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OZET

Sirkadiyen Ritim Bozukluklarimin Peroksizomal Lipid Metabolizmasina
Etkisi

Amag: Sirkadiyen ritim bozukluklari modern yasam sartlar1 altinda oldukca
yayginlasmis olup kanser, metabolik sendrom, diyabet gibi kronik hastaliklarin
patogenezinde 6nemli bir yer tutmaktadir. Uyku diizensizliklerine bagl sirkadiyen ritim
bozukluklariyla ilgili serum lipidomiks calismalar1 peroksizomal bir metabolit olan
plazmalojen diizeylerinin arttigini gostermistir. Buradan yola ¢ikarak calismamizda,
farkl1 etkenlerle olusturulan sirkadiyen ritim bozukluklarinin peroksizomal lipid
metabolizmasini etkileyip etkilemedigini belirlemeyi amagladik.

Materyal ve Metot: Calismamizda, ratlara iki hafta boyunca sirkadiyen ritmi
etkiledigi bilinen kalori kisitlamasi, yemleme siiresinin sinirlanmasi ve siirekli aydinliga
maruz birakma gibi kisitlamalar uygulandi. Aymi siire zarfinda bir baska gruba
peroksizomal aktivasyonu saglamak amaciyla fenofibrath yemler verildi. Peroksizomal
metabolitler olan plazmalojenler eritrosit membraninda, GC; ¢ok uzun zincirli yag
asitleri, pristanik asit ve fitanik asit diizeyleri ise plazmada, GC-MS yo6ntemi ile analiz
edildi. Karacigerde peroksizomal aktivasyon immunohistokimyasal ydntemlerle
incelendi.

Bulgular: Eritrosit membraninda FF, SA ve KK gruplarinda plazmalojen
seviyeleri kontrole gore diisiik bulundu. Membran fosfolipidlerinin yapisinda bulunan
bazi PUFA’lar azalirken, palmitik asit seviyesi artig gosterdi. Peroksizomal lipid
metabolizmas1 FF’de aktifken KK grubunda inaktifti. Sirkadiyen ritim bozuklugu
olusturulan  gruplarda karacigerde hidropik degisikliklerle birlikte katalaz
immiinreaktivitesinde artig gozlendi.

Sonuc: Sirkadiyen ritmi bozan etkenler, eritrosit membrani iizerinde benzer
etkiler yaratirken, peroksizomlar lizerinde farkli etkiler yaratti. Dolayisiyla sirkadiyen
ritim bozukluklarinda eritrosit membrani fosfolipid kompozisyonun degerlendirilmesinin
bu bozukluklarin teshis ve tedavisinde bir yol gosterici olabilecegi kanaatindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Gaz kromatografisi-kiitle spektroskopisi, sirkadiyen ritim,

peroksizom, plazmalojen, yag asidi.
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ABSTRACT

Effect of Circadian Rhythm Disturbances On Peroxisomal Lipid
Metabolism

Aim: Circadian rhythm disorders are common in modern life conditions and
they are involved in pathogenesis of cancer, metabolic syndrome, diabetes and other
chronic diseases. Lipidomic studies revealed that circadian rhythm disorders increased
some plasmalogen levels, a peroxisomal metabolite. Therefore; in this study, we aimed
to determine whether circadian rhythm disorders affect peroxisomal lipid metabolism.

Material and Metod: Constant light exposure, calorie restriction and time-
restricted feeding were applied for two weeks in order to alter circadian rhythm in rats.
An another group was assigned to food supplementation with phenofibrate to evaluate
and to compare peroxisomal activation. Plasmalogens were analyzed by GC method in
the erythrocyte membrane; very long chain fatty acids (C22, C24, C26), pristanic acid
and phytic acid levels analyzed by GC-MS method in rat plasma. Peroxisomal activation
was evaluated by immunohistochemical methods in liver.

Results: Plasmalogen levels were significantly lower in the erythrocyte
membrane of the FF, SA and KK groups. While some of PUFAs in the membrane
phospholipids decreased whereas palmitic acid levels were increased. While peroxisomal
lipid metabolism was active in FF, it was inactive in KK group. In groups with circadian
arrhythmia, there was an increase in catalase immunreactivity along with hydropic
changes in the liver.

Conclusion: The various conditions that disrupt the circadian rhythm have
created similar effect on erythrocyte membrane while caused different effects on
peroxisomes. Therefore we conclude that the evaluation of erythrocyte membrane
phospholipid composition in circadian rhythm disorders can also be a valuable tool in the
diagnosis and treatment of these disorders.

Key Words: Gas chromatography-mass spectroscopy, circadian rhythm,

peroxisome, plasmalogen, fatty acid.
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1. GIRIS

Sirkadiyen ritim, endojen karaktere sahip olup, yaklasik 24 saatlik bir siirede
fizyolojik ve davranigsal ritmin saglanmasi ve siirdiiriilmesini temin etmektedir. Bu ritim
her ne kadar otonom 6zellige sahip olsa da basta aydinlik/karanlik dongiisii olmak {izere,
beslenme, sosyal etkilesimler, giinliik aktivite gibi uyaranlarla ayarlanabilmektedir (1, 2).

Suprakiazmatik nukleus (SCN) memeli sirkadiyen saatinin merkezi olup
hormonal ve noronal sinyalleri kullanarak periferal saatleri kontrol etmektedir. Bu
periferal saatler ise karaciger, pankreas, gastrointestinal sistem, iskelet kas1 ve adipoz
doku basta olmak {izere memelilerde viicuda dagilmis haldedir (3, 4).

Sirkadiyen bozukluk fizyolojik calismalarda ritim siddetindeki azalma, bazen
total olarak ritim kaybi, bazen de periferal ve merkezi sirkadiyen saatler arasindaki faz
farkliliklar1 (faz ilerlemesi, faz gecikmesi) seklinde ortaya c¢ikmaktadir. Fizyolojik,
biyokimyasal ve davranigsal sirkadiyen ritimlerin zamanlamalarindaki diizenin
bozulmasi ve ayni zamanda endojen sirkadiyen ritim ile 24 saatlik ¢evresel dongiisii
arasindaki normal faz iligkisinin bozulmasidir. Farkli fizyolojik degiskenler arasindaki
senkronizasyon bozukluklar1 da aynm1 zamanda sirkadiyen ritim bozukluklar1 olarak
degerlendirilmektedir (5). Gece vardiyalari, jet lag, sosyal jet lag, uyku-uyamklik
bozukluklar1 gibi durumlar sirkadiyen ritim bozukluklarina yol agmakta, bu tip
durumlarda ya endojen saat bozulmakta ya da saat ile g¢evre arasindaki uyum
bozulmaktadir (6). Calismalar, sirkadiyen ritim bozukluklarinin, nérodejenaratif,
norogelisimsel, psikiyatrik pek c¢ok hastalik riskini arttirdifini ve g¢esitli onkogen
ifadelerini degistirdigini gdstermektedir (7, 8). Ozellikle bipolar bozukluk gibi duygu
durum bozukluklar ile sirkadiyen ritim bozukluklar1 arasinda yakin bir iliski oldugu
bilinmekle birlikte biyokimyasal agiklamas1 heniiz yapilamamstir (7). Uyku bozuklugu
ve sirkadiyen uyku-uyaniklik ritim bozuklugunda yasla iligkili ndrodejenaratif bir
hastalik olan Alzheimer ve Parkinson riskini arttig1 bilinmektedir. Bunun nedeni yasla
birlikte SCN’den periferal saatlere giden sinyallerin bozulmasi sonucu ortaya ¢ikan
merkezi ve periferal saatler arasindaki senkronizasyonun bozulmasidir (9).

Amerika Birlesik Devletleri tarafindan rapor edilen bilgilere gore, tim
calisanlarin %44°i giinde 6 saatten daha kisa uyku periyoduna sahiptir. Kisa uyku
periyodunun kardiyovaskiiler hastaliklar, obezite, tip 2 diyabet ile iliskili oldugu daha da

onemlisi bu kisilerde 6lim oranlarinin arttigi ve algida yavaglama ve giiclik gibi



problemlere yol actig1 rapor edilmistir. Kisa uyku periyodu sonucu bozulan ritim gelismis
iilkelerde (Kanada, Almanya, Japonya ve ABD) yilda yaklasik 680 milyon ekonomik
kayba yol agmaktadir (10).

Beslenme ritmi ve besin kompozisyonu da periferal sirkadiyen saat i¢in 6nemli
uyaranlardir. SCN beslenme ritimini beslenme ile iligskili hormonlar (leptin, grelin,
oreksin) ile diizenleyerek periferal saatleri koordine etmektedir. Gece yemek yeme
aliskanlig: sirkadiyen ritmi bozmaktadir ve bu kisiler tipik olarak obez ve depresiftir (11).
Bu kisilerin genelde yliksek serum triagilgliserol ve diisitk HDL kolesterol seviyelerine
sahip oldugu bildirilmistir (8, 12).

Melatonin hem uykuyu indiiklemesi hem de SCN’deki noronlari inhibe etmesi
sebebiyle sirkadiyen zamani gdsteren en 6nemli indikatordiir (3). Hem uykuyu hem de
diger sirkadiyen aktiviteleri koordine etmesi nedeniyle ritmin senkronizasyonu igin
onemli bir yere sahiptir (13). Melatonin ve kortikosteron merkezi saatten gelen ¢ikti
sinyallerini perferal saatlere gotiiren hormonlar olmasina ragmen; melatonin ritmi hem
daha giiclii hem de seviyelerinin daha stabil olmasi nedeniyle ritim ¢alismlarinda daha
ozel bir yere sahiptir (14) .

Uykusuzlugun neden oldugu sirkadiyen ritim bozukluklarinin tespitine yonelik bir
belirte¢ bulmay1 hedefleyen onceki calismalarin detayli metabolomik analizleri PPAR
(Peroxisome Proliferator-Activated Receptor) indiiksiyonuna ve peroksizomal lipid
metabolizmasinda degisimlere isaret etmektedir (15). Ancak sirkadiyen ritim
bozukluklarinin peroksizomal lipid metabolizmasint nasil etkiledigi bilinmemektedir.
Ilave olarak, bugiine kadar sirkadiyen ritim bozukluklar: ile ilgili bu tiir arastirmalar
cogunlukla uykusuzluk ile ilgili sirkadiyen ritim bozukluklarina odaklanmistir, ancak
farkli mekanizmalarla sirkadiyen ritimi etkileyen faktorler hakkinda veri
bulunmamaktadir. S6z konusu faktorlerin bir kismi periferal sirkadiyen saati etkilerken
diger bir kismi ise periferal saati etkilemekte veya sirkadiyen faz kaymalarina yol
acmaktadirlar. Bu amagla mevcut ¢alismada, yeni bir yaklasimla, sirkadiyen ritim
bozukluguna yol agan c¢esitli faktorlerin bazi peroksizomal lipid metabolitlerine
etkilerinin arastirilmas: ve karsilastirilmasi yoluyla sirkadiyen ritim bozukluklarinin
tesptinde kullanilabilecek yeni ve giivenilir belirteclerin arastirilmasi amaglanmaktadir.
Ayrica, sirkadiyen ritim bozukluklarinin metabolik sonuglarinin merkez ve periferal
sirkadiyen saatler arasindaki senkronizasyon bozuklugundan kaynaklandigi ileri
stiriilmektedir. Merkezi sirkadiyen saatin, melatoninin giinliik osilasyonunu saglayarak

periferal saati senkronize ettigi bilindiginden, analiz edilen peroksizomal lipid
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metabolitlerinin  (C22, C24, C26, pristanik asit, fitanik asit, plazmalojen)
konsantrasyonlarinin ayni numunede tespit edilecek melatonin konsantrasyonuna
oranlarinin, merkezi ve periferal ritim uyumsuzluklarinin tespitine yonelik bir belirteg

olarak kullanilabilme se¢enegi degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sirkadiyen Ritim

Canli organizmalarda sirkadiyen ritim yaklagik 24 saatlik bir siirede davranigsal,
fizyolojik islemler ve uyku/uyaniklik siklusunu kontrol eder (16). Bu ritmik osilasyonlar
organizmanin ¢evresindeki aydinlik/karanlik dongiisiinde gelmekte olan degisimleri
ongdrmesine olanak saglar. Cesitli yasam sekilleri bu sekilde metabolizmalarini degisen
cevre sartlarina adapte ederek aktivitelerini  glinlin  optimal zamaninda
gerceklestirebilirler. Sirkadiyen saat dis uyarilarla ayarlanir bu sekilde saatin gevre ile
senkronizasyonu (uyumu) saglanmis olur (17-20).

Sirkadiyen saatin, biri hipotalamustaki suprakiazmatik niikleusta (SCN) digeri ise
periferal doku ve organlarda bulunan iki kisimdan olustugu kabul edilmektedir.
Hipotalamusta bulunan ana saat 151k ile, periferal dokulardaki ise besinlerle ve SCN’den
gelen uyarilar dogrultusunda ayarlanmaktadir (21, 22). Memeli sirkadiyen saati
transkripsiyon, translasyon ve posttranslasyonel olaylar1 igeren feedback (negatif) ve
feedforward (pozitif) dongiilerden olusmaktadir (17, 21). Bu mekanizmalarda
transkripsiyon faktorleri Clock, Bmall ve Rev-Erba ile Period ve Cryptochrome saat

genleri rol almaktadir (22, 23).

2.1.1. Sirkadiyen Ritmin Molekiiler Temeli

Organizmadaki biitlin hiicreler merkezi saat (SCN) tarafindan gelen sinyallerle
ritmik olarak diizenlenir. Memelilerde CLOCK (Circadian locomotor output cycles
kaput), BMALI (Brain Muscle Arnt-Like 1) ve NPAS2 (Neuronal PAS Domain
Containing Protein 2) transkripsiyon faktorleri Period (Per 1,2) ve Cryptochrome (Cry 1,
2) genlerinin ifadelerini diizenlemektedir. Olusan protein {iriinleri CLOCK ve BMALI
transkripsiyon faktorlerini feedback olarak inhibe etmektedir. Temelde bu regiilasyon
sistemi ile cok miktarda genin ifadesi kontrol edilmekte boylece, metabolik ve fizyolojik
fonksiyonlarin yonetimi saglanmaktadir.

Memelilerde sirkadiyen saatin pozitif feedback mekanizmasinda, CLOCK veya
NPAS?2 niikleusta BMALTI ile heterodimerize olup, Per1-3 ve Cry 1-2 genlerinin E box
promotor bolgesine baglanarak bu genlerin ifadelerini kontrol ederler (16, 24). Farkli Per
ve Cry genleri PER-PER seklinde homolog olarak ya da CRY-PER seklinde eslesirler.
Daha sonra PER proteini CK1 (Kasein kinaz 1 ailesi) ile fosforillenir, PER-CKI
kompleksini olusturur. Bu kompleks artik CRY proteinlerini baglayabilir hale gelir ve
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CRY-PER-CK1 kompleksini olusturur. Kompleks olusumu PER proteinlerinin
sitoplazmada fosforilasyonunu ve yikimini dnlemektedir.

CRY-PER-CK1 kompleksi i¢indeki CRY ve PER’in diger kinazlarca
fosforilasyonu bunlarin niikleusa hareketine olanak saglar ve niikleusa gecerek kendi
transkiripsiyonlarini uyaran BMAL1-CLOCK ’u inhibe eder.

CRY-PER-CKI1 protein kompleksi giin i¢inde artmakta ve aksam saatlerinde pik
yapmakta bu saatlerden sonra giin dogana kadar diislis gostermektedir. CRY-PER-CK1
kompleksi ve BMAL1-CLOCK arasindaki bu diizenlenme, saatin periyodunu belirleyen
esas unsurdur (25). CK1, PER’in degredasyonunu kontrol ederken, adenozin monofosfat
kinazlar (AMP kinaz) CRY proteinin fosforilasyonunu saglamaktadir (26). Sirkadiyen
transkripsiyon-translasyon feedback regiilasyonunda diger bir yolak da BMALI’in
aktivasyonu/inhibisyonudur. BMALT1’in ekspresyonu, retinoik asit iligkili orfan reseptor
elemanina baglanan Reverb-a tarafindan baskilanirken ROR-a (RAR-related retinoik asit
reseptOr alfa) tarafindan aktive edilmektedir. Ayni zamanda Reverb-a ve ROR-a igerdigi
E-box promotor bolgesi sayesinde, CLOCK ve BMALI tarafindan ritmik olarak regiile
edilmektedir. Tiim bilgiler 15181nda ritmin kendi i¢inde birbirine bagli pek ¢cok mekanizma
tarafindan diizenlendigi sdylenebilir (Sekil 2.1.) (27, 28).

Caligmalar memelilerde, ROR-a’nin sabahin ilk saatlerinde pik yaptigini; Reverb-
a’nin ise aksam pik yaptigint gostermistir. Bu etki BMALI ifadesini de etkilediginden
BMALLI seviyesi, aksam artmakta sabah ise diisiis gostermektedir (25). Bunlarin diginda
E3 ubikitin ligaz kompleksi PER ve CRY proteinlerinin stabilitesini diizenleyerek
sirkadiyen osilasyonu diizenlemektedir (29).

CLOCK ve BMALI1 kompleksi NAD" biyosentezinde hiz kisitlayict enzim olan
nikotinamid fosforibozil transferaz (NAMPT) ifadesini diizenlemektedir. Nikotinamid
NAMPT enzimi ile nikotinamid mononiiklotide ordan da pek c¢ok adenozil transferaz
aktivitesi ile NAD"’ye doniismektedir. Olusan NAD’nin giin igindeki seviyeleri aslinda
NAMPT nin osilasyonuna baglidir. NAD osilasyonu da SIRT1 (Sirtuin 1) adi verilen
proteinin aktivasyonunu ve sinyalizasyonunu etkilemektedir. SIRT1 de direk olarak
CLOCK ve BMALL ile etkilesip BMALI1’i deasetile eder ve CLOCK tarafindan
yiriitilmekte olan transkripsiyonu durdurur. Biitlin bu negatif-pozitif feedback

regililasyon ag1 memelilerde sirkadiyen saat modelini olugturmaktadir (24).
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Metabolik Diizenlenme

Sekil 2.1. Memelilerde sirkadiyen saatin molekiiler regiilasyon ag1 (24)

2.1.2. Sirkadiyen Ritmin Isik ile Uyarim

Isik uyarani, sirkadiyen ritmi etkileyen en 6nemli ¢evresel unsurdur. Memelilerde,
sadece merkezi sirkadiyen osilator (SCN) 151k uyarani tarafindan uyarilabilirken periferal
osilatorler 1s18a duyarli degildir. Bu nedenle periferal saatler 1s518a duyarli olan merkez
osilatorden gelen sinyallerle uyarilabilirler (30). Retinal osilatorlerin ritmi SCN’yi
etkileyebildiginden retina 6nemli bir ritmik dokudur (23).

Isik impulsu retinadaki ¢ubuk, koni hiicreleri ile 1518a duyarli olan ve melanopsin
sentezleyen retinal gangliyonlarca alinir. Bu 151k bilgisi retinahipotalamik yol ile (RHT)
SCN’ye iletilir ve intraseliiler saat mekanizmasi islemeye baslar.

RHT’de ana ndrotransmitterler glutamattir (31). Glutamat SCN’de yer alan N-
metil-D-aspartat (NMDA) reseptoriinii aktive eder. G-protein bagli bu reseptoriin
aktivasyonuyla intraseliiler Ca?" seviyesi artar ve mitojen aktif protein kinaz (MAPK)
aktive olur. Bu kinazin aktivasyonuyla siklik AMP-response element baglayici protein
(CREB) adi verilen transkripsiyon faktorii fosforillenip aktif hale gegerek bazi saat ile
iliskli genlerin ifadelerini arttirir (32). Bu noéronal uyarim mekanizmasi intraseliiler Ca?*

ile artig gostermektedir (33). Ayrica yapilan ¢aligmalar melanopsin ifadesinin azaldigi



durumlarda ¢ubuk ve koni hiicrelerinin 1518a duyarliliginin azaldigini1 gostermistir (34).
Isiga verilen yanitta CREB ve MAPK aktivitesi SCN tarafindan diizenlenmektedir. Bu
merkez osilator de sinyali ¢esitli yollarla 1s1kla uyarilabilen ¢evredeki osilatorlere yani,
“is1kla uyarilan osilatorler” (35) ulastirir.

2.1.3. Sirkadiyen Ritmin Besinlerle Uyarim

Sirkadiyen ritmin diger bir 6nemli uyarini ise besinler olup pek ¢ok farkl: fiziksel
ve davranigsal olayin yoOneticisi olarak is goriirler. Normalde gece beslenen rodentlerde
giin i¢inde beslenme durumunda ¢esitli davranissal ve fizyolojik aktivitelerin faz1 tersine
donmiistiir. Ayrica SCN lezyonlu kemiricilerde 151k uyarani bertaraf edilerek, kisith
besleme caligmalar1 yapilmis ve bir uyarim elde edilebilmistir. Biitlin bu bulgular
organizmada LEO’dan bagka besinlerle uyarilabilen oslatorlerin (FEO) varligim
gostermektedir (36). Bu osilatorler uyarimi hem besin alim zamanina hem de alinan
besinlerin kompozisyonuna baglidir (37). Besinlerle uyarilan bu periferal osilatorler ayni
zamanda 151k uyarani da alabilmektedir. Bu olay FEO’larin anatomik olarak yerinin
dorsomedyal hipotalamus (DMH) olabilecegini, esas gorevlerinin ise beslenme ile
aktivite arasindaki baglantiy1 saglamak oldugunu diisiindiirmektedir (38).

Besinlerin bir sinyale doniismesi ve sonra buna hiicre/organ/organizma diizeyinde
cevap verilmesi oldukc¢a karisik mekanik ve molekiiler bir dizi olayr kapsamaktadir.
Temelde besinlerin sindirim isleminin ardindan intestinal mukozayla etkilesime
geemesiyle humoral ya da vagal sinyaller olusur. Sindirim sistemi ve beyin ig birligiyle
bir uyarim gergeklestirilmis olur (36). Besinlerin sindirimini de kapsayan metabolik
faaliyetlerin tiimii sirkadiyen saat tarafindan olusturulan ritme tabidir yani besin

sinyalizasyon yolagi ve elde edilen cevaplar ritmiktir.

2.2. Sirkadiyen Ritim Bozuklugu

Sirkadiyen ritmin merkezi olan SCN, diinyanin rotasyon hareketi ile uyarilarak
dis cevreye uyum saglar. Sirkadiyen sistem girdi ve ¢ikt1 sinyallerinden olusmaktadir
(39). Sirkadiyen ritim her ne kadar endojen olsa da girdi adi verilen sinyaller ile
yonlendirilebilmektedir. Ornegin; retinal 151k uyarani organizmanin i¢ saat ile dis cevre
arasindaki uyumu saglayan ana etkendir (40). Bunun yan1 sira beslenme rejimi, fiziksel
aktivite, melatonin gibi hormonlar, jet lag, gece vardiyalarinda ¢alisilmasi gibi uyaranlar
da sirkadiyen ritmi etkilemektedir. Bu tip uyaranlar ritmin saatini etkilediginden
“zamanlayicilar” (zeitgebers) olarak adlandirilir (41). SCN; bu tip ¢evresel uyarilarla i¢

saat ile dig saati arast uyumu saglarken diger taraftan, hormonal ve sinaptik



mekanizmalarla  periferal — dokulardaki osilatorleri  yonetmekte ve  ritmin
senkronizasyonunu saglamaktadir. Osilatorden gelen sinyali acik bir ritim olusturmak
iizere periferdeki dokulara ulastiran dongiiye ¢ikti dongiisii denir (39). Periferal saatler
genelde SCN’den aldig1 uyarilarda uyarilirken, beslenme zamani SCN’den bagimsiz
olarak periferal saatleri uyarmaktadir (42).

SCN’ de olusturulan sinyallerin beyindeki veya organizmanin diger bolgelerinde
bulunan periferal osilatorlere nasil ulastigi heniiz netlik kazanmamistir. SCN’de yer alan
ndronlarin transforming biiyiime faktorii alfa (TGF-a), prokiteticin-2 (PK-2), gama amino
biitirik asit, vazoaktif intestinal peptid ve arginin-vazopressin peptid gibi baz1 hormon ve
ndrotransmitterlerin sentez ve salinimini ritmik bir sekilde gerceklestirdigi bilinmektedir.
Kemirgenlerde yapilan ¢alismalar bunlardan TGF- a ve PK-2’nin SCN membranindan
gecgebildigini ve beyinin diger bolgelerindeki osilatorlere sinyal tasidigini belirlenmistir
(43).

Genetik ve cevresel dalgalanmalar ritmin bozulmasina yol agmaktadir (44).
Sirkadiyen ritim bozuklugu; fizyolojik, biyokimyasal ve davranigsal sirkadiyen ritimlerin
zamanlamalarindaki diizenin bozulmasi ve ayn1 zamanda sirkadiyen ritim ile 24 saatlik
cevresel dongiisii arasindaki normal faz iliskisinin bozulmasidir. Jet lag, gece
vardiyalarinda calisilmasi, gérme kaybi gibi durumlar i¢ saat ile dis ¢evre arasindaki
senkronizasyonu bozmaktadir (40). Sirkadiyen bozukluk fizyolojik ¢aligmalarda ritim
siddetindeki azalma, bazen total olarak ritim kaybi, bazen de periferal ve merkezi
sirkadiyen saatler arasindaki faz farkliliklar1 (faz ilerlemesi, faz gecikmesi) seklinde
ortaya ¢ikmaktadir. Farkli fizyolojik degiskenler arasindaki senkronizasyon bozukluklar

da ayn1 zamanda sirkadiyen ritim bozukluklar1 olarak degerlendirilmektedir (5).

2.2.1. Sirkadiyen Ritim Bozukluklarinin Onemi

Sirkadiyen ritim bozukluklari ile obezite ve metabolik sendrom arasinda énemli
baglantilar ortaya konulmustur. Ge¢ uyuma, ge¢ yemek yeme ve diizensiz beslenme
zamanlar1 sirkadiyen ritim bozukluklarmin énemli nedenlerindendir. Ozellikle uyku
yoklugu olan kisilerde inflamasyon, tip II diyabet, kardiyovaskiiler ve noro-endokrin

hastalik riski artmaktadir (45).

Gilinilimiizde diinya niifusunun yaklasik %20’sinin gece vardiyasinda calistigi
tahmin edilmektedir. Epidemiyolojik c¢alismalar gece vardiyasi calisanlar1 arasinda

obezite, hipertrigliseridemi, diisiik HDL-kolesterol, diyabet ve kardiyovaskiiler hastalik



risklerinin yiiksek oldugunu gostermektedir. Ritmin senkronizasyonun bozulmasiyla total
uyku miktar1 azalir ve bu populasyondaki bireylerde gastrointestinal sistemde
bozukluklar, metabolik sendrom, diyabet, kalp hastaliklar1, kanser gibi ciddi hastaliklara
yakalanma riski artmaktadir (46). Sirkadiyen ritmi etkileyen en 6nemli faktér uyku
diizenidir. Son yillarda ¢esitli sirkadiyen uyku bozuklugu tanisi alan hasta sayisinda artig
gozlemlenmektedir. Sirkadiyen uyku bozukluklar1 temelde ya endojen saatin
bozuklugundan ya da endojen saat ile dis ¢evre arasindaki uyumun bozulmasindan ileri
gelmektedir. Gecikmis uyku fazi bozuklugu, erken uyku fazi bozuklugu, diizensiz uyku-
uyaniklik ritim bozuklugu, serbest ilerleyen uyku-uyaniklik ritim bozuklugu i¢ saatin
bozulmasi sonucu olusurken, farkli zaman bdlgelerine seyahatler ve aksam vardiyasinda
calisilmasi, ¢evresel ve sosyal yasantinin degismesi i¢ saat ile dis ¢cevre saati arasindaki

uyumsuzluk sonucu meydana gelmektedir (47).

Miyokardiyal infarktiisler, ani kardiyak oliimler, pulmoner emboli, kol-bacak
iskemileri ve aortik anevrizma yirtilmalar1 gibi ciddi sonuglar1 olan kardiyovaskiiler
olaylar belirgin bir sirkadiyen ritme sahiptir. Ornegin; insanlarda miyokard infarktiisiiniin
en stk 05:00-08:00 ve 17:00-20:00 saatleri arasinda gerceklestigi bildirilmistir (48).
Sirkadiyen saatteki bozukluklar obezite, diabetes mellitus, kardiyovaskiiler hastaliklar,
trombozis ve inflamasyon gibi hastaliklar i¢in risk faktorii olusturmaktadir. Kronik
sirkadiyen bozukluk bu tiir hastaliklara duyarlilig1 artirmaktadir. Ornegin, gece vardiyasi
45-55 yas aras1 kadin ve erkeklerde kardiyovaskiiler hastalik riskini 1.6 ile 3 kat
artirmaktadir (26, 27). Gece yemek yeme diger bir sirkadiyen ritim bozuklugu 6rnegidir

ve bu tiir kisiler tipik olarak obezdir (5).

Tablo 2.1. Sirkadiyen ritim bozukluklari (49)
a. Gecikmis Uyku Faz1 Bozuklugu

b. Erken Uyku Fazi Bozuklugu

c. Diizensiz Uyku-Uyaniklik Tipi Uyku Bozuklugu

d. Gece Vardiyasi tipi Uyku Bozuklugu

e. Jet Lag Tipi Uyku Bozuklugu

f. Serbest Ilerleyen Tip Uyku Bozuklugu




2.2.2. Deneysel Calismalarda Memeli Sirkadiyen Ritminde Degisikliklerin

Olusturulmasi

Memelilerde pek c¢ok metabolik yolak sirkadiyen ritmin kontrolii altindadir.
Lipogenez, lipid katabolizmasi, sterol metabolizmasi, glikoz homeostazisi (glikojen ve
glukoz metabolizmasi) ritmin kontroliinde olan baslica metabolik yolaklardir. Bu
yolaklardaki kritik enzimlerin ifadeleri sirkadiyen saat tarafindan diizenlenmektedir (36,
50, 51). Besinlerin periferal osilatorler i¢in giiclii bir ritim belirleyici (zeitgeber; zamani
ayarlayan) vasita olmasi sebebiyle besleme rejimlerinin degistirilmesi, sirkadiyen ritim
caligmalarinda siklikla kullanilan yontemlerden biridir. Bu amagla kullanilan besleme
rejimlerinden birisi yem verme siiresinin sinirlandirilmasidir (restricted feeding). Bu tip
caligmalarda, besinlerini her giin ad libitum alan hayvanlarin giin icerisinde ancak birkag
saat yeme ulagsmalarima miisaade edilmektedir. Bu besleme rejiminin periferal
dokulardaki sirkadiyen osilatorleri etkiledigi ancak merkezi sinir sisteminde bulunan,
merkezi sirkadiyen ritim belirleyici mekanizmay1 etkilemedigi bildirilmistir. Bir diger
beslenme rejimi ise kalori sinirlandirmasidir. Kalori kisitlamasi, deneklerin giinliik kalori
ihtiyacinin yalnizca %25-60’min saglanmasidir. Bu tiir besleme rejimi hem merkezi sinir
sisteminde bulunan sirkadiyen saati etkilemekte hem de periferal saati etkilemektedir (52,
53). Bunlarin disinda beslenme zamanin degismesi de sirkadiyen ritmi etkilemektedir.
Beslenme saati aliskanliginin degismesi periferal saatler iizerinde belirgin degisime
neden olurken, merkezi saat iizerinde etkisi olduk¢a kisithdir. Ornegin gece beslenen
hayvanlar besin gereksinimin hemen hemen hepsini gece saatlerinde karsilarlar. Bu
nokturnal beslenme aligkanlig1 tersine dondiiriildiigiinde yani bu hayvanlar gilindiiz
beslenmeye basladiginda periferal saatlerin faz1 degismekte ve yeni beslenme rejmine
ancak 14 giin sonra adapte olabilmektedir (54).

Memelilerin siirekli aydinliga maruz birakilmas: sirkadiyen ritimlerinde
senkronizasyon bozukluklarina (55), lokomotor aktivite ritminde sirkadiyen faz

kaymalarina yol agmaktadir (56).

2.2.3. Sirkadiyen Ritim Bozukluklarinda Degisim Gosteren Metabolitler

Uyku sinirlandirmasinin = bir  sonucunun sirkadiyen senkronizasyondaki
bozulmalar olmasi sebebiyle, uyku siirlandirilmas: yapilmis rat ve insanlarda detayl
metabolik profil ¢aligmalar1 yapilmistir. Degisen metabolitler arasinda, okzalik asit ve
diagilgliseroliin (36:3) her iki tiirde de 6nemli oranda azaldig1 belirlenmistir. Ayrica, daha

kisa zincirli triagilgliserollerin birikiminin igaret ettigi uzun zincirli yag asitlerinin B-
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oksidasyonlarindaki azalmanin yani sira bazi fosfolipidlerdeki ve oksidasyon ile
baglantili metabolitlerdeki artis, PPAR yoluyla peroksizomlarin aktivasyonu seklinde
yorumlanmustir (15).

Yine insanlarda akut uyku sinirlandirilmalarinda yapilan metabolik profil
caligmalarinda, 27 metabolitin 6nemli oranlarda artis gosterdigi, bu 27 metabolitin 13’
iiniin gliserofosfolipid oldugu ortaya konulmustur. Bunlar arasinda lizoPC (lizofosfotidil
kolin) (C14:0), lizoPC (C18:1), PC (fosfotidilkolin) (C32:0, 32:1, 32:3, 34:4, 36:6, 38:4,
40:5, 40:6) gibi fosfolipidler bulunmaktadir (57). Fare plazmasinda sirkadiyen osilasyon
gosteren lipidler arasinda ¢esitli tipte lizofosfatidil kolinler (18:1, 22:4, 22:6, 22:5, 20:4,
20:3, 20:2) LC-MS analizleri ile tespit edilmistir (58). Insan kaninda sirkadiyen osilasyon
gosteren metabolitler arasinda PG (18:1, gliserofosfolipid) ve lizofosfolipid (LizoPC
(16:1)) gosterilmistir (59). Bunlarin yani sira kronik uyku kisitlamasi1 modeli uygulanan
ratlarda plasmalojen ve sfingolipidlerin hepatik sirkiilasyonlarmin 6nemli Olcilide
degistigini gostermistir (60).

Sirkadiyen osilasyon gosteren metabolitler ile sirkadiyen ritim bozukluklarinda
diizeyleri degisen metabolitler, fosfolipidler iizerinde kesismektedir. Peroksizomlarin
diagilgliserol ve eter bagh fosfolipidler iirettigi gbz oniine alindiginda sirkadiyen ritim
bozukluklar1 ve peroksizomal metabolizma arasindaki baglant1 diiiiniilebilir.

Bir hafta boyunca uykusuzluga maruz birakilmig insanlarda transkriptom
analizleri sonucunda 711 genin aktivitesinin degistigi, ve etkilenen genlerin sirkadiyen
ritim (PER1, PER2, PER3, CRY2, CLOCK), uyku homeostazisi, oksidatif stres ve
metabolizma ile ilgili olduklar1 belirtilmistir. Ayrica yetersiz uyku sirkadiyen ekspresyon
gosteren genlerin sayisin1 ve ekspresyon siddetlerini azaltmistir. Etkilenen biyolojik
faaliyetler, kromatin modifikasyonu, gen ekspresyon regiilasyonu, immiin ve stres yanit
mekanizmalaridir (61). Insanlarda uykusuz birakma sonucunda 27 metabolit (bazilari;
acilkarnitin, gliserofosfolipid ve sfingolipid) 6nemli oranda artis géstermistir (57, 59). Bu
molekiiler zaman tablosu metodu olduk¢a optimize edilmis ve kisisellestirilmis tip
uygulamalarina (kronoterapi) katkida bulunabilir. Kronoterapi; metabolomik
caligmalarin da yardimiyla kisiye 6zel beslenme progamlarinin yapilmasini ya da hastaya

ozel ila¢ dagiliminin senkronize edilmesi gibi cok 6nemli katkilar saglayacaktir.
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Tablo 2.2. Sirkadiyen ritim gdsteren bazi lipid/lipid metabolizmas ile ilgili

enzimlerin farkl tiirlerdeki pik zamanlar

Tir Lipid/Enzim Pik Zamam Referans
Rodent TG Aktif periyodun basi (54, 62)
Insan TG, DAG Uyandiktan 8 saat sonra (54, 62-64)
ve 20 saat sonra
Insan ApoB48 10:00, 14:00, 18:30- (62)
19:00 aras1 pik yapar
Insan HMG CoA rediiktaz  Giindiiz (62)
aktivitesi
Rodent Kolesterol 24:00-04:00 pik (62)
Fare PPAR-a Aktif periyodun basi (63)
Fare Cyp7Al Aktif periyodun basi (63)
Insan DHA, EPA 12:00 (63)
Fare LysPC Aktif periyodun basi (63)
Fare 36:1 PC Gece en diisiik (63)
Insan Gliserofosfolipid Aktif periyodun basi (63)
tiirleri

2.2.4. Merkezi (Master) ve Periferal Sirkadiyen Saatler Arasindaki

Uyusmazhgin Degerlendirilmesi

Hipotalamik suprakiazmatik niikleus (SCN) merkezi sirkadiyen osilator olarak
kabul edilmektedir. Buna ilaveten, ¢ogu memeli hiicrelerinin periferal saat olarak
adlandirilan ve merkezi sirkadiyen saat ile benzer molekiiler mekanizmalara sahip kendi
sirkadiyen saatleri mevcuttur. Merkezi saat periferal saatler ile ¢esitli sinirsel ve humoral
sinyaller ~vasitasiyla iletisim kurarak bu lokal saatleri senkronize ederler.
Glukokortikoidler, SCN ve peripheral saatler arasindaki hormonal baglantinin
saglanmasinda Onemli vasitalardir. Glukokortikoidlerin karakteristik 6zelliklerinden
birisi belirgin sekilde giinliik ritim gostermeleridir. Dolasimdaki glukokortikoid diizeyleri

aktivite periyodunda (nokturnal tiirler i¢in gece) daha yiiksektir ve en yiiksek degerlere
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aktif periyodun basinda ulasirlar.  Glukokortikoidlerin  sirkadiyen sistemin
senkronizasyonunda anahtar rollerinin bulundugu bilinmektedir. SCN dolagimdaki
glukortikoid diizeylerinin giinliik osilasyonu agirlikli olarak hipotalamus-hipofiz-adrenal
bez néroendokrin aksini regiile ederek gerceklestirmektedir (65).

Merkezi ve periferal saatler farkli faktorler tarafindan senkronize edilmektedir ve
farkli ¢evresel veya fizyolojik uyarilara cevap vermektedirler. SCN’de bulunan merkezi
saat 151k ile senkronize edilirken, periferal saatler beslenme ritmi ile senkronize
edilmektedir. Beslenme zamaninin degistirmesiyle nokturnal kemiricilerin giindiiz
yemeye zorlanmasi karaciger ve diger periferal dokulardaki saat genlerinin RNA
ekspresyonunun fazini 12 saat kadar degistirebilmekte, ancak SCN’deki gen ekspresyonu
aydinlik/karanlik dongiisiine bagh kalmaya devam etmektedir (66). Sirkadiyen ritim
bozukluklarina yol agan durumlarda (6rnegin besin kisitlamasi, uyku sinirlamasi) merkezi
ve periferal sirkadiyen saatler arasindaki senkronizasyonun bozulabilecegi bildirilmistir.
Ornegin besinlerin sadece aydimnlik fazda verilmesi periferal saatte kaymalara sebep

olurken merkezi sirkadiyen saati etkilememektedir (65).

2.3. Merkezi Saatin El¢ci Hormonlari: Melatonin ve Kortikosteron

Melatonin ve kortikosteron merkezi saat tarafindan kontrol edilen, metabolik
faaliyetlerin ve enerji dengesinin saglanmasinda 6nemli hormonlardir. Kortikosteron piki
aktif periyodun basinda, giindiizden geceye gecis siirecinde gerceklesirken, melatonin
piki aktif periyodun tam ortasinda geceklesmektedir (67). Kortikosteron, kemirgenlerde
baskin glukokortikoid olup karaciger, akciger, bobrek ve tiikrilk bezlerinde bulunan
periferal saatlerdeki saat genlerinin ifadelerini diizenlemektedir. Kortikosteron
reseptorleri ise SCN hari¢ viicuda dagilmis durumdadir. Bir merkezi saat geni olan Perl
promotor bolgesinde kortikosteron response elementi bulundurmakta ve bu genin ifadesi
biiyiik dl¢lide bu hormon tarafindan SCN ve periferal saatlerde regiile edilmektedir.
Ayrica kortikosteronun Per2 ve Reverb-a ifadelerini direk olarak kontrol ettigi
bilinmektedir (68, 69).

Melatonin triptofan aminoasidinden sentezlenmektedir ve pineal bezde depo
edilmez, sentezini takiben sekrete edilir. Sentezinde ilk olarak triptofan, triptofan
hidroksilaz enzimi ile 5-hidroksitriptofana (5-HT) doniisiir. 5-HT nin ise melatonine
doniisiimnde iki enzim gérev almaktadir. Ilk olarak aril alkil amin-N-asetil transferaz
(AA-NAT) ile asetilasyona ugrayarak N-asetil serotonini olusturur. Ikinci asamada ise

hidroksiindol-o-metil transferaz enzimi s-adenozil metiyoninden metil grubunun
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transferini katalizleyerek melatonini olusturur. Calismalar AA-NAT’in melatonin
sentezinin regiilasyonunu saglayan enzim oldugunu ve gece saatlerinde yiiksek diizeyde
eksprese edildigini gostermistir (14). Memelilerde pineal bezden melatonin sekresyonu
SCN’ye lokalize olan merkezi sirkadiyen saat tarafindan diizenlenmektedir (70). Bu
merkezi saat tizerinde MT1 ve MT2 olarak adlandirilan ve melatonine spesifik 2 reseptor
bulunmaktadir. Bu reseptdr diizeyleri yaklasik 24 saatlik periyot ig¢inde degisim
gostermekte ve gece saatlerinde pik yapmaktadir (71). Aclik, yeniden besleme
durumlarinda melatonin ve onun anahtar regiilatoriic AANAT seviyeleri ince bagirsakta
artig gostermistir. Ayrica ratlarda besin tiikeitim miktar1 ya da giin i¢cinde besine ulasma
zamanin uzunlugu melatonin ritmini etkilemekte, agligin ANAAT aktivitesini

distirmektedir (72).
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2.4. Peroksizomlar

Peroksizomlar, fonksiyonlar1 olduk¢a ge¢ anlasilmig 6karyotik multifonksiyonel
organellerdir. Cevresel uyarilara, gelisimsel ve seliiler degisikliklere yanit olarak sayi,
biiylikliikk ve morfolojilerini hizli bir seklide degistirme oOzelligine sahiptirler. Bilim
diinyasinin perokizomlar1 ilk kesfi 1958°1i yillarda gerceklesmis ve ilk olarak karaciger
ile bobrek dokularinda yer alan kristalize ¢ekirdege sahip tek kat membran iceren
graniilize matriksli bir organel olarak tanimlanmistir. Daha sonralar1 adipoz dokuda lipid
damlaciklar1 igerinde, bunun yani sira intestinal mukozada ve beyinde de ¢ok sayida

bulundugu ortaya ¢ikmustir (74).

2.4.1. Peroksizomlarin Biyogenezi

Peroksizomlarin orijinleri heniiz tam olarak aydinlatilmamistir. Bu konuyla ilgili
farkl hipotezler mevcuttur. Bu hipotezlerden ilki mevcut zarli organellerin biiylimesi ve
parcalanmasi sonucu olustugunu ileri siirerken, organelde var olan kopya kaliplarin
kullanildig1 yoniinde de bilgiler bulunmaktadir. Calismalar peroksizomlarim kloroplast
ve mitokondri gibi semi-otonom organeller oldugunu belirlemistir. Yani peroksizomlarin
da ancak var olan peroksizomlardan olusabildikleri ileri siiriilmektedir. Sacharomyces
cerevisia ER’si lizerinde yapilan ¢alismalar peroksizom biyogenezinin burada basladigini
gostermistir. Dolayistyla bu  bilgiler 1s18inda peroksizomlarin hem var olan
peroksizomlardan hem de ER’de de novo sentezlendigini sdylenebilir. Vezikiillerin
peroksizomlarin prekiirsorii oldugu ve ER’den tomurcuklanip ayrildig: belirlenmis ve bu
da luminal devamlilig1 saglayarak peroksizomal igerigin transportuna imkan saglamistir
(74, 75).

Peroksizomlarin biyogenezi ile ilgili faktorleri kodlayan ve peroksin adi verilen
30 adet esansiyel PEX (peroksin) geni tanimlanmistir. Bu genlerin bazilar1 peroksizom
membran biyogenezinde goérev almakta (Pex3p, Pex16p ve Pex 19p ) bazilan ise
proteinlerin iceriye alinmasi (peroksinler) ve peroksizom bdliinmesinde gorev

yapmaktadir (Pex11pp) (76).

2.5. Peroksizomlarin Fonksiyonlari

Tiim hayvan hiicrelerinde peroksizomlar kolesterol sentezi, safra asit ve tuzlarinin
sentezi, poliamin, D-aminoasitlerin metabolizmasi, ¢ok uzun zincirli yag asitlerinin

(CUZYA) beta oksidasyonunda gorev alirlar (Tablo 2.3.).
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Tablo 2.3. Peroksizomda gerceklesen reaksiyonlar (76)

Reaksiyon Gorevli Enzim
Solunum H>0O; iireten oksidazlar
H»0> detoksifikasyonu Katalaz

Agil CoA oksidaz, bifonksiyonel
protein, tiyolaz

Eter gliserofosfolipid sentezi DHAF-AT, alkil DHAF sentaz
Transaminasyon ve oksidasyon reaksiyonlar1 ~ Serin-piirivat amino transferaz

CUZYA B oksidasyonu

Piirin katabolizmasi

Poliamin katabolizmasi

Safra asit ve tuzlarinin sentezi

Pipekolik asit katabolizmast

Fitanik asit katabolizmasi

a- oksidasyon

CUZYA: Cok uzun zincirli yag asitleri; DHAF-ATPaz: Dihidroksiaseton fosfat agil transferaz;
Alkil DHAF sentaz: Alkil dihidroksiaseton fosfat sentaz.

2.5.1. Peroksizomal H,O; Detoksifikasyonu:

Peroksizomlar memelilerde total O>’nin %20’sini tiikketmektedir. Ancak bu
organelde gerceklesen solunum reaksiyonu sonucu mitokondridekinden farkli olarak
ATP yerine H>0; aciga ¢ikmaktadir. Caligmalar bu organelin memeli dokularinda H>O»
iiretiminin %35’inden sorumlu oldugunu gostermistir. Peroksizomlar, bu reaktif oksijen
tiiriinlin (77) zararl etkisini bertaraf etmek iizere ¢ok miktarda katalaz icermektedir.
Peroksizomal bir belirte¢ olan katalaz enzimi H202’yi suya doniistiiriir.Peroksizomlarin
katalaz aktivitesinin yani sira farkl1 ROS detoksifikasyon reaksiyonlarinda da gérev aldigi

distintilmektedir (78).
2.5.2. Cok Uzun Zincirli Yag Asitlerinin Metabolizmasi

Yag asitlerinin pargalanmas1 beta oksidasyon adi verilen bir yolak ile
gerceklesmektedir. Memelilerde ¢ok uzun zincirli yag asitleri (C20, C22, C24, C26) dnce
B-oksidasyonun modifiye bir formu olan peroksizomal oksidasyona ugrayip zincir
uzunlugu kisaltilarak, mitokondriyal B-oksidasyon sistemine transfer edilir. Memelilerde
yag asitleri uzunluguna gore degisen 2 alternatif oksidasyon yolagi mevcut iken bitki ve
mantarlarda  B-oksidasyon sadece peroksizomlarda gerceklesmektedir  (79).
Peroksizomlardaki enzimler daha kisa zincirli yag asitlerine etki etmemektedirler (80).

Karbon sayis1 20°den biiyiik olan yag asitlerine ¢ok uzun zincirli yag asitleri

denilmektedir. ER’de elongasyon reaksiyonuyla normal uzunluktaki yag asitlerinden de
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sentezlenmektedir. CUZY A’lar —CoA ile aktiflenip CUZY A-CoA seklinde peroksizomal
ABCDI1 (ATP binding cassette subfamily D member 1) membran proteini ile
peroksizomlara transfer edilmektedir. Burada - oksidasyonla zincir uzunlugu kisaltilip
mitokondriyel oksidasyona hazir hale getirilir. Mitokondriyel ve peroksizomal (-
oksidasyon benzer asamalara sahip olsa da oksidasyondaki her bir enzim organele
Ozgldiir. Peroksizomal B-oksidasyon reaksiyonu temelde dehidrojenasyon, hidrasyon,
dehidrajenasyon ve tiyolitik ayrilma basamaklarindan olusmaktadir. ilk basamakta acil
CoA oksidaz aktivitesi ile a¢ilCoA, trans-2-enoil CoA’ya doniistiiriiliir. Peroksizomal f3-
oksidasyonun 2. ve 3. reaksiyonunda trans-2-enoil CoA hidrasyonu (Enoil CoA hidrataz)
ve 3-hidroksiagil CoA dehidrajenasyonu (L-3-hidroksiagil-CoA dehidrogenaz) 17-f-
hidroksisteroid dehidrogenaz 4 (D-bifonksiyonel protein, DBP) ile gerceklestirilir (Sekil
2.4.) (81). Agil CoA oksidaz, enoil CoA hidrataz, 3-ketoacil-CoA tiyolaz, PPAR-a
ligandlari ile trankripsiyonel seviyede regiile edilmektedirler (82).

CUZYA Agil CoA
Acil CoA oksidaz

2-trans-enoil CoA
Enoil CoA hidrataz
L-hidroksiagil- CoA

L-3-hidroksiacil-CoA dehidrogenaz

3-ketoagil- CoA

3-ketoacil-CoA tiyolaz

CUZYA acil-CoA (2 karbon eksik)
Sekil 2.4. Peroksizomal B oksidasyon sistemi (82)

2.5.3. Plazmalojenler ve Sentezi

Gliserofosfolipidler temelde gliserol iskeletinin sn-1 pozisyonunda genelde
doymus, sn-2 pozisyonunda doymamis yag asidi igeren, sn-3’de ise fosfat ve gliseridin

tiiriine gore degisen grup iceren fosfatidik asit tiirevi bilesiklerdir. Gliserol iskeletinin sn-
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1 pozisyonunda bulundurdugu bagin tiiriine gore (ester, eter ya da vinil eter) acil, alkil,
alkenil gliserofosfolipidler olarak smiflandirilir. Bunlardan diagilgliseroller baskin
gliserofosfolipidler iken, alkil ve alkenil siniflar1 eter gliserofosfolipidler olarak
adlandirilir (83).

Eter fosfolipidler, gliserol iskeletinin 1.karbonuna bagli 1-O-alkil ya da 1-O-
alkenil bagi ile baglh gruplar igermektedir. Plazmalojenler; sn-1 pozisyonunda vinil eter
bag1 (C-O-C=C-R) igeren 6zel bir eter fosfolipid tiirlidiir (84). sn-1 pozisyonunda genelde
C16, C18 veya C18:1 yag alkollerini ve sn-2 pozisyonunda ¢oklu doymamis yag asitlerini
(arasidonik asit, dokozahekzaenoik asit) icerirler (85). Plazmalojenler; plazmenil
fosfolipidler ya da alkenil akril fosfolipidler olarak da adlandirilmakta, hemen hemen tiim
memeli dokularinda bulunmakta ve hiicre membranfosfolipidlerinin %18-20’sini
olusturmaktadir (86). Plazmalojenler, sn-3 pozisyonundaki polar gruba gore kolin
plazmalojenler (Kolin Plz) ve etanolamin plazmalojenler (Etenolamin Plz) olarak
smiflandirilmaktadir. Kolin plazmalojenler kalp ve iskelet kasinda baskin olarak
bulunurken; etanolamin plazmalojenler sinir sistemi dokulari, bdobrek ve iskelet
kaslarinda yaygindir (87).

Dihidroksiaseton fosfat metabolik yolu memeli dokularinda eter bagh
fosfolipidlerin ve diagilfosfolipidlerin sentezinde 6nemlidir. Karaciger eter fosfolipidleri
sentezlemektedir ancak onlar1 depolayamaz, bunun yerine hepatositler tercihen eter
fosfolipidler HDL yapisinda salgilarlar. Lipoproteinlerde bulunan fosfoetanolaminin
%30’luk kismu1 bir eter lipid olan plazmalojen formundadir (74).

Sirkadiyen osilasyon gosteren lipidler arasinda insanlarda fosfolipidler de
bulunmaktadir (fosfatidilgliserol, lizofosfatidil kolin) (59). insan ve ratlarda fosfolipidler
(PC, LPC, PE, SM) uyku sinirlamasi sonucunda en ¢ok yiikselen parametreler olarak
belirlenmistir (15).

Eter fosfolipidler, peroksizomda baslayan ve endoplazmik retikulumda sonlanan
7 reaksiyon sonucu olusur. Sentezinin ilk iki basamagi peroksizomlarda gerceklesir. Bu
yolaktaki hiz kisitlayict enzim olan yag acil-CoA rediiktaz 1 peroksizomal bir enzimdir.
Bu enzim plazma membraninin i¢ katmaninda bulunan plazmalojenlere karst duyarlidir
ve sentezini burada bulunan eterlipid oranina gore ayarlar. Gliserofosfolipidlerde eter
bag1 olusumunu katalizleyen agil dihidroksiaseton fosfat (Acil DHAF) ve uzun zincirli
yag alkolleri gorev yapar. DHAF acil transferaz (DHAF-AT) DHAF’deki serbest
hidroksil gruplarint uzun zincirli agil CoA’lart kullanarak esterlestirir ve acil DHAF

olusturur. Alkil DHAP sentaz, a¢il DHAF’deki agil zincirini uzun zincirli yag alkoliiyle
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degistirerek alkil DHAF olusturur ki bu reaksiyon eter lipid biyosentez yolagindaki ilk
eter bagl lipiddir. Alkil DHAF rediiktaz, alkil DHAF’deki keton grubunu NADPH
kullanarak indirger ve alkil gliserol-3-fosfat olusturur. Fosfataz aktivitesi sonucu olusan
1-alkil-2-acil-gliserol akabinde kolin fosfotransferaz (K-FT) ve etanolamin
fosfotransferaz (E-FT) enzimleri ile alkil gliserofosfolipid kolin ve etanolamin eter
fosfolipidlerine dontigiir. Son olarak A! desaturaz enziminin katalizorliigiinde etanolamin

plazmalojen ve kolin plazmalojenler olusur (Sekil 2.5.) (83, 88, 89).
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1
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v
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Endoplazmik Retikulum Kolin Plz

Sekil 2.5. Plazmalojen Sentezi

Sekil, (83, 89) numarali kaynaktan yararlanilarak yeniden ¢izilmistir. DHAF: Dihidroksiaseton
fosfat; AGFS: Alkilgliseron fosfat sentaz; DHAF-AT: Dihidroksiaseton fosfat acil transferaz; K-FT: Kolin
fosfotransferaz; E-FT: etanolamin fosfotransferaz.

Plazmalojenlerin memelilerde beyin retina, 16kositler (immiin hiicreler), sperm,
kalp ve iskelet kaslarinda bol miktarda bulundugu rapor edilmistir. Bu karakteristik
dagilim memelilerde plazmalojenin 6nemine dikkat cekmektedir (86).

Plazmalojenler memeli hiicre membraninin major bilesenidir. sn-1 pozisyonunda
karbonil oksijenini bulundurmamasi bas gruplar1 arasindaki intermolekiiler hidrojen
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bagimi kuvvetlendirir. Ayrica vinil eter bagi, sn-1 ve sn-2 pozisyonundaki zincirlerin
birbirlerine paralel ve yakin pozisiyon almasini kolaylastirir. Boylece siki paketlenmis

fosfolipid tabakas1 membrana daha rijit bir yap1 kazandirmaktadir (90).

2.5.4. Safra Asit ve Tuzlarinin Sentezi

Peroksizomlar primer safra asitleri olan kolik asit ve kenodeoksikolik asit
sentezinde rol alirlar. Primer safra asitlerinin olusumu i¢in gerekli olan enzimler safra ara
metabolitlerini substrat olarak kullanmaktadir. Bu subsratlarin sentezi ER, mitokondri ve
sitozol olmak {izere 3 farkli kompartmanda gergceklesmektedir (91). Klasik sentez
yolaginda kolesterol CYP7A ile, 7-hidroksi kolesterole doniistiiriilmektedir. Bu enzim
sitokrom p450 ailesine mensup olup giiclii bir sirkadiyen ritim gostermektedir. Klasik
yolak insanda safra asidi sentezinin %90’ 1n1 farelerde ise %75’ini karsilamaktadir. Asidik
yolakta ise prekiirsor metabolit kolesterol degil, oksisteroldiir. Bu yolaktaki kilit enzim
mitokondriyel sitokrom p450 enzimi olan 27-hidroksilazdir (CYP27A1). Bu enzim
aktivitesi sonucu esas olarak 27-hidroksikolesterol olusurken, az miktarda da 24,25-
hidroksikolesterol olusabilmektedir. Bu yolak ise insanda safra sentezinin %10 unu
farede ise yaklasik %25’ini olusturmaktadir. Safra asidi ara metabolitleri olan 3a, 7a-
dihidroksi-5B-kolestanoik asit (DHKA) ve 3a,7a,12a,-trihidroksi-5p-kolestanoik asit
(THKA) peroksizomal -oksidasyona girerek propiyonil-CoA, kenodeoksikoloil-CoA ve
koloil-CoA’ya doniisiir. ER’ye ait bir enzim olan safra asidi CoA ligaz ve mitokondriyel
CYP27A1, DHK ve THK CoA esterlerini olusturmaktadir. Bu iki metabolit daha sonra
PMP70 (peroksizomal membran protein 70) (ABCD3) araciligiyla peroksizomlara alinir.
Daha sonra DHK-CoA ve THK-CoA burada ACOX2 (agil CoA oksidaz 2), D-
bifonksiyonel protein ve peroksizomal tiyolaz-2 (SCPx) ile f-oksidasyona girererek safra
asit-CoA: amino asit N-agiltransferaz (BAAT) ile glisin/taurinle konjuge edilerek safra
tuzlarina dontigiirler. Faber ve ark. yaptigi calisma BAAT enziminin peroksizomlara 6zgii
oldugunu gostermis, bu da safra tuzlarinin olusumunda peroksizomlarin kaginilmaz
oldugunu ortaya koymustur. Glisin/taurinle konjuge kolik ve kenodeoksi kolik asitler
heniiz aydinliga kavusturulmamis bir yolla sitozole ordan da hepatosit kaniliikiiler
membranina lokalize BSEP (ABCD11) ile safraya salinir (Sekil 2.6.) (91). Peroksizomal
hastaliklarda C27-safra  asitlerinin  plazma/serum, safra (92-94) ve idrar

konsantrasyonunun arttig1 bildirilmistir (95).
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Sekil 2.6. Safra asitlerinin sentezi

Sekil, (91) numarali kaynaktan yararlanilarak c¢izilmistir. DHKA: 3o, 7a-dihidroksi-5f-
kolestanoik asit; THKA: trihidroksi-5p-kolestanoik asit; BAAT: Safra asit-CoA: amino asit N-agil
transferaz.

2.5.5. Fitanik Asit Alfa-Oksidasyonu

Eter lipid sentezi gibi a-oksidasyon da peroksizomlara 6zgiidiir. Peroksizomal a-
oksidasyon dall1 zincirli yag asitlerinin yikiminda 6nemlidir. Peroksizomal aktivitenin
degisimi bu metabolik yollar1, dolayisiyla substratlarin plazma diizeyini de etkilemektedir

(80).
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Fitanik asit (3,7,11,14-tetrametil hekzadekanoik asit); 3. pozisyonunda metil
grubu igeren dallanmis zincirli bir poliizoprenoid lipid olup genelde bitki klorofilleri,
kirmiz et, deniz iiriinlerinde bol bulunmaktadir. insanda de novo sentezlenemeyip sadece
besinlerle viicuda almabilen bu lipid dallanmis yapisi nedeniyle B-oksidasyon ile
yikilamamaktadir (96). 3-metil-yag asitleri peroksizomlarda a-oksidasyon reaksiyonu
sonucunda 2-metil-yag asitlerine donustiiriiliirek B-oksidasyona ugrayabilmektedir. Buna
alternatif olarak dallanmis zincire sahip yag asitleri omega ucundan baslayarak da okside
olabilmektedirler. a-oksidasyon reaksiyonunda fitanik asit, agil CoA sentaz enzimi ile
fitanoil-CoA’ya doniistiiriiliir ve PMP70 araciligiyla peroksizom membranindan igeri
alinir. Iceri alinan fitanoil-CoA, fitanoil-CoA-2-hidroksilaz enzimi ile 2-hidroksi-fitanoil-
CoA’ya doniigiir. Bu enzim 2-okzoglutarak bagimli dioksigenaz grubundan olup, 2-
okzoglutarat ve molekiiler oksijeni kullanarak siiksinat ve CO; a¢i8a ¢ikarir. Akabinde 2-
hidroksia¢il-CoA liyaz ile 2-hidroksi-fitanoil-CoA’y1 formil CoA’ya ve pristanal’a
parcalar. Pristanal da aldehid dehidrogenaz aktivasyonu ile pristanik aside (2,6,10,14-
tetrametilpentadekanoik asit) yiikseltgenir (Sekil 2.7.) (91). Refsum hastaligi ve
Rizomelik Kondrodisplazi Tip I ve V yiiksek fitanik asit seviyeleri ile karakterize
peroksizomal hastaliklardir. Yine genis spektrumlu peroksizomal hastalik olan Zellweger
Spektrum Hastaliginda hem pristanik hem de fitanik asit seviyeleri ylikselmisken a-metil-

CoA rasemaz eksikliginde sadece pristanik asidin yiikseldigi bildirilmistir (97).
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Sekil 2.7. Fitanik asit a-oksidasyonu

Sekil, (98) numarali kaynaktan yararlanilarak ¢izilmistir.

2.5.6. Gliokzalat Detoksifikasyonu

Insanda alanin gliokzalat aminotransferaz (GAT) gliokzalat detoksifikasyonunda
gorev alan karaciger ve peroksizoma spesifik bir enzimdir. Gliokzalat GAT enzimi ile
plrivat ve glisine doniistiiriilmektedir. Piirivat daha sonra sitozolde bulunan
transaminazlar ile alanine doniistiiriiliir ya da mitokondride piirivat dehidrogenaz ile asetil
CoA’ya pargalanir. Yani gliokzalat detoksifikasyonu peroksizom, sitozol ve mitokondriyi
iceren ¢ok organelli bir metabolik yolaktir. Glisin ise mitokondriye gecerek burada
bulunan P-, T-,H- ve L-olmak iizere 4 farkli proteinden olusan glisin yikici enzim ile

yikilir (91). GAT eksikliginde hiperoksaliiri tipl goriilmektedir. Hiperoksaliiride
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kalsiyum okzalat basta bobrek, karaciger ve kalp olmak iizere pek ¢ok dokuda dldiirticii

dozda birikir (99).
2.6. Peroksizomal hastahiklar

Peroksizomal fonksiyon bozukluklar ile karakterize genetik olarak heterojen
hastaliklardir. Bunlar igerisinde Zellweger sendromu, infantil Refsum hastaligi ve
neonatal adrenoldkodistrofi drnek verilebilir. Iskelet ve kranofasiyal dismorfizm,
karaciger fonksiyon bozukluklari, isitme kaybi1 ve retinopatilere yol agarlar. Bu tiir
hastaliklarda uzun zincirli yag asitleri ve dalli-zincirli yag asitlerinde asir1 birikme (fitanik
asit) gorlilmektedir. Ayrica bazi peroksizomal hastaliklarda yetersiz plazmalojen (eter-
lipid) diizeyleri tespit edilmistir (100). Uyku sinirlamasi yoluyla olusturulan deneysel
sirkadiyen ritim bozukluklarinda uzun zincirli yag asitlerinin f-oksidasyonundaki azalma
ayrica diacilgliserol ve fosfolipid metabolitlerindeki degisim peroksizomal hastaliklarda

goriilen metabolit degisimi profiline olduk¢a benzerlik gdstermektedir (Tablo 2.4.).

Tablo 2.4. Peroksizomal hastaliklar (76)

Peroksizom Biyogenez Hastaliklar1

Zellweger Spektrum Hastaligi

a. Zellweger Hastaligi
b. Neonataladrenolokodistrofi
c. InfantilRefsum Hastalig1

Tek Enzim Eksiklikleri

Adreolokodistrofi
AcilCoAoksidaz eksikligi
D-bifonksiyonel protein eksikligi

3-ketoacil CoAtiyolaz eksikligi
Refsum Hastalig1
Hiperoksaliiri tip 1
Mevolanatkinaz eksikligi
Glutarikasidiiri 3

Akatalosemi

S oo a0 o

—

2.7. Niikleer Reseptorler

Niikleer reseptorler steroid hormonlar, tiroid hormonlari, retinoik asit,
oksisteroller gibi hidrofobik ligandlarin baglanmasiyla aktive olan metabolik

regililatorlerdir. Bu reseptorlerin ligand bagimli aktivasyonlar1 sonucu metabolik
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yolaklarda gorevli pek¢ok genin ifadesi dogrudan degismektedir (101). insanlarda
yaklagik 48 niikleer reseptor tanimlanmigken farelerde 49 tane niikleer reseptor
tanimlanmis ve bunlarin biiylik dl¢iide osilasyon gosterdigi belirlenmistir (101, 102).
Rev-Erb-a, ROR-0, SHP (Small heterodimerik partner) ve PPAR’lar (PPAR a, B, v)

molekiiler sirkadiyen saat mekanizmasinin integral unsurlaridir.

2.7.1. PPAR'lar ve Peroksizomlar

PPAR ailesinin ii¢ iiyesi de (PPAR a, B, y) lipid metabolizmas1 ve enerji
homeostazisinin saglanmasinda énemli rol iistlenirler ve doku spesifik ritme sahiptirler.
PPAR-a acliga cevap olarak hepatik yag asidi oksidasyonu ve ketogenezisi
baslatmaktadir. Transkripsiyonu giin i¢inde aglikta keton cisimleri tarafindan uyarilirken
gece 6 karbonlu sekerden zengin diyetle baskilanmaktadir. Karaciger ve adipoz dokuda
pik yapma zamanlar1 arasinda dort saat bulunmaktadir. Yani farkli organlarda farkli ritme
sahiptir. PPAR-y ise adipoz dokuda lipid depolanmasi ve lipogenezisi uyarmaktadir
(103).

Niikleer reseptor PPAR’lar ortamda ligand yokken inaktif haldedir. Ligand
baglanmasiyla konformasyonel degisime ugrayip RXR ile heterodimerimerize olurlar. Bu
heterodimer hedef gen DNA’sinin spesifik bir bolgesinde bulunan PPAR response
element (PPARRE) baglanip ilgili genin ifadesini degistirirler. Bu hedef genlerin
proteinleri ise genelde lipid metabolizmasi ve glukoz homeostazisi ile ilgili metabolik
yolaklarda gorev yapmaktadir (104) (Sekil 2.8.). Bu niikleer reseptorler hedef genlerin
ekspresyonlarini sirkadiyen ritme gore regiile etmektedirler ve bu sekilde metabolik
olaylarin uygun sirkadiyen zamanda gerceklesmesine olanak saglamaktadirlar (19).
Niikleer reseptorler PPARa ve PPAR P/6 lipid oksidasyonu ile ilgili genleri aktive
etmektedir. PPARY ise lipojenik genlerin diurnal ekspresyonlarini kontrol etmektedir.
Mevcut ¢alismalar PPARy’nin ayn1 zamanda peroksizomal biyogenez ile ilgili genlerin
ekspresyonunu diizenledigini de gostermektedir. PPAR’larin ekspresyonlari doku
spesifik ritim gostermektedir (105). PPARa ekspresyonu Clock gen tarafindan siki bir
sekilde kontrol edilmektedir (106). Memeli dokularinda niikleer reseptor ifadelerinin
CLOCK ve BMALT1’in en aktif oldugu zaman diliminde ZT8 veya ZT4’de pik yaptig1
belirlenmistir (102). Ayrica PPAR ligand1 olan bezafibrat sirkadiyen uyku/uyaniklik
ritminde faz degisikligine yol agmaktadir (107).

PPARa« aktivatorleri olan fibrik asit tiirevleri (fibratlar) ratlarda peroksizom say1

ve biiyiikliiklerinde artisa neden olmaktadirlar (18, 74). Bu artisin spesifik proteinlerin,
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ozellikle peroksizomal B-oksidasyonda rol alan enzimlerin (6rnegin acil CoA oksidaz)

indiiksiyonu sonucu oldugu belirtilmektedir (18).

9-cis retinoik asit

Ligand O

Hedef Gen

Nukleus .
Gen Ifadesi

Sekil 2.8. Ligand aracili PPAR etki mekanizmasi
Sekil, (108) numarali kaynaktan yararlanarak ¢izilmistir. RXR: Retinoid X reseptorii; PPARRE:
PPAR response element.

2.7.2. ROR ve Reverb-a

ROR-a ekspresyonu karaciger, bobrek, akciger ve retinada zayif bir sirkadiyen
osilasyona sahiptir. SCN’de CT6-8 arast pik yapmakta ve burada giiclii osilasyon
gostermektedir. izoformlar1 olan ROR-B da sirkadiyen osilaasyon gdsterirken ROR-y
SCN’de ifade edilmemektedir. Nitekim ROR-a ve ROR-B delesyonlu farelerde
sirkadiyen ritmin bozuldugu gézlenmistir. Ayrica ROR’lar ritmik faaliyetlerinin yan1 sira
ksenebiyotik metabolizmasi, lipid ve enerji homoestazisi gibi pek ¢ok 6nemli yolakta
kritik goreve sahiptir (109). Reverb-a’nin lipid metabolizmasindaki bu roliinii SREBP
(sterol regiilator element baglayici protein) adi verilen bir diger transkripsiyon faktoriiniin
ifadelerini diizenleyerek yaptig1 diisliniilmektedir. SREBP kolesterol, yag asidi, TAG ve
fosfolipid sentezi gibi lipid metabolizmasinda goérev alan genlerin ifadelerini kontrol
etmektedir (110). Reverb-a, SREBP’nin sirkadiyen diizenlenmesinde gorev almakta bu
sekilde SREBP tarafindan kontrol edilen lipid metabolizmasiyla ilgili genlerin ritmik

osilasyonunu saglamaktadir (111).
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Reverb-a adipoz doku, karaciger ve kas gibi periferal organlarda yiiksek oranda
ifade edilmektedir. Bu niikleer reseptoriin 6zellikle karaciger fonksiyonu iizerine etkisi
iyi aragtirllmistir. Reverb-o ana saat genleri ve saat iliskili genlerin regiilasyonunu ve
karacigerin normal fizyolojisini diizenlemektedir. Hepatositlerde glukojenik genleri
ozellikle de glukoz-6-fosfataz ifadesini baskiladig1 ve safra asidi sentezini direk ya da
indirek mekanizmalarla diizenledigi bilinmektedir. Ayrica hem sentezinin hiz kisitlayici
enzimi olan delta aminolevulinik asit sentaz (ALAS) ifadesini arttirdigi ve bu enzimin de
sirkadiyen osilasyon gdsterdigi bildirilmistir (112).

ROR-a ve Reverb-a ana sirkadiyen saatti zit etki mekanizmalari ile regiile
etmektedir. Reverb-a, BMAL1’in promoturundaki RORE’e baglanarak BMALI1
ifadesini baskilarken, calismalar ROR-o’1n yine ayni bolgeye baglandigini ve BMALI1

transkripsiyonunu aktive ettigini gostermistir (18, 113).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Deney Hayvani Temini

Inonii Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma ve Uygulama Merkezi' nden
ortalama 360-380 g agirhginda 9-10 aylik 75 adet Sprague Dawley erkek rat, Indnii
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’nun 2017/A-29 protokol

numarali izni ile kullanildi.

3.1.1. Deney Gruplarmin Olusturulmasi ve Calisma Protokolii

21-22 °C sicaklikta, 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik ortamda tutulan ratlar,
deneye baglamadan 1 hafta 6nce her kafeste 3 rat olacak sekilde Kontrol (KN), Siirekli
Aydinlik Grubu (SA), Siire Kisitlamali Besleme Grubu (SKB), Fenofibratli Yemle
Beslenen Grup ve Kalori Kisitlamasi Grubu olmak {izere 25 kafese ayrilarak adaptasyon
stireci baglatildi. Bu 1 haftalik siire i¢inde ratlar ad libitum, standart pellet yem ve musluk
suyu ile beslendi. Pelet yem % igerigi Tablo 3.1.’de verilmistir.

1. Siire Kisitl Besleme Grubu (SKB): Bu grupta 15 adet rata yemler yalnizca giindiiz 3
saat boyunca (08:00 — 11:00) ad libitum olarak 2 hafta siireyle verildi.

2. Siirekli Aydinlik Grubu (SA): Bu gruptaki 15 rat 6nceden baska bir odaya alinarak
adaptasyon siireci saglandi, akabinde odanin 15181 2 hafta siireyle siirekli aydinlik
birakildu.

3. Fenofibrat Eklenen Yemle Beslenen Grup (FF): Bu gruptaki 15 rata onceden
hazirlanmis %0.1 (w/w) oraninda fenofibrat (Lipanthyl, Recipharm Fontaine, Fransa;
Alembic Pharmaceuticals, Hindistan) igeren yem, 2 hafta siireyle ad libitum verildi.

4. Kalori Kisitlama Grubu (KK): 15 rata giinliik kalori gereksiniminin %60’ 1
karsilayacak miktarda pelet yem verildi. Onceden yapilan literatiir taramalar1 ve Deney
Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezi’nde 2 giin siireyle beslenmeleri izlemeye alian
ratlarin, giinde yaklagik 26 g yem tiikettikleri belirlendi; her bir rat i¢in giinliik 16 g yem
tartilarak 2 hafta boyunca saat 08:00°da verildi.

5. Kontrol Grubu (KN): Son grup olarak 15 rat normal ad libitum besleme ve 12 saat
aydinlik/karanlik dongiistinde 2 hafta siireyle tutuldu.

3.1.2. Numunelerin Hazirlanisi

Her iki giinde bir olmak iizere ratlarin canli agirlik ve yem tiiketim miktarlarinin

takibi yapild. iki haftanin sonunda saat 19:00°da ratlara anestezik ajan olarak 80 mg/kg
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ketamin ve 5 mg/kg ksilazin karisimi intramuskiiler yolla verildi. Ardindan anestezi
verilen ratlarin dilleri disar1 alindi ve refleksleri kontrol edildi. Karin duvari ve periton
acilarak karin organlari disar1 alindi. Cevresindeki dokular temizlenerek femoral artere
ulagildi. Femoral arterin bifurkasyon noktasindan 10 cc’lik enjektor yardimiyla kan
alinarak denekler sakrifiye edildi. Ilgili gruplardaki deneklerden alman kanlar EDTA’l1
CBC tiiplerine (Becton Dickinson, NJ ABD) alindi. Melatonin analizi i¢in ise 6rneklerin
151k almasini engellemek amaciyla rat bagina 1’er CBC tiipii 6nceden aliiminyum folyo
ile sarilarak santrifiijden once 20-30 dk 2-8 °C’de muhafaza edildi. Kan nunumelerinin
alimidan hemen sonra her bir rat i¢in ayn1 bolgeden olmak kosuluyla karaciger kesitleri
alind1 ve bu kesitler %10’luk formaldehite konularak immiinohistokimyasal inceleme i¢in
ayrildi.

Deneklerden kan ve doku 6rneklerinin toplanmasinin tamamlanmasiyla 2-8 °C’de
muhafaza edilen kan numuneleri 3000 rpm’de 10 dakika (Hettich/Almanya) sogutmali
santrifiijde 15 °C’de santrifiij edildi. Elde edilen plazma numunelerinin bir kismi
Eppendorf tiiplere (Isolab Mikrosantrifiij tlipii 2 ml’lik, Almanya) -80 °C’de analiz
stiresine kadar muhafaza edildi. Plazmalojen analizi i¢in ise, santrifiij isleminden sonra
kirmiz1 kan hiicre peleti 1:1 oraninda salinle yikanarak, izole edilen eritrositler, 1 saat
Oncesinden azot gazi altinda ucurulmus %1°lik 100 pL. BHT (2,6-di-ter-biitil-4-
hidroksitoluen) (%99 saflikta Sigma-Aldrich, Almanya) igeren Eppendorf tiiplere
koyularak -80°C’de sakland.

Tablo 3.1. Rat pelet yem % igerigi

Yem icerigi Agirhikea Yiizdesi
Su En ¢ok 12

Ham Protein Enaz 24

Ham Seliiloz En ¢ok 7

Ham Kiil En ¢ok 8

HCl’de Coziinmeyen Kiil En ¢ok 2

NaCl En ¢ok 1

Na En az-En ¢ok 0,5-0,7
P En az 0,9

Ca En az-En ¢ok 1-2,8
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3.2. Plazmalojen Analizi

Plazmalojen analiz prensibi, 6rneklere metanolik HCL eklenerek bu karigimin 90
°C’de 1sitilmast sonucu plazmalojenlerin transmetilasyonla dimetilasetal tiirevlerine
doniistliriilmesi esasina dayanmaktadir. Transmetilasyon sonucu dimetilasetaller, hekzan
ile ekstrakte edilmektedir (117).

Rat eritrosit numunelerinde plazmalojen analizi i¢in, BHT eklenmis plazma
orneklerinden 50 pL, 4 mL’lik cam tiipe alinarak tizerine 100 pL hazirladigimiz IS
(Internal Standart) ¢alisma soliisyonu eklendi. Ardindan 1 mL 3N metanolik HCL
(Sigma-Aldrich, Almanya) eklenerek tiiplerin agzi sikica teflonlu kapaklarla kapatildi ve
4 saat 90 °C°de inkiibasyona birakilarak transmetilasyon sagland. inkiibasyon isleminden
sonra tiipler sogutularak oda sicakligina getirildi ve 2 mL hekzan (Sigma-Aldrich,
Almanya) eklenerek 10 saniye vortekslendi. Bu islemin ardindan iistteki hekzan tabakasi
alinarak konik tabanli cam tiipe transfer edildi ve oda sicakliginda nitrojen gazi altinda
ucuruldu. Kalan rezidiiye 80 pL hekzan eklenip viallere aktarildi. Enjeksiyon hacmi 1pL
olacak sekilde analiz i¢in GC’ye enjekte edildi.

3.2.1. Cozeltilerin Hazirlanisi

%1 ‘lik BHT cozeltisi: 1g BHT tartilip 100 mL etanolde ¢oziildii. Bu ¢ozelti
yaklasik 6 °C’de karanlikta muhafaza edildi. Eritrosit numuneleri alinmadan hemen 6nce
100 pL. BHT Eppendorf tiiplere pipetlendi ve nitrojen gazi altinda uguruldu.

Internal Standart (IS) Stok Soliisyonu: 25 mg 18-metil-C19:0 metilesteri (LGC-
LA 21-1918-7, ingiltere) 37,9 mL kloroformda ¢oziildii (2mM). Hazirlanan ¢ozelti 6
°C’de muhafaza edildi.

Internal Standart (IS) Calisma Soliisyonu: 2 mmol/L derisimindeki stok soliisyonu

klorofomla son konsantrasyon 72 umol/L olacak sekilde 28 kat seyreltilerek hazirlandi.

3.2.2. Enstriimental Analiz:

Gaz kromatografisi (GC) yontemi, numunenin buharlagtirilip kromatografi
kolonuna enjekte edildigi ve hareketli gaz fazi ile tagindig1 kromatografi cesitidir. Diger
kromatografik yontemlerin aksine tasiyici gaz faz ile analit molekiilleri etkilesmez; gazin
tek islevi, analiti kolon boyunca tasimaktir. Karisimdaki her maddenin hareket hizi
dagilma katsayist ile belirlenir. Hareketli fazda daha ¢ok dagilima ugrayan maddeler daha
hizl1 hareket ederken, sabit fazda dagilimi yiiksek olan maddeler daha yavas hareket

ederler. Gaz kromatografisi gazlarin ve ugucu maddelerin analizleri ve ayrilmasinda
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uygun bir metod olarak yaygin bir sekilde kabul edilmistir. Calismamizda gaz
kromatografik analiz i¢in Hewlett-Packard 5890 serisi HP 7673A injector ve alev
iyonizasyon dedektorii (Wilmington, ABD) kullanildi. Serbest yag asit faz kolonu
(Hewlett -Packard FFAP 19091F-105), (50 m % 0.20 mm % 0.33 um) 25m uzunlugunda
iki parcaya ayrilarak kullanildi. Numuneler 1 pL hacimde kesintisiz modda ve helyum
tasiyict gazi altinda inlet basincit 2,5 atm olacak sekilde ayarlandi. Kolon sicakligi
50°C’de 1,5 dk tutulup ardindan 30°C/dk hizla 190 °C’ye kadar arttirildi. Bu sicaklikta 5
dk bekletildikten sonra, 8°C/dk hizla 230 °C’ye kadar arttirilarak bu sicaklikta sabitlendi.
Total analiz siiresi 45 dakikadir. Rat eritrosit membraninda plazmalojen analiz sonuglari
degerlendirilirken tiim pik alanlar1 %100 kabul edilip her bir pik alaninin yilizde degeri

hesaplanmaktadir.

3.3. Cok Uzun Zincirli Yag Asitleri, Pristanik Asit ve Fitanik Asit Analizleri

CUZYA, fitanik asit ve pristanik analizi 6l¢lim prensibi temelde asit ve alkali
hidrolizin ardindan hekzanla ekstrakte edilen Orneklerin n-ter-biitildimetilsilil-n-
metiltrifluoroasetamid; 1% ter-biitildimetilklorosilan ile tiirevlendirilip ugucu hale
getirilmesi esasina dayanmaktadir (117). Rat plazmasinda ¢ok uzun zincirli yag asitleri
(C22, C24, C26), fitanik ve pristanik asit analizi i¢in dncelikle plazma ve IS karigimi buz
izerinde ¢0zdiiriildii ve su banyosu agilarak 110 °C’ye ayarlandi. 4 mL’lik cam tiipe, 100
uL plazma pipetlendi. Ardindan plazma numuneerinin {izerine 100 pL IS ve 2 mL asit
hidroliz ¢ozeltisi pipetlenerek tiiplerin agzi teflonlu kapaklarla kapatilarak 45 dk 110
°C’de inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda su banyosundan alinan tiipler oda sicakligina
gelinceye kadar sogutuldu. Sogutulan numunelere 2 mL alkalin hidroliz ¢6zeltisi eklenip
tekrar kapaklar1 kapatilarak 45 dakika 110°C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonunda tiipler tekrar oda sicakligina kadar sogutulup, lizerine 0,5 mL %25’lik HCI
eklendi. Bu islemin ardindan 4 mL hekzan konulup tiiplerin kapaklar: sikica kapatilarak
ve 60 sn elde ¢alkalandi. Faz ayrimi i¢in beklendi ve ayrim gerceklestikten sonra iistteki
hekzan tabakasi atilirken, 6rnek tabakasi 10 mL’lik cam tiipe transfer edildi. Yeni tiiplere
alinan numunelere 3,5 mL 1M KOH eklenip tiiplerin kapaklar1 kapatildi ve elde hafif ters
diiz edilerek karistirildi. Ustteki hekzan tabakas1 4 mL’lik cam tiipe alindi ve 50 °C’de
nitrojen gazi altinda uguruldu. Ugurma isleminin ardindan tiipler 50 pL piridin ile
durulanipp  ve  iizerine 100 puL  MTBSTFA  (N-ter-biitildimetilsilil-N-

metiltrifluoroasetamid;1%  ter-biitildimetilklorosilan)  (Sigma-Aldrich, = Almanya)
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pipetlendi. Tiiplerin kapaklar1 kapatilarak 80 °C’de 30 dk tiirevlenmesi i¢in inkiibasyona
birakildi. Bu islemin ardindan 50 °C sicaklikta nitrojen gazi altinda karigim uguruldu.
Kalan rezidiiler 200 pL hekzan ile duruland1 ve viallere alindi. Ornekler 1’er pL halinde

GC/MS sistemine enjekte edildi.
3.3.1. Cozeltilerin Hazirlanisi:

Asit Hidroliz Cozeltisi Hazirlanisi: 1/23 oraninda %37°lik HCl/asetonitril karigimi
hazirlandi. Bu ¢ozelti analizin hemen 6ncesinde taze hazirlandi.

Alkalin Hidroliz Cozeltisi Hazirlanis1: 8g NaOH tartilarak 10 mL distile suda
¢oziildii, son hacim 200 mL olacak sekilde tamamlandi.

1 M KOH Cozeltisi Hazirlanisi: 56g KOH tartilarak 250 mL distile suda ¢oziildii

son hacim 1L olacak sekilde distile su ile tamamlandi.

3.3.2. Enstriimental Analiz:

Rat plazma orneklerinde CUZYA, fitanik ve pristanik asit analizleri GC-MS
yontemiyle gerceklestirildi. GC-MS sistemi ¢ok bilesenli karigimlardaki elementlerin
belirlenmesinde, gaz fazinda bulunan ya da gazlastirilabilen numunelerin kromatografik
yontemle ayrimi ve kiitle spektrumlarinin alinmasi araciligiyla organik molekiiler yapiya
sahip maddelerin tayinlerinde, kalitatif ve kantitatif ¢alismalar i¢in kullanilan yiiksek
performansli ve yiiksek hizli bir gaz kromatografisi/kiitle spektrometresi sistemidir. Gaz
kromatografisinde karisimdaki maddeler birbirinden ayrildiktan sonra iyonlastirarak
kiitle spektrometresinde karsimdaki maddelerin kiitlelerine bagl olarak elementler tayin
edilir. Cihaz igerisinde bulunan Kkiitiiphaneler yardimi ile bilinmeyen maddeler
tanimlanabilir. Calismamizda CUZY A’nin GC-MS ile analizi Agilent 6850 GC/Agilent
5977E MS (CA, ABD) cihaz1 kullanilarak Synlab Laboratuvari tarafindan (Ankara,
Tiirkiye) gergeklestirildi. GC-MS sisteminde kolon olarak Agilent HP5ms (30 m x 0,25
mm x 0,25 um) kullanilirken kolon firin1 olarak Agilent 5890B kullanildu.
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Sekil 3.1. Siirekli aydinlik grubu rat plazma numunesine ait CUZYA
kromatogrami

Pristanik asit piki RT: 19.33, fitanik asit RT: 20.9, C22:0 RT: 23.46, C24:0 RT: 24.3, C26:0 RT:
25.52.
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Sekil 3.2. Fenofibrat eklenen yemle beslenen grup rat plazma numunesine ait
CUZY A kromatogrami

Pristanik asit piki RT. 19.41 dk, fitanik asit RT: 20.93 dk, C22:0 RT: 23.45 dk, C24:0 RT: 24.27
dk, C26:0 RT: 25.5 dk.
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Sekil 3.3. Siire kisith besleme grubu rat plazma numunesine ait CUZYA
kromatogrami

Pristanik asit piki RT: 19.34 dk, fitanik asit RT: 20.92 dk, C22:0 RT: 23.48 dk, C24:0 RT: 24.34
dk, C26:0 RT: 25.48 dk.

3.4. Melatonin Analizi

Plazma melatonin diizeylerinin tayini indnii Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi,
Analitik Kimya Anabilim Dali arastirma laboratuvarinda HPLC (yiiksek performansl
stvi kromatografisi) yontemiyle gerceklestirildi. HPLC; bir karisimdaki bilesenlerin
ayrilmasinda sivi hareketli fazi kullanir. Bu bilesenler ilk olarak ¢dzgende
cozlinlirlestirilirler ve daha sonra yliksek basing altinda kromatografi kolonundan
gegmeye zorlanirlar. Calismamizda plazma numunelerinde melatonin seviyelerinin
tayininde ters faz HPLC yontemi kullanildi. Analizde kullanilan HPLC cihaz1 Shimadzu
DGU-20 A5 degazor (Japonya), Shimadzu SPD-M 20A floresan dedektér, Shimadzu
CTO-10ASVP kolon Firini, Shimadzu 20 ADXR dortli pompa ve Shimadzu SIL-20AXR
otomatik Ornekleme sisteminden olusmaktadir. Analitik kolon olarak ise CI18
hidrokarbon zincirine bagli silika igeren, 5 pum olan partikiil biiyiikliigiinde (250 x 4.6 mm

boyutlarinda) 150 A, ODS-2 ters faz kolon Kromasil-100-5 (Isvec) kullanildi.

34



3.4.1. Cozeltilerin Hazirlanisi

Mobil Faz Hazirlanigi:75 mM sodyum asetat (Merck, Almanya) ¢6zeltisi HPLC
grade su ile hazirlandi. Bu ¢ozeltiden 720 mL alinarak asetonitril (Sigma-Aldrich,
Almanya) ile 1000 mL’ye tamamlandi. Cozelti pH 5 olacak sekilde asetik asitle (BPH
Limited Poole, Ingiltere) ayarlandi. Akis hiz1 1 mL/dk olacak sekilde kullanild.

Melatonin Standardinin Hazirlanisi: Analit i¢cin 1 mg/mL stok standart ¢ozeltisi
(Sigma-Aldrich, M5250-106, Cin) %50:50 metanol:su (v/v) karisimi ile hazirlandi ve
kullanilana kadar -20°C’de muhafaza edildi. Her 6rnek grubundaki analitlerin analizinde,
stok ¢ozeltiden giinliik olarak seyreltilerek hazirlandi.

Melatonin standard1 egrisi, stok standart ¢ozeltisinden %50:50 metanol:su (v/v)
ile seyreltilerek 0,2 pg/mL ile 200 pg/mL araliginda 5 farkli konsantrasyonda hazirlandi.
Elde edilen pik alanlar1 esas alinarak regresyon analizi yapildi ve melatonin standart
kalibrasyon grafigi ¢izildi (Sekil 3.4.). Elde edilen kalibrasyon grafigi kullanilarak

bilinmeyen 6rneklere ait kromotogramlardan melatonin konsantrasyonlar1 hesaplandi.

3.4.2. Enstriimental Analiz:

Calismada kat1 faz ekstraksiyonunda SPE (kati faz ekstraksiyon) kolonu (C18
dolgu maddeli, Supelco HLB 30 mg/1 mL SPE tube, ABD) ve SPE ekstraksiyon {initesi
kullanild1. Kat1 faz ekstraksiyonu, plazmada pg/mL gibi diisiik konsantrasyonda bulunan
melatonin hatali tespitine neden olabilecek matriks elemanlarinin uzaklastirlmast ve
yiikksek geri kazanimi saglamak amaciyla yapildi. Maksimum ayrimin saglanmasi
amaciyla SPE kolonu sartlandirilarak ¢alismaya baslandi. SPE ekstraksiyon iinitesine
yerlestirilen kartus kolonlardan akis oran1 1-2 mL/dk olacak sekilde vakum altinda, 1 mL
etanol (%100 saflikta) gecirilerek kolonlar aktif hale getirildi. Plazma 6rnekleri her tiipte
1000’er pL olacak sekilde Eppendorf tiiplere pipetlendi. Tiiplere alinan plazma 6rnekleri
1 M NaOH ile pH 7.4 civarinda ayarlandiktan sonra 5 saniye kadar vortekslenerek karigim
homojen hale getirildi. Bu 6rnek karisimi dnceden sartlandirilmis SPE ekstraksiyon
kolonlarindan gegirilerek numunelerdeki melatonin ekstraksiyon kolonlarina tutturulmus
oldu ve melatonin disindaki tiim matriks bilesenleri eliie edildi. SPE kolonlardan 2 mL
diklorometan (%100 saflikta, Merck, Almanya) 2 kez geg¢irilerek reginelere tutunmus
olan melatonin eliie edildi ve kartuslarin altinda bulunan cam deney tiiplerinde biriktirildi.
Cam tiiplere biriktirilen diklorometan, solvent uzaklastirma sisteminde, azot gaz1 altinda
30 °C’de ugurularak uzaklastirildi. Ugurma islemine tiiplerde solvent kalmayana kadar

devam edildi. Bu islemin ardindan tiiplerde kalan rezidiilerin iizerine 100 pL hacimdea
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asetonitril: su karisimi (%50:50, V/V) eklenerek 30 saniye vortekslendi ve HPLC
sistemine enjekte edildi. Calismada kullanilan floresan dedektoriin eksitasyon dalga boyu
275 nm, emisyon dalga boyu ise 345 nm olacak sekilde ayarlandi. Numune enjeksiyon
hacmi ise 40 pL idi. Total analiz zaman1 15 dakika olarak belirlendi. Eksternal standartlar

kullanilarak kalibrasyon grafigi olusturuldu (Sekil 3.4.).

@ Calibration Curve View

IY=aX+b
Conc. B = 4.696704e-008
] b =-1.15160%¢-003
0.200- R"2 = 0.9997756
R = 0.9998878
] Extemal Standard
0.175—_ Curve Fit Type:Linear
Origin:Not Forced
] Weight:None
0.150—_ Mean RF : 3.433789e-008
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Sekil 3.4. Melatonin standart kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.5. Kontrol grubunu rat plazma numunesine ait melatonin kromatogrami
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Sekil 3.6. Kalori kisitlama grubu rat plazma numunesine ait plazma melatonin

kromatogrami
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Sekil 3.7. Siire kisith besleme grubu rat plazma numunesine ait melatonin

kromatogrami
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Sekil 3.8. Siire kisith besleme grubu rat plazma numunesine ait melatonin

kromatogrami

3.4.3. Melatonin Ekstraksiyonu

Genel olarak kimyasal analizlerde, metot performansinin degerlendirilmesi ve
izlenmesine yonelik validasyon ve analitik kalite kontrol ¢alismalari, geri kazanim
caligmalar1 {izerinden gercgeklestirilmektedir. Analitik yontemin dogrulugu, yontem ile
elde edilen deneme sonuclarmin ger¢ek degere yakinlig: ile belirlenir. Dogruluk icin
gercek deger farkli yoldan elde edilebilir. Bunlardan biri de % geri kazanim c¢aligmasi
yapmaktir.

Geri kazanim c¢alismasinda, bilinen miktarda (konsantrasyonda) analit 6rnege
ilave edilerek (spike) 6rnek analiz edilir ve tespit edilen analit miktar1 (konsantrasyonu)
ile ilave edilen miktar oranlanir. Yiizde geri kazanim formiilii agagidaki sekildedir.

% Geri Kazanim = Geri Kazanim Konsantrasyonu / Eklenen Konsantrasyon X 100
% Geri Kazanim = 48,8 / 50 X 100 =% 97,6
Bu formiil ile % Geri Kazanim hesaplandi ve % 97,6 olarak bulundu. Melatonin

icin kantitasyon limiti (LoQ) ise 0,2 pg/mL olarak tayin edildi.
3.5. Plazma Kortikosteron Analizi

Plazma kortikosteron analizi ELISA yontemiyle Elabscience Rat Kortikosteron
ELISA (Cin) markal kit kullanilarak kompetitif ELISA ydntemiyle gergeklestirildi.
Micro-plate kuyucuklara rat kortikosteronuna spesifik anti-ratkortikosteron antikorlari

adsorbe edilmistir. Numunedeki ve standarttaki kortikosteron kuyucuklara adsorbe olmus
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antikorlara baglanir. Biyotinle konjuge kortikosteron antikorlar1 ilk antikorla konjuge
olmus kortikosterona baglanir. Ardindan yikama islemiyle baglanmamis antikorlar
uzaklastirilir, ortama Avidin ile konjuge horseradish peroksidaz (HRP) eklenir ve bu
kompleks biotinle konjuge anti-rat kortikosteron antikorlarina baglanir. Ortama substrat
ve renk reaktifi eklendi. Substrat olarak H>O», renk reaktifi olarak da 4-aminoantiprin ve
fenol karisimi kullanildi. Reaksiyon ortama asit eklenmesiyle sonlandirildi ve olusan
renkli reaktifin 450 nm’de absorbanslarinin 6l¢iimiiyle ilgili parametrenin seviyesi
belirlendi. Kortikosteron diizeyi tayini icin; 0, 78.13, 156.25, 312.5, 78.1, 625, 1250,
2500, 5000 pg/mL konsantrasyonlarinda standartlar hazirlanarak standart grafigi
olusturuldu. Ancak matriks interferansi nedeniyle numunelerin absorbansi en yiiksek
konsantrasyondaki (5000 pg/mL) standartin absorbansindan daha yliksek absorbans
degerleri okundugundan, ELISA sonuglar1 degerlendirmeye alinamadi. Bunun {izerine
plazma kortikosteron diizeylerinin analizi i¢in LC/MS-MS yodntemine bagvuruldu.

Rat plazma kortikosteron analizi SEM laboratuvarinda (istanbul, Tiirkiye),
JASEM Steroid Hormon Kiti kullanilarak, Agilent 1290 Infinity Il UHPLC/ Agilent 6460
Triple Quadrupole (CA, ABD) cihazi kullanilarak LC-MS/MS yo6ntemiyle tayin edildi.

3.6. Trigliserid Analizi

Rat plazma numunelerinde trigliserid diizeyleri Abbott Architect ¢16000 (IL,
ABD) markali cihazda Abbott Trigliserid (IL, ABD) hazir kiti kullanilarak enzimatik
olarak spektrofotometrik yontemle tayin edildi. Trigliserid analitik metodolojisi Fossati
ve ark. ile McGoowan ve ark. tarafindan agiklanan reaksiyonu temel almaktadir. Bu
reaksiyona gore:

Lipaz
Trigliserid ——  Gliserol+ Yag Asidi

Gliserol Kinaz
Gliserol > Gliserol-3-fosfat

ATP 7Y ADP

Gliserol fosfat oksidaz
Gliserol-3-fosfat » Dihidroksiaseton fosfat+ H,O»

Peroksidaz tarafindan katalizlenen bir reaksiyonla H2O:, 4-aminoantiprin ve 4-

klorofenol ile reaksiyona girerek kirmizi renkli bir boya olusturur, olusan renkli ¢ozeltinin
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660 nm’de absorbansi Olgiiliir. Bu boyanin absorbansi Ornekteki trigliserid
konsantrasyonuyla dogru orantilidir.

Plazma trigliserid konsantrasyonun tayini i¢in 94 mg/dL ve 450 mg/dL
konsantrasyonunda iki hazir standart soliisyonu (MCC, Architect, ABD) kullanilarak
kalibrasyon egrisi olusturuldu. Orneklerdeki bilinmeyen trigliserid konsantrasyonlar

kalibrasyon egrisinden yararlanilarak hesaplandi.

3.7. Karaciger Dokusu Immiinohistokimyasal Analizi

Deneklerden alinan karaciger dokular1 %10’luk formaldehit ¢ozeltisi igerisinde
tespit edildi. Bu islemden sonra dokular sirayla dehidrasyon, parlatma islemlerine tabi
tutularak parafinle muamele edilip parafin bloklar hazirlandi. Parafin bloklardan 4-5 um
kalinliginda kesitler alindi. Hazirlanan parafin bloklar deparafinizasyon ve rehidrasyon
islemlerinden gecirilerek genel histolojik degerlendirmeler i¢in hematoksilen-eozin (H-
E) kullanilarak boyandi.

H-E ile boyanan doku kesitlerinde, hepatositler hidropik degisikliklerin varlig
yoniinden degerlendirildi. Buna gore; her kesitte 20 kat biiylitmede 10 alan incelenerek
hidropik degisiklikler, 0; yok, 1; hafif, 2; orta, 3; siddetli degisiklik olacak sekilde
skorlandi1 (118).

Immmiinohistokimyasal analizler igin kesitler deparafinizasyon ve rehidrasyon
islemlerinden gegirilerek iginde 0.01 M sitrat tamponu (Thermo Scientific, ABD) bulunan
diidiiklii tencereye alinarak 15-20 dakika kaynatildi. Endojen peroksidaz enzim
aktivitesini bloke etmek amaciyla kesitlere 12 dakika boyunca %3’liikk hidrojen peroksit
(Sigma-Aldrich, Almanya) uygulandi. PBS ile yikanan bu kesitlere 5 dakika boyunca
ultra V protein blok uygulamasi yapildi. Bu uygulamanin ardindan kesitler 37 “C’de 60
dakika katalaz antikoru (Boster Katalog No: PB9925, Cin) ile inkiibe edildi ve tekrar PBS
ile yikanarak 37 “C’de 20 dakika biyotinli sekonder antikor uygulandi. Ardindan kesitler
37 °C’de 20 dakika streptavadin peroksidaz ile inkiibe edildi. Peroksizdaz enzimi ile
inkiibe edilen kesitlere kromojen uygulamasi yapildi. Bu iglem sonrasinda hematoksilen
ile boyanarak su bazli kapatici ile kapatildi.

Boyanma, immiinreaktivitenin yaygmligt (0:0, 1:1-%25, 2:%26-50, 3:9%51-75,
4:%76-100) ve siddeti (0:yok, +1: ¢cok hafif, +2: hafif, +3: orta, 4: siddetli) esas alinarak
semikantitatif olarak skorlandi. Toplam boyanma skoru; yayginlik x siddet hesaplanarak

elde edildi (119).
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3.8. istatistiksel Analizler

Calismanin immiinohistokimyasal sonuglari, SPSS istatistiksel yazilim programi
(SPSS for Windows version 17) kullanilarak analiz edildi. Verilerin normal dagilima
uygunluk gosterip gostermedigi Shapiro-Wilk testi ile incelendi. Gruplar arasi
karsilastirmalar icin Mann-Whitney U testi kullanildi. Biitiin veriler median (min-max)
olarak ifade edildi, p<0.05 anlamli olarak kabul edildi.

Trigliserid, CUZY A, plazmalojen, kortikosteron ve melatonin analiz sonuglari ile
deneklerin tartim sonuglarinin degerlendirilmesinde R version 3.5.0 yazilimi ile IBM
SPSS Statistics 22.0 paket programi kullanildi. Veriler ortanca, minimum, maksimum ve
ceyreklikler arasi genislik (IQR) seklinde 6zetlendi. Verilerin normal dagilima uygunluk
gosterip gostermedigi Shapiro-Wilk testi ile incelendi. Degiskenler acisindan bagimsiz
gruplar arasinda istatistiksel olarak farklilik olup olmadig1 parametrik olmayan testlerden
Kruskal-Wallis H testi ile incelendi. Kruskal-Wallis H testi sonrasi ¢oklu karsilagtirmalari
Conover testi ile yapildi. Bagimli (esli) gruplar arasinda istatistiksel olarak farklilik olup
olmadig1 parametrik olmayan testlerden Wilcoxon testi ile incelendi. p<0.05 istatistiksel

anlamlilik diizeyi olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Ratlarin Canh Agirhik Degisimi

Ratlarin, deneye baslamadan 6nce ve deneyin bitimini takiben canli agirliklar
kaydedildi. Deney Oncesi ve sonrasi ratlarin agirliklart karsilagtirildiginda aradaki
degisim sadece KK grubunda istatiksel olarak anlamli bulundu (Tablo 4.1). KK
grubundaki her rat, glinlik ortalam yem tiilketim miktarmin %60°1 olan 16 g yemle
beslendi ve bu gruptaki ratlarl5 giiniin sonunda ortalama %9,6 kilo kaybina ugrarken,

diger gruplarda belirgin bir agirlik degisimi gozlenmedi (Sekil 4.1.).

Tablo 4.1. Ratlarin deney oncesi ve sonrasi ortalama canli agirlik degisimleri

Ortalama Tartim Degerleri (g)

Deney Deney Yiizde
Gruplar Oncesi (g) IQR  Sonrasi Degisim IQR p degeri
(2
KN 370 31.5 370 %0 32.5 0.073
SKB 390 21 384 -%1.5 14 0.393
SA 373 41 377 +%1.1 35 0.551
FF 381 42.5 379 -%0.5 31 0.802
KK* 374 43.5 338 -%9.6 345 0.001

Sonuglar median ve IQR (Ceyrekler Acikligi) cinsinden verilmistir. Deney Oncesi-sonrasi
kiyaslamasinda anlamli kargilastirmalar “*” igareti ile gosterilmistir (*p<0,05). (KN: Kontrol Grubu, SKB:
Siire Kisith Besleme Grubu, SA: Siirekli Aydinlik Grubu, FF: Fenofibrat Eklenen Yemle Besleme Grubu,
KK: Kalori Kisitlamasi1 Grubu).
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Sekil 4.1. Ratlarin deney 6nces1 ve sonrasi ortalama canli agirlik degisimleri grafigi
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4.2. Sirkadiyen Ritme Etki Eden Faktorlerin Rat Kan Lipid Parametreleri
Uzerine Etkileri

4.2.1. Sirkadiyen Ritim Degisimlerinin Rat Plazma Trigliserid Diizeylerine

Etkisi

%0.1 oraninda fibrat tiirevi bir ila¢ olan ve fenofibrat iceren yemle beslenen FF
grubunda plazma trigliserid (TG) diizeyleri kontrole gore anlamli derecede diisiik
bulundu (p= 0.0001). Bu durum fibratin bilinen hipotrigliserdemik etkisine bagh olabilir
(120). Bunun yan1 sira giinliik kalori ihtiyacinin %60 kadar1 kadar yemle beslenerek
kalorisi kisitlanan ratlarda da plazma trigliserid seviyeleri kontrole goére diisiik bulundu
(p= 0.0002) (Sekil 4.2.). Bu gruplarda trigliserid konsantrasyonunun KN>KK>FF
seklinde oldugu gortilmektedir. SA ve SKB gruplarinda da trigliserid diizeyleri kontrole

gore diislis gosterdi, ancak bu diisiis istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (Tablo 4.2.).

Tablo 4.2. Sirkadiyen ritmi etkileyen faktorlerin rat plazma TG

konsantrasyonuna etkilerinin karsilagtiriimasi

Trigliserid (mg/dL)
Gruplar Minimum  Median Maksimum  Ceyrekler p
(n=8) Acikhigi
KN 33 69 95 56,8 0,0003
SA 35 52 103 39,3
SKB 31 41 72 10,5
FF* 16 23.5 41 12,5
KK* 22 31 35 9,0

Sonuglar Tablo 4.1'deki gibi ifade edilmistir. Kontrole gore anlamli degisim gosterenler “a”ile
gosterilmistir (*p <0,05).
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Sekil 4.2. Sirkadiyen ritmi etkileyen faktorlerin rat plazma TG konsantrasyonuna

etkilerinin karsilastirmali grafigi

4.2.2. Sirkadiyen Ritim Degisiklilerinin Rat Eritrosit Membranm Plazmalojen

Diizeylerine Etkileri

C16:0

Eritrosit membraninda tiim pik alanlarn igerisinde C16 pikinin ylizde alani

degerlendirildiginde SKB ve FF gruplart kontrole gore anlamli derede yiiksek bulundu

(p=0,0129; p= 0,0061) (Sekil 4.3.). Bunun yan1 sira SA ve KK gruplarinda da kontrole

gore yiikselis gozlenirken, bu yiikselis istatistiksel olarak anlamli degildi (Tablo 4.3.).
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Sekil 4.3. Sirkadiyen ritim degisiklilerinin rat eritrosit membrani yag asidi

kompozisyonu i¢inde C16:0 ylizdesine etkileri
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C16 Plazmalojen Diizeyleri

C16 plazmalojen seviyelerinde sadece FF grubunda kontrole gére anlamli diisiis
gozlenirken (p=0,01), diger gruplarda kontrole gore fark bulunamadi (Tablo 4.3.) (Sekil
4.4.).
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Sekil 4.4. Sirkadiyen ritim degisiklilerinin rat eritrosit membrani yag asidi

kompozisyonu i¢inde C16 plazmalojen yiizdesine etkileri

C18:0

Eritrosit membraninda C18:0 yiizdesi bakimindan kontrole gore istatiksel olarak
anlamli fark bulunamadi (Sekil 4.5.). Fenofibrat uygulamasi C16:0 seviyelerini
yiikseltirken, C18:0 yiizdesinde anlaml1 degisime neden olmadi. Ratlara uygulanan kalori
kisitlamasinda ise C16:0 seviyesi istatiksel olarak anlamli olmasa da kontrole gore

ylikselmis, C18:0 seviyesi ise diislis gostermistir.
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Sekil 4.5. Sirkadiyen ritim degisiklilerinin rat eritrosit membrani yag asidi

kompozisyonu i¢inde C18:0 ylizdesine etkileri

C18 Plazmalojen Diizeyleri

C18 plazmalojen seviyeleri analizi sonucu SA, FF, KK gruplarinda kontrole gore
anlamli diisiis gozlendi (p=0,0011; p=0,0003; p=0,0001) SKB grubunda da kontrole
kiyasla C18:1 DMA seviyeleri diiserken bu degisim istatiksel olarak anlamli degildi.
(Sekil 4.6.), (Tablo 4.3.).
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Sekil 4.6. Sirkadiyen ritim degisiklilerinin rat eritrosit membrani yag asidi

kompozisyonu i¢inde C18 plazmalojen yiizdesine etkileri
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Behenik Asit (C22:0)

Eritrosit membraninda plazmalojenlerin yapisinda bulunan ve ¢ok uzun zincirli
bir yag asidi olan C22:0 yag asidi diizeyleri a¢isindan gruplarda kontrole gore istatistiksel
olarak fark bulunmadi (p>0,05) (Sekil 4.7.) (Tablo 4.3). Ancak FF ve KK gruplarinda

kontrole gore diislis goriillmektedir.
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Sekil 4.7. Sirkadiyen ritim degisiklilerinin rat eritrosit membrani yag asidi

kompozisyonu i¢inde behenik asit ylizdesine etkileri

Arasidonik Asit (C20:4)
Plazmalojen lipidlerinin sn-2 pozisyonunda en ¢ok bulunan ve eritrosit membran
fosfolipidlerinin major bileseni olan arasidonik asit seviyeleri FF ve KK gruplarinda

kontrole gore istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik bulundu (p=0,0134; p=0,0127).
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Sekil 4.8. Sirkadiyen ritim degisiklilerinin rat eritrosit membrani yag asidi

kompozisyonu i¢inde arasidonik asit yiizdesine etkileri

Lignoserik Asit (C24:0)

Peroksizomlarda metabolize edilen ve ¢ok uzun zincirli doymus bir yag asidi olan
lignoserik asit diizeyi, eritrosit membraninda, KK grubunda kontrole gore istatistiksel
olarak anlamli bir seklide diistiktii (p=0,0148). (Tablo 4.3.). Bu diislis istatistiksel olarak
anlamli olmasa da FF grubunda da goriilmektedir (Sekil 4.9.).
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Sekil 4.9. Sirkadiyen ritim degisiklilerinin rat eritrosit membrani yag asidi

kompozisyonu i¢inde lignoserik asit yiizdesine etkileri
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Nervonik Asit (C24:1)
Eritrosit memebraninda monoansatiire ¢ok uzun zincirli bir yag asidi olan

nervonik asit diizeylerinde kontrole gore anlamli fark bulunamadi (Sekil 4.10.).
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Sekil 4.10. Sirkadiyen ritim degisiklilerinin rat eritrosit membran1 yag asidi

kompozisyonu i¢inde nervonik asit yiizdesine etkileri

DHA (cis-4,7,10,13,1619-dokosahekzanoik asit C22:6)

Coklu doymamus, ¢ok uzun zincirli bir yag asidi olan DHA seviyelerinde eritrosit
membraninda sadece FF grubunda kontrole gore anlamli diisiis belirlendi (p=0,0001). Her
ne kadar istatitistiksel olarak anlamli olamasa da KK grubunda DHA seviyeleri kontrole
gore diigliktii. Genel olarak bakildiginda; ratlara fenofibrat ya da kalori kisitlamasi
uygulanmastyla DHA’e benzer sekilde; lignoserik asit, behenik asit ve arasidonik asit

seviyelerinde kontrole gore diisiis goriilmektedir.
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Sekil 4.11. Sirkadiyen ritim degisiklilerinin rat eritrosit membran1 yag asidi

kompozisyonu i¢inde DHA yiizdesine etkileri
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Tablo 4.3. Eritrosit membrant plazmalojen seviyelerinin kontrole gore

karsilastirilmasi
Eritrosit
Membram Minimum Median Maksimum IQR p degeri
Plazmalojen
KN 20.8 22.55 23.67 0.85
SA 16.95 23.42 2428 1.95
SKB* 2222 24.69 25.83 1.79 0.018
C16:0 (n:10) FF* 18.71 26.9 27.08 4.33
KK 14.28 22.71 25.19 3.55
KN 0.44 0.48 0.54 0.07
C16 olagmaloien A 0.4 0.46 0.71 0.16
(n:1£azma°Je“ SKB 0.38 0.53 0.58 0.05 0.017
FF* 0.24 0.34 0.55 0.15
KK 0.28 0.42 0.6 0.16
KN 15.34 16.84 17.62 1.12
SA 13.43 16.61 17.85 2.56
C18:0 (n:10) SKB 14.9 15.92 16.42 0.85 0.18
FF 11.45 15.22 17.88 3.77
KK 9.13 16.68 18.53 3.4
KN 431 452 4.64 0.1
C18 plazmalojen SA 3.33 4.18 4.45 0.69
P SKB 4.14 4.8 4.65 0.33 0.0015
FF* 2.39 4.08 4.6 0.88
KK* 2.34 4.07 43 0.67
KN 0.84 0.96 1.08 0.1
4, SA 0.69 0.93 1.04 0.13
gle:l;f)‘)“k““ SKB 0.83 0.97 1.1 0.15 0.143
FF 0.63 0.86 1.0 0.18
KK 0.51 0.9 1.07 0.12
KN 22.78 24.39 25.79 1.64
o . SA 17.98 23.19 25.26 1.23
a‘;if")""“‘k"‘s‘t SKB 21.99 24.98 26.42 136 0.0008
FF* 15.08 21.69 24.63 3.29
KK* 13 2137 23.85 4.64
KN 2.38 2.92 2.97 0.51
Lignoserik Asit S 2.03 2.72 2.98 0.29
i) SKB 2.36 2.97 3.08 0.27 0.006
FF 1.86 2.53 2.95 0.45
KK* 1.32 251 2.71 0.47
KN 1.34 1.48 1.7 0.28
o SA 1.04 1.44 1.71 0.18
g}f%‘)’“‘k‘“‘t SKB 131 157 1.7 0.15 0.09
FF 1.16 1.63 1.78 0.39
KK 0.8 1.32 1.67 0.28
KN 1.71 2.0 25 0.51
SA 1.66 2.16 2.63 0.66
DHA (n:10) SKB 1.72 2.16 2.62 0.66 0.0001
FF* 0.88 131 1.58 0.35
KK 111 1.75 2.85 0.55

Sonuglar Tablo 4.1'deki gibi ifade edilmistir. Kontrole gore anlamli degisim gosterenler “*” ile
gosterilmistir (*p <0,05).
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4.2.3. Sirkadiyen Ritim Degisiklerinin Rat Plazma Cok Uzun Zincirli Yag
Asidi Diizeylerine Etkisi

Cok uzun zincirli yag asitlerinden olan C22:0 yag asidi seviyelerinde kontrole

gore istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (Sekil 4.12.). Benzer sekilde, plazma

numunelerinde C24:0 ¢ok uzun zincirli yag asidi seviyeleri acisindan kontrole gore

anlamal1 fark yoktu (Tablo 4.4.) (Sekil 4.13).
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Sekil 4.12. Sirkadiyen ritim degisiklerinin rat plazma C22 diizeylerine etkisi
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Sekil 4.13. Sirkadiyen ritim degisiklerinin rat plazma C24 diizeylerine etkisi
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Plazma C26:0 seviyelerinde de kontrole gore istatistiksel olarak anlamli fark
goriilmedi (Tablo 4.4.). Plazma C26:0 normal konsantrasyonu kontrol grubundaki
ratlarda da ¢ok disiikk olup, kalori kisitlamasi veya fibrat uygulamasi dramatik

degisikliklere neden olmadi (Sekil 4.14.).
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Sekil 4.14. Sirkadiyen ritim degisiklerinin rat plazma C26 diizeylerine etkisi

Cok uzun zincirli yag asitlerinden farkli olarak dallanmig hidrokarbon zincirine
sahip fitanik asit (3,7,11,15-tetrametilhekzadekanoik asit) seviyelerinde FF ve KK
gruplarinda kontrole gore istatistiksel olarak farkli bulundu (sirasiyla p=0,00001;
p=0,0063) (Tablo 4.4.). C22:0 ve C24:0 yag asitlerinde oldugu gibi fitanik asit seviyeleri
de fibrat uygulamasi ile azalirken, kalori kisitlamasi ile artis gosterdi. Ancak KK

grubundaki bu artis C22:0 ve C24:0°daki artisin aksine istatistiksel olarak anlamliydi
(Sekil 4.15.).
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Sekil 4.15. Sirkadiyen ritim degisiklerinin rat plazma fitanik asit diizeylerine
etkisi

Fitanik asidin o-oksidasyon {irlinii olan plazma pristanik asit (2,6,10,14-
tetrametilpentadekanoik asit) seviyelerinde kontrole gore gruplarda istatistiksel olarak

anlamli degisim gozlenmedi (Sekil 4.16.).
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Sekil 4.16. Sirkadiyen ritim degisiklerinin rat plazma pristanik asit diizeylerine
etkisi
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Tablo 4.4. Plazma CUZY A seviyelerinin kontrole gore karsilagtirilmasi

Minimum  Median Maksimum IQR I,’ .
degeri
KN 5,34 6,73 10,01 1,95
C22 SA 3,12 7,37 15,3 6,27
(nmol/mL) SKB 3,87 5,92 10,22 4,28 0,22
(n=12) FF 3,12 6,17 10,6 4,60
KK 5,72 8,51 12,56 421
KN 9,32 15,28 21,37 3,50
C24:0 SA 4,84 17,3 29,3 10,9
(nmol/mL) SKB 9,59 14,74 22,46 8,61 0,275
(n=12) FF 6,76 13,14 26,3 9,26
KK 13,36 18,13 27,05 9,17
KN 0,05 0,07 0,1 0,02
C26:0 SA 0,05 0,06 0,1 0,03
(nmol/mL) SKB 0,05 0,07 0,6 0,02 0,49
(n=12) FF 0,05 0,06 0,61 0,02
KK 0,04 0,06 0,09 0,02
Fitanik KN 0,32 0,44 0,59 0,12
Asit SA 0,26 0,48 0,96 0,30 0.000
(nmol/mL) SKB 0,29 0,43 0,71 0,16 ’ 1
(n=12) FF* 0,12 0,22 0,36 0,13
KK* 0,42 0,58 0,72 0,16
Pristanik KN 4,76 6,46 11,5 3,41
Asit SA 3,05 6,45 11,38 3,23
(nmol/mL) SKB 4,5 5,59 9,42 2,88 0,571
(n=12) FF 3,16 5,49 11,1 3,50
KK 5,15 5,97 9,54 1,64

Sonuglar Tablo 4.1'deki gibi ifade edilmistir. Kontrole gore anlamli degisim gosterenler “*” ile
gosterilmistir (*p <0,05).

4.3. Histolojik Bulgular

4.3.1. Karacigerin Genel Morfolojisi

Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama metodunun uygulandigi kesitlerde, KN
grubunda karaciger normal histolojik gorlinlime sahipti. Bu grupta, hepatosit kordonlar1
santral ven cevresinde diizenli ve 1smsal bir yerlesim gostermekteydi. Hepatosit
kordonlar1 arasinda yer alan siniizoidler agik olarak izlendi. Karaciger lobiillerinin
periferinde bulunan portal alanlarda arter, ven ve safra kanalikiil yapilar1 belirgindi.
Hepatositlerin sitoplazmalar1 eozinofilik, niikleuslar1 yuvarlak ve okromatik olarak
gozlendi (Sekil 4.17. A).

KK ve SKB gruplari, KN grubu ile karsilastirildiginda, hepatositlerde belirgin
sekilde hidropik degisiklikler gézlenirken (p=0.001) (Sekil 4.17. B ve C); SA grubuna ait
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kesitlerde, hafif diizeyde hidropik degisiklikler gézlendi (Sekil 4.17. D). KK, SKB ve SA
gruplart ile KN gruplar1 arasindaki bu degisim istatistiksel olarak da anlamli bulundu.
(p=0.001). FF grubunda ise karacigerin, KN grubunda oldugu gibi normal histolojik
gorlinlime sahip oldugu izlendi ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunamadi (p>0.05) (Sekil 4.17. E). Hepatositlerde hidropik degisikliklerin skor

sonuclar1 Tablo 4.5'de goriilmektedir.
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Sekil 4.17. Sirkadiyen ritim degisiklerinin rat karaciger hepatositlerine etkileri

KN grubunda (A) karacigerinnormal histolojik goriiniime sahip oldugu izlenmektedir. KK (B) ve
SKB (C) gruplarinda hepatositlerde siddetli hidropik degisiklikler izlenirken SA grubunda (D), hafif
diizeyde hidropik degisiklikler dikkat ¢ekmektedir. FF grubunda (E) karacigerin goriimii KN grubuna
benzerdir. SV santral veni, kalin oklar hepatosit kordonlarina, ince oklar siniizoidlere, ok baslar1 hidropik
degisikliklere isaret etmektedir (H-E x40).
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4.3.2. Katalaz immiinreaktivitesi

Immiinohistokimya boyama metodu ile katalaz lokalizasyonu hepatositlerin
sitoplazmasinda gozlendi (Sekil 4.18.). Gruplar arasinda, en yiiksek katalaz
immiinreaktivitesi KK grubunda izlenirken, en diisiik immiinreaktivite FF grubunda
tespit edildi.

KN grubunda hepatositlerde katalaz, homojen bir dagilim gostermekteydi. Bu
grupta, katalaz immiinreaktivitesi 8.0 (4.0-12.0) olarak tespit edildi. KK, SKB ve SA
gruplarinda immiinreaktivitenin (sirasiyla 12.0 (12.0-16.0), 12.0 (4.0-16.0), 10.0 (4.0-
12.0)), KN grubuna gore belirgin sekilde arttig1 ve bu artisin istatistiksel olarak anlamli
oldugu tespit edildi (p=0.001). Bununla birlikte, katalaz, KN grubuna benzer sekilde
homojen bir dagilima sahipti. Diger yandan, FF grubunda katalaz immiinreaktivitesinde
(3.0 (1.0-6.0)), KN grubu ile karsilastirildiginda, belirgin bir azalma goézlendi (p=0.001).
Ayrica, bu grupta katalazin heterojen bir dagilim gosterdigi dikkat ¢ekti. Bu gruba ait
orneklerde, bazi hepatositlerin siddetli bir immiinreaktiviteye sahip oldugu izlenirken,
cogu hepatositte ise immiinreaktivitenin ¢ok az oldugu veya hi¢ olmadig1 gdzlendi.

Hepatositlerde katalaz immiinreaktivitesi skor sonuglar1 Tablo 4.5.’de goriilmektedir.
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Sekil 4.18. Sirkadiyen ritim degisiklerinin rat karaciger hepatositlerinde katalaz

immiunreaktivitesine etkileri

A; KN, B; KK, C; SKB, D; SA, E; FF grubu. immiinohistokimya boyama metodu ile
hepatositlerde katalaz immiinreaktivitesi (oklar) izlenmektedir. FF grubunda katalaz immiinreaktivitesi
gostermeyen hepatositler (ok baglart) dikkat ¢gekmektedir (Katalaz x40).
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Tablo 4.5. Hepatositlerde hidropik degisiklikler ve katalaz immiinreaktivite skor
sonugclari

Gruplar Hidropik Degisiklikler Katalaz Immiinreaktivitesi
(n=10) Median Minimum Maksimum Median Minumum Maksimum
KN 0.0 0.0 0.0 8.0 4.0 12.0
SA &b 1.0 0.0 3.0 10.0 4.0 12.0
SKB &b 3.0 0.0 3.0 12.0 4.0 16.0
FF® 0.0 0.0 0.0 3.0 1.0 6.0
KK b 2.5 1.0 3.0 12.0 12.0 16.0

Sonuglar minumum, maksimum, median olaraka ifade edilmistir. *p <0.001 hidropik degisiklikler
agisindan KN grubuna gore istatistiksel olarak anlamli fark; ®p<0.001 katalaz immiinreaktivitesi agisindan
KN grubuna gore istatistiksel olarak anlamli fark: ifade etmektedir.

4.4. Merkezi Sirkadiyen Ritimle Ilgili Plazma Parametreleri

4.4.1. Rat Plazma Kortikosteron ve Melatonin Diizeyleri

Rat plazma Orneklerinde giinliik ritmi, merkezi sirkadiyen ritme tabii olan
kortikosteron ve melatonin seviyelerinin sonuglari sirasiyla Tablo 4.6. ve Tablo 4.7.'de
gosterilmektedir. Siirekli aydinlik, siire kisitlamali besleme, kalori kisitlamasi ve fibrat
uygulamas1 gibi merkezi ve/veya periferal ritmi bozmaya ya da peroksizom
aktivasyonunu saglamaya yonelik uygulamalar plazma kortikosteron diizeylerinde
kontrole gore anlamli degisiklik saglamadi (Tablo 4.6.). Benzer sekilde melatonin
diizeylerindeki degisim de kontrole gore istatistiksel olarak anlamli degildi. Ancak fibrat
uygulamasi, plazma melatonin seviyelerini, siirekli aydinlik, siire kisitli besleme ve kalori

kisitlamasina gore anlamli derecede diisiirdii (Tablo 4.7.).
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Tablo 4.6. Sirkadiyen ritim degisikliklerinde rat plazma kortikosteron

seviyelerinin kontrole gére degisimi

Kortikosteron (ng/mL)

Gruplar (n:5) Minimum  Median  Maksimum  IQR  p degeri

KN 165.50 187.20 197.10 17,5
SA 165.07 205.45 224.09 70.6
SKB 140.67 231.66 239.86 49.1 0.498
FF 148.50 220.56 249.60 0.0
KK 159.70 193.36 209.32 30.4

Sonuglar Tablo 4.1'deki gibi ifade edilmistir. Kontrole gore anlamli degisim gosterenler “*”ile
gosterilmistir (*p <0,05).
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Sekil 4.19. Sirkadiyen ritim degisiklerinin rat plazma kortikosteron diizeylerine
etkisi

Tablo 4.7. Sirkadiyen ritim degisikliklerinde rat plazma melatonin seviyelerinin

fenofibratl yemle beslenen gruba gore kiyaslanmasi

Melatonin (pg/mL)
Gruplar Minimum  Median  Maksimum IQR  pdegeri
KN (n:5) 156 214 223 51,8
SA* (n:6) 155 219.5 276 245
SKB*(n:6) 180 362 446 67 0.0314
FF (n:7) 10 18 50 0,0
KK*(n:7) 212 248 508 168

Sonuglar Tablo 4.1'deki gibi ifade edilmistir. FF grubuna gore anlamli degisim gosterenler “*” ile
gosterilmistir (*p <0,05).
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Sekil 4.20. Sirkadiyen ritim degisiklerinin rat plazma melatonin diizeylerine etkisi
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5. TARTISMA

Sirkadiyen ritim bozukluklarinin metabolik sonuglarinin merkezi ve periferal
sirkadiyen saatler arasindaki senkronizasyon bozuklugundan kaynaklandigi ileri
stiriilmektedir. Merkezi sirkadiyen saat; kortikosteron, melatonin gibi hormonlarin
giinliik osilasyonunu saglayarak periferal saati senkronize etmektedir. Uyku
siirlandirmasmin bir sonucunun sirkadiyen senkronizasyondaki bozulmalar olmasi
sebebiyle, uyku sinirlandirilmasi yapilmis rat ve insanlarda detayli metabolik profil
caligmalar1 yapilmistir. Degisen metabolitler arasinda, okzalik asit ve diagilgliseroliin
(36:3) her iki tiirde de 6nemli oranda azaldig1 belirlenmistir. Ayrica, daha kisa zincirli
triagilgliserollerin ~ birikiminin isaret ettigi uzun zincirli yag asitlerinin (-
oksidasyonlarindaki azalma ve baz1 fosfolipidlerdeki oksidasyon ile baglantili
metabolitlerdeki artis PPAR yoluyla peroksizomal aktivasyona isaret etmektedir (15).

Insanlarda akut uyku sinirlandirilmalarinda  yapilan  metabolik  profil
caligmalarinda, 27 metabolitin 6nemli oranlarda artis gosterdigi, bu 27 metabolitin 13
iiniin gliserofosfolipid oldugu ortaya konulmustur. Bunlar arasinda lizoPC (C14:0),
lizoPC (C18:1),PC (C32:0, 32:1, 32:3, 34:4, 36:6, 38:4, 40:5, 40:6) gibi fosfolipidler
bulunmaktadir (57). Fare plazmasinda sirkadiyen osilasyon gosteren lipidler arasinda
cesitli tipte lizofosfatidil kolinler (18:1, 22:4, 22:6, 22:5, 20:4, 20:3, 20:2) LC-MS
analizleri ile tespit edilmistir (58). Insan kaninda ise sirkadiyen osilasyon gosteren
metabolitler arasinda PG (18:1, gliserofosfolipid) ve lizofosfolipid (LysoPC (16:1)
gosterilmistir (59). Sirkadiyen osilasyon gosteren metabolitler ile sirkadiyen ritim
bozukluklarinda diizeyleri degisen metabolitler fosfolipidler lizerinde kesismektedir.
Peroksizomlarin diagilgliserol ve eter baglh fosfolipidler iirettigi géz Oniine alindiginda
sirkadiyen ritim bozukluklar1 ve peroksizomal metabolizma arasindaki baglanti
diistintilebilir.  Ancak sirkadiyen ritim bozukluklarinin  peroksizomal lipid
metabolizmasint nasil etkiledigi bilinmemektedir. Plazmalojenler agirlikli olarak
peroksizomlarda sentezlendiginden, mevcut tez calismasinda sirkadiyen ritim
bozukluklarinin (gerek merkezi gerekse periferal) peroksizomal lipid metabolizmasini
etkileyip etkilemediginin arastirilmasi hedeflenmistir. Bu kapsamda ratlar, sirkadiyen
ritmi etkiledigi bilinen kalori kisitlamasi, siire kisitli besleme ve siirekli aydinlik gibi
sirkadiyen ritmi etkiledigi bilinen {i¢ farkl1 duruma maruz birakilmistir. Bu {i¢ durumdan

kalori kisitlamast hem merkezi hem de periferal sirkadiyen ritmi degistirirken, siire
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kisitlamal1 besleme yalniz periferal ritmi, siirekli aydinlik ise merkezi sirkadiyen ritmi
degistirmektedir (36, 121). Ayrica peroksizomlarin aktivasyonu sonucunda plazmalojen
kokenli kan lipid parametrelerindeki degisimin diger sirkadiyen ritim bozuklugu
olusturulan grup ile karsilastirilmasi amacina yonelik olarak PPARo agonisti olan
fenofibrat verilen bir rat grubu da olusturulmustur. Boylece peroksizomlarin uyarilmasi
ile sirkadiyen ritim bozukluklar1 arasinda peroksizomal kokenli bazi kan lipid
parametreleri arasinda bir karsilastirma yapilmast amaglanmistir. Sirkadiyen ritim
bozukluklarinin  peroksizomal lipid metabolizmasint etkileyip etkilemediginin
belirlenmesi ve peroksizom kaynakli lipidlerin sirkadiyen ritim bozukluklarinin
belirlenmesinde bir belirte¢ olarak kullanilip kullanilamayacagi test edilmistir.
Calismamizda FF grubunda plazma fitanik asit ve TG seviyelerinin diisiisii
peroksizomal aktivasyonu isaret etmektedir. Plazma fitanik asit ve TG konsantrasyonu
kontrole gore diiserken karaciger kesitlerinde bu grupta katalaz immiin reaktivitesinde
heterojen bir degisim s6z konusudur. Hiicrelerin besin durumu ve ksenobiyotik
uyaranlarina gore peroksizom sayi ve fonksiyonlarini ayarladigi bilinmektedir (122).
Peroksizomal bir belirte¢ olan katalaz genel olarak organel bazinda peroksizomlara
lokalize olmustur (123). Hem igeren tetramer yapidaki bu protein doku bazinda ise en
yiiksek oranda karaciger olmak {izere, bobrek, kirmizi kan hiicresinde, en diisiik oranda
ise beyinde bulunur (124). Katalazin temel fonksiyonu ise ¢ok uzun zincirli yag asitlerinin
b-oksidasyonu sonucu agiga ¢ikan H>O>’1 detoksifiye etmektir. Caligmada inceledigimiz
karaciger kesitlerinde katalaz immiinreaktivitesi heterojen bir goriinlime sahipti.
Karacigerdeki degisimler ilk olarak santral ven etrafindaki hepatositlerde basladigindan
buradaki peroksizomlarda katalaz siddetli boyanirken periferdekiler daha az boyanmasti.
Bu durum yeme katilan fibratin dozunun yeterli oldugunu ancak, 2 haftalik fibratli yem
uygulamasinin akut etki yarattigmi ve uygulama periyodunun kisa geldigini
gostermektedir. Bununla birlikte katalaz miktarinin FF grubunda kontrole goére diigiik
bulunmasinin iki nedeni olabilir. Bunlardan birincisi fenofibratli yemle beslenen bu
grupta ikinci haftanin sonunda asir1 miktarda H>O; agiga ¢ikmis olmasi, digeri ise katalaz
aktivasyonunu gerceklestiremeyecek kadar az H>O» agiga ¢ikmis olmasidir. Arnaliz ve
ark. tarafindan yapilan bir ¢aligmada, 3 hafta siireyle %0,23 (agirlik/agirlik diyet)
oraninda fenofibrat iceren yemle beslenen ratlarda katalaz, iirikaz ve agil CoA oksidaz
enzim aktivitelerinde artis gozlenirken, H>O> konsantrasyonu daha 2. haftada %89
oraninda artig gostermistir (125). Ancak bu calismada gerek yemdeki fibrat oran1 ve

gerekse ratlarin bu yemle beslenme siiresi bizim uygulamamizdan daha fazladir. Bu
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farklilik g6z oniine alindiginda FF grubunda karacigerde hidropik degisikligin olmamasi
ve katalaz miktarindaki diisiis, %0.1 oraninda fenofibrat iceren yemle 2 hafta beslemenin
H>O:> seviyelerinde onemli artisa neden olmadigini gostermektedir. Nitekim yapilan
caligmalar katalazin aktiflenmesi i¢in H»O:’in belli bir konsantrasyonda olmasi
gerektigini, diisik H»O, konsantrasyonlarinda katalazin aktif hale ge¢medigini,
peroksidaz gibi davrandigini ve bazi substratlarin oksidasyonunu katalizledigini
gostermistir (126). Boyle bir durumda katalazin gérevini GPx ve peroksiredoksin adinda
bir protein ilistlenmektedir (124). Calismamizda, katalaz immiin reaktivitesinin kontrole
gore diisiis gostermesinin diger bir nedeni fibratli yemin agir1 miktarda H>O; agiga
¢ikarmis olmasi ihtimalidir. A¢iga ¢ikan yiiksek miktardaki H>O; katalazin kataliz sinirini
asmis ve metabolize edilemeyen kismi1 da peroksizomlara penetre olmus olabilir. Nitekim
rodentlerde peroksizom proliferatorlerinin uzun siire kullaniminin karacigerde oksidatif
stresi ve katalaz aktivitesini arttirmaksizin H,O» iireten pek ¢ok enzimi indiikledigini
gostermistir. Asir1 miktarda H>O» meydana geldiginde katalaz belli tip durumlarda
sitozole veya niikleusa go¢ edebilmektedir (127). Katalazin yiiksek H>O»
konsantrasyonlarindaki sitozole gogii ¢aligmamizin karaciger imminohistokimyasal
analizinde peroksizomlardaki katalaz immiinreaktivitesinin FF grubundaki diisiigiiniin
olas1 nedenlerinden biridir. Ayrica ratlarda PPAR a reseptorleri uyariminin kalp ve iskelet
kasinda beta oksidasyonu ve oksidatif stresi uyarip kas hasarima neden oldugu
gosterilmistir (128). Bunun yan1 sira PPARa’nin yag asidi ya da fibratla aktivasyonu
PEX11o’nin ifadesinde artisa neden olmaktadir. PEX11a peroksizom proliferasyonunda
gorevli bir proteindir, bu yolla peroksizom sayisi artmakta ve farkli dokularda yag asidi
oksidasyonu gerceklesmektedir (122). PPARa’nin hem mitokondriyel ve hem de
peroksizomal B-oksidasyon sistemini aktive etmesi rodentlerde asir1 miktarda enerji
yikimina yol agmakta bu da oksidatif hasar meydana getirebilmektedir (129). PPAR-a
yalnmiz karacigerde degil pek cok ekstrahepatik dokuda ifade edilen ve lipid
metabolizmasinda kilit 6neme sahip bir regiilator molekiildiir. Hepatik PPAR-a agliga
yanit olarak lipid mobilizasyonunu ve oksidasyonunu saglamaktadir. Hepatik PPAR-a
ifadesindeki kusur ya da yetmezlik durumlarinda yag asidi oksidasyonunu ekstrahepatik
dokulardaki PPAR-a gergeklestirmektedir. Bu durumunun karacigerde steatoza neden
oldugu ve nonalkolik karaciger hastalig1 gibi hastaliklara yol a¢tig1 bildirilmistir. Boyle
bir durumda PPAR-a takviyesinin, stetozu azaltabilecegi yoniinde veriler mevcuttur
(130). Bunun yaninda son yapilan c¢alismalar PPAR agonisti ilaglarin kesilmesiyle

peroksizom yikiminin arttigini bildirilmistir. Peroksizomlarin yikima ile ilgili 6ne stiriilen
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hipotezlerden en Onemlisi ise otofajidir (peksofaji). Otofaji, lizozomal enzimlerle
peroksizomlarin pargalanmast ve yikimini ifade eder. Peroksizom proliferatorleri gibi
ilaglarin kullaniminin kesilmesiyle etkileri tersine donmekte ve otofaji yogun bir sekilde
aktiflenmektedir (131). 2 hafta siireyle bir peroksizom proliferatorii olan %2 oraninda di-
(2-etilhekzil) ftalat ile beslenen farelerde ilacin kesilmesiyle yogun bir otofaji
gbzlenmistir. Mikroskobik ve morfometik analizlerde 1 hafta sonunda ftalat tarafindan
indiiklenen peroksizomlarin yaklasik %70-80’inin bu yolla yikildig1 belirlenmistir (132).
Bunun yaninda yine ratlarda yapilan aragtirmalar, agil CoA oksidaz enziminden zengin
peroksizomlarin otofajiye daha direngli oldugunu ve yikimin peroksizomun yasiyla dogru
orantili olarak artig gosterdigini ifade etmistir (133). Calismamizda karacigerin
immiinohistokimyasal analizinde FF grubunda peroksizom sayisinin gostergesi olarak
kullandigimiz katalazin az boyanmasinin olas1 diger bir nedeni de fibratlar tarafindan
indiiksiyonun ardindan 6zellikle yasli peroksizomlarin yogun yikimidir. Peroksizomal
enzimlerin yar1 dmiirlerinin 1,3- 2,1 giin aras1 oldugu diisiiniildiigiinde bu hipotez biraz
daha gii¢ kazanmaktadir. Fareler lizerinde yapilan bazi ¢alismalar ise fenofibratin
karacigerde antioksidan enzim seviyelerini arttirdigin1 gostermistir. Ancak fibratlar gibi
PPAR agonisti ilaglar katalaz aktivitesinde dramatik yiikselislere neden olmamaktadir
(134). Bu agonist ilaglar peroksizom p-oksidayonunda gorev alan agil CoA oksidaz gibi
genlerin ifadelerini ilacin dozuna ve yapisina bagl olarak 10-30 kat arttirirken, katalaz
aktivitesini ise sadece 1-2 kat arttirmaktadir (135).

PPAR- o temel olarak yag asidi ve kolesterol metabolizmasinda gorevli genlerin
ifadelerini diizenleyerek, TG sentezini ve bunlarin karacigerden salinimini inhibe
etmekte, yag asidi oksidasyonunu ise aktiflemektedir (136, 137). Fibratin bu etkilerinin
yaninda lipoprotein lipaz aktivitesini ve ters kolesterol taginimini arttirdig1 yoniinde de
bilgiler mevcuttur (138). Nitekim ¢alismamizda fenofibratli yemle beslenen grupta TG
seviyeleri kontrole ve diger gruplara gore istatistiksel olarak anlamli bir disiis
gostermistir. Bunlarin yan1 sira sadece peroksizomlarda metabolize edilebilen plazma
fitanik asit seviyeleri ¢calismamizda kontrole gore anlamli 6l¢iide diisiik bulunmustur. FF
grubundaki bu diisiis peroksizomal aktivasyonla ag¢iklanabilmektedir. Ciinkii fenofibrath
yemle beslenen FF grubunda peroksizomal aktivasyon sonucunda a-oksidasyon
uyarilmig ve fitanik asit oksidasyonu saglanmistir. Fibratlarin etkisine benzer sekilde
aclik gibi besinsel modifikasyonlarin da peroksizomal ve mitokondriyel yag asidi
oksidasyonunu kontrol ettigi ileri siiriilmektedir (139). Nitekim; ratlar iizerinde akut

kalori kisitlamasi uygulanan calismalarda, lipoliz ve B-oksidasyon artarken pek cok
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plazmalojen tiiriinde 6zellikle de kolin plazmalojenlerde diisiis gézlenmis olup, dalli
zincirli yag asidi konsantrasyonunun ise arttigi rapor edilmistir (140). Bu durum
calisgmamizda KK grubunda fitanik asit seviyelerinin artigin1 agiklamaktadir. KK
grubundaki bu yag asidinin artisinin diger bir nedeni de peroksizomal aktivasyonun
yavaglamasi olabilir.

Calisgmamizda KK ve SKB gruplarinda katalaz immiinreaktivitesinde artis ve
karacigerde belirgin hidropik degisiklikler gézlenmistir. KK ve SKB gruplarinda kalori
kisitlamasi ratlarin giinliik ihtiyact olan gerek yagda ¢oziinen vitaminler gerekse eser
element ve esansiyel beslenme faktorlerinin azalmasma sebep olmaktadir. Esansiyel
beslenme faktorlerinin bu gruplardaki deneklerce az alinmasi kontrole gore karacierde
belirgin hidropik degisiklige neden olmaktadir. Bunun yaninda aglik adipoz dokudan
trigliserid mobilizasyonunu  ve [-oksidasyonunu arttirmaktadir. Yag asidi
oksidasyonunda flavoprotein bagimli dehidrogenaz enzim katalizi sonucu H,O, ac¢i8a
cikar. Bu H,O, de katalazi aktifleyerek KK ve SKB gibi kalori alimi kisitlanmis gruplarda
peroksizomal katalaz miktarnin artmasina neden olmus olabilir. Benzer sekilde besin
kisitlamas1 modeli olusturulan ratlarda karacigerde katalaz aktivitesi %53 oraninda artig
gostermigtir. Besin kisitlamasinin zaten pek ¢ok tiirde yagsam siiresini uzatti1 ve gesitli
hastaliklara karsi koruyucu rolii oldugu bilinmektedir. Bu etkisini oksidatif stresi
azaltarak ve/veya antioksidan enzim ifadelerini arttirarak yaptig1 ileri siiriilmektedir
(141). Rotiferler (Bachionus plicatilis) lizerinde yapilan caligmalar kalorisi kisitlanan
annelerin ¢ocuklarinda antioksidan enzim seviyelerinin normal rotiferlere gore daha
yiiksek bulmugtur (142). Yine farelerde kalori kisitlamasinin viicut total yag kiitlesini,
insulin ve glukoz seviyelerini diislirdiigli ve oksidatif stresi azalttig1 gosterilmistir (143).
Bunun sebebi de antioksidan enzim miktarinin artmasi olabilir. Nitekim kalori kisitlamasi
uygulanan ratlarda plazma MDA seviyeleri diiserken, katalaz, SOD, GSH ve GPx
seviyelerinin arttig1 belirlenmis benzer sonuglar hemolize eritrosit orneklerinde de elde
edilmistir (144, 145).

Ratlarda melatonin ve kortikosteron sirkadiyen ritim gostermektedir. Merkezi
sirkadiyen saatin, kortikosteronun ve melatoninin giinliik osilasyonunu saglayarak
periferal saati senkronize ettigi bilinmektedir. Calismamizda plazma kortikosteron
seviyeleri acisindan kontrole gére anlamli fark bulunamadi. Plazma melatonin seviyeleri
ise FF grubunda diger gruplara gore anlamli derecede daha diisiik bulundu. Bu durum
merkezi sirkadiyen ritimde bir faz kaymasina isaret etmekte ve fibratin biyolojik saati

etkiledigini gostermektedir. PPAR’lar metabolizma ile sirkadiyen saat arasindaki irtibati
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saglayan 6nemli bir niikleer reseptorlerdir. Ayni ratin degisik sirkadiyen saat dilimlerinde
bu iki parametre agisindan takibi daha dogru bir yaklagim olacaktir.

Calismamizda, SKB hari¢ tiim gruplarda eritrosit membraninda plazmalojen
diizeyi istatistiksel olarak anlamli derecede kontrole gore diisiik bulunmustur. Her ne
kadar istatistiksel olarak anlamli olmasa da kontrole gére SKB grubunda da plazmalojen
seviyeleri diisiis gostermistir. FF grubunda ise hem C16 plazmalojen hem de C18
plazmalojen seviyeleri diislis gosterirken, diger gruplarda sadece C18 plazmalojen
seviyesinde diisiis gézlenmistir. Bu metabolitlerin seviyelerinin kontrolii temel olarak
peroksizomlarla iligkilidir. Bu durum plazmalojen sentezindeki azalma ya da
yikimindaki artistan  kaynaklanabilir.  Ayrica  eritrosit membranin  plazma
lipoproteinleriyle etkilesim i¢inde oldugu bilinmektedir. Fosfolipid transfer proteini
(FLTP) nonspesifik bir lipid tasiyicisidir ve baskin olarak karacigerde ifade edilmektedir.
Calismalar bu tastyici proteinin tiim fosfolipid tiirlerinin transferini gerceklestirdigini
ayrica, transfer hizinin sn-1 ve sn-2 pozisyonlara bagl yag acil zincirinden bagimsiz
oldugunu gostermistir. (146). Bu proteinin primer gorevlerinden biri de dolasimda
HDL’ye baglanarak fosfolipid ve kolesterolii ApoB igeren lipoproteinlerden HDL’ye
aktarip lipoproteinler arasi fosfolipid degisimini katalizlemektir (147, 148). FLTP’nin
promotor bolgesinde PPAR i¢in tanima bdlgeleri bulunmakta ve transkripsiyonu biiyiik
oranda PPAR-a ile diizenlenmektedir. Nitekim, fenofibratla beslenen fosfotidilkolin
fosfotransferaz knockout (FKFT)”- farelerde lipid ve glukoz metabolizmasmim bozuldugu
bildirilmistir (146, 149). Bu dinamik fosfolipid degisimi eritrosit membranindaki
fosfolipidlerin diisiisiinii aciklamaktadir. Plazmalojen sentezinde dihidroksiaseton fosfat
acil transferaz (DHAF-AT) plazmalojen sentezinin ilk basamagini katalizleyen regiilator
bir enzimdir ve rat karacigerinde peroksizomlara lokalize olmustur (150, 151). DHAF-
AT aktif bolgesi peroksizomlarin i¢ yiizeyinde yer alir (152). Rat karacigeri iizerinde
yapilan caligsmalar fenofibrat gibi potent etkisi yiiksek, fibrat tiirevi bir ilacin
peroksizomal yag acil CoA oksidaz enzim aktivitesini arttirirken, DHAF-AT enzim
aktivitesi iizerinde herhangi bir indiikleyici aktivitesinin olmadigin1 gostermistir (153).
Klofibrat gibi daha az potent fibrat tiirevi ilag yine rat karacierinde peroksizomal yag
acil CoA oksidaz enzim aktivitesini arttirken, DHAF-AT enzim aktivitesini
degistirmemigtir (154). Bu durumda fibrat uygulamasmin plazmalojen sentezini
arttirmamis olma ihtimali yiiksektir. FF grubundaki plazmalojen seviyelerinin diistigiine
istinaden peroksizomal uyarimin ve sirkadiyen ritim desenkronizasyonunun membran

fosfolipidlerini ayn1 yonde etkiledigini sdyleyebiliriz. Calismamizda FF grubuna benzer
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olarak KK grubunda da plazmalojen seviyeleri kontrole gore diisiik bulunmustur.
Plazmalojen sentezinin lipogenezle baglantili bir yolak oldugu bilinmektedir. Bu durum
lipogenezin baskilandigini metabolizmanin yag asidi oksidasyonuna yoneldigine isaret
etmektedir. Aclikla uyarilan yag asidi oksidasyonu sonucu plazmalojen sentezi icin
gerekli yag alkolii azalmig bu da plazmalojen seviyelerinde diislise yol agcmig olabilir.
Bunula birlikte diyet ve yasam seklinin hem serum lipidlerini hem de eritrosit membrani
lipid profilini etkiledigi bilinmektedir (155). Ayrica sitokrom c’nin plazmalojenaz
aktivitesi oldugu bilinmektedir. Oksijen varliginda sitokrom ¢ plazmalojenlerdeki vinil
eter bagin1 okside ederek lizofosfolipid olusumunu katalizlemektedir (156, 157). Kalori
kisitlamasinin ratlarda olusturacagi oksidatif stres diisiiniildiiglinde sitokrom c¢
aktivasyonuyla birlikte plazmalojenlerin yikimi da artis gdstermis olabilir. Ancak KK
ayni zamanda yag asidi oksidasyonunu arttiracagindan bu uygulama ritim bozuklugunun
yaratacagi etkiyi gdlgelemekte ve ritim degisikliginin etkisini degerlendirmeye engel
olmaktadir. Bunlarin yani sira, plazmalojenlerin yar1 6miirlerinin olduk¢a kisa oldugu
rapor edilmis ve farkli dokularda farkli yar1 dmre sahip olduklart belirtilmistir. Kolin
plazmalojenlerin yar1 dmrii 30 dakika iken, etonalamin plazmalojenlerin yar1 dmrii 3 saat
kadardir (63). Bu metabolitin yar1 démriiniin az frekansiin yiiksek olmasi peroksizomal
bozukluklarda akut cevabin degerlendirilmesi acisindan degerlidir. Plazmalojen
sentezindeki ana regiilator enzim ise yag acil CoA rediiktaz (Farl) olup eter lidip sentezi
icin yag alkolii iiretimini saglayan esansiyel regiilatér enzimdir. Bu enzim hiicrede
plazmalojen seviyesine duyarli olup negatif feed-back mekanizmasiyla regiile
edilmektedir (158, 159). Giivelerde feromon sentezinde de gorevli olan bu enzimin 24
saatlik osilasyon gosterdigi ve gen ifadesinin saat 15:00 gibi pik yaptigin1 gosterilmistir
(160).

Olgun eritrositler yag asidi, kolesterol, fosfolipidler de dahil olmak iizere de novo
lipid sentezi yapamadiklarindan membran fosfolipidlerinin yenilenmesi ve onarimi,
plazma eritrosit membrani ile plazma lipoproteinleri arasinda lipid degisimi yoluyla
gerceklesmektedir (161, 162). Eritrosit membrani da tipki hiicre membrani gibi asimetrik
fosfolipid dagilimma sahiptir. Kolin iceren fosfolipidler (fosfotidilkolin ve
sfingomiyelin) biiyiik oranda eritrosit mebraninin dig yiizeyine lokalize olmugken,
fosfotidilserin, fosfotidiletanolamin gibi amin iceren fosfolipidler ve fosfotidilinozitol
daha ziyade i¢ ylizeye yerlesmistir. Bu asimetrinin korunmasini ise bazi 6zel enzimlerle
saglanmaktadir. Ornegin flipaz adi verilen enzimler fosfotidiletanolamin ve

fosfotidilserinin icten disa transferini saglarken; flopazlar, fosfotidilkolin ve
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sfingomiyelin gibi membran fosfolipidlerinin dis yiizeyden i¢ ylizeye transferini
katalizlemektedir. Scramblase ad1 verilen diger bir enzim ise membranin i¢ ve dis yiizeyi
arasinda iki yonlii fosfolipid transferini saglamaktadir. Bu enzimlerin katalizledigi yer
degistirme reaksiyonlar1 37 °C’de yaklasik 1-5 dakika gibi kisa bir zaman periyodunda
gerceklesirken, diyetle degisen lipid igeriginin eritrosit membranina yansimasi ve
esitlenmesi insanda yaklasik 30 giinde tamamlanmaktadir (162). Membran iizerindeki bu
fosfolipidlerin in vivo turnoverlarinin ise genel olarak icerdikleri polar bas grubun
yapisina, yag asidi kompozisyonuna ve sicakliga bagli oldugu rapor edilmistir (163).
Nitekim fosfotidilserin ve fosfotidiletanolamin tiirleri daha stabilken fosfotidilkolin daha
kisa siire icinde daha yiiksek degisim hizi gostermektedir (164). Diyetle degisen lipid
iceriginin eritrosit membranina yansimasi ve esitlenmesi insanda yaklasik 30 giinde
tamamlanirken literatiirde ratlarda bu degisimin tamamlanma siiresi hakkinda bilgi
bulunmamaktadir. Bu nedenle yapmis oldugumuz 14 giinliik beslenme periyodu sonunda
diyetle degisen lipid igeriginin eritrosit membranina ne kadar yansidigi hakkinda net
bilgiler alinamamustir.

Arasidonik asit, DHA (sn-2) ve palmitik asit (sn-1) agirlikli olarak fosfolipidlerin
bilinyesinde yer alan yag asitleridir (165). Calismamizda arasidonik asit diizeyi FF ve KK
gruplarinda kontrole gore anlamli derecede diisiik bulunmustur. Eritrosit membran
fosfolipidlerdeki DHA diizeyi ise FF ve KK grubunda kontrole gore diisiis gosterirken bu
diisiis KK grubunda istatistiksel olarak anlamsizdir. Palmitat diizeyleri ise genel olarak
kontrole gore artig gosterirken, bu artis sadece SKB ve FF gruplarinda istatistiksel olarak
anlamlidir. Ayrica, membran fosfolipidlerindeki SAFA (doymus yag asitleri)/PUFA
oraninda artig goriilmektedir. Bu durumun membran akigkanligi gibi membranin fiziksel
ozelliklerinde ve buna bagli olarak sinyal iletim mekanizmalarinda 6nemli sonuglar
olabilecegi dngoriilebilir. Nitekim membran akiskanliginin bozulmasinin ¢esitli hastalik
durumlan ile (6rnegin obezite, kardiyovaskiiler hastaliklar, diabet, yaslanma, kanser)
ilgili olabilecegi bildirilmistir (166). Eritrosit membranindaki degisimin 6nemli bir
ozelligi de hiicre ici lipid sentezi olmadigi i¢in sadece eritrositlerin sentez siirecindeki
faktorlerden ve membran lipid kompozisyonundaki degisime yol acabilen eksternal
faktorlerden (PLTP, fosfolipaz vs.) etkilenmesidir. Bu degisim salgisal fosfolipaz A2,
lesitin kolesterol agil transferaz ve PLPT gibi membran-HDL lipid degisimini saglayan
proteinlerin fonksiyonu sonucunda ger¢geklesmektedir (148, 167-170).

Calismamizda SA grubunda melatonin/lipid oranlar1 kontrole gore yiiksektir.

Ancak SA grubunda analiz edilen numune sayisi1 bazi parameterlerde 4 iken (mel/
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CUZY A) bazilarinda bestir (mel/plz). Her ne kadar ayni ratlara ait degerler oranlansa da
ornek sayisinin az olmasi net bir degerlendirme yapmay1 gii¢lestirmektedir. Aslinda; SA
grubunun besin degisikliginden bagimsiz olmasi sirkadiyen ritim bozuklugunun
degerlendirilmesinde bu grubu diger gruplardan daha degerli kilmaktadir.

Calisma sonuglarini genel olarak degerlendirdigimizde:

Eritrosit C16 plazmalojen diizeyi sadece FF’de diiserken C18 plazmalojen FF, SA
ve KK’da (SKB’de de diisiik ama anlamsiz) diismektedir. Peroksizomlarda metabolize
edilebilen plazma fitanik asit diizeyi FF’de anlamli olarak diisiikken (yliksek
peroksizomal aktivitenin gostergesi), KK grubunda anlamli olarak yiiksektir (diisiik
peroksizomal aktivite). Buna ilaveten C22 ve C24 yag asidi diizeyleri KK grubunda
anlamli olmasa da diger gruplara gore yiiksek bulundu. Bu CUZY A’lar peroksizomlar
tarafindan metabolize edildigi icin plazmadaki seviyelerinin artmasi peroksizomal
aktivitede diisiikliige isaret edebilir.

Karaciger histopatolojisi lizerine etkileri karsilastirildiginda KK grubunda daha
belirgin olmak iizere KK, SKB ve SA gruplarinda hidropik dejeneratif degisiklikler
gozlenirken FF grubunda bu tiir bir dejenerasyon gozlenmedi. Karaciger dokularinda
katalaz immunoreaktivitesi karsilastirildiginda ise gittikce artan diizeylerde
SA<SKB<KK gruplarinda kontrole gére homojen bir artis belirlendi. FF grubunda ise bu
artis 6zellikle santral ven ¢evresinde ¢ok belirgin olan heterojen bir artig bulundu.

Genel olarak sirkadiyen ritim bozukluguna neden olan durumlarda SA ve SKB
gruplarinda ¢ogu lipid metaboliti i¢in kontrole gore giiclii degisim goriilmedi. Gruplara
bakildiginda en biiyiik fark FF ve KK’da goriildii. Bu durum KK uygulamasinin hem
periferal hem de merkezi ritmi etkilemesinden ileri gelebilir.

KK grubunda yaklasik %10 luk bir viicut agirhigindaki azalma dikkate alindiginda
bu grupta agligin sebep oldugu yag asidi mobilizasyonuna bagli olarak karacigerde
baslangic safhasinda karaciger yaglanmasi, inflamasyon veya oksidatif strese baglh
patolojik bulgu olarak degerlendirilebilir. Bu durum daha az belirgin olmak {izere SKB
ve SA gruplarinda da gozlenmektedir. Nitekim katalaz immunoreaktivitesinin artmis
olmas1 da bu yonde paralel bir bulgu olarak degerlendirilebilir. Oysa FF grubunda bu tiir
hidropik bir degisim tespit edilemedi. Katalaz immunoreaktivitesi santral ven ¢evresi ile
siirli olup daha ¢ok peroksizomal biogenezindeki artisa bagli olabilir. FF ve KK arasinda
peroksizomal aktivite agisindan bir karsilagtirma yapildiginda FF grubunda peroksizomal
aktivitede artig goriiliirken, KK grubunda peroksizomal lipid metabolizmasinda azalma

ve karaciger katalaz aktivitesinde bir artis goriilmektedir. Plazmalojen diizeylerinde,
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ayrica agirlikli olarak fosfolipidlerde yer alan doymamis yag asitlerinden DHA ve
aragidonik asit diizeylerinde azalma, doymus yag asiti olan palmitik asit diizeylerinde ise
artis gozlendi. Gerek KK, SKB ve SA ve gerekse FF gruplara uygulanan sartlar sirkadiyen
ritim bozukluklarina sebep oldugu bilinen durumlardir. Ritmi etkileyen bu degisimlerin,
eritrosit membranina ve peroksizomlar iizerine etkilerinin farkli mekanizmalarla
gerceklestigini  diislindiirmektedir. Bu durum o6zellikle membran fosfolipid
homeostazisini etkileyebilecek mekanizmalar ile sirkadiyen ritim bozukluklar1 arasindaki
baglantinin 6nemini ortaya ¢gikarmaktadir. Dolayisiyla sirkadiyen ritim bozukluklarinda

membran fosfolipid kompozisyonunun takibi 6nemli bir belirte¢ olabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Caligmamizda eritrosit membraninda FF grubunda C16 plazmalojen diizeyi, FF,
SA ve KK gruplarinda ise C18 plazmalojen diizeyleri kontrole gore diisiik bulundu.
Yiiksek peroksizomal aktivitenin gostergesi olarak, plazma fitanik asit seviyeleri FF
grubunda anlamli bir diisiis gosterirken KK grubunda ise kontrole gore belirgin bir
yiikselis gostermistir. Buna ilaveten C22 ve C24 yag asitleri diizeyleri KK grubunda
anlamli olmasa da diger gruplara gore yiiksek bulunmustur. Karaciger histopatolojisi
izerine etkileri karsilastirildiginda KK grubunda daha belirgin olmak iizere KK, SKB ve
SA gruplarinda hidropik dejeneratif degisiklikler gozlenirken FF grubunda bu tiir bir
dejenerasyon gozlenmemistir. Karaciger kesitlerinde katalaz immunoreaktivitesi
karsilastirildiginda ise gittikce artan diizeylerde SA<SKB<KK gruplarinda kontrole gore
homojen bir artis belirlendi. FF grubunda ise 6zellikle santral ven ¢evresinde ¢ok belirgin
olan heterojen bir artis gézlendi.

Eritrosit membrani plazmalojen diizeylerinde, fosfolipidlerde yer alan doymamais
yag asitlerinden DHA ve arasidonik asit diizeylerinde azalma, doymus yag asiti olan
palmitik asit diizeylerinde ise artis gozlendi. Bu durum, FF ve diger gruplar arasinda
peroksizomal etki agisindan belirgin bir fark olmamasina karsin hemen hemen tim
gruplarda eritrosit membraninda plazmalojen, DHA ve arasidonik asit diizeylerinde bir
azalis, buna karsin palmitat diizeyinde bir artis gézlenmistir.

Calismamizda yaptigimiz analizler neticesinde sirkadiyen ritim bozukluklarinin
peroksizomal aktivasyon Tlizerindeki etkisinin, membran fosfolipid kompozisyonu
iizerindeki etkisinden farkli bir mekanizmayla meydana geldigi sdylenebilir. Bu durum
membran akiskanligi gibi membranin fiziksel 6zelliklerinde ve buna bagl olarak sinyal
iletim mekanizmalarinda énemli sonuglar1 olabilecegi dngoriilebilir ki bu degisimlerin
cesitli hastalik durumlar1 ile (6rnegin obezite, kardiyovaskiiler hastaliklar, diabet,
yaslanma, kanser) ilgili olabilecegi bildirilmistir. Dolayisiyla sirkadiyen ritim
bozukluklarinda eritrosit membran fosfolipid kompozisyonlarimin analizinin, bu
bozukluklarin teshis ve tedavisinde onemli bir ilave vasita saglayabilecegi kanaatine

varilmistir.
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