiinlin bir pargasi olarak, siiksinatin fumarata oksidasyonunu katalize eder. CII,
elektronlar i¢in baska bir giris noktasidir ve elektronlar1 CI' e benzer sekilde FeS

kiimeleri vasitasiyla siiksinattan ubikinona (Koenzim Q) tasir (49).

Kompleks 3 (CI11: ubikinon: sitokrom c rediiktaz): Cl11 sitokrom B, sitokrom C;
ve demir-kikurt proteini ile sarilmis yiiksek potansiyelli bir komplekstir. CIII'nin
elektron transfer islemi Q dongiisii ile gergeklestirilir. Ubikinona aktarilan elektronlar
mitokondriyal intermembran bosluguna (IMS) salinir ve buradan bir mobil elektron

tastyicist olan sitokrom C kompleksine aktarilir (47, 50).
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Kompleks IV (CIV: sitokrom-c oksidaz): CIV, H20 olusturmak i¢in CIII” den aldig1
elektronlari terminal elektron alicis1 olan oksijene aktarir. Sitokrom C'de bir seferde
toplam dort elektron ayni anda dioksijene baglamak {iizere transfer edilir ve sekiz
proton salinir, bunlarin yarisi iki su molekiiliinii olusturmak i¢in kullanilir ve diger

dordu zar boyunca membranlar aras1 bosluga pompalanir (51).

Kompleks 5 (CV: ATP Sentaz): CV, F0 ve F1 alt birimlerinden olusmaktadir. ETS
yoluyla membranlar arasi bosluga pompalanan protonlar FO'dan geger, olusan
elektrokimyasal gradyan F1'e aktarilarak ATP sentaz’da yapisal bir degisiklige neden

olarak ATP sentezinin gergeklestirilmesini saglar (52).

Ozetle; elektronlar elektron tagima zincirinden gectikce serbest enerjilerinin
¢ogunu kaybederler. Bu esnada protonlar, mitokondri i¢ zarindan, zarlar aras1 bosluga
pompalanir. Olusan proton gradienti, mitokondriyal membran potansiyeli yaratir ve bu
islem kompleks 5°te ADP ve inorganik fosfattan (Pi) ATP Uretimi ile sonuglanir (53).
ATP’ye doniismeyen serbest enerjinin geri kalani, kalsiyum (Ca*?) tasinmasi ve 1s1

uretimi gibi amaglar icin kullanilabilir.

4.3 Mitokondriyal Aktivite Ol¢limu

Hiicresel solunum 6l¢iimii, oksidatif fosforilasyon sirasinda ATP sentezi ve
oksijen tliketimi arasindaki baglant1 nedeniyle enerji metabolizmasini degerlendirmek
icin kullanilan gii¢lii bir deneysel aragtir. Mitokondriyal solunumun yiksek
hassasiyetli 6lcimiini saglayan mikrokatod oksijen elektrotlari i¢eren gesitli cihazlar
mevcuttur (53). Bu cihazlarin en gelismislerinden biri olan Seahorse XF Metabolizma
Olgiim Cihaz, canli hiicrelerdeki iki biiyiik enerji yolaginm (mitokondriyal solunum
ve glikoliz) eszamanli olarak &lgiilmesine olanak saglamaktadir. Olgtimler, cihaz icin
0zel olarak gelistirilmis hicre kiiltliri mikroplakalarina tek bir tabaka halinde ekilen
hiicrelerin 200 mikron iizerine kadar inen problar ile gerceklestirilir. Ortamdaki
¢Oziinmiis oksijen ve serbest proton (H+) konsantrasyonlarindaki degisimlerin
Olglilmesinin ardindan Oksijen Tiiketim Oranm1 (OCR, pmol/dk) ve Ekstraseliler
Asidifikasyon Oran1 (ECAR, mpH/dk) hesaplanir. Oksijen Tiiketim Oram
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mitokondriyal solunumun gostergesi iken ECAR biyuk olglide glikolizin
gOstergesidir.

Cihazin 3 modeli (XF, XFe ve XFp) mevcuttur. Her bir hicre kalturd
mikroplakasi cihaz modeline gore 8, 24 veya 96 kuyucuktan olusabilmektedir. Bu tez
calismasinda kullanilan XFe96 modeli Sekil 4.4’te goriilmektedir.

Resim 4.4 Seahorse XFe96 Metabolizma Ol¢iim Cihazi

Cihazin 6nemli 6zelliklerinden biri her kuyucuk icin 4 enjeksiyon portunun
bulunmasi ve bu portlara yiiklenen substrat ya da ilag gibi maddelerin 6l¢iim sirasinda
hicrelerin Uzerine enjekte edilmesi ile hiicre metabolizmasi tizerindeki etkilerinin test
edilebilmesidir (Sekil 4.5) (54). Bu prensibe bagli olarak, farkli ilaglardan olusan Mito
Stres, Glikoliz Stres, Glikolitik Hiz, Yakit Esnekligi ve Enerji Fenotip Testi gibi testler
gelistirilmistir ve {iretici tarafindan kit halinde saglanabilmektedir. Testler sonucunda
tekrarlanabilir ve glivenilir verilerin elde edilebilmesi i¢in 96 kuyucuklu mikroplakaya
ekilecek olan htcrelerin dizgiin dagilmis ve yapigmis olmasi, hiicre sayisinin ve
yapilacak teste bagli olarak hiicrelere enjekte edilecek ila¢ dozlarinin optimize

edilmesi gerekmektedir (55).
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Sekil 4.5 Seahorse Mikroplakasi, Enjeksiyon Portlar1 ve Calisma Mekanizmasi

4.3.1 Mito Stres Testi

Seahorse XF Hiicre Mito Stres Testi ile hucrelerin bazal solunum, ATP Gretimi,
proton kagagi, maksimal solunum ve yedek solunum kapasitesi gibi mitokondriyal
fonksiyon parametreleri 6lgiilebilmektedir. Test sirasinda, bazal durumdaki OCR ve
ECAR degerlerinin 6l¢timiinii takiben ortama sirastyla oligomisin, karbonilsiyanid-p
trifluorometoksifenilhidrazon (FCCP) ve Rotenon & Antimisin A karisimi enjekte
edilmektedir.

Oligomisin (CssH74011), elektron transfer zincirindeki kompleks 5’in (ATP
sentaz), proton kanali olan FO alt iinitesini bloklamak i¢in kullanilan, Streptomyces
tirindeki bakteriler tarafindan iiretilen bir ¢esit antibiyotiktir (56, 57). ATP sentezinin
oligomisin ile inhibe edilmesi, elektron tasima zinciri boyunca elektron akigini ve
dolayisiyla oksijen tiiketimini 6nemli dl¢iide azaltir. Ancak, proton kacagi nedeniyle

elektron akisi tamamen durmaz (4).

Ikinci sirada enjekte edilen FCCP (C10HsF3N4O) ise mobil iyon tastyicist olan
bir iyonofordur. Hidrojen iyonlarini oksidatif fosforilasyon i¢in enerji saglanmaksizin
mitokondriyal zar boyunca tasiyarak ATP sentezini bozar. Mitokondriyal aktiviteyi
maksimuma ¢ikarmak i¢in kullanilir, boylece tiiketilen oksijen miktar1 da maksimuma

cikmaktadir (58, 59). Fazlasi toksik etki yaratirken yetersiz kullanimi hiicrenin
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maksimal solunum kapasitesinin oldugundan daha diisiik olarak belirlenmesine neden
olabilir. Bu nedenle kullanilan FCCP dozunun hiicre tipi ve sayisina gore optimize

edilmesi biiylik 6nem tagimaktadir (55).

Rotenon Antimisin A
H* i
H* H* H* M
t t t |

i¢ Mitokondriyal
Membran

Mitokondriyal - — B
Matriks l I
H* H* H*
@D @ |
H+ \

Sekil 4.6 Mito Stres Testi i¢in kullanilan ilaglarin ETS {izerindeki etkileri.

Rotenon (C23H2206) , ETS’deki kompleks I’in aktivitesini inhibe eden organik
bir pestisit ve insektisittir (60). Elektronlarin kompleks I'deki Fe-S merkezlerinden
ubikinona transferini engeller, boylece NADH'm kullanilabilir hiicresel enerjiye, yani
ATP'ye doniistiiriilmesini onler. Oksidatif strese ve ndrodejenerasyona neden olabilir
(61). Antimisin A ise, ETS’deki kompleks I1I’te elektronlarin sitokrom B'den sitokrom
C'ye geg¢isini engelleyen bir antibiyotiktir (62). Bu inhibitorler, 6lglim sirasinda
mitokondriyal olmayan oksidazlardan kaynaklanan oksijen tiiketimini belirlemek ve
devre dis1 birakmak amaciyla deneyin sonunda hiicrelere enjekte edilir, mitokondriyal
elektron transferinin durmasina bagli olarak oksijen tiikketiminin diismesi beklenir (63).
Test sirasinda tiim ilaglar enjekte edildikten sonra ortaya c¢ikmasi beklenen 6rnek

ol¢tim grafigi sekil 4.7’ de gosterilmektedir.
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Sekil 4.7 Mito Stres Testi Profili.

Bazal Solunum:
(Ilk Enjeksiyondan Onceki Son Olgiim - Mitokondriyal Olmayan Oksijen Tiketimi)

ATP d(retimi ve proton kagagi kombinasyonundan kaynaklanan oksijen
tiiketiminin bir dl¢iisiidiir. Normal kosullar altindaki enerji gereksinimini temsil eder.
Kontrole kiyasla hastaliga sahip hastalarda rutin solunumdaki degisiklikler, degisen
mitokondriyal fonksiyonu gosterebilir ve diger mitokondriyal parametreler

baglaminda yorumlanmalidir(53).
ATP Uretimi:

(Oligomisin Enjeksiyonundan Onceki Son Olciim - Oligomisin Enjeksiyonundan

Sonraki Minimum Olgiim)

ATP sentaz inhibitéri Oligomisin’in enjeksiyonu ardindan oksijen tuketim
oranindaki azalma, tliketilen oksijenin ATP iiretimi i¢in kullanilan kismini1 gosterir.
Cogunlukla hiicrenin enerji gereksinimini yansitirken substrat varligina goére de

degisebilir.
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Proton Kacagu:

(Oligomisin Enjeksiyonundan Sonraki Minimum Olgiim - Mitokondriyal Olmayan
Oksijen Tuketimi)

Oligomisin enjeksiyonundan sonra geriye kalan mitokondriyal solunum,
proton sizintisina baglanabilir. Proton kagagi, elektronlarin mitokondri i¢ zarindan
ATP sentazdan bagimsiz olarak ge¢mesini ifade eder. Fizyolojik kosullar altinda bir
miktar proton kagagi olmasi beklenirken, artan proton ka¢agi mitokondriyal membran

ve/veya ETS komplekslerindeki hasarin bir gostergesi olabilir(57, 64).
Maksimal Solunum:

(FCCP Enjeksiyonundan Sonraki Maksimum Olgiim - Mitokondriyal Olmayan Oksijen
Tlketimi)

Ortama FCCP eklenerek elde edilen maksimum oksijen tiiketim oranidir.
FCCP, solunum zincirinin maksimum kapasitede ¢alismasini tesvik ederek fizyolojik
olarak artan enerji gereksinimini taklit eder. Boylece ortamdaki substratlar (sekerler,
yaglar, amino asitler) yasanan metabolik stresin (stesinden gelebilmek igin hizli bir
sekilde okside olur ve hicrenin ihtiyag durumunda ulasabilecegi maksimum solunum
hiz1 belirlenir(57).

Yedek Solunum Kapasitesi:
(Maksimal Solunum — Bazal Solunum)

Maksimal solunum ile bazal solunum arasindaki fark, hiicrenin enerjik strese
yanit verme yetenegini ifade eden yedek solunum kapasitesini gosterir. Yedek
solunum kapasitesindeki diisiis, hiicrenin bir stres etkeni ile basa ¢ikma yetenegini
sinirlayarak mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ile sonuglanabilir. Ancak tim
biyoenerjetik 6lgtimlerde oldugu gibi, yedek solunum kapasitesini belirli bir model
sistemi baglaminda yorumlamak énemlidir. Proton kacagina bagli solunumun artmasi,
mitokondriyal hasart (4) veya normal bir fizyolojik cevabi (64) yansitabildigi gibi,
yedek solunum kapasitesinin eksikligi de her zaman mitokondriyal islev bozuklugunu

gostermez (57).

18



Mitokondriyal Olmayan Solunum:
(Rotenon ve Antimisin A Enjeksiyonundan Sonraki Minimum Olgiim)

Rotenon ve Antimisin A ilavesinden sonra oksijen tiiketmeye devam eden
hicresel enzimler nedeniyle devam eden oksijen tiketimidir. Mitokondriden
kaynaklanmayan bu oksijen tiketiminin dogru bir sekilde Olgiilerek diger

hesaplamalardan ¢ikarilmasi 6nemlidir (57).

4.4. Mononiikleer Kan Hiucrelerinde Mitokondriyal Aktivite Olcuminin
Literaturdeki Yeri

Mitokondriyal fonksiyon bozuklugu proinflamatuar sinyal yolaklarini
destekleyen veya hiicre 6liimiine neden olan bir dizi hiicresel olay1 baglatabildiginden
dolayi klinik olarak 6nemlidir (6). Yapilan son galismalar, mitokondriyal fonksiyon
bozuklugunu kanser, diyabet, norolojik veya kardiyovaskiiler hastaliklar gibi bir¢ok
patolojik durum ile iliskilendirmistir (6, 65). Ancak, ilgili hucresel modellerin
eksikligi bu patolojilerin ¢aligsmasini engellemekte, doku 6rnekleri ile galigmak invaziv
teknikler gerektirdiginden zorlayici olmaktadir. Bu nedenle mononiikleer kan
hiicreleri ve trombositler, erigilebilir mitokondri kaynaklar1 olarak doku numunelerine
onemli bir alternatif haline gelmistir. Mononiikleer hiicre popiilasyonunun viicuttaki
sistemik degisiklikleri yansittigi ve bu nedenle bir hassas biyobelirte¢ kaynagi
olabilecegi One siiriilmiistiir (3, 66). Bu alanda gittik¢e artan arastirmalar bu hiicrelerin

teshis ve hastalik izleme endeksleri olarak kullanimi lizerine yogunlagsmaktadir.

Ornegin Hartman ve arkadaslar1 (2014), Tip 2 diyabet hastalarinin periferik
kanlarmdan izole edilen mononikleer hicrelerde bazal ve maksimal solunum

Ol¢timlerinin saglikli kontrollere gore daha yiiksek oldugunu gostermistir (65).

Czajka ve arkadaslari, saglikli bireyleri, bobrek hastaligi olmayan diyabetli
hastalar1 ve diyabetik nefropatili hastalar1 karsilastiran bir kesitsel calismada
mononiikleer kan hiicrelerini kullanmis ve normal sartlar altinda, bazal mitokondriyal

solunumun test edilen her {i¢ grupta da benzer oldugunu ancak stres altinda, diyabetik
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nefropatili hastalardan elde edilen mononiikleer hiicrelerin azalmig aktivite

sergiledigini bulmustur (67).

Fazla kilolu veya sisman bireylerin mononiikleer hiicreleri kullanilarak yapilan
bir ¢aligmada, daha yuksek yedek solunum kapasitesi daha yiksek performans, daha
iyi kas ve kavrama giicii, daha fazla bacak kas ile iliskili bulunmus, IL-6 (Interlokin-

6) seviyesi ile yedek solunum kapasitesi arasinda ters bir iliski oldugu belirlenmistir
().

Farkli bir aragtirmada, Kronik Yorgunluk Sendromu olan hastalarin
mononiikleer kan hiicrelerinde daha diisiik bazal ve maksimal solunum saptanmis, bu
hastalarda fizyolojik stres durumunda mitokondrinin hicresel enerji taleplerini

yeterince yerine getiremedigi belirlenmistir (68).

Anoreksiya hastasi olan 15 genc¢ kadin ve 20 saglikli kontrol ile periferik kan
mononikleer hiicrelerinde asir1 kalori kisitlamasinin neden oldugu metabolik ve
molekiiler adaptasyonlar1 belirlemek i¢in yapilan bir calismada, Anoreksiya Nervoza
(AN) hastas1 olan bireylere ait hiicrelerin mitokondriyal solunum ve glikolizlerinin
daha diisiik oldugu, maksimal solunum anlamli olarak degismese de bazal solunum ve
ATP iiretiminin diistigl belirlenmistir. Hiicrelerin metabolik olarak daha az aktif
olmalari, kalori kisitlamasinin hiicresel metabolik modiilasyonda rol oynayabilecegini
gostermis ve bu diistikliiglin AN hastalarini karakterize eden antiinflamatuar durum ile

iliskili olabilecegi one stirtilmistiir (69).

Farkli bir ¢alisgmada, 25(OH)D seviyelerindeki mevsimsel artis sistemik
inflamasyonda, mononikleer kan hiicrelerinin mitokondriyal aktivitesinde ve viicudun
genel enerji metabolizmasinda azalma ile iligskilendirilmistir. Monontikleer hiicrelerin
mitokondriyal aktivitesindeki degisimlerin kis ayinda 25(OH)D seviyeleri diisiik olan
bireylerde daha belirgin oldugu ifade edilmistir(70).

Zeng ve arkadaslarmin yaptiklar1 hayvan caligsmasinda, mononiikleer kan
hiicrelerinin metabolik aktivitelerini dolagimdaki besin ve hormonlarin etkisi ile ¢ok
kisa bir siire i¢inde degistirebildikleri ve adipoz doku ile benzer yanit verdikleri

gosterilmistir. Mononukleer kan hcrelerinin  metabolizmasinin, postprandiyal
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degisimler sirasinda, bir bireyin tiim viicut metabolik durumunu degerlendirmek igin

kullanilabilecegi ifade edilmistir (71).

Bu 6rnek ¢alismalarda oldugu gibi literatiirde mononiikleer kan hiicrelerinin
mitokondriyal aktivitesini bireylerin beslenme ve saglik durumlari ile iliskilendiren

bir¢ok galigma bulunmakta, bu alandaki ¢aligmalar hizla artmaya devam etmektedir.

4.4.1. Biyoenerjetik Saghk indeksi

Mitokondriyal ~ fonksiyondaki  bozukluklar  bir¢ok  hastalik  ile
iligkilendirildikten sonra, biyoenerjetik saglhigi degerlendirmede kullanilabilecek
belirteglere olan ihtiyag artmistir.  Biyoenerjetik Saglik Indeksi, 2014 yilinda
bireylerin mitokondriyal fonksiyonunu zaman i¢inde izlemek ve karsilastirma
yapabilmek amaciyla gelistirilmistir (3). Bu indeks hesaplanirken Mito Stres Testi ile

olgiilebilen 6nemli parametreler kullanilmaktadir ve formili asagidaki gibidir:

(Yedek Solunum Kapasitesi)® x (ATP Urctimi)b

Biyoenerjetik Saglik Indeksi |=1log

(Mitokondriyal Olmayan Solunum)” x (Proton Kagagl)d

Yapilan deneylerde mononiikleer kan hiicrelerinin test sonuglar1 kullanilarak
hesaplanan bu indeksin oksidatif strese bagli mitokondriyal hasar1 yansitmakta
oldukga basarili oldugu gosterilmistir (72, 73). Bu indeksin, bireysellestirilmis tip
alaninda tan1 amaglh kullanilmak i¢in 6nemli bir potansiyele sahip oldugu ancak gesitli
patolojik durumlardaki degisiminin daha fazla calisma ile dogrulanmasina ihtiyag
oldugu ifade edilmektedir (3).

4.5. Aclik Fizyolojisi ve Aralikhh Oru¢ Uygulamalar:

Insan yasaminin saglikli bir sekilde devam ettirilebilmesi i¢in viicudun ihtiyac
duydugu enerji ve besin dgelerinin yeterli ve dengeli bir sekilde saglanmasi gereklidir.

Aksi takdirde aglik (besin yetersizligi) tablolari ortaya ¢ikar (74).
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Normal bir insanda gunliik enerji harcamasinin %60-70’ini bazal metabolizma
olusturur(75). Viicuda besin alinmamasiyla olusan metabolizmanin aglik durumunda
kan sekeri diizeyini 70-100 mg/dL arasinda tutmak i¢in gereken enerji vicuttaki enerji
depolarindan saglanir. Enerji; glikojen, mobilize edilebilen protein ve yag olarak
depolanabilir. A¢lik durumunda ilk kullanilan kaynak glikojen depolaridir ve saglikli
bireylerde glikojen depolari bir giinliik enerji ihtiyacini karsilayabilir(76).

Yemekten 2-3 saat sonra baslayan erken aglik fazinda kan glukoz seviyesinin
diismesi ile serum insiilin diizeyi azalirken glukagon salgisi artar. Glukagon, ana hedef
organi olan karacigerde glikojen sentaz inhibisyonuna yol agan siklik AMP (CAMP)
uretimini tetikleyerek glikojen sentezini inhibe eder ve glikojenolizi uyarir. Piruvat
tiretimini ve asetil CoA karboksilaz aktivitesini azaltarak yag asidi sentezini engeller

(76, 77).

Glikojen depolar tiikendiginde, lipolitik etki gosteren glukagon trigliseritlerin
yag asitleri ve gliserole doniisiimiinii hizlandirir. B oksidasyonu ile asetil-CoA’ya
doniisen yag asitleri Krebs dongiisiine girerek viicuda enerji saglar. Gliserol ise
karacigerde glikoneojenez yolu ile glikoza doniisiir. Uzun siireli aglikta artan 3
oksidasyonuna bagl olarak meydana gelen asetil-Coa, karacigerde keton cisimlerine
cevrilerek, basta beyin olmak {izere diger dokular tarafindan kullanilmak iizere kana
verilir (78).

Aghigin devam etmesi durumunda kaslar yikilarak glikoneojenez ile
aminoasitlerden enerji saglanir. Viicut bu sekilde depolarini kullanarak, besin alimi

olmadan 3 aya kadar hayatta kalabilir (77).

Uzun siireli acliklar ciddi saglik sorunlarina yol acgarak yasami tehlikeye
sokabilirken ag¢ligin, 6zellikle aralikli ag¢ligin (Intermittent Fasting) etkileri, son

yillarda timit verici sonuglar ortaya koymustur.

Orug, tim yiyeceklerden kismi veya tamamen uzak durma ya da yasak
yiyeceklerden secilen bir sire uzak durma olarak tanimlanmaktadir(79). Saglhigin
tyilestirilmesi ve uzun Omiirliiliigiin artirilmasi i¢in olas1 bir farmakolojik olmayan
miidahale olarak, ¢ok sayida bilimsel arastirmaya konu olmustur. Bir¢ok aralikli orug
modeli olmasina ragmen en ¢ok incelenen (gl; dontisimli aglik, zaman kisith

beslenme ve dini oruglardir. Doniisiimlii aglik; besinlerin siire kisitlamasi olmaksizin
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istenildigi kadar olarak tiiketildigi beslenme giinleri ile bireylerin enerji ihtiyaclarinin
%?25’1ni tiikettigi aglik giinlerinden olusan diyet modelidir. En fazla bilinen doniisimli
aclik uygulamalarindan biri 5:2 modelidir. Zaman kisitli beslenme ise, besin aliminin
her giin 8 saat veya daha az bir zaman dilimi ile kisitlandig1 beslenme diizenini ifade
etmekte, 16:8 Modeli olarak da adlandirilmaktadir (80, 81). Dini oruglar ise; basta
Ramazan orucu olmak tzere hem manevi hem de fiziksel faydalar i¢in pek ¢ok dinde

bulunan uygulamalardir (80).

Yapilan c¢aligmalarda aralikli aglik, obezite, kardiyovaskiiler saglik (kan
basinci), diyabet (insiilin ve glukoz seviyeleri), oksidatif stres ve inflamasyon ile
iligkili biyobelirteclerin seviyelerinde iyilesme ve wuzayan yasam siiresi ile
iliskilendirilmistir (82-84). Ancak saglik ¢iktilari uygulanan aralikli aglik modeline ve

deney grubuna gore farklilik gostermektedir.

4.5.1 Ramazan Orucu ve Etkileri

Giliniimiizde yetiskin bireyler dini veya tibbi nedenlerle donemsel olarak orug
tutmaktadir (85). Dini nedenlerle tutulan oruglar arasinda en yaygin olarak bilineni her
yil birgok Miisliiman tarafindan hicri takvime gére Ramazan ayinda tutulan ve gin

dogumundan giin batimina kadar besin ve s1vi alimindan kaginilan Ramazan orucudur

(86).

Ramazan orucu insan organizmasi ilizerinde aclik ve susuzlugun, beslenme,
egzersiz ve uyku diizenindeki degisimlerin etkilerini arastirmak i¢in iyi bir modeldir.
Oru¢ tutan bireyler mevcut aligkanliklarindan uzaklagsmakta, tiikettikleri besin
miktarlar, 6giin sikliklari, besin tercihleri, uyku ve fiziksel aktivite durumlari
degismektedir. Tirkiye’de orug siiresi mevsimine gore 17-18 saate kadar
uzayabilmekte, orug tutulan gunlerde genellikle iftar ve sahur olmak tizere 2 ana 6giin
tiketilmektedir (87). Yaygin uygulama iftarda biiyiik bir 6giin, sahurda daha hafif bir
ogiin yemek seklindedir. Iki ana 6giin arasinda ara 6giin yapan bireyler de mevcuttur
(88).

Ramazan orucunda enerji kisitlamasi gibi bir sart olmamasina ragmen

beslenme diizeni ve yasam bigimindeki degisiklikler sonucu bireylerin antropometrik
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Olglimlerinde ve kan sekeri, lipit profili gibi bazi biyokimyasal parametrelerinde
degisiklikler gozlenebilmektedir (80, 87-90).

Bir¢ok ¢alismada Ramazan siirecinde viicut agirliginin anlamli olarak azaldigi
belirlenmis ancak bu donemde kaybedilen viicut agirliginin, beslenme diizeninin eski
haline donmesinden kisa bir siire sonra tekrar kazanilma egiliminde oldugu
belirtilmistir. Bu ¢alismalardaki orug siirelerinin diinya lizerinde yasanan cografi
konuma ve mevsime gore degisiklik gdstermesi, Orneklemler arasinda genetik ve

kiiltiirel farkliliklar olmasi kontroliin yeterince saglanamamasina neden olmaktadir

(81).
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5. MATERYAL VE METOT

5.1 Calismanin Tasarimi, Yeri, Zamam ve Orneklem Secimi

Bu tez calismasi, goniillii olarak deneylerde yer almay1 kabul eden 18-30 yas
araligindaki 20 saglikli birey ile Istanbul Medipol Universitesi Rejeneratif ve
Restoratif Tip Arastirmalart Merkezi’nde (REMER) gerceklestirilmistir. Bireyler
sOzlii ve yazili olarak ¢alisma hakkinda bilgilendirilerek onam formu imzalatilmustur.
Ramazan orucunun metabolik etkilerini degerlendirmek i¢in bu katilimcilardan 10°u
(5 kadin 5 erkek) Ramazan ay1 boyunca dizenli olarak orug tutan, alkol ve sigara
kullanmayan, herhangi bir hastaligi bulunmayan bireyler arasindan segilmistir. Bu
calismanin yapilabilmesi icin; Istanbul Medipol Universitesi Girisimsel Olmayan
Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu’ndan 10840098-604.01.01-E.15416 Say1, 366 Karar

No ile izin alinmistir. Calismanin akisi Sekil 5.1°de 6zetlenmistir.

20 Katihhmc

10 Kisi 10 Kisi (5 Kadin, 5 Erkek)

v’ Hiicre zolasyonunun Optimizasyonu Ramazan Orucu Deneyleri
v Mitokondriyal Aktivite Olgiimiiniin Optimizasyonu
v Ekilecek Hiicre Sayisinin Belirlenmesi

¥ FCCP Konsantrasyonunun Optimizasyonu

v Olgiim Zamaninin Optimizasyonu Hiicre Izolasyonu ve Mitokondriyal Aktivite Olgiimii

v Vilcut Analizi

v 24 Saatlik Besin Tiiketim Kaydi

Sekil 5.1 Calismanin akis semasi.

Ramazan aymin dncesinde, tez ¢alismasinin ilk asamasinda mononikleer kan
hiicrelerinin izolasyonunun ve metabolik aktivite dl¢timlerinin dogru bir sekilde
gerceklestirilebilmesi i¢in optimizasyon deneyleri yapilmis, uygun protokoller
gelistirilmistir.

Aragtirmanin ikinci kisminda ise, orug tutan bireylerde agligin antropometrik
Olcimler, beslenme durumu ve mitokondriyal aktivite parametreleri Gzerindeki

etkilerinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu nedenle ¢alismada 2019 yi1li Ramazan ay1
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sirasinda ve sonrasinda veri toplanmistir. Ramazan ay1 miladi takvime gore 6 Mayis
2019 tarihinde baslamis, 3 Haziran 2019 tarihinde sona ermistir. 29 gin siren bu
dénemde en uzun orug siiresi 17 saat 7 dakika, en kisa orug siiresi ise 16 saat 3 dakika
olmustur. Ramazan aymin 1. (R1), 15. (R15), 27. (RSon) ginlerinde ve Ramazan
sonrast 1. (RS-1) ve 3. ayda (RS-3) bireylerin viicut agirlig1 ve kompozisyonu gibi
antropometrik Olgumleri, 24 saatlik geriye doniik besin tiiketim kayitlari ve
mitokondriyal aktivite 6l¢timlerini gergeklestirmek amaciyla 12 saatlik aclik kanlari
(8er ml) alinmistir. Erkek katilimcilardan biri Ramazan sonrasinda kendi istegiyle
calismadan ayrilmis, bu nedenle bulgular bélimiinde 5 kadin, 4 erkek toplam 9

katilimcinin verileri sunulmustur.

5.2 Antropometrik Olgtimler

Calismanin Ramazan orucu kismina dahil edilen bireylerin boy uzunlugu,
viicut agirhig, Beden Kiitle Indeksi (BKI), viicut kas orani (kg) ve viicut yag orani (kg
ve %) gibi antropometrik 0lcimlerinin zamana gére degisimleri incelenmistir. Bu
Olcumler, yagsiz doku kiitlesi ile yagin elektriksel gecirgenlik farkina dayali bir
yontem olan Biyoelektrik Impedans Analizi cihaz1 InBody J10 ile gergeklestirilmistir.
Katilimcilardan 6l¢iimlerin 24-48 saat dncesinde agir fiziksel aktivite yapilmamasi,
6l¢lim sirasinda viicuda temas eden metal esyalarin (yiiziik, saat, gozliik, bileklik, vb.)
cikarilmasi istenmis ve ¢iplak ayakla dl¢iim yapilmistir. Beden Kiitle indeksi degerleri
bireylerin viicut agirhiginin (kg), boy uzunluklarmin karesine (m?) bélinmesi ile
hesaplanmugtir (91). Antropometrik olcuimler, kan alinan her deney giiniinde veya

deney guniin takip eden giin icinde tekrarlanmustir.

5.3 Besin Tiiketim Kayitlari

Bireylerin Ramazan donemine gore degisen besin tiiketim durumlarinin
saptanmasi, enerji ve besin O6gesi alimlarmin degerlendirilmesi igin deneylerin
yapildigr giinlerde (R1, R15, RSon, RS-1 ve RS-3) 24 saatlik geriye donuk besin
tiiketim kayitlart alinmistir. Bireylerin son 24 saatlik stre igerisinde (sahur, iftar, iftar
ile sahur aras1 veya Ramazan disindaki ana ve ara 6giinler) tukettikleri tim besin ve

icecekleri kendilerine verilen formlara tir ve miktar belirterek ayrintili bir sekilde
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kaydetmeleri saglanmistir. Alinan besin tlketim kayitlari Beslenme Bilgi Sistemi
(BEBIS) programi kullanilarak analiz edilmis, giinliik alinan enerji ve besin dgeleri
alim miktarlar1 hesaplanmistir (92). Kayitlar kendi arasinda ve Ramazan donemi (3

kayit) ile Ramazan dis1 (2 kayit) seklinde ayrilarak karsilastirilmistir.

5.4 Kan Alimlari

Optimizasyon deneyleri igin calismaya katilan bireylerin ilk 10 kisilik
kismindan ¢esitli zamanlarda ve Ramazan orucunun etkilerini belirlemek icin segilen
10 kisilik gruptan Ramazan ay1 sirasinda 3, disinda 2 toplamda 5 kez 8 mililitre (ml)
kadar periferik kan alimmistir. Hemsire tarafindan alinan kanlarm 5 ml’si
mononiikleer hiicre izolasyonunda kullanilmak ftizere antikoagiilanli (EDTA)

vakumlu kan tuplerine, 3 ml’si ise vakumlu serum tiiplerine konulmustur.

5.5 Periferik Kandan Mononiikleer Hiicre izolasyonu
5.5.1 Percoll Cozeltisinin Hazirlanmasi ve Optimizasyonu

Yapilan ¢aligmalarda mononiikleer hiicre izolasyonu i¢in bircok farkli dansite
gradient yontemi ve c¢ozeltisi (Ficoll, Histopaque, Lymphoprep gibi.) kullanilmaktadir
(93, 94). Monondkleer hiicre izolasyonu i¢in kullanilan bu ticari gradient ¢cozeltilerinin
ortak noktasi, yogunluklarinin 1,077 g/ml olmasidir. Bu tez c¢alismasinda
mitokondriyal aktivite 6l¢timleri yapilacagindan dolayr mononiikleer hiicre izolasyonu
icin literatiirde kan hiicre metabolizmasin1 daha az etkiledigi belirtilen Percoll

cozeltisinin kullanilmasi hedeflenmistir (6).

Percoll, ilk olarak Pertoft ve arkadaglari tarafindan daha verimli yogunluk
ayrimi i¢in kullanilmak tizere formiile edilen bir iriindiir (95). Polivinilpirrolidon
(PVP) ile kaplanmis, 15-30 nm ¢apindaki koloidal silika parcaciklarindan olusur.
Hiicre, organel veya virlislerin izolasyonu i¢in kullanilabilen Percoll, yogunluk
gradient deneyleri icin ¢ok uygundur ¢iinkii alternatiflere kiyasla diisiik ozmolarite
(<25 mOsm/kg H20) ve viskoziteye sahiptir. Hicre ve hiicresel bilesenler tUzerinde
toksik etkisi bulunmamaktadir (96, 97).
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Ticari olarak satilan Percoll ¢ozeltilerinin yogunlugu 1,130-1,135 g/ml
arasinda degismektedir (96). Calismada yogunlugu 1,130 = 0,005 g/ml olan bir Percoll
(Sigma) kullanmilmistir. Kandan mononiikleer hiicre izolasyonu yapabilmek igin
yogunlugu 1,077 g/ml olacak sekilde izotonik Percoll ¢ozeltisi hazirlanmalidir.
Deneylerde kullanilacak olan ¢ozeltiyi hazirlamak igin, Percoll oncelikle 9’a 1
oraninda 1,5 M NaCl ¢ozeltisi ile seyreltilir. Hazirlanan bu Stok izotonik Percoll (SIP)
daha sonra istenen yogunluga gore fizyolojik tampon ¢ozeltilerle (0,15 M NaCl)

seyreltilerek izolasyona hazir hale getirilir.

Hedeflenen 1,077 g/ml yogunluguna ulasmak i¢in kullanilacak 0,15 M NacCl

miktar1 asagidaki formiille hesaplanmaktadir.

SiP’in Yogunlugu — istenen Yogunluk

Kullanilacak i _ (1,123 g/ml) (1,077 g/ml)

0.15 M NaCl |=|SIP Miktar1 (ml)

Miktar: (ml) Istenen Yogunluk — 0.15 M NaCl’nin Yogunlugu
(1,077 g/ml) (1,0046 g/ml)

Yapilan denemeler sonucunda her 5 ml’lik kan 6rnegi icin 1,5 ml SiP (1350 pl
Percoll+150 ul 1,5 M NaCl c¢ozeltisi) kullanilarak hazirlanan Percoll ¢dzeltisinin
(1,077 g/ml) yeterli oldugu belirlenmis, daha fazla Percoll kullanildiginda ayrilmanin
diizgiin olarak gerceklesmedigi gozlenmistir. 1,5 ml SiP’i 1,077 g/ml yogunluguna

getirmek icin:

1,123-1,077

Gereken 0,15 M NaCl miktar1 =1,5 x 1077-1,0046

= 0,953 ml = 953 pldir.

Her bir kan 6rnegi icin 1,5 ml SIP iizerine 953 ul 0,15 M NaCl ¢ozeltisi eklendiginde

Percoll ¢ozeltisi mononikleer hicre izolasyonu igin kullanima hazir hale gelmektedir.

5.5.2 Mononiikleer Hiicre izolasyon Protokolii

Kullanilacak Percoll formiilii belirlendikten sonra, santrifiij hiz1 ve sicakligr i¢in

de optimizasyon deneyleri yapilmis ve mononiikleer kan hiicrelerinin izolasyonu igin
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asagidaki protokol gelistirilmistir. Tez ¢alismasinin tiim deneylerinde hiicreler bu

protokole gore izole edilmistir.

> lIzolasyon yapilacak her bir kan 6rnegi i¢in (4-5 ml) 15 mililitrelik steril
santrifiij tlpinde 2,453 ml Percoll ¢ozeltisi (1350 pl Percoll + 150 pl 1,5 M
NaCl + 953 ul 0,15 M NaCl) hazirlanir.

» EDTA’] tiiplere alinan kanlar (4-5 ml) farkli 15 mililitrelik santrifiij tiiplerine
alinarak tizerlerine 4 ml 1X Hank’1n Dengeli Tuz Soliisyonu (Hank’s Balanced
Salt Solution-HBSS) eklenir.

» Seyreltilmis 4-5 ml kan (toplam 8-9 ml) serolojik pipetle gekilerek 2,453 ml
Percoll ¢ozeltisi bulunan tiipiin kenarindan yavasga sizdirilir ve iki sivinin
(Percoll ¢ozeltisi-seyreltilmis kan) birbirine karismadan tabakalandirilmasi
saglanir.

» Tipler dikkatlice ve dengeli bir sekilde 18 C’deki santrifiije yerlestirilerek
400xg’de 30 dakika boyunca santrifiij edilir.

- — Plazma
Seyreltilmis
Kan Santrifiij
- | Mononiikleer
Hiicreler
Eritrositler

Percoll

Sekil 5.2 Percoll ile Mononiikleer Kan Hiicresi Izolasyonu

» Santrifuj sonunda mononikleer hicrelerin Percoll ile yogunluk gradientine
gore ayrildigi; en altta eritrosit ¢okeltisi, ¢cokeltinin izerinde percoll tabakasi,
en Ustte plazma tabakasi ve percoll ile en {ist tabaka arasinda ise bulut

seklindeki mononiikleer hiicre tabakasinin oldugu goriilur (Sekil 5.2).
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Plazmanin monondikleer hicre bulutuna kadar olan kismi tabakalarin birbirine
karismamasina dikkat edilerek serolojik pipet ile ¢ekilip atilir.

Halka seklinde goriinen tabakadaki mononukleer hiicreler 1 ml’lik pipet ile
toplanarak yeni bir santrifijj tiipiine alinir.

Yeni tiipe alinan hiicrelerin iizerine 8 ml 5 mM glikoz i¢eren 1 X HBSS eklenir
ve 200xg’de 10 dakika santrifiij edilerek yikama yapilir. Santrifiij sonrasinda
tiiptin dip kisminda hiicrelerin toplandig1 goriiliir. Hiicre kaybetmemeye dikkat
edilerek tlpteki HBSS cekilip atilir ve hiicrelerin tizerine bir kez daha 8 ml
HBSS eklenerek yikama iglemi tekrarlanir.

Son yikamanin ardindan HBSS tiipten uzaklastirildiktan sonra hiicreler %1
Penisilin Streptomisin ve %1 L-Glutamin iceren RPMI 1640 besiyerinin igine

alinarak deneye gore hiicre sayimi ve ekimi yapilir.

5.5.3 Tripan Mavisi ile Canlihk Incelenmesi ve Hiicre Sayimi

Tez galismasi siirecindeki tiim hiicre sayimlari igin tripan mavisi ile boyama

teknigi kullanilmistir (98). Stispanse haldeki hicrelerden 5 pl alinarak kiigiik santrifij

tipine koyulan 45 pl tripan mavisi soliisyonuna eklenmis ve iyice karistirilmustir.

Hazirlanan 1:10 oraninda seyreltilmis hiicretboya karisimmin 10 pl’si Neubauer

Hemositometresi’ne yiiklenmis ve 151k mikroskobu altinda 10X biiyiitmede canli hiicre

saymmi gerceklestirilmistir. Bu yontemde 6lii hiicreler mavi, canli hiicreler parlak

beyaz goriinmektedir. Sekil 5.3’te gosterildigi gibi mikroskop altinda goriilen biiyiik

karelerden olusan 4 alandaki parlak hiicreler sayilmis ve formiile gore 1 mililitre

slispansiyondaki hiicre sayist hesaplanmistir (99).

_J 0 — . =
519 "]
qg o]
0 [e]
Sayim Sonucu
— x Seyreltme Faktorii (10) x 10* = Hiicre Sayisi/ml
) "o
o o
o P o
0

Sekil 5.3 Hemositemetre ile hiicre sayim1 ve hesaplama formiilii.
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5.6 Flow Sitometri Analizi

Flow Sitometri, lazer 15181 ile aydinlatilmakta olan bir bolmeden gegirilen
akigkanin i¢indeki hiicre veya partikiillerin karakteristiklerinin Olg¢iilmesidir.
Hiicrelerin 15181n  onlinden gecerken verdikleri sinyaller toplanarak biiytikliik,
grandlarite gibi fiziksel dzellikleri analiz edilebilir (100). Percoll ile gergeklestirilen
mononiikleer hiicre izolasyonunun niteligini ve elde edilen hiicre oranlarini belirlemek
i¢in 2 farkli kisiden 5 ml kan alinarak monontikleer hiicre izolasyonu gergeklestirilmis,
son asamada hiicreler besiyeri yerine Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi (PBS) ile
stispanse edilerek Flow Sitometri cihazina 6zel tiiplere alimmistir. Cihaz sorumlusu
hicrelerin granularite ve buyukliklerine gore analizlerini yaparak Orneklerdeki

lenfosit, monosit oranlarini belirlemistir.

5.7 Seahorse Metabolizma Ol¢iim Cihaz ile Mito Stres Testi

Seahorse Metabolizma Ol¢iim Cihaz ile yapilan optimizasyonlar, Ramazan sirasi
ve sonrasindaki deneyler i¢in asagida agiklanan Mito Stres testi protokoli

uygulanmistir.

» Deneyden 1 giin Once, yesil sensor kartusu ve kalibrasyon mikroplakasi
paketinden ¢ikarilarak 96 kuyucuklu mikroplakanin her bir kuyucuguna 200 pl
kalibrant adi verilen, tretici tarafindan saglanan sivi ¢0zelti koyulmustur.
Sensor kartusu uglari tamamen sivinin iginde kalacak sekilde kalibrasyon
mikroplakasinin i¢ine yerlestirilmistir. Hazirlanan kartus ve mikroplaka ikilisi
1 gece beklemek Uzere 37 C’deki COz’siz inkiibatore kaldirilmistir.

> Metabolizma Olgiim Cihazi agilmis, cihaz ile yapilan deneyler igin 6zel olarak
gelistirilmis olan Wave programu ile deney plani olusturulmustur. Sicakliginin
37 C’de sabitlenmesi igin cihaz 1 gece ¢alisir halde birakilmistir.

» Deney gund, ilk olarak steril hiicre kiiltiirii mikroplakasinin her kuyucuguna
30 pl Poli-D-Lizin (PDL) ¢ozeltisi (50 pg/ml) eklenerek kaplama yapilmistir.

» Mito Stres Testi igin kullanilacak deney besiyeri 50 ml’lik santrifiij tiipline
alinan Seahorse XF DMEM bazli besiyerine istenen yogunluklar1 saglayacak

sekilde Pirivat (1 mM), L-Glutamin (2 mM) ve glikoz (10 mM) eklenerek

31



hazirlanmistir. Deney besiyerinin 37 C’ye gelmesi icin tp su banyosuna
yerlestirilmistir.

Mononiikleer hiicre izolasyonu yapilacak her bir kan 6rnegi i¢in ayr1 15 ml’lik
santriftij tdplerinde Percoll cozeltisi hazirlanmis ve hicre izolasyonlarina
baslanmustir.

Izolasyonun 30 dakikalik santrifiij asamasinda su banyosunda 37 C’ye 1sitilan
besiyerinin pH’1 pHmetre (HannalLab) ile dl¢lilmiis ve 6l¢iim sonucuna goére
NaOH veya HCI kullanilarak 7.4’¢ ayarlanmustir.

Hiicre izolasyonlarina devam edilirken yapilacak testler i¢in gerekli olan ilaglar
(Oligomisin, FCCP, Rotenon&Antimisin A) pH’1 ayarlanan deney besiyeri ile
istenen dozlarda (hiicrelere verilmesi hedeflenen dozun 10 kat1 daha yogun
olacak sekilde) hazirlanmistir. Ramazan orucunun etkilerinin degerlendirildigi
deneylerde Oligomisin 5 uM, FCCP 1 uM, Rotenon&Antimisin A ise 5 UM
(Hazirlanan dozlar sirasiyla: 50 puM, 10 uM ve 50 uM) olacak sekilde
kullanilmustir.

Hazirlanan ilaglar deney planina gore 1 giin 6nceden hidrate edilerek CO>’siz
inkibatore koyulan kartusun portlarina sirasiyla ve uygun miktarlarda
(A: Oligomycin—=>20 pl, B: FCCP-> 22 pl, C: Rotenon&Antimisin A - 25
ul) yiikklenmistir. Kapagi kapatilan kartus ilaglarin 1siktan etkilenmemesi igin
karanlik bir ¢ekmeceye kaldirilmistir.

PDL ile kaplanan hiicre kiiltirii mikroplakasmnin kuyucuklari steril su ile
yikanmig, kurumasi i¢in kapagi yari agik bir sekilde hiicre kiiltiirii kabininin
i¢cine birakilmistir.

Yikama islemleri tamamlandiktan sonra tiiplerin i¢ine eklenen RPMI 1640
besiyerinin i¢inde inkiibatérde bekletilen hiicreler (ilaglarin yiiklenmesi
sirasinda hiicreler 1 saat inkiibatdrde beklemistir) c¢ikartilarak 400xg’de 5
dakika santrifiij edilmis, besiyerleri pH’1 7.4’e ayarlanmis olan deney besiyeri
(her tip icin 1 ml) ile degistirilmistir.

Sayimlar i¢in her tiipten 5 pl hiicre siispansiyonu alinarak tripan mavisi
¢Ozeltileri hazirlanmis ve her bir kisiden alinan kanlardan izole edilen hiicre

sayilar1 hesaplanmustir.
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» Hesaplamalar yapildiktan sonra her bir o6rnekten izole edilen hicreler
kaplamasi yikanip kurutulmus olan hiicre kiiltiiri mikroplakasina deney
planina gore 180 ul deney besiyeri icinde istenen sayida hiicre olacak sekilde
(optimizasyon  deneylerinde  100,000-150,000-200,000-300,000-400,000,
sonraki deneylerde 300,000 hucre/kuyucuk) ekilmistir. A1, A12, H1, H12
kuyucuklarina hiicre ekilmeyip, arkaplan sinyalinin hesaplanabilmesi igin
yalnizca 180 pl deney besiyeri koyulmustur. Hiicre ekimleri tamamlanan
mikroplaka 1 saat beklemek (izere CO2’siz inkiibatore kaldirilmistir.

» Hicrelerin ekildigi mikroplaka ile birlikte ¢ekmecede bekleyen ilaglarin
yuklenmis oldugu kartus da tekrar CO2’siz inkiibatére konulmus, 30 dakika
sonra Metabolizma Olgiim Cihazi’min  kalibrasyonu baslatildiginda
inkiibatorden alinarak cihaza yiiklenmistir.

» Cihazin kalibrasyonu tamamlandiginda sensor kartusu cihazin i¢inde kalirken
kalibrant s1vist bulunan mikroplaka digariya ¢ikmaktadir. Bu asamada
kalibrasyon mikroplakasi 1 saat CO’siz inkiibatdrde bekleyen htcre kilttri
plakasi ile degistirilmis, dl¢lim baslatilmistir.

» 3’er dakikalik karistirma, 3’er dakikalik 6l¢tiim seklinde tasarlanan test, 2 saat
sonra sona ermis, kartus ve hiicre kiiltlirii mikroplakasi cihazdan ¢ikartilarak
Ol¢tim sonlandirilmistir.

» Sonuglarin goriintiilenmesi ve analizi icin Wave 2.6 programi kullanilmas,

bulgular boliimiinde 300.000 hiicreye ait OCR degerleri sunulmustur.

Deney planinin 6zet akis semast Sekil 5.4’te gosterilmistir.
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DENEYDEN 1 GUN ONCE I

Sensér  kartusu, kalibrasyon
mikroplakasinin her kuyucuguna
koyulan 200 pl kalibrant swisi
ile hidrate edilerek CO:'siz
inkiibatdre kaldirihr.

s

Seahorse cihazi ve Wave programi agilir.

1

o call M ar A
Stress Test Bate hsay

h

KF Giyeniytic
Pe—

Wave programinda deney plani hazirlanir.

Seahurse hiicre kiltird plakasmln
Mononiikleer  hiicre  ekilecek

kisimlari 50 pg/ml Poli-D- lizin (her
kuyucuga 30 pl) ile kaplanir.

p—

=

Percall

Hiicre izolasyonu igin kanlar alinir.
HBSS ile seyreltilen kanlar Percoll
¢ozeltisinin iizerine eklenerek 30
dk'hk santrifiij baslatilir.

PDL ile kaplanan kuyucuklar su ile
yikanir. Hiicre sayimlan yapilir ve
yikanan  kuyucuklara istenen
sayida hiicre ekildikten sonra
mikroplaka 1 saatligine CO2'siz
inkiibatére kaldirilir.

DENEY GUNU

Seahorse DMEM  besiyerine
piriivat, L-Glutamin wve glikoz
eklenerek deney besiyeri
hazirlanir. *Mononiikleer hiicre
izolasyonu igin Percoll karisimlan

hazirlanir

Yapilacak testler i¢cin gerekli olan
ilaglar (kit veya Sigma’dan alinan
stoklardan) pH’l ayarlanan deney
besiyeri ile hazirlanir.

b N

Hiicreler = CO2’'siz  inkiibatére
kaldirldiktan 30 dk sonra ilag
yiiklenen kartus inkiibatérden
alinarak kalibrasyon baslatilir.

Deney besiyerinin sicakhg su
banyosunda 37 C'ye getirildikten
sonra pH'1 7.4 e ayarlanir.

Hazirlanan ilaglar deney planina
gére 1 giin &nceden hidrate
edilerek CO;'siz inkiibatére
konulan kartusa yiiklenir. *Hiicre
izolasyonu igin yikamalara devam
edilir

===
— i
k =l
Kalibrasyon bittikten sonra
cihazdan gikan kalibrant

mikroplakasi  alinarak  hiicre
mikroplakasi  yiiklenir.  Olgiim
tamamlanir.

Sekil 5.4 Mitokondriyal aktivite 6l¢limii i¢in deney akis plani.
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5.8 Olgiim Zamammin Optimizasyonu

Yapilan deney plan1 kapsaminda Ramazan siras1 ve sonrasindaki deneylerde
Metabolizma Cihazi ile 6l¢iim yapilacak gunlerde 10-12 kisiden mononiikleer hiicre
izolasyonu yapilirken es zamanli olarak test besiyeri ve ilaclariin da hazirlanmasinin
zorlayict olacagi, hiicre sayimlart yapilirken kartusa yiiklenen ilaglarin bekleme
siirelerinin  artmasinin testin dogru ¢alismasi ac¢isindan risk olusturacagi
Ongoriilmiistiir. Bu nedenle literatiirde de cevabi belirsiz oldugundan hiicrelerin testin
yapilacagi giinden bir giin Once izole edilerek inkiibatérde bekletilmesinin test
sonuclarini nasil etkileyecegi belirlenmek istenmistir. Bu amagla 2 farkli bireyden
Olcimden 24, 18, 12 saat 6nce 5’er ml kan alinmis, mononiikleer hiicreler izole
edilerek ekim yapilana kadar RPMI besiyerinin ic¢inde inkiibatdrde bekletilmistir.
Olcglim giiniintin sabahinda da son kez 5’er ml kan alinarak hiicre izolasyonu yapilmus,
6 saatin sonunda yeni izole edilen ve bir giin 6nceden tiiplerin igine alinarak
inklibatorde bekletilen hiicreler sayilarak hiicre kiltiirii mikroplakasina ekilmistir.

Mito Stres Testi uygulanarak sonuglar karsilastirilmistir.

5.9 istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel olarak degerlendirmesi Windows ortaminda SPSS
(Statistical Package for Social Sciences) 18.0 paket programi kullanilarak yapilmustir.
Tanimlayic1 degerler ortalama ve standart sapma, kategorik degiskenler ise olgu
sayllar1 ve yilizde deger olarak ifade edilmistir. Verilerin normal dagiliminin
incelenmesi icin Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk testleri kullamlmugtir. ki
grup arasindaki kargilagtirmalarda normal dagilima uygun veriler i¢in Student t testi,
normal dagilima sahip olmayan degiskenler i¢in Mann Whitney U testi kullanilmistir.
Farkli zamanlardaki dl¢timlerin karsilastirmalarinda verilerin dagilimina goére Tekrarli
Olgiimler I¢in Tek Faktorlii Varyans Analizi (Tekrarli Olgiimlerde ANOVA) veya
Friedman testleri kullanilmistir. Anlamli farklilik bulunursa post hoc Least Significant
Difference (LSD) veya Wilcoxon testleri uygulanmistir. p<0,05 degeri istatistiksel

olarak anlamli kabul edilmistir.
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5.10 Kullanilan Malzemeler

Sarf Malzeme Firma Katalog Numarasi
BD Vacutainer™ K2-Edta Tubes BD 367525
Percoll Sigma P4937
HBSS 10X Multicell 311-506-CL
RPMI 1640 1X (wHith Phenol Red) Gibco 52400025
FBS (Fetal Bovin Serum) Gibco F4135
Penicillin-Streptomycin (10,000 U/mL) | Gibco 15140122
Poly-D- Lysine Sigma P7280
Seahorse XFe96 FluxPak Agilent 102416-100
Seahorse XF Calibrant Solution Agilent 103059-000
XF DMEM Medium Agilent 103335-100
L-Glutamine (200 mM) Sigma A2916801
Sodium pyruvate solution Sigma S8636
Glucose Solution Agilent 103577-100
Oligomycin Sigma 04876
FCCP Sigma C2920
Rotenone Sigma R8875
Antimycin A Sigma A8674
DMSO Thermo Scientific | TS-20688
Trypan Blue Solution, 0.4% Gibco 15250061
pHmetre HannalLab H111102
Counting Chamber (Neubauer Imp.) Isolab 075.03.001
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6. BULGULAR

6.1 Periferik Kandan Mononiikleer Hiicre Izolasyonunun Optimizasyonu

Deneylerin gergeklestirilmesi i¢in gereken mononikleer kan htcrelerinin
izolasyonu farkli formiiller denenerek optimize edilmis ve protokoliin son hali baglik
5.4.2’de acgiklandigi gibi uygulanarak hiicre izolasyonlar1 ger¢eklestirilmeye devam
edilmistir. Belirlenen protokole uygun olarak gerceklestirilen Percoll gradienti
sonrasinda her tabakadan alinan 6rneklerin mikroskop altindaki goriintiileri sekil
6.1°deki gibidir. Santrifiij sonrasinda mononiikleer kan hiicrelerinin Percoll
tabakasinin iizerinde olusan bulutta yogunlagmasi, diger tabakalardaki mononiikleer
hiicre yogunlugunun oldukga diisiik olmas1 ve monontikleer hiicre bulutunda kirmizi
renk verecek Olcude eritrosit kalmamasi izolasyonun basarili bir sekilde

gerceklestigini gostermektedir.

Resim 6.1 Percoll ile santrifiij sonrasi olusan tabakalarin mikroskop goriintiileri.

A) Plateletten zengin plazma kismi. B) Mononikleer kan hucrelerinin bulundugu bulut

tabakasi. C) Percoll tabakasi. D) Eritrosit ve hiicre pargalarinin bulundugu en alt tabaka.
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Yapilan ¢aligmalarda farkli kan hiicrelerinin metabolik profillerinin birbirinden
farkli oldugu bildirildiginden dolayr Seahorse Metabolizma Olg¢tim Cihazi’nda
mononikleer kan hiicreleri gibi karisik bir popiilasyonla ¢alisirken ortamdaki hiicre
tiplerinin oranlariin miimkiin oldugu kadar sabit kalmasi1 6nem tagimaktadir (5). Bu
nedenle izolasyonlarin elde edilen hiicre oranlari agisindan tutarli olmasi gereklidir.
Percoll gradienti ile yapilan izolasyonun kalitesini, elde edilen hiicre oranlarini ve
bireyler arasinda biiyiik oranda degisim olup olmadigini test etmek amaciyla iki farkl
katilimcidan alinan kanlardan esit kosullarda monontikleer hiicre izolasyonu yapilmis
ve Flow Sitometri analiziyle 6rneklerdeki hiicre oranlart belirlenmistir. Sekil 6.2°de
goriildiigi gibi farklt iki bireyin kanindan yapilan izolasyon sonucunda elde edilen
mononiikleer hiicrelerin ¢ogunlugunun (1. Ornek: %88,55, 2. drnek: %88,80)
lenfositlerden, kalan kisminin ise ¢ogunlukla (1. ornek: %9,45, 2. 6rnek: %9,20)
monositlerden olustugu belirlenmis, ikinci bireyin mononiikleer hiicre 6rneginde daha
fazla eritrosit kalsa da lenfosit/monosit oraninin bireyler arasinda anlamli fark

goOstermedigi belirlenmistir.

%% 1. Ornek P S 1y, e x1000 2 Ornek .
60 (Erkek) S LT . ¢ (Kadin)
50 7 L o 50

40 40

3 o)
A w
Y 30 Y 30
20 20
Lenfosit Lenfosit
10 10
0 0
0 10 20 30 40 50 60 0 10 60
x10 x1000
@ Lenfosit: % 88.55 FsC @ Lenfosit: % 88.80 FsC
@ Monosit: % 9.45 @ Monosit: % 9.20

Sekil 6.2 Iki farkli mononiikleer hiicre 6rneginin Flow Sitometri analizi.
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6.2 Mitokondriyal Aktivite Ol¢limiiniin Optimizasyonu

Hiicre izolasyon metodunun optimizasyonunun ardindan mitokondriyal
aktivite 6lclim deneylerinin basarili bir sekilde gergeklestirilebilmesi i¢in gerekli olan
her bir kuyucuga ekilmesi gereken hiicre sayisi, FCCP dozu ve izolasyon zamanlari

Icin optimizasyon deneyleri gergeklestirilmistir.

6.2.1 Ekilecek Hiicre Sayisimin Belirlenmesi

Optimal OCR ve ECAR o6lgiim degerlerini veren en diisiik hiicre sayisin
belirlemek igin gergeklestirilen deney sonucunda her kuyucuga ekilmesi gereken ideal
hiicre sayisinin 300.000 oldugu belirlenmistir. Ayni bireyin kanindan izole edilen
100.000, 150.000 ve 200.000 hiicreden yeterli sinyal alinamazken, 400.000 hiicre
ekildiginde bazal solunum Olglimlerinde sapmalar goriilmiis ve maksimal solunum
orani da 300.000 hiicreye gore daha diisiik kalmistir. 400.000 hiicreye ¢ikildiginda,
lineer artista kirilma goriildiiglinden dolayi, test profiline en uygun grafigi veren

300.000 hicrenin en uygun hiicre yogunlugu olduguna karar verilmistir.

70 Oligomisin FCcP Rotenon&AA

60

100.000
—— 150.000
—=— 200.000
—e— 300.000
—+— 400.000

50

40

30

OCR (pmol/dk)

20
10
00 - —

20 40 60 80 100 120 140
-10 Zaman (dakika)

Sekil 6.3 Farkli sayilarda ekilen mononiikleer hiicrelerin Mito Stres Test sonug
grafigi.

Mikroskop goriintiilerinde de her kuyucuga 300.000 hiicre ekildiginde istenen
bosluksuz tek tabaka halindeki hiicre popiilasyonuna ulasildigi dogrulanmistir (Sekil
6.3).
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Rresim 6.1 Metabolizma 6l¢iimu igin gereken optimal hilicre yogunlugunun mikroskop
gorintileri (300.000 hucre/kuyucuk, sirasiyla 10X ve 20X biiyiitme).

6.2.2 FCCP Konsantrasyonunun Optimizasyonu

Metabolizma Olgiim Cihaz1 ile Mito Stres Testi gerceklestirilirken dikkat
edilmesi gereken en énemli kriterlerden biri ekilen hiicre sayisina uygun, maksimum
oksijen tiiketim hizina ulagtiran minimum FCCP dozunu bulmaktir. FCCP’nin olmas1
gerekenden daha az veya fazla kullanimi maksimal solunumun ve yedek solunum

kapasitesinin yanlig 6l¢lilmesine neden olmaktadir.

140 0,5 pM 1pum L,5pM 2 uM

ol

=
N
(=]

=
o
o

=]
o

60

OCR (pmol/dk)

20

00
0 20 40 60 80 100 120 140

Zaman (dakika)

Sekil 6.5 Iki farkli kisinin kanindan izole edilen mononiikleer hiicreler (3 x105
hiicre/kuyucuk) ile gerceklestirilen FCCP titrasyonu.

Iki farkli kisinin kanindan izole edilen mononiikleer hiicrelerle gerceklestirilen

FCCP titrasyonu sonucunda ilerleyen deneylerde kullanilacak optimum FCCP
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konsantrasyonunun 1 uM oldugu tespit edilmistir. Sekil 6.4’te goriildiigii gibi FCCP

konsantrasyonu kademeli olarak artirildiginda en yiliksek Oksijen Tiiketim Hizi’na

(OCR) 1 uM FCCP ile ulasilmis, doz daha fazla arttiginda ise oksijen tilketim hizinin

diistiigii belirlenmistir.

6.2.3 Ol¢iim Zamanimin Optimizasyonu

Hiicrelerin testin yapilacagi giinden bir giin 6nce izole edilerek inkibatorde

bekletilmesinin test sonuglarini nasil etkileyecegini belirlemek amaciyla ayni bireyin

kanindan farkli zamanlarda (6lcimden 24-18-12 ve 6 saat 6nce) izole edilen hiicrelerin

Mito Stres test sonucu sekil 6.5’te verilmistir. Hicrelerin bekleme siresinin

uzamasinin bazal solunum, yedek solunum kapasitesi ve ATP {liretiminde diisiise

neden oldugu belirlenmis, bu nedenle Ramazan donemindeki deneylerde hicre

izolasyonlarinin 6l¢iim giiniinde yapilmasina karar verilmistir.

100

Oligomisin FCCP Rotenon&AA

%0 —+—PBMC. 6s
80
—e—PBMC. 12s
— 70
x
I w0 PBMC. 18s
[=]
g_ 50
- —=—PBMC. 24s
e 40
o
o 30
20
10
00
20 40 60 80 100 120
Zaman (Dakika)
60 1 400% 25
a50% mPBMC
] o EPBMC
300% —
E a0 1 I T 1
E 250% E 15 PBMC
] ]
g0 = 200% E
i &5 W PBMC
[ ® 150% ]
g 20 1 8
100%
10 4 03
50%
0o 0% 00
Bazal Solunum Yedek Solunum Kapasitesi Yedek Solunum Kapasitesi (%) ATP Uretimi

Sekil 6.6 Periferik kandan izole edilen monontkleer hiicrelerin bekleme siiresinin
mitokondriyal aktivite parametreleri Uzerindeki etkisi.
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6.3 Bireylerin Demografik ve Antropometrik Ozellikleri

Calismanin Ramazan orucunun etkilerinin degerlendirildigi kismina katilan
bireylerin demografik bilgileri ve zamanla elde edilen antropometrik 6l¢iim sonuglari
Tablo 6.1°deki gibidir. Calismaya dahil edilen 5 kadin ve 4 erkegin yas ortalamasi
sirasiyla 24,2 + 1,9 ve 23,7 £ 4,9 yildir.

Deneylerin yapildig siirecte bireylerin viicut agirligi ve viicut agirhigina bagh
olarak BK1’lerinin istatistiksel olarak anlamli sekilde degistigi belirlenmistir (p<0,05).
Kadmlar Ramazan ayinda ortalama 1720 + 1370 g agirlik kaybederken, erkekler
ortalama 1350 £ 350 g zayiflamistir. Ramazan ayindaki viicut agirhi@ degisimi
acisindan cinsiyetler arasinda anlamli fark bulunmamistir (Mann Whitney U testi,
p>0,05). Toplamda bireyler Ramazan Oncesine gore ortalama 1550 + 1010 g kadar
agirlik kaybetmistir ve bu degisim istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05). Beden Kiitle

Indeksi degerleri de viicut agirhigina bagl olarak Ramazan siirecinde anlamli bir diisiis

gostermistir (p<0,05).

Ramazan ayinin bitiminden 1 ay gectikten sonra ise Ramazan sirasinda anlamli
sekilde diisen viicut agirlig1 ve BKI degerlerinin eski haline déndiigii, Ramazan basi
(R1) ile Ramazan sonras1 1. (RS-1) ve 3. aydaki (RS-3) dl¢imlerin arasinda anlamli

fark olmadig1 saptanmistir (p>0.05).

Ozetle, Sekil 6.6°da verilen grafiklerde de goriilecedi iizere, Ramazan orucu
tutulan strecte bireylerin viicut agirhig ve BKI degerlerinde geri doniisiimlii bir diisiis
olurken, viicut bilesimleri (kas ve yag oranlar) istatistiksel olarak anlamli sekilde

degismemistir (p>0,05).
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Tablo 6.1 Katilimcilarin Genel ve Antropometrik Ozellikleri

Kadin (n=5) Erkek (n=4) Toplam (n=9)
Ort (£SS) Ort (£SS) Ort (xSS)
Yas (Y1) 24,20 (+1,92) 23,75 (+4,92) 24,00 (£3,32)
Boy (cm) 164,98 (£5,24) 170,17 (£7,31) 167,29 (£6,42)
> - Zaman
Antropometrik Olciimler (Kadin) R1 R15 RSon RS-1 RS-3 p?
Viicut Agirhgi(kg) 58,04 (+3,53) 56,48 (+3,13) 56,32 (+3,12) 56,98 (+2,85) 57,74 (x2,70) 0,009*
BKI (kg/m?) 21,32 (+0,81) 20,75 (x0,47) 20,69 (£0,38) 20,94 (+0,56) 21,22 (+0,40) 0,012*
Kas (kg) 22,62 (+2,48) 22,36 (+2,05) 22,38 (2,11) 22,78 (£2,17) 23,30 (x2,37) 0,334
Yag (kg) 17,20 (£3,93) 15,36 (£2,12) 15,08 (+1,59) 15,12 (+2,46) 15,16 (+2,26) 0,193
Yag Oram (%) 29,45 (£5,79) 27,22 (£3,75) 26,82 (£3,35) 26,62 (+4,64) 26,36 (+4,49) 0,299
Antropometrik Olgiimler (Erkek) = R15 RsonZaman RS-1 RS3 0
Viicut Agirhgi(kg) 74,65 (+8,80) 73,65 (£8,36) 73,3 (£8,56) 74,48 (+9,03) 74,68 (+8,67) 0,034*
BKI (kg/m?) 25,74 (£2,01) 25,41 (+1,98) 25,28 (£1,99) 25,67 (+1,89) 25,75 (+1,94) 0,036*
Kas (kg) 31,88 (+2,70) 30,83 (£2,38) 30,33 (£3,22) 31,10 (£3,51) 30,95 (£3,34) 0,332
Yag (kg) 19,15 (£7,61) 18,90 (£7,29) 19,25 (+7,91) 19,33 (+6,98) 19,73 (£ 6,71) 0,957
Yag Oram (%) 25,18 (x7,14) 25,23 (x7,05) 24,55 (+6,39) 25,63 (£6,94) 26,18 (+6,66) 0,892
Antropometrik Olgiimler (Toplam) = R15 RsonZaman RS-1 RS3 0
Viicut Agirhgi(kg) 65,42 (+10,58) 64,11 (+10,63) 63,87 (+10,60) 64,76 (+10,94) 65,27 (+10,56) 0,000*
BKI (kg/m?) 23,29 (x2,70) 22,82 (+2,76) 22,73 (£2,72) 23,04 (£2,78) 23,23 (+2,68) 0,000*
Kas (kg) 26,73 (15,44) 26,12 (+4,91) 25,91 (+4,86) 26,48 (15,12) 26,70 (+4,82) 0,247
Yag (kg) 18,07 (£5,52) 16,93 (£5,07) 16,93 (5,44) 16,99 (45,12) 17,19 (5,02) 0,397
Yag Oram (%) 27,55 (6,40) 26,33 (45,18) 25,81 (+4,73) 26,18 (£5,39) 26,28 (£5,17) 0,469

a: Tekrarli Olgiimlerde ANOVA Analizi *p<0,05
R1: Ramazan’in 1. giinii R15: Ramazan’in 15. Glinii RSon: Ramazan’in 27. giinii  RS-1: Ramazan ayinin bitiminden 1 ay sonra
RS-3: Ramazan ayimnin bitiminden 3 ay sonra

43



1001

Kadin
80' *

— R

Antropometrik Olgiimler

VA (kg) BKI(kg/m?) Kas(kg) Yag (kg) Yag (%)

1009 Erkek
*

L

80+

60+

Antropometrik Olgiimler

VA (kg) BKI(kg/im?) Kas(kg) Yag(kg) Yag (%)

JToplam
*
% 1
god =

Antropometrik Olgiimler

VA (kg) BKl(kg/m®) Kas(kg) Yag(kg)  Yag (%)

Sekil 6.7 Bireylerin zamana gore degisen antropometrik dlgumleri.

Siitunlar sirasiyla Ramazan aymin 1. (R1) , 15. (R15), 27. (RSon) giinlerinde ve ramazan
ayindan 1 ay (RS-1) ve 3 ay (RS-3) sonrasinda yapilan Slgiimleri gdstermektedir. ikili
karsilastirmalar i¢in LSD testi kullanilmistir. *: p<0,05
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6.4 Bireylerin Besin Tiiketim Kayitlarinin Analizleri

Ramazan aymin basinda, ortasinda, sonunda, 1 ve 3 ay sonrasinda alinan 24 saatlik geriye doniik besin tiikketim kayitlarina gore
hesaplanan enerji ve besin dgesi alimlarinin ortalama ve standart sapma degerleri kadinlar i¢in tablo 6.2.’de, erkekler icin tablo 6.3’te ve

toplam olarak tablo 6.4’te verilmistir.

Tablo 6.2 Calismaya Katilan Kadinlarin Zamana Gore Enerji ve Besin Ogesi Alimlari

. o . Zaman

Enerji ve Besin Ogeleri (Kadin) R1 R15 RSon RS-1 RS-3 p°
Enerji (kkal) 1790,2 (£571,8) 1771,5 (+604,4) 1484,7 (+350,5) 1595,6 (+386,8) 2024,7 (+387,7) 0,017*P
Karbonhidrat (g) 198,4 (+82,4) 200,4 (+76,5) 175,6 (+81,2) 178,8 (+33,8) 197,6 (+43,6) 0,725
Karbonhidrat (%) 44,2 (£5,1) 46,2 (£8,0) 46,8 (+13,8) 46,2 (+4,5) 40,4 (+8,6) 0,804
Protein (g) 67,5 (+31,4) 59,0 (+16,9) 56,0 (+20,3) 62,8 (+22,2) 80,3 (+12,2) 0,447
Protein (%) 15,2 (+2,8) 14,2 (+3,5) 16,2 (6,1) 15,6 (+2,3) 16,8 (+4,2) 0,847
Yag (g) 79,3 (£20,0) 80,0 (£31,3) 60,3 (x21,0) 68,6 (x21,1) 100,7 (+39,2) 0,160
Yag (%) 40,4 (£7,1) 39,8 (£5,1) 37,0 (+10,6) 38,0 (+4,3) 42,8 (+9,8) 0,595
Lif (g) 19,5 (£7,5) 20,1 (x8,7) 14,6 (£6,7) 16,2 (7,7) 26,4 (x7,9) 0,077
Kolesterol (mg) 295,7 (x215,8) 204,2 (x132,8) 200,8 (x217,5) 211,9 (+108,2) 199,9 (£76,8) 0,823
A Vitamini (mcg) 900,3 (+416,8) 990,0 (+888,3) 722,0 (+478,5) 820,1 (+685,8) 761,4 (+469,5) 0,963
Tiamin (mg) 0,7 (x0,21) 0,7 (£0,28) 0,7 (0,17) 0,6 (+0,18) 0,9 (£0,27) 0,363
B12 Vitamini (mg) 3,7 (1,2) 2,6 (+1,6) 4,0 (+2,8) 2,2 (+1,1) 3,3 (+1,5) 0,419
C Vitamini (mg) 78,9 (+18,7) 93,1 (+46,7) 60,8 (+24,5) 75,1 (+19,8) 93,7 (£95,0) 0,806
Sodyum (mg) 3441,0 (x1070,7)  3166,8 (+1136,4) 2408,1 (x1065,2) | 3391,7 (£866,0) 3672,0 (x1170,7) 0,461
Kalsiyum (mg) 611,6 (x215,9) 680,8 (+509,9) 577,6 (+335,5) 332,5 (+125,2) 725,5 (+£290,9) 0,352
Demir (mg) 10,0 (£2,3) 11,6 (£5,2) 9,1 (x1,5) 9,6 (x2,8) 11,8 (x2,9) 0,614

a: Tekrarli Olgiimlerde ANOVA Testi b: Friedman Testi *: p<0,05
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Tablo 6.3 Calismaya Katilan Erkeklerin Zamana Gére Enerji ve Besin Ogesi Alimlart

Enerji ve Besin Ogeleri (Erkek) R1 R15 RSon Zaman RS-1 RS3 0
Enerji (kkal) 3034,9 (+1632,1) 2650,3 (x733,0) 2313,0 (553,2) 2584,5 (+695,4) 2083,7 (£364,2) 0,307°
Karbonhidrat (g) 325,8 (+172,9) 330,1 (+150,0) 277,2 (£100,5) 320,2 (£73,8) 227,9 (+19,5) 0,303
Karbonhidrat (%) 44,0 (+10,4) 48,8 (x11,5) 47,8 (£9,6) 50,5 (£2,9) 45,3 (5,8) 0,683
Protein () 121,6 (£64,3) 83,4 (£18,1) 67,7 (£11,5) 79,8 (£13,9) 83,3 (x28,0) 0,125
Protein (%) 16,8 (£3,6) 13,3 (£3,3) 12,3 (£1,9) 12,8 (£1,5) 16,3 (+6,1) 0,284
Yag (g) 133,6 (x79,3) 107,9 (x15,1) 102,6 (x28,1) 109,1 (¢41,1) 91,8 (+32,6) 0,417
Yag (%) 39,0 (£7,5) 38,0 (£8,3) 40,0 (£8,9) 36,5 (£4,0) 38,3 (#6,9) 0,855
Lif (g) 23,7 (+16,3) 22,5 (£11,0) 13,8 (£1,5) 22,2 (£9,1) 18,6 (£8,7) 0,533
Kolesterol (mg) 618,9 (+205,6) 463,1 (+332,8) 358,5 (+173,2) 210,5 (+97,1) 200,7 (£89,0) 0,020*
A Vitamini (mcg) 1382,0 (£761,5) 1381,8 (£734,7) 1177,6 (£844,0) 314,2 (£155,2) 606,9 (+403,6) 0,075
Tiamin (mg) 1,4 (+1,33) 1,0 (x0,51) 0,6 (£0,13) 1,2 (+0,40) 0,8 (£0,21) 0,229
B12 Vitamini (mg) 4,1 (x2,1) 5,3 (£3,8) 2,2 (x0,7) 4,3 (+0,8) 3,7 (x3,1) 0,519
C Vitamini (mg) 108,0 (+97,1) 132,9 (x60,7) 73,4 (£15,7) 47,2 (£27,0) 80,2 (£37,3) 0,124
Sodyum (mg) 5185,9 (£2994,0) 4781,3 (x744,5) 4332,8 (£794,1) 4201,0 (+690,3) 4232,7 (x971,4) 0,834
Kalsiyum (mg) 795,6 (+495,7) 786,5 (+139,0) 651,7 (£559,9) 475,4 (£84,4) 619,0 (+281,6) 0,567
Demir (mg) 16,7 (£9,3) 14,3 (£3,4) 9,0 (£1,6) 14,7 (£3,1) 11,8 (+1,5) 0,516

a: Tekrarli Olgiimlerde ANOVA Testi b: Friedman Testi *: p<0,05



Tablo 6.4 Bireylerin Zamana Gére Enerji ve Besin Ogesi Alimlar1 (n=9)

Enerji ve Besin Ogeleri (Toplam) Zaman
R1 R15 RSon RS-1 RS-3 p?

Enerji (kkal) 2343,4 (£1262,0) 2162,0 (£773,7) 1852,8 (+605,6) 2035,1 (+726,5) 2050,9 (£354,7) 0,044*b
Karbonhidrat (g) 255,1 (£138,2) 258,0 (£126,7) 220,7 (+99,8) 2416 (+90,4) 211,1 (£36,7) 0,448
Karbonhidrat (%) 44,1 (£7,3) 47,3 (£9,1) 47,2 (£11,4) 48,1 (+4,3) 42,6 (£7,5) 0,512
Protein (g) 91,6 (£53,4) 69,8 (£20,7) 61,2 (£17,1) 70,4 (£20,0) 81,6 (+19,3) 0,178
Protein (%) 15,9 (#3,1) 13,8 (¢3,2) 14,4 (+4,9) 14,3 (+2,4) 16,6 (+4,8) 0,335
Yag (g) 103,4 (58,1) 92,4 (+28,1) 79,1 (£31,9) 86,6 (+36,2) 96,8 (+34,5) 0,404
Yag (%) 39,8 (£6,9) 39,0 (£6,3) 38,3 (£9,4) 37,3 (£4,0) 40,8 (8,5) 0,707
Lif (g) 21,4 (£11,5) 21,2 (x9,2) 14,3 (+4,8) 18,9 (+8,4) 22,9 (8,8) 0,157
Kolesterol (mg) 439,3 (£261,1) 319,2 (+262,6) 270,9 (+204,5) 211,3 (+96,9) 200,2 (+76,9) 0,031*
A Vitamini (mcg) 1114,4 (£607,2) 1164,1 (£799,8) 9245 (+662,8) 595,2 (+561,5) 692,7 (+421,8) 0,231
Tiamin (mg) 1,0 (£0,9) 0,8 (x0,4) 0,6 (£0,2) 0,8 (£0,4) 0,8 (x0,2) 0,346
B12 Vitamini (mg) 3,9 (x1,5) 3,8 (£2,9) 3,2 (£2,2) 3,2 (x1,4) 3,5 (¥2,2) 0,921
C Vitamini (mg) 91,8 (+62,8) 110,8 (+54,0) 66,4 (+20,9) 62,7 (+£26,2) 87,7 (£71,3) 0,213
Sodyum (mg) 4216,5 (+2186,4) 3884,3 (+1256,0) 3263,5 (+1353,9) | 3751,3 (+857,7) 3921,2 (+1061,3) 0,575
Kalsiyum (mg) 693,3 (£353,3) 727,8 (£374,6) 610,5 (+418,8) 396,0 (+127,2) 678,2 (+x274,2) 0,147
Demir (mg) 13,0 (£6,9) 12,8 (+4,5) 9,1(x1,4) 11,9 (£3,9) 11,8 (x2,2) 0,174

a: Tekrarli Olgiimlerde ANOVA Testi b: Friedman Testi *: p<0,05
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Sekil 6.8 Bireylerin zamana gore enerji alimlari.

(Wilcoxon Testi, *: p<0,05).

Ramazan sonunda kadinlarin enerji alimlar1 (1484,7 +350,5 kkal), Ramazan
bas1 (1790,2 +571,8 kkal) ve ortasina (1771,5 £604,4) gore anlaml1 diisiis gdstermistir
(p<0,05). Orug tutulan siirecte karbonhidrat, protein, yag, lif, kolesterol, A, C
vitaminleri, sodyum, kalsiyum ve demir aliminda da diisiis oldugu gézlenmistir ancak
aradaki farklar istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05). Ramazan sirasinda diisiis
gosteren besin Ogesi ve toplam enerji alimlarinin Ramazan’dan sonra tekrar artis

gosterdigi (kolesterol disinda) belirlenmistir.

Calismaya katilan erkeklerde de kadinlara benzer sekilde enerji ve bir¢cok besin
Ogesinin alim1 Ramazan sonuna dogru diisiis gostermis ancak degisimler istatistiksel
olarak anlamli bulunmamustir (p>0,05). Kolesterol alim1 ise Ramazan’in 15. giiniinde

ve sonunda baglangica kiyasla anlamli olarak azalmistir (p<0,05).

Tim katilmeilarin = enerji  ve besin 0Ogesi alimlar1  genel olarak
degerlendirildiginde, bir¢ok besin dgesinin ortalama aliminda ¢ogunlukla Ramazan
ayinin sonuna dogru bir diisiis, Ramazan sonrasinda ise yiikselme egilimi oldugu
gorilmektedir. En fazla enerji (2343,4 £1262,0 kkal) ve kolesteroliin (439,3 £261,1
mg) Ramazan aymin birinci gliniinde alindig1 belirlenmistir. Aradaki fark istatistiksel

olarak anlamlidir (p<0,05).
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Tablo 6.5 Ramazan Dénemi ve Ramazan Disindaki Enerji ve Besin Ogesi Alimlarmin
Genel Analizi.

Enerji ve Besin Ramazan Donemi Ramazan Dis1 .
Ogeleri Ortalama (SS) Ortalama (+SS) P
Enerji (kkal) 2119,4 (+841,1) 2043,0 (+463,3) 0,650
Karbonhidrat (g) 2446 (£117,7) 226,4 (£59,1) 0,570
Karbonhidrat (%) 46,2 (£7,2) 45,4 (+4,8) 0,788
Protein () 74,2 (£23,3) 76,0 (£11,5) 0,804
Protein (%) 14,7 (£2,4) 15,5 (x2,8) 0,111
Yag (g) 91,6 (+33,8) 91,7 (+28,4) 0,992
Yag (%) 39,0 (£6,2) 39,1 (5,7) 0,996
Lif (9) 19,0 (27,3) 20,9 (£6,9) 0,533
Kolesterol (mg) 343,1 (+206,8) 205,8 (+56,0) 0,028*®
A Vitamini (mcg) 1067,7 (x448,4) 644,0 (£391,0) 0,085
Tiamin (mg) 0,8 (x0,4) 0,8 (20,2) 0,678°
B12 Vitamini (mg) 3,6 (£1,5) 3,4 (£1,2) 0,631
C Vitamini (mg) 89,7 (£38,8) 75,2 (+40,7) 0,429
Sodyum (mg) 4158,5 (£1155,5) 3836,3 (+825,8) 0,891
Kalsiyum (mg) 677,2 (£269,2) 537,1 (x151,1) 0,139
Demir (mg) 11,6 (+3,6) 11,9 (+2,4) 0,678

a: Eslestirilmis orneklemlerde t testi b: Wilcoxon Testi *: p<0,05

Besin tiiketim kayitlarinin sonuglar1 Ramazan aymin hangi kisminda
olunduguna bakilmaksizin Ramazan donemi ve disi olarak ikili karsilagtirildiginda,
Ramazan doneminde kolesterol disindaki enerji ve besin dgelerinin hi¢birinin aliminda
Ramazan digina gore istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik olmadig1 saptanmistir.
Kolesterol aliminin Ramazan doneminde ortalama 137,3 mg kadar artis gosterdigi
belirlenmistir (Tablo 6.5).

6.5 Ramazan Surecinde Mitokondriyal Aktivite Parametrelerindeki Degisimler
Katilimcilardan 5 farkli zamanda alinan kanlardan izole edilen mononiikleer

hiicrelerle gergeklestirilen mitokondriyal aktivite 6l¢limlerinin ayrintili sonuglari tablo

6.6’da verilmistir.
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Tablo 6.6 Bireylerin Zamana Gére Mitokondriyal Aktivite Olgiim Sonuglar

Zaman
Kadin (n=5) R1 R15 RSon RS-1 RS-3 p?
Bazal Solunum 19,25 (+3,38) 17,64 (6,64) 14,44 (+3,09) 19,37 (+3,14) 19,93 (+9,76) 0,408
ATP Uretimi 19,54 (+2,97) 16,62 (+5,50) 17,84 (+2,76) 18,77 (+2,80) 23,91 (+9,67) 0,264
Maksimal Solunum 104,72 (+13,01) 16,96 (+18,05) 60,58 (+23,78) 105,24 (+19,94) 117,69 (+40,62) 0,021*x
Yedek Solunum Kapasitesi 85,46 (+10,24) 7,14 (+15,97) 46,14 (+22,73) 85,87(%20,42) 97,75 (= 31,46) 0,015*x
Yedek Solunum Kapasitesi (%) 551,58 (+61,96) 78,16 (+174,77) 421,28 (+132,33) 513,76 (+34,72) 631,86 (+119,13) 0,023*x

Zaman
Erkek (n=4) R1 R15 RSon RS-1 RS-3 D?
Bazal Solunum 26,55 (+4,13) 17,45 (+0,97) 14,00 (5,49) 15,08 (+3,05) 14,92 (+4,53) 0,004*
ATP Uretimi 27,73 (+3,71) 17,60 (+1,36) 18,15 (+5,80) 15,28 (+2,71) 17,83 (+5,01) 0,045*
Maksimal Solunum 159,38 (+13,18) 54,63 (+13,90) 58,15 (+22,37) 78,25 (+9,53) 89,18 (+22,77) 0,000%
Yedek Solunum Kapasitesi 132,83 (9,36) 37,27 (+14,86) 44,15 (¥19,11) 63,18 (8,20) 74,24 (+20,04) 0,000%
Yedek Solunum Kapasitesi (%) 617,20 (+71,33) 325,47 (+108,49) 424,80 (+153,22) 550,43 (+74,43) 626,70 (+126,09) 0,025*x

Zaman
Toplam (n=9) R1 R15 RSon RS-1 RS-3 p?
Bazal Solunum 22,49 (5,19) 17,55 (+4,73) 14,24 (+4,02) 17,46 (+3,68) 17,70 (7,89) 0,024*
ATP Uretimi 23,18 (+5,31) 17,06 (+4,01) 17,98 (+4,05) 17,22 (+3,18) 21,21 (+ 8,15) 0,057
Maksimal Solunum 129,01 (+31,30) 53,00 (+11,81) 59,50 (+21,73) 93,25 (+20,86) 105,02 (+ 35,29) 0,001*x
Yedek Solunum Kapasitesi 106,51 (+26,62) 36,87 (+12,45) 45,26 (+19,91) 75,79 (+19,41) 87,30 (+28,27) 0,000*
Yedek Solunum Kapasitesi (%) 580,74 (+70,88) 341,80 (+94,41) 422,84 (+132,53) 530,06 (+55,26) 629,57 (+114,30) 0,000%

a: Tekrarli Ol¢iimlerde ANOVA Testi *p<0,05 x: R15 élciimlerinde testin ¢alismasinda problem oldugu icin analize dahil edilmemistir.
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Sekil 6.9 Bireylerin zamana gore mitokondriyal aktivite 6lgumleri.

(Stitunlar sirasiyla R1, R15, RSon, RS-1 ve RS-3 6l¢limlerini gostermektedir. Ikili
karsilagtirmalar i¢in LSD testi kullanilmistir, *: p<0,05.)

Ramazan sonunda elde edilen mononikleer kan hiicrelerinin bazal solunumu

Ramazan’in 1. giiniine gore her iki cinsiyette de azalma gostermis, erkeklerde daha
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erken baglayan diisiis Ramazan ortasinda da anlamli farklilik olusturmustur (p<0,05).
Toplu analize bakildiginda, tiim deney grubunda bazal solunum Ramazan ortasi (17,55
+ 4,73 pmol/dk) ve sonunda (14,24 +4,02 pmol/dk) Ramazan’in ilk giiniine (22,49
15,19 pmol/dk) kiyasla daha diisiik bulunmus, Ramazan ayinin bitiminden 1 ay sonra
tekrar yiikselen bazal solunum orug tutulmayan dénemde anlamli olarak degismemistir

p>0,05).

Bireylerin mononiikleer hiicrelerindeki ATP {iretimi Ramazan ortasi, sonu ve
1 ay sonrasinda ilk Ol¢lime kiyasla anlamli olarak diisiik bulunmus (p<0,05),

Ramazan’in bitiminden 3 ay sonra ise tekrar yiikselmistir.

Ramazan siirecindeki en biiyilik degisimler ise maksimal solunum ve ona baglh
olarak hesaplanan yedek solunum kapasitesi ile yedek solunum kapasitesinin bazal
solunuma oraninda (%) meydana gelmistir. Ramazan ortasinda yapilan deneylerde bu
parametrelerin hesaplanmasint saglayan FCCP ilacina verilen yanit konusunda
problem yasanmasi nedeniyle katilimcilardan 5’inin (4 kadin, 1 erkek) yedek solunum
kapasitesi 0 olarak hesaplanmig, ortalamaya ve istatistiksel karsilastirmaya dahil
edilmemistir. Bu sekilde analiz edilen sonuglara gore genel dérnekleme bakildiginda,
bireylerin kanlarindan izole edilen mononiikleer hiicrelerin maksimal solunumlar1 ve
yedek solunum kapasiteleri, oru¢ tutulan donemde anlamli bir diigiis gosterirken,
Ramazan sonrasinda orug tutulmayan dénemde anlamli bir artig gostermistir (p<0,05).
Cinsiyete gore degerlendirme yapildiginda, bu parametrelerin kadinlarda Ramazan
ayinin bitiminden 3 ay sonra eski haline dondiigii, erkeklerde ise Ramazan sonuna gore
artts olmasmna ragmen Ramazan basina gore anlamli olarak diisiik kaldig:
belirlenmistir. Mito Stres testi sonucunda 6lgiimii yapilan parametrelerden biri olan
proton kacgagi bireylerin yiliksek cogunlugunda (%90) sifir olarak 6l¢iilmiis, bu nedenle

grafik ve tablolarda yer verilmemistir.

Tum bireylere ait hiicrelerin mitokondriyal aktivitelerindeki degisimler genel
olarak degerlendirildiginde; bazal solunum, ATP Uretimi, maksimal solunum ve yedek
solunum kapasitelerinin Ramazan orucu tutulan donemde anlamli olarak distiigii, bu
degisimlerin kalic1 olmadigi, normal beslenme diizenine donilmesi ile birlikte tekrar

yiikselise gectigi saptanmaistir.
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6.6 Vicut Agirhg, Enerji Ahmi ve Mitokondriyal Aktivite Olgtimlerindeki

Oransal Degisimler

150+
1004
X
50
0 T T T 1 T
N N2 N N p
¢ F P e e
- —— - —
. .. . Yedek
Zaman | Vicut  Enerji Bazal ATP Maksimal Sol
Agirhgt  Ahm  Solunum  Uretimi  Solunum 0 l:<r1um
R1 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
R15 98,0 97,2 79,8 75,5 37,3 31,5
RSon 97,6 84,4 65,6 80,4 48,7 45,0
RS-1 98,9 94,8 82,4 79,0 78,6 77,7
RS-3 99,8 99,8 82,6 97,7 86,8 87,9

Sekil 6.10 Bireylerin Viicut Agirligi, Enerji Alimi ve Mitokondriyal Aktivite Olgiimlerindeki
Degisimler (%)

* Ramazan aymin 1. Giiniindeki 6l¢timler %100 kabul edilmistir (n=9).

Ramazan siras1 ve sonrasindaki 5 farkli glindeki 6l¢giim sonuglari, Ramazan
aymin 1. giiniine gore normalize edildiginde, Ramazan sonunda ortalama viicut
agirhiginin %2,4, enerji aliminin ise %15,6 oraninda azaldig1 belirlenmistir. Ramazan
sonras1 3. ayda ise bireylerin viicut agirliklar1 ve enerji alimlar1 neredeyse tamamen

baslangictaki haline donmiistiir (Sekil 6.9).

Ramazan sonundaki mitokondriyal aktivite parametreleri degerlendirildiginde,
Ramazan’in 1. glnine gore bazal solunumun %34,4, ATP dretiminin ise %19,6
oraninda diislis gosterdigi saptanmistir. Ramazan sonundaki en fazla diisiis ise %55
oraninda azalan yedek solunum kapasitesinde goriilmiistir. Oru¢ tutulmayan

donemde, mitokondriyal aktivite parametrelerinin de tekrar yiikseldigi belirlenmistir.
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7. TARTISMA

Bu tez calismasinda insan kanindan izole edilen mononukleer hiicrelerin
mitokondriyal aktivitelerinin Ol¢iimiinde kullanilabilecek tutarli bir metodun
gelistirilmesi ve saglikli bireylerde Ramazan orucunun antropometrik Olctimler,
beslenme aligkanliklari ve mitokondriyal aktivite parametreleri {izerindeki
etkilerinin belirlenmesi amaclanmistir. Hiicre Metabolizmast Olgiim Cihazi ile
yapilan  Ol¢imlerin  optimizasyonu ve Ramazan orucunun  etkilerinin
degerlendirildigi deneylerin gerceklestirilmesi i¢in 10’ar kisi olmak iizere toplamda
20 gonalli bireyin dahil edildigi alisma, Istanbul Medipol Universitesi Rejeneratif

ve Restoratif Tip Arastirmalart Merkezi’nde yiiriitiilmiistiir.

7.1 Mononiikleer Hiicre izolasyonunun ve Mitokondriyal Aktivite Olgiim

Metodunun Gelistirilmesi

Literatiirde, bagisiklik hiicrelerinin (monosit, lenfosit, nétrofil ve trombositler)
biyoenerjetik sagliginin izlenmesinin, bir bireyin genel biyoenerjetik sagligint ve
metabolik durumunu degerlendirmek icin potansiyel olarak yararli bir tanmi araci
olabilecegi ifade edilmektedir (3, 54). Bu yaklagimin prognostik veya tanisal degere
sahip olup olmadigini belirlemek i¢in yiiksek verimli bir analiz yontemi ve tutarli bir
hiicre hazirlik yonteminin gerekliliginin alti ¢izilmistir (6). Bu nedenle bu tez
calismasinda Oncelikle kullanilacak mononiikleer kan hiicrelerinin izolasyonu igin
tutarli bir yontem gelistirilmis ve daha sonra enerji metabolizmasi 6l¢iim cihaziyla

yapilacak Mito Stres Test kosullarin1 optimize hale getirmek i¢in ¢alisilmistir.

Mitokondriyal aktivite 6l¢limiinde optimize edilmesi gereken kosullardan ilki
ozel mikroplakaya ekilecek hiicre sayisidir. Olgiimlerdeki sapmalari minimuma
indirmek ve tutarli sonuglar almak i¢in mikroplakaya ekilen hiicrelerin esit ve tek bir
tabaka seklinde yayilmalari, yapismis olmalar1 dnem tasimaktadir (59). Uretici firma,
hiicrelerin yapigsmasi i¢cin mikroplakanin CellTak adli immiinojenik olmayan bir hiicre
dis1 matris protein preparati ile kaplanmasini 6nermektedir (101). Ancak bu maddenin

maliyetinin yiiksek olmasi nedeniyle literatiirde alternatif olarak poli-D-lizin’in de
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tercih edildigi gortilmistir (102, 103). Yapilan 6n denemelerde basarili oldugundan
mitokondriyal aktivite Ol¢timlerinde kullanilacak hiicre kiiltiirii mikroplakasinin
kaplanmasi i¢in poli-D-lizin tercih edilmis ve yeterli olmustur. Bir¢ok calismada
metabolizma Ol¢iim cihazinin 96 kuyucuklu modeli icin ekilmesi gereken
mononiikleer hiicre sayismin 200.000 ila 400.000 arasinda olmasi gerektigi ifade
edilmektedir (6, 104). Bu tez calismasinda ideal oldugu belirlenen 300.000 hiicre

sayisinin literatiirle tutarli olmasi sonuglarin giivenilirligini artirmaktadir.

Mito Stres Test sonuglarinin dogrulugu acisindan optimize edilmesi gereken
en onemli faktorlerden bir digeri de FCCP dozudur. Daha 6nce de belirtildigi gibi
FCCP’nin olmasi gerekenden daha az veya fazla kullanilmas1 maksimal solunumun ve
yedek solunum kapasitesinin oldugundan daha diisiik 6l¢iilmesine neden olmaktadir
(57). Oligomisin, Rotenon ve Antimisin A ise nispeten daha esnek dozlarda
kullanilabilmektedir. Mito Stres Testi’nin gerceklestirilmesi i¢in her deneye 06zel
ilaglar tireticiden kit halinde saglanabilmektedir. Ancak bir 6l¢im metodunun rutinde
bireylerin saglik ve metabolik durumunu degerlendirmek i¢in kullanilabilmesi i¢in
maliyetinin diisiik olmas1 da 6nem tasimaktadir (105). Bu nedenle kit kullanmak
yerine, ilaclar ayri stoklar halinde temin edilerek kullanilmistir. Yapilan ¢alismalarda
test i¢in kullanilan dozlar kit veya stok ilaglarin kullanimina, hiicre sayisina gore
farklilik gostermektedir. Bu tez ¢aligmasinda oldugu gibi ¢esitli caligmalarda da (103,
106) Monondkleer hicreler icin optimal FCCP dozu 1 puM olarak belirlemistir. Her
ne kadar optimizasyonlar yapilsa da ilaglarin deney esnasinda bekleme siiresinde
uzamalar oldugunda, 6zellikle FCCP’nin stabilitesinde sorunlar yasandigi goriilmiis,
bu nedenle Ramazan ortasindaki deneyde 5 bireyin maksimal solunum kapasiteleri
hesaplanamamustir. Veri kayiplarinin ilag yiiklemesine daha erken baslanan kisimda
daha fazla goriilmesi, hava ve 151k maruziyetinin minimum seviyede tutulmasi
gerekliligini akla getirmistir. Kit yerine stok ilaglar kullanilan bazi g¢aligmalarda
kullanilan dozlarin daha yiiksek olmasinin da ilag stabilitelerindeki farkliliklara bagh
olabilecegi diisiiniilmektedir (68). Olgiim esnasinda ilaglarin etkinligindeki azalmaya
bagli olarak meydana gelebilecek veri kayiplarinin en aza indirilmesi igin
optimizasyonlar yapilirken deney tasarimina gore degisen bekleme siirelerinin de

dikkate alinmasinin 6énemli oldugu goriilmiistiir.
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Mononiikleer hiicrelerin izolasyon zamani ve alinan kanlarin bekleme
stiresinin mitokondriyal aktiviteyi nasil etkiledigi baz1 makalelerde One suriilen ancak
bu tez calismasindan 6nce deneysel olarak test edilmeyen bir konudur. Kramer ve
arkadaglar1 yaptiklar1 ¢alismada, tam kan numunelerinin hicre 6lumind ve
aktivasyonunu dnlemek icin 8 saat igerisinde islendigini, 8 saatten daha uzun siiren
depolama sirelerinin henuz test edilmedigini ancak degismis biyoenerjetik dlg¢iimler
ile sonuclanabilecegini ve fizyolojik kosullar1 daha az temsil edebilecegini ifade
etmistir (6). Hiicrelerin bekleme siiresi arttik¢a yedek solunum kapasitelerinin ve ATP
tiretimlerinin diistiiglinli gésteren bulgularimiz, bu diisiinceyi dogrulamis ve 6rneklerin

miimkiin olan en kisa siirede islenerek 6l¢lime alinmasinin 6nemini ortaya koymustur.

7.2 Bireylerin Genel Ozellikleri ve Antropometrik Olgtimleri

Bu tez calismasinin Ramazan orucunun etkilerinin  belirlenmesinin
hedeflendigi ikinci kismina, dahil edilme kriterlerini saglayan 5 kadin ve 5 erkek
toplam 10 goniillii katilmig, 1 erkek katilimcinin ilerleyen siirecte c¢alismadan
ayrilmast nedeniyle 9 kisinin verileri analiz edilmistir. Yas ortalamas1 24,0 £3,3 yil
olan bireylerin tamami1 Ramazan ayinda diizenli olarak oru¢ tuttugunu ifade etmistir.
Menstriiasyon dongiisii nedeni ile daha az siire orug tuttuklart i¢in kadinlarin dahil
edilmedigi Ramazan c¢alismalar1 bulunsa da (107-109), oru¢ tutmanin ¢esitli
parametreler iizerine etkilerinin incelendigi ve kadinlarin da dahil edildigi bir¢cok
caligmanin (110-114) mevcut olmasina dayanilarak orneklem segiminde cinsiyet
ayrimina gidilmemis, olas1 farkliliklarin saptanabilmesi i¢in veriler sunulurken kadin-
erkek olarak da ayrim yapilmustir.

Bireylerin antropometrik dlgiimlerine bakildiginda; baslangigta 65,42 +10,58
kg olan ortalama viicut agirliginin Ramazan sonunda 1550 g azalarak 63,87 +10,60
kg’a distiigi (p<0,05), Ramazan’dan 1 ay sonra 64,76 +£10,94 kg’a, 3 ay sonra ise
65,27 £10,56 kg’a yiikselerek neredeyse tamamen eski haline dondiigii belirlenmistir.
Ramazan doneminde kadinlar erkeklerden 370 g daha fazla agirlik kaybetse de aradaki
fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). Bireylerin viicut

bilesimlerinde ise anlamli bir degisim saptanmamustir.
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Bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda, Ramazan ayinda oru¢ tutmanin viicut
bilesimi ve antropometrik dl¢limler {izerine farkl etkilerinin olabilecegi goriilmiistiir
(107, 115). Bircok calisma, bu tez ¢alismasinin sonuglarina benzer sekilde, Ramazan
ay1 sirasinda kilo kaybedildigini bildirmistir (89, 113). Ramazan orucunu konu alan 35
farkli yaymdan elde edilen verileri kullanan bir meta-analizde, orug¢ tutmanin
kadinlarda 920 g, erkeklerde 1520 g, toplamda 1240 g kilo kaybina neden oldugu
gosterilmis, bu tez c¢alismasinda da goriildiigii gibi Ramazan siirecinde kaybedilen
viicut agirliginin Ramazan bittikten sonra kisa bir stire i¢inde geri alindig1 belirtilmistir
(89). Bizim g¢alismamizda kadinlar daha fazla kilo kaybetse de tum Orneklemdeki
viicut agirligr degisimi (-1550+1010 g) bu meta-analizin sonuglarina oldukga yakindir.
2019 yilinda 70 g¢alismanin dahil edildigi daha kapsamli bir meta-analizde de benzer
sekilde Ramazan déneminde ortalama 1360 gram agirlik kaybedildigi ancak bu
degisimin kalici olmadig ifade edilmistir (116). Viicut agirliginda goriilen bu gegici
azalmalarin orug¢ sirasinda sivi alimmnin da kisitlanmasina bagl olarak gelisebilen
dehidratasyona bagl olabilecegi diisiiniilmektedir (9).

Urdiin’de sadece kadinlarla yapilan bir ¢alismada, viicut agirhigi ve BKI
degerleri Ramazan sonunda anlamli sekilde azalirken, viicut kas ve yag oranlar1 bizim
calismamizda da oldugu gibi degismemistir (113). Banglades’te yalnizca erkekler
tizerinde yapilan bir ¢alismada bireylerin Ramazan ayindaki viicut agirliklarinin ve
BKi’lerinin Ramazan ay1 6ncesi ve sonrastyla karsilastirildiginda anlaml bir sekilde
azaldig1 belirlenmistir (108). Iran’da yapilan bir ¢aligmada, erkekler 1200 g agirlik
kaybederken (p<0,05) kadinlar yalnizca 400 g (p>0,05) agirlik kaybetmistir (115).
Kul ve arkadaslarinin 30 farkli ¢alismayi dahil ederek gergeklestirdigi bir meta-
analizde ise Ramazan orucunun kadinlarin viicut agirliginda degisime yol agmadigi,
erkeklerde ise anlamli bir diisiise neden oldugu bildirilmistir. (87).

Tirkiye’de yapilan bir ¢alismada, obez bireylerin viicut agirliklar1 Ramazan
stirecinde anlaml1 olarak azalirken (-2900 g), saglikli kontrollerin viicut agirligindaki
azalma (-800g) anlamli bulunmamustir (107). Fernando ve arkadaslarinin yaptigi meta-
analizde de Ramazan siirecinde viicut agirligindaki azalmanin baslangigtaki BKI ile
dogru orantili oldugunun, hafif kilolu veya sisman olan bireylerin normal agirliktaki
bireylere gore daha fazla agirlik kaybettiginin alt1 ¢izilmistir (116). Ramazan siirecinde

viicut agirliginda anlamli diisiis oldugunu gosteren bagka bir calisma, bu tez
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calismasinda da oldugu gibi Ramazan bittikten sonra tekrar artis oldugunu da
gostermistir (117) .

Ramazan surecinde Tayland’da (114) ve Tirkiye’de (118) saglikli bireylerle
yapilan farkli ¢alismalarda antropometrik 6l¢iimler ve viicut bilesimleri anlamli olarak
degismezken, Barkia ve arkadaslari Tunus’ta yaptiklari calismada bireylerin BKI
degerlerinde artis oldugunu belirlemistir (119). Orug¢ tutmanin viicut agirligim
artirabilecegini gosteren farkli ¢calismalar da mevcuttur (120-122).

Ramazan orucunun neden oldugu fizyolojik degisikliklerin altinda yatan
mekanizmalar tam olarak anlagilamadigindan, sonuclardaki farkliliklar birgok
karistirict faktdre baglanabilir. Bunlar yas, cinsiyet, etnik koken, orug saatleri, orug
giinii sayist, iklim kosullari, kiiltiirel etkiler, 6rneklem biiyiikligii, calisma konulari,
egzersiz, beslenme diizenleri ve genetik yatkinligi igerir (87, 116, 123). Tum bu
degiskenler Ramazan ayinda viicut agirlig1 ve bilesimindeki degisiklikler hakkinda
sonucglar ¢ikarmayr zorlastirmaktadir. Ancak bir genelleme yapmak gerekirse,
literatlirde Ramazan orucunun viicut agirhg ve BKI degerlerinde gegici bir azalma

sagladigi fikrinin daha yaygin olarak desteklendigi s6ylenebilir.

7.3 Enerji ve Besin Ogesi Alimlar1

Ramazan ayi, beslenme aliskanliklarinda ve yasam bi¢iminde Onemli
degisikler meydana gelen bir donemdir. Beslenme aligskanliklarinda goriilen en biiyiik
degisim 6glin sayisindaki azalma ve 2 ana 6giin arasinda yaklagik 12-19 saat slren,
besin ve siv1 aliminin gergeklesmedigi bir siirenin bulunmasidir. Ogiin sayisinda ve
yemek yemenin serbest oldugu siirede azalma olmasina karsin bazi arastirmalar
bireylerin oru¢ tutma siiresi boyunca giinliik enerji alimlarini azaltma egiliminde
olmadigimi gostermektedir (88, 113, 124, 125). Ancak bu suregte gunliuk enerji
aliminin arttigin1 gosteren caligmalar oldugu gibi, azaldigini gosteren ¢aligmalar da
mevcuttur (113, 126). Ramazan aymin etkilerinin gézlendigi gruplar arasinda genis
kiltirel ve cografi cesitlilik olmasi, oru¢ tutma slresinde ve beslenme
aliskanliklarindaki farklar viicut bilesiminde oldugu gibi diyet kompozisyonundaki
degisiklikler hakkinda genis sonuglar ¢ikarmay1 da zorlagtirmaktadir (79, 122).
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Bu tez calismasina katilan bireylerin diyetle aldiklar1 enerji ve bir¢cok besin
Ogesi miktar1 Ramazan ayi sirasinda azalmigtir. 2019 yilinda yayinlanan bir calismada
da Ramazan ayinda karbonhidratlar disindaki tiim besin gruplarinin aliminda azalma
oldugu gosterilmistir (122). Orug tutulan saatlerin uzun olmasi nedeniyle ana ve ara
0glin sayisinin azalmasiin bireylerin aldig1 enerji ve besin Ogelerinin azalmasina
neden olan faktdrlerden biri oldugu diisiinilmektedir. Ramazan sonunda en diisiik
seviyeye gelen enerji alimlar1 Ramazan sonrasinda tekrar artmistir. Besin tiikketim
kaydr alinan 5 farkli donem arasinda, ortalama en fazla enerji Ramazan ayinin ilk
giiniinde alinmistir. Bu durum Ramazan basinda diisiik olan agliga direncin Ramazan
ilerledikce arttigini ve bireylerin bu beslenme diizenine daha fazla uyum saglayarak
besin alimlarin1 daha 1iyi kontrol edebildiklerini diisiindiirmektedir. Yine bu
donemdeki enerji ve besin 6gesi alimindaki diisiisiin nedenlerinden bir digerinin de
bireylerin Ramazan aymni kilo kaybetmek igin bir firsat olarak gorerek diyet
yapmalarinin olabilecegi diisiiniilmektedir.

Doénemsel ortalama enerji alimlarina bakildiginda ise Ramazan’in basi ve sonu
arasinda degisimler olsa da Ramazan geneli ve dis1 arasinda anlamli fark olmadigi
goriilmiistlr. Bu sonug, bireylerin orug tutma siresi boyunca giinliik enerji alimlarini
azaltma egiliminde olmadigin1 gosteren ¢aligmalarin sonuglari ile tutarlidir.

Ramazan siirecinde bir¢cok besin ve besin 0gesinin aliminda enerji aliminin
diismesiyle de baglantili olarak bir azalma gozlenmis, alimi anlamli olarak artan tek
besin 6gesinin ise kolesterol oldugu saptanmistir. Ramazan sirasindaki kolesterol
alimmin Tiirkiye Beslenme Rehberi’nde (TUBER) iist sinir olarak belirlenen 300
miligrami astig1 belirlenmistir (127). Tunus’ta yapilan bir ¢caligmada da orug tutulan
dénemde bireylerin kolesterol aliminin arttigi gosterilmistir (119). Bu duruma
Ramazan ayinda kiiltiirel olarak etli, yagli yemeklerin, tereyagl ve siitlii tatlilarin daha
sik tiiketilmesinin neden olabilecegi diisiintilmektedir.

Tiirkiye’de yetiskin bireyler i¢in giinlik alinan enerjinin %45-60’1nin
karbonhidratlardan, %12-20’sinin proteinlerden, %20-35’inin yaglardan saglanmasi
Onerilmektedir (127). Ramazan sirasinda alinan enerjinin makro besin dgelerinden
gelen oranlari Ramazan sonrasi ile karsilastirildiginda arada fark olmadigi, tiim

donemlerde yagdan gelen enerji oraninin 6nerilerin tizerinde oldugu goriilmiistiir.
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7.4 Mitokondriyal Aktivite Ol¢iim Sonuclar

Mononiikleer kan hiicreleri son yillarda saglik durumu ve hastaliklarin
biyobelirtegleri olarak yaygin sekilde kullanilmasina ragmen, bu hiicrelerin
fonksiyonel metabolizmasi, 6zellikle de beslenme diizenindeki degisimleri takiben
metabolizmalarmin nasil etkilendigi konusunda ¢ok az sey bilinmektedir (71).
Literatlirde beslenme diizeninin uzun vadede viicut bilesimini, kronik hastalik riskini
ve biyoenerjetik saghigi etkileyecegi One siiriilse de bu diizendeki Ramazan orucu gibi
donemsel degisimlerin mononiikleer kan hiicrelerinin mitokondriyal aktivitesi

Uzerindeki etkileri ilk kez bu tez ¢alismasinda incelenmistir.

Bu ¢alisma i¢in mononiikleer kan hiicrelerinin se¢ilmesinin nedenleri; strekli
dolagimda olmalari, viicutta genis bir alana ulasabilmeleri, dolasimdaki besinler,
substratlar ve hormonlardaki dalgalanmalar dahil olmak tizere bir¢ok degisime
dogrudan maruz kalmalaridir (128). Mitokondri strese karsi olduk¢a hassastir ve
hiicresel mikrogevredeki degisikliklere dinamik olarak yanit verir. Dolayisiyla butln
bu degisimler potansiyel olarak kan hiicre metabolizmasini etkileyebilir ve gen
ekspresyon profillerini degistirebilir (54, 129). Diger tiim organlarda oldugu gibi
mononiikleer kan hiicrelerinin de bu degisikliklere adapte olmasi gereklidir (130).
Daha da 6nemlisi, organlarin ¢ogunun dolagimdaki besin maddeleri ve hormonlarla
temast vaskiilarizasyona ve kan dolasimindaki degisikliklere bagli olsa da kan
hiicreleri sivilar tarafindan kusatildigi i¢in kandan dogrudan etkilenir. Modifiye
edilmis bir beslenme ortamina kronik maruz kalma durumundaki mononikleer kan
hlcresi transkriptomikleri, diyabet (131), obezite (132) veya insulin direnci (133) gibi
metabolizma ile iligkili bircok hastaligin biyobelirteclerini kesfetmek icin

kullanilmistir.

Deney hayvanlari iizerinde yapilan bir ¢alismada, mononikleer kan
hiicrelerinin bir kontrol test yemegine metabolik tepkileri degerlendirilmis ve bu
hlcrelerin biyokimyasal seviyede dolasimdaki besin ve hormonlarin etkisi ile ¢ok kisa
bir stire iginde metabolik aktivitelerini degistirebildikleri ve adipoz doku ile benzer
yanit verdikleri gosterilmistir. Mononiikleer hiicre metabolizmasinin, 6zellikle kisa
stireli (postprandiyal) degisimler sirasinda, bir bireyin tiim viicut metabolik durumunu

degerlendirmek i¢in kullanilabilecegi ifade edilmistir (71).
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Bu tez ¢alismasinda Metabolizma Olgiim Cihazi kullanilarak yapilan dl¢iimler
sonucunda bazal solunum, ATP (retimi, maksimal solunum ve yedek solunum
kapasitelerinin Ramazan orucu tutulan donemde anlamli olarak distiigii, bu
degisimlerin kalic1 olmadigi, normal beslenme diizenine doniilmesi ile birlikte bu
degerlerin tekrar yiikselise gectigi saptanmistir. Cinsiyete gore degerlendirilme
yapildiginda kadin ve erkekler arasinda da bu degisimler konusunda farkliliklar
oldugu, Ramazan siirecinde ATP iiretimi erkeklerde anlamli olarak diiserken
kadinlarda degismedigi, her iki cinsiyette de Ramazan sonunda azalan maksimal
solunumun kadinlarda Ramazan ayinin bitiminden bir ay gectikten sonra eski haline
dondiigii ancak erkeklerde 3 ay sonra dahi Ramazan ayinin bagina gore diisiik kaldig1
belirlenmistir. Bu farklilik kadinlarin 29 giinliik siiregte orug tutmaya ara verdikleri

donemler olmasindan kaynaklaniyor olabilir.

Literatiirde henliz Ramazan orucu gibi aralikli aclik uygulamalarinin
mitokondriyal aktivite lizerindeki etkileri bu yontem ile dl¢lilmemistir, bu nedenle ilk
kez bu tez calismasinda elde edilen sonuglari kargilagtirmak ve yorumlamak
zorlagmaktadir. Hiicrelerin normal sartlar altindaki oksijen tiikketim durumunu gosteren
bazal solunum temelde ATP iiretimi veya proton kagagi ile sonuglanmaktadir.
Katilimcilarin hiicrelerinde proton kagagi hemen hemen hi¢ olmadigi igin, bazal
solunumun hepsi ATP iiretimi ile sonuglanmaktadir bu nedenle iki parametre ayni
olarak kabul edilebilir. ATP iiretiminin ve bazal solunumun diismesi kalori kisitlamasi,
substrat yetersizligi veya diisiik enerji gereksinimine baglanabilmektedir (3).
Hcrelerin Ramazan siirecinde azalan viicut agirligi ve enerji alimina bir yanit olarak

ATP iiretimlerini diisiirmiis olmalart muhtemeldir.

Maksimal solunum, hiicrenin stres veya artan ihtiya¢ durumunda ATP
uretimini en fazla hangi seviyeye kadar artirabilecegini gosteren bir parametredir.
Maksimal solunum ile bazal solunum arasindaki fark ise hiicrenin yedek solunum
kapasitesini gostermektedir (54, 134). Literatirde bu parametrelerdeki diisiisler
yaslanma, artan oksidatif stres ve birgok patoloji ile iliskilendirilse de (4, 135, 136),
mitokondriyal aktivitedeki degisimlerin birden fazla nedene bagli olabilecegi, hiicre
ve deney kapsaminda yorum yapmanin O6nemli oldugu ifade edilmektedir (57).
Substrat yetersizligi ve kalori kisitlamasi maksimal solunum kapasitesi ve yedek

solunum kapasitesinde de diislise neden olabilecek etmenler arasinda yer almaktadir
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(3, 134). Bu tez ¢alismasinda degerlendirilmese de gergeklestirilen bazi Ramazan
calismalarinda kan glikozu ve lipitlerinin diistiigii gosterilmistir (107, 112, 137). Bu

degisimlerin de metabolik aktivitede farklilik yaratmis olmas1 muhtemeldir.

Monosit ve lenfositlerdeki biyoenerjetik degisiklikler, inflamatuar siireg
sirasinda degisen biyolojileri ile de baglantili olabilmektedir (138). Solunum zinciri
kompleksleri de dahil olmak lzere mitokondrinin makromolekulleri, enflamasyona
eslik eden oksidatif hasara kars1 hassastir (3). Artan inflamasyon (IL-6 seviyeleri)
durumunda maksimal solunum ve yedek solunum kapasitesinin arttigin1 gosteren
calismalar oldugu gibi (70), azaldigini gosteren ¢alismalar da mevcuttur (2). Aralikli
oru¢ uygulamalar1 oksidatif stres ve inflamasyon (IL-6, CRP) ile iliskili
biyobelirteglerin seviyelerinde iyilesme ile iliskilendirildiginden, bu biyobelirteclerin
seviyelerindeki muhtemel degisimler de mitokondriyal aktiviteyi etkileyebilecek
faktorler arasina dahil edilebilir (2).

Yapilan calismalarda mononiikleer kan hiicrelerinde enerji metabolizmasinin
merkezinde bulunan genlerin ifadesinin de beslenme kosullar1 tarafindan
degistirilebilecegi gosterilmis, bu hiicrelerin deney hayvanlarinda gida alimina ve
viicut agirhiginin korunmasina metabolik adaptasyonlari karakterize etmek i¢in uygun

bir potansiyel model olarak goriildiigii ifade edilmistir (128).

Ozetle bireysel farkliliklar s6z konusu olsa da genel olarak Ramazan orucu,
mononiikleer kan hiicre metabolizmasin1 geri doniisiimlii olarak degistirmektedir.
Ramazan siirecinde diisiis goriilen bazal solunum, ATP iiretimi, maksimal solunum ve
yedek solunum kapasitesindeki degisimlerin kalici olmayip Ramazan sonrasinda eski
haline donmesi mitokondriyal aktivitedeki degisimlerin bir patoloji veya kalici
mitokondriyal hasardan ziyade dolasimdaki besin, substrat, hormon, inflamatuar
sitokinler veya oksidatif stres belirtecleri gibi faktorlerdeki degisimlere gosterilen bir

adaptasyon olabilecegi diislincesini gliclendirmektedir.

7.5 Calismanin Simirhhiklar

Calismamizin birka¢ sinirlamasi bulunmaktadir. Bunlardan ilki, htcrelerin

ayni giin ve kisith stirede izole edilerek teste alinmasi gerektiginden dolay1 drneklem
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sayisinin  kiigiik olmasidir. Bireysel farkliliklar s6z konusu oldugundan, c¢ikan
sonuclarin tim popiilasyona genellenebilmesi igin deneylerin daha buyik bir
orneklemle tekrarlanmasi gereklidir. Diger bir sinirlilik ise Ramazan ortasinda yapilan
mitokondriyal aktivite Olgiimiinde FCCP’nin etkinliginde problem yasanmasi
nedeniyle bircok kisiden Ol¢lim alinamamasi, bu giindeki o6l¢iimlerin istatistiklere
dahil edilememesidir. Viicut bilesimi, enerji alimi ve mitokondriyal aktiviteyi
etkileyebilecek olan faktorlerin daha net olarak ortaya c¢ikarilabilmesi igin
biyokimyasal dlcumlerin ve fiziksel aktivite durumunun takip edilmemis olmasi da

calismay1 sinirlt kilmaktadir.
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8. SONUC VE ONERILER

Bu tez c¢alismasinda insan kanindan izole edilen mononiikleer hiicrelerin
mitokondriyal aktivitelerinin Olglimiinde kullanilabilecek tutarli bir metodun
gelistirilmesi ve sagliklt bireylerde Ramazan orucunun bu aktivite tizerindeki

etkilerinin belirlenmesi amaglanmis olup asagidaki sonuglar elde edilmistir:

e Oncelikle mononiikleer kan hiicrelerinin izolasyonu igin Percoll kullanilarak
gerceklestirilen bir protokol gelistirilmis, bu protokol ile %88-89 oraninda
lenfosit, %9-10 oraninda monosit i¢eren bir monontkleer hiicre populasyonu
elde edildigi belirlenmistir.

e Hucresel duzeyde mitokondriyal fonksiyonun oOl¢limiine olanak saglayan
Seahorse XFe96 Hiicre Metabolizmas1 Olgiim Cihazi kullanilarak yapilacak
Mito Stres Testi icin gereken optimizasyon deneyleri yapilmistir. Her
kuyucuga ekilecek optimal hiicre sayisinin 300.000 oldugu saptanmaistir.

e Ekilen 300.000 mononiikleer hiicrenin maksimal solunumunun dogru bir
sekilde dlgtilebilmesi i¢in kullanilmasi gereken FCCP dozunun 1 pM olduguna
karar verilmistir.

e Kandan izole edilen mononiikleer hiicrelerin bekleme siiresi arttikca bazal
solunum, yedek solunum kapasitesi ve ATP iretimlerinin azaldigi
belirlenmistir. Hiicre izolasyonlarinin testle ayni giinde ve miimkiin olan en
kisa siirede gergeklestirilmesinin oldukca 6nemli oldugu gosterilmistir.

e (Calismanin Ramazan orucu kisminda, herhangi bir hastaligi bulunmayan,
sigara icmeyen 5 kadin, 4 erkek toplam 9 kisinin verileri analiz edilmistir.
Bireylerin yas ortalamasi 24,0 £ 3,3 yildir.

e Ramazan sonunda viicut agirhg1 ve BKI degerleri Ramazan aymin 1. Giiniine
kiyasla anlamli olarak azalirken (p<0,05), bireylerin kas ve yag oranlarinda
anlaml bir degisiklik olmamistir (p>0,05).

e Kadinlar Ramazan ayinda ortalama 1720 + 1370 g agirlik kaybederken,
erkekler ortalama 1350 + 350 g zayiflamistir.

e Ramazan sirasinda goriilen kilo kayiplar1 kalici olmamis, Ramazan ayimin

bitiminden sonra tekrar artarak eski haline donmiistiir.
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Bireylerin Ramazan sonundaki enerji alimlar1 (1852,8 +605,6 Kkkal),
Ramazan’in birinci (2343,4 £1262,0) ve 15. (2162,0 + 773,7) gliniine gore
anlamli olarak azalmistir (p<0,05).

Karbonhidrat, protein, yag, lif, kolesterol, A, C vitaminleri, sodyum, kalsiyum
ve demir alimlari Ramazan aymnin sonuna dogru bir diisiis, Ramazan
sonrasinda ise yiikselme egilimi gostermistir ancak Ol¢iimler arasindaki
farkliliklar anlamli bulunmamustir (p>0,05).

En fazla enerji (2343,4 £1262,0 kkal) ve kolesterol (439,3 +261,1 mg)
Ramazan’in 1. giiniinde alinmustir.

Ramazan donemi (2119,4 +841,1) ve dis1 (2043,0 = 463,3) olarak genel ikili
karsilastirma yapildiginda enerji aliminin farklilik gostermedigi belirlenmistir
(p>0,05).

Bireylerin kanlarindan izole edilen mononiikleer hiicrelerin bazal solunumu
Ramazan ortasi (17,55 + 4,73 pmol/dk) ve sonunda (14,24 +4,02 pmol/dk)
Ramazan’in ilk giliniine (22,49 £5,19 pmol/dk) kiyasla daha diisiik bulunmus
(p>0,05), Ramazan ayinin bitiminden 1 ay sonra tekrar ylikselmistir.

Ramazan sonunda bireylere ait mononikleer hicrelerin bazal solunum, ATP
uretimi ve yedek solunum kapasiteleri Ramazan’in 1. giiniine gore sirasiyla
%34,4, %19,6 ve %55 oraninda azalmstir.

Ramazan sirasinda antropometrik dl¢timler, enerji ve besin 6gesi alimlarindaki
degisimlerin oldugu gibi mitokondriyal aktivite parametrelerinde goriilen
degisimlerin de kalict olmadigi, Ramazan orucu tutulan dénem bittikten sonra
6l¢iim sonuglarinin tekrar ytikseldigi belirlenmistir.

Sonug olarak Ramazan orucu, saglikli bireylerde viicut agirligini, enerji alimini

ve mononiikleer kan hiicrelerinin mitokondriyal aktivitesini geri doniistimlii olarak

degistirmektedir. Gorlilen degisimleri agiklayabilmek i¢in, daha biiyiik 6rneklem ile,

gerekli biyokimyasal testler yapilip, gen ekspresyonlari ve oksidatif stres seviyeleri

incelenerek gerceklestirilecek daha kapsamli ¢aligmalara ihtiyag vardir. Mononukleer

kan hiicreleri beslenme ile iligkili degisiklikleri yansitma konusunda potansiyele

sahiptir ve bu tez ¢alismasinda gelistirilen protokollerin farkli kosullarda test edilmesi

beslenme ve metabolizma iligkisinin hiicresel diizeyde anlagilmasina katki

saglayacaktir.
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ETIK KURULU KARAR FORMU
Verslyon
Belge Ad1 Tarihl Dili
% ; Numuras:
ARASTIRMA PROTOKOLU/PLAN
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3
2 BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR
FORMU
Turkee B Ingiliee [ ] Diger[ ]
Karar No: 366 Tarih: 03/05,2019
. E Yukarida bilgileri verilen Girigimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu bagvuru dosyas: ile ilgili
g S | belgeler arastirmanin gerckee, amag, vaklasim ve yontemleri dikkate almarak incelenmis ve aragtirmanin
2 2 | etik ve bilimsel yonden uygun oldufuna “oybirligi” ile karar verilmistir.
ISTANBUL MEDIPOL UNIVERSITESI GIRISIMSEL OLMAYAN KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU
BASKANIN UNVANI/ADI/SOYADI | Prof. Dr. Hanefi OZBEK

Araghirma de

r UsvanvAduSoyadi Uzmanik Alam Kurumu Ciusiyet I lishs Katilim * Imza
| Istanbal
Prof. Dr. Seref : :
\ Eczacilik Medipol e® (kO (e0 |u@ [0 |ul@
DEMIRAYAK Oinlveesitsi
Istanbul
Prof. Dr. Hanefi OZBEK Farmakoloji | Medipol e® (k0O [e0 |8E@ (@ (nO
Universitesi
Istanbul

Dog. Dr. llknur KESKIN

Histoloji ve Medipol E D K E E D 1= EE H D

Embriyoloji | (ynjversitesi

Dr. Ogr. Uyesi Devrim

. . Istanbul
Fizyoterapi ve | Medipol e® (xO [0 [vB [e® | w0

TARAKCL Rehabilitasyon | Universitesi
o Istanbul
Dr. Ogo%:: Sibel | pako-onkoloji | Medipol |00 k@ [e0 |v® |e® |wDO
Universitesi
. Istanbul
Dr. Ogr. Uyesi Mehmet : > 3 - g
Biyoteknoloji | Medipol e® k0O |0 [®@ |e® |wO
Hikmet UCISIK Universitesi
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Universitesi
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11. OZGECMIS

Kisisel Bilgiler

Adi Seyma Soyadi Kablan
Dogum Yeri |Sultanbeyli Dogum Tarihi |24.12.1996
Uyrugu T.C. TC Kimlik No
E-mail skablan@medipol.edu.tr | Tel 0536 217 07 77
Egitim Dlzeyi
Mezun Oldugu Kurumun Adi Mezuniyet
Yih
Lisans Istanbul Medipol Universitesi / Beslenme ve 2018
Diyetetik
Lise Ozel Altinay Anadolu Lisesi 2014
Is Deneyimi
Gorevi Kurum Siire (Y1l -
Y1l)
Arastirmaci Istanbul Medipol Universitesi/ | 2018-Halen
REMER
Yabanci Dilleri Okudugunu Konusma* Yazma*
Anlama*
Ingilizce Cok iyi Iyi Cok iyi
Yabanci Dil Sinav Notu
YOKDIL 93,75
YDS 78,75
Sayisal Esit Agirhk Sozel
ALES Puam 86,03 87,19 74,38

Bilgisayar Bilgisi

Program Kullanma becerisi
Microsoft Office Programlari Cok iyi
SPSS Istatistik Programi Cok iyi

Sertifikalar

|Istanbu1 Medipol Universitesi| Deney Hayvanlar1 Kullanim Sertifikasi | 2018
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