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OZET

OBEZITE HASTALARINDAN GASTREKTOMIi OPERASYONU iLE ELDE
EDILEN MiDE DOKULARINDA GLUTATYON S-TRANSFERAZ
IZOZIMLERININ AKTIVITELERININ VE TOPLAM TiYOL
MIiKTARLARININ KARSILASTIRILMASI

FIDAN, Ceylan
Yiiksek Lisans Tezi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal
Tez Danigmani: Dr. Ogr. Uyesi Can YILMAZ
Aralik 2018, 135 sayfa

Obezite, prevalansindaki yiikselme egiliminden, birgok hastalik ve mortalite ile
iligkili olmasindan dolay1 pek cok iilkede Onemli bir halk sagligi sorunu haline
gelmistir. Bu ¢alismada endojen savunma mekanizmasimin Onemli iyeleri olan
glutatyon molekiilii ve glutatyon S-transferaz enzimi iizerine obezite ve iliskili
hastaliklarimin etkisi arastirildi. 39 obez hastasindan alinan mide dokusu Ornekleri
homojenize edildi. GSH diizeyleri analiz edildi. GST enzim aktivitesi ELISA
Mikroplaka Okuyucu sistemde CDNB, pNBC, EPNP substratlarina karsi okuma
yapilarak belirlendi. Hastalar cinsiyet, yas, hipertansiyon olgusu, diyabet olgusu ve aile
oykiisii parametreleri géz oniinde bulundurularak gruplandirildi. Viicut Kitle indeksi-
GSH-Toplam GST aktivitesi iligkisinde, toplam GST aktivitesinin yiiksek ol¢iildiigii
durumlarda, GSH miktar1 nispeten diisiik olarak tespit edildi. Yag-GSH ve toplam GST
iliskisinde yas artis1 ile beraber GSH diizeyi ve toplam GST aktivitesinde artig gozlendi.
Cinsiyete gore yapilan karsilastirmada, kadin hastalarda, {i¢ farkli substratla dlgiilen tiim
aktivite degerlerine ait ortalamalarin, erkeklerin ortalamalarindan yiiksek oldugu tespit
edildi. Mevcut ¢alisma Tiirk popiilasyonundaki obez hastalarin mide dokularinda GST
enzim aktivitelerinin ve toplam tiyol miktarinin yas, cinsiyet, hipertansiyon olgusu,
diyabet olgusu ve aile Oykiisli parametrelerine gore gruplandirilip karsilagtirildigr ilk
calisma oldu. Bu ¢alisma Ankara Ke¢ioren Egitim ve Arastirma Hastanesi Bastabipligi
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun 2012-KAEK-15/(1678) 1800 sayili onayiyla
gerceklesmistir.

Anahtar kelimeler: CDNB, EPNP, GSH, GST, Obezite, pNBC.






ABSTRACT

COMPARISON OF THE ACTIVITIES OF GLUTATHIONE S-TRANSFERASE
ISOZYMES AND TOTAL THIOL CONTENT OF GASTRIC TISSUES
OBTAINED FROM OBESITY PATIENTS BY GASTRECTOMY OPERATION

FIDAN, Ceylan
M. Sc. Thesis, Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Can YILMAZ
December 2018, 135 pages

Obesity has become an important public health problem in many countries
because of its increasing prevalence, its relation with many diseases and mortality.
Studies have shown that obesity is associated with oxidative stress. In this study, the
effect of obesity and related diseases on GSH molecule and GST enzyme which are
important members of endogenous defense mechanism were investigated. The samples
of gastric tissue which was taken from 39 obese patients, were homogenized. GSH
levels were analyzed. GST enzyme activity was measured towards CDNB, pNBC,
EPNP substrates in the ELISA Microplate Reader system. Patients were grouped
according to gender, age, hypertension, diabetes and family history. In the relationship
of BMI-GSH-Total GST activity, GSH was found to be relatively low when total GST
activity was high. In the relationship between age-GSH and total GST, GSH level and
total GST activity increased with age. In comparison with gender, the mean values of all
activity values measured in three different substrates averages of female patients were
found higher than the averages of males. The present study is the first study to compare
activities of GST isozymes and total thiol content in the stomach tissue of obese patients
in Turkish population grouped according to age, gender, hypertension case, diabetes
case and family history parameters. This study was conducted with the approval (No:
2012-KAEK-15 / (1678) 1800) of Ankara Kecioren Training and Research Hospital

Medical Research Ethics Committee.

Keywords: CDNB, EPNP, GSH, GST, Obesity, pNBC.
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1. GIRIS

1.1. Obezite

1.1.1. Obezitenin tanim

Obezite terimi, ob- ve edere kelimelerinin kisaltilmasi ile olusmus Latince
kokenli, “devamli olarak oburca yemek” anlamindaki obesus kelimesinden tiiremistir
(Aronson, 2003).

Obezite yagin adipoz dokuda normal olmayan ya da asir1 bir sekilde birikimi
sonucu genel saglig1 olumsuz yonde etkileyen, diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar ve
kanser gibi bir dizi kronik hastalik i¢in risk faktorii veya belirleyici olan bir durumdur
(WHO, 2000; Tremmel ve ark., 2017). Diger bir deyisle, obezite uzun bir siire boyunca
enerji aliminin enerji tiiketimini agsmast sonucu meydana gelen ve kilo alimina sebep
olan, istenmeyen bir pozitif enerji dengesi durumudur (WHO, 2000).

Ortalama kiloda yetiskin bir erkek bireyde, viicut yag yiizdesi %15-20
arasindadir. Kadinlarda bu oran daha fazladir ve %25-30 civarindadir. Erkeklerde yag
yiizdesinin viicut agirliginin %25’ini ve kadinlarda ise %30’unu gectigi durumda

obeziteden s6z edilir (Deurenberg ve ark., 1991; Seidell ve Flegal, 1997).

1.1.2. Obezitenin siniflandirilmasi

Asirt kiloluluk ve obezitenin smiflandirilmasi, bir popiilasyon i¢inde ve/veya
popiilasyonlar arasindaki agirlik durumunun anlaml bir sekilde karsilastirilmasma ek
olarak, daha sonraki c¢alismalarda birey ve toplum diizeylerine miidahale igin
onceliklerin belirlenmesine ve daha fazla degerlendirmesine olanak tanir, bireylerin ve
gruplarin morbidite ve mortalite riskinin artiginin tanimlanmasina yardimei olur (WHO,
2000).

Obezite, genelde alinan enerjinin, harcanan enerjiden fazla olmasindan
kaynaklanan pozitif enerji dengesi sonucu ortaya ¢ikar; ancak, gelismesinde bir¢ok

cevresel, psikolojik ve genetik faktoriin rol oynamasi, 6zelliklerinin ve sonucundaki
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bulgularin farkli olabilmesi nedeniyle birkag sekilde siniflandirilir (Esenlik ve Bolat,
2011).

1.1.2.1. Obezitenin yag hiicre sayis1 ve biiyiikliigiine gore siniflandirilmasi

Canlilar hayatta kalabilmek icin disaridan enerji almaya ihtiya¢ duyarlar.
Ozellikle gida alimi fazla oldugunda enerjinin fazlasinin depolanmasi, gida alinamadig1
zamanlarda hayatta kalmay1 artirici onemli fizyolojik bir aktivitedir. Cok hiicreli
organizmalar, fazla enerji alindiginda lipitleri depolamak i¢in 6zellesmis hiicre ya da
organlara sahiptirler (Birsoy ve ark., 2013). Johnson ve Hirsch'in (1972)
calismalarindan baslayarak, normal ve anormal gelisimdeki adipoz doku biiylimesi
lizerine, hiicre biiyikliigli ve hiicre sayisi agisindan dokunun durumunu karakterize eden
cok sayida ¢aligma yapilmistir (Jo ve ark., 2009). Lipidlerin alimi, esterlesmesi, lipolizis
ve preadipositlerin farklilagsmasindaki biyokimyasal siire¢lere gore enerji dengesine bir
cevap olusturmak i¢in, adiposit sayisi ve morfolojisi degisim gostermektedir (Gray ve
Vidal-Puig, 2007). Obez hastalarin adipoz doku kitlesinin hiicresel karakterine bagl
olarak iki obezite sekli ortaya ¢ikar: hiperplastik tip obezite ve hipertrofik tip obezite
(Salans ve ark., 1973). Adipoz dokudaki preadipositlerin yasam boyunca olgun
adipositlere doniisebilmesiyle, depolama ihtiyaci arttiginda ve gerekli oldugunda adipoz
dokunun genislemesi miimkiin olmaktadir. Asir1 gida aliminda ve depolama ihtiyacina
gore olgun adipositler bityiikliiklerini artirirlar (Sekil 1.1) ve hipertrofik olurlar (Gray ve
Vidal-Puig, 2007).

Normal Obez

Adipositler Kan damarlan Makrofajlar

Sekil 1.1. Normal ve hipertrofik adiposit gortiniimii (Lumeng, 2010).
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Pozitif enerji dengesi sirasinda adipozun biiyiimesi, adipositlerin sayisinda bir
artis (hiperplazi) ve/veya yag hiicrelerinin boyutunda bir artig (hipertrofi) ile ortaya
cikabilir. Adiposit sayis1 yasamin erken evrelerinde kismen belirlenmis olmasina
ragmen, Onciil hiicrelerden olusan adipositlerin (preadipositler) sayist yetiskinlik

doneminde artabilir (Racz ve ark., 2014).

1.1.2.1.1. Hipertrofik tip obezite

Obezitenin olusumu ile metabolik hastaliklarin ortaya ¢ikmasinin gostergesi,
adipoz dokularda goriilen hiicresel yap1 degisiklikleridir (Sun ve ark., 2011). Hastalarda
ilk olarak, mevcut adipoz hiicrelerinde trigliserit depolanmasinin artigi, adipoz
hiicrelerini uygun olmayan bir sekilde genisleterek insiilin direncine ve inflamasyona
sahip bozuk bir adipoz doku ile karakterize hipertrofik obeziteye yol acar. Hipertrofi,
obezitenin ilerlemesinde, ek yag depolama kapasitesine duyulan ihtiyaci karsilamak
icin, hiperplazi Oncesinde olusur. Metabolik sendromlu obezlerde adipoz dokunun
karakteristik yapis1 adiposit hipertrofisi seklindedir. Hipertrofik obezite, subkiitandz yag
dokusunun yeni adipoz onciil hiicrelerini olusturma ve farklilastirma yeteneginin
bozulmasindan kaynaklanmaktadir. Lipit birikimi sirasinda subkiitandz yag dokusunda
yeni adipoz hiicresi alma yetenegi, uygun olmayan adipoz hiicre genislemesini
(hipertrofik obezite) onlemektedir (Faust ve ark., 1978; Gustafson ve ark., 2009; Sun ve
ark., 2011; Gustafson ve ark., 2013)

Adipositlerin boyutu, triagilgliserollerin depolanmasi ve salinmasi arasindaki
dengeye cevap verir. Artan gida alimi ve artmis insiilin salgilanmasi lipogenezi
destekleyecektir. Diger yandan, egzersizde ve lipolitik hormonlarin salgilanmasindaki
artig yag kullanimini tegvik edecektir. Bu durum, hipertrofik obezitenin dinamik ve geri
dontisiimlii oldugu anlamina gelir (Racz ve ark., 2014).

Hipertrofik obezitede, mevcut yag hiicreleri, obezitenin patofizyolojisinde rol
alan proteinleri ve metabolitleri {iretir. Bu proteinler, ¢ok diisiik yogunluklu
lipoproteinlerin trigliseritlerinin ve silomikronlarin hidrolizine katkida bulunan
lipoprotein lipazlari, sitokinleri (tlimor nekrotizan faktor- ve interldkin-6) ve

anjiyotensinojenleri igerir. Hipertrofilli yag hiicresi ayrica obez hayvan modellerinde
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yer alan bir hormon olan leptini tiretir. Hipertrofik tip obezite bozulmus glikoz toleransi,

hipertansiyon gibi obezitenin metabolik komplikasyonlari ile iliskilidir (Aronne, 2002).
1.1.2.1.2. Hiperplastik (hiperselliiler) tip obezite

Adipoz hiicrelerinde trigliseritlerin depolanmasinin artis1 yeni yag hiicrelerinin
artis1 (hiperplazi) seklinde bir mekanizma ile de gergeklesebilir (Gustafson ve ark.,
2009). Artmis toplam adiposit hiicresi sayisiyla karakterize olan hiperselliiler tip
obezite, tipik olarak, VKi< 40 kg / m? olan hastalari etkiler (Aronne, 2002).

Yag  hiicrelerinin O6mrii ¢ok uzun oldugundan, boyutlar1 depolanan
triacilgliserollerin miktarina gore degisir, ancak toplam sayisinda ya hi¢ degisiklik
olmaz ya da ¢ok kisith bir degisim gozlenir. Bu gercek, hiperplastik obeziteye sahip
bireylerin dmiirleri boyunca yag hiicrelerinin toplam kiitlesinde bir artis oldugunu ve
adipositlerin sayisinda bir azalma olmaksizin kii¢iilme meydana geldigini gosterir (Racz
ve ark., 2014).

Obezitenin bu iki hiicresel sekli, deri alt1 ile daha derin depo bolgeleri arasinda
cesitli yag dagilimlarindan bagimsizdir. Bu farkli hiicresel sekiller viicut biiyiikliigii,
viicut kompozisyonu, obezitenin derecesi, siiresi Ve baslangic yas1 gibi ¢esitli
parametreler agisindan incelendiginde, yalnizca, obezitenin baslangic yasi agisindan
hiperplastik tip obezite hipertrofik tip obeziteden ayrilir: hiperplastik obezite erken
baslangi¢c yasi, hipertrofik obezite ge¢ baslangic yasi ile karakterizedir. Adipoz
dokusunun hiperselliileritesinin en sik ortaya ¢iktigi iki farkli donem: ilk birkag¢ yil
icindeki ¢ok erken donem veya 9 ila 13 yas arasidir (Salans ve ark, 1973). Hipertrofik
obezitenin insiilin direnci ve diger metabolik komplikasyonlarla olan iliskisi
hiperplastik obeziteye oranla ¢ok daha kuvvetlidir. Yeni yag hiicrelerinin olusmasi
yetiskinlerde daha az goriiliir; ancak, ortaya ¢iktiginda, genellikle “obez ama metabolik

olarak normal” olarak tanimlanirlar (Gustafson ve ark., 2009).
1.1.2.2. Obezitenin ortaya ¢iktig1 yasa gore simiflandirilmasi

Obezitenin baslangi¢ yasmin belirlenmesi potansiyel olarak obeziteye katkida

bulunan yasam tarzi1 degisiklikleriyle iliskilendirilebilecegi ve hiperplastik tip obeziteyi
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hipertrofik tip obeziteden ayirabilecek klinik bir belirte¢ olabilecegi igin 6nemlidir
(Aronne, 2002).

1.1.2.2.1. Cocukluk ¢aginda baslayan obezite

Erken baslangi¢h sismanlik, yaygin olmasi, ¢ocukluk caginda baslayip eriskin
donemde de devam edebilmesi (Sekil 1.2), tip Il diabetes mellitus ve kardiyovaskiiler
hastaliklar gibi eriskin metabolik komplikasyonlarina sebep olmasi ile diisiik 6zgiiven,
depresyon ve olumsuz benlik imaji gibi psikososyal problemlere kaynak olabilmesi
dolayisiyla halk saglhigi agisindan biiyiik bir sorundur (Lo ve ark., 2014; Lee ve ark.,
2016).

Bagil kile degisimi

T T T T T T T T T T T T T T
Gebelik Dogum 2ay day 6ay 12ay 24ay 4yas 6yas 8Byas 10yas l2yas ldyas 16yas 1Byas

Yas

J N | J . ‘ J
ilk kritik periyot ikinci kritik periyot Ugtincii kritik periyot |
\ J J

Yiiksek maternal Gebelige bagh Dogum sonrasi Erken adipozite Erken pubertal
BKi fazla kilo alimi hizli biiyiime reboundu gelisim
.

I
[Genetik, davranissal ve sosyoekonomik fak‘lﬁrler)

.

Sekil 1.2. Obezitenin gelisimindeki kritik donemler (Gonzalez-Muniesa ve ark., 2017).

Insanlarda bebeklik dénemi, hem ilk yilda yaklasik 6 kg alinmasima, hem de
viicut boyutunun ortalama ii¢ katina ¢ikmasma bagli olarak en yiiksek kilo alinan
donemdir. Bebeklikteki bu hizli kilo artis1, gocukluk ve erigskin obezite riski ile tutarl
bir sekilde iligkilidir (Lakshman ve ark., 2012). Adipoz dokunun ontogenetik
gelisiminde “erken ¢ocukluk dénemi” ve “ergenlik donemi” olmak iizere dnemli iki
kritik donem daha vardir ve bu donemlerde adipoz doku kitlesi hizlandirilmig bir

birikim ile dogumdan ergenlige kadar artar. Normal kiloya sahip ¢ocuklarda adiposit
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boyutu erken ¢ocukluk doneminden ergenlik donemine ve sonrasinda eriskin doneme
kadar artar. Obez ¢ocuklarda ise adiposit boyutu 6-8. yaslarda zaten 6nemli Olgiide
artmistir ve daha sonra, erken erigskinlik donemine kadar nispeten sabit kalmasi, obez
cocuklarda daha biiyiikk olan adiposit boyutunun ¢ocukluk caginda belli bir diizeye
erisebilecegini gostermektedir (Landgraf ve ark., 2015).

Cocukluk ¢ag1 obezitesi siklikla hiperplastik tip obezite sinifinda degerlendirilir.
Biiyiimenin erken donemlerinde hiperplazi, adipoz doku kitlesinin artisina 6nemli
Ol¢iide katkida bulunur; ardindan kombine hipertrofi ve hiperplazi periyodu gelir. Bu
kavramda, eriskin déneme gelindiginde, adipositler artik ¢ogalamaz ve yag dokusu
sadece hipertrofiye bagl olarak boyutlarini artirabilir (Bulfer ve Allen, 1979).

Erken cocukluk doneminde fazla kilolu veya sisman olanlarin ergenlik ve
yetigkinlik doneminde obez olma olasiligi daha yiiksektir ve bu duruma genetik
faktorler ve gevresel faktorler arasindaki etkilesimler neden olur (Lee ve ark., 2016).
Whitaker ve ark., (1997) calismalarinda obez olmayan ebeveynlere sahip ii¢ yas alti
obez cocuklarin yetiskinlikte obezite i¢in diisiik risk tasidigini, ancak daha biiyiik
cocuklarda goriilen obezitenin ebeveynlerin obez olup olmadigina bakilmaksizin,
yetiskin obezitesinin 6nemli bir gostergesi oldugunu; ayrica, parental obezitenin, 10
yasin altindaki hem obez hem de obez olmayan ¢ocuklar arasinda yetiskin obezite

riskini ikiye katladigin1 gostermislerdir.

1.1.2.2.2. Eriskin donemde baslayan obezite

Eriskin donemde baslayan obezite yag hiicrelerinin boyutunun lipit depolanma
artisina bagli olarak artmasi ile karakterize olan hipertrofik tip obezite sinifinda
degerlendirilmektedir (Bulfer ve Allen, 1979). Baslangi¢ yasi kimi ¢alismada 18 yas ve
sonrast olarak tanimlanirken (Nasr ve ark., 1982) kimi ¢aligmada ise 20 yas ve lizeri
(The ve ark., 2010) olarak kabul edilmistir. Obezitenin eriskin yasta baslamasinda
birgok faktor rol oynayabilir; ancak, yasam tarzindaki degisim (fiziksel olarak aktif
yasam tarzindan hareketsiz yasam tarzina gecis) temel faktorlerden biridir. Multimedya
kullanimimin (bilgisayar, TV, internet) yanisira ulagim i¢in motorlu ara¢ kullaniminin
artis1 ve fiziksel olarak yogun mesleklerin sayisinin azalmasi gibi duragan yasam tarzi

tipleri enerji tiiketiminde azalmaya yol agarken, sagliksiz gidalarin asir1 tiiketimi enerji
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aliminda artisa neden olur. Enerji alimi ve enerji tiiketimindeki kii¢iik bireysel
degisiklikler bile, sistematik enerji dengesizligine (6rnegin enerji alimmin enerji
tiiketimini agsmasi) ve obezitede popiilasyon boyutunda ciddi degisikliklere yol agabilir
(Hill ve ark., 2003; Pratt ve ark., 2012).

1.1.2.3. Obezitenin viicuttaki yag birikim lokalizasyonuna gore siniflandirilmasi

Insanlarda yag dagilimi hem yasa hem de cinsiyetine baglidir; cinsiyete bagh
yag dagilimi bebeklik, erken ¢ocukluk ve yaslilikta benzerdir, ancak yag dagilimindaki
farkliliklar erken genglik yaslarindan orta yaslara kadar olan dénemde ortaya cikar.
Insanlarda yag dagilimi, cinsiyet hormonlari tarafindan diizenlenir ve yag bir bolgede
biriktirildigi zaman, ayni zamanda viicudun bir bagka bolgesinden de kullanilabilir
(Singh ve Singh, 2006). Bjorntorp (1987, 1991) ve Rebuffé-Scrive ve ark., (1985)
tarafindan yapilan kapsamli ¢alismalar, cinsiyet hormonlarinin belirli bdlgesel
adipoziteyi etkiledigi ve yag kullanimini ve birikimini diizenlendigini gdstermistir.
Basitce ifade edilirse, Ostrojen, abdominal bolgede yag birikimini O6nlerken
gluteofemoral bolgedeki yag birikimini diger viicut bolgelerinde oldugundan daha fazla
uyarir. Buna karsilik testosteron, abdominal bdlgede yag birikimini uyarir ve
gluteofemoral bolgede yag birikimini 6nler (Singh ve Singh, 2006).

Viicut yaginin dagilimi total adipoziteye gore daha 6nemlidir ve hastalik riskleri
ile dogrudan iliskilidir (Koster ve ark., 2015). Bunun sebebi viicuttaki yag dagilim
seklinin, obeziteden daha 6nemli bir morbidite ve mortalite faktorii olmasidir. Bazi obez
bireyler viicudun iist kisimlarinda yag depolarken, digerleri viicutlarinin alt kisimlarinda
yag depolar. Bu durum, iki tip obeziteye neden olur: Android tip obezite ve gynoid tip
obezite (Racz ve ark., 2014).

1.1.2.3.1. Android obezite (elma tipi obezite)

Erkeklerde daha sik goriilen bu obezite tiirline International Obesity Task Force
(IOTF, 2004) “erkeklerde 102 cm'den ve hamile olmayan kadinlarda ise 88 cm'den
biiyiik bel ¢evresi” seklinde bir tanimlama getirmistir. Ozellikle ist viicutta depolanan

fazla viicut yagi, ayn1 zamanda, elma seklinde obezite veya abdominal obezite olarak da
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bilinen iist viicut sismanhgi ile sonuglanir. Ust viicut obezitesini tanimlamak icin
kullanilan diger isimler arasinda merkezi obezite, trunkal obezite veya android obezite
bulunur. Halk dilinde, elma sekli obezitesine bazen “gdbek™ veya “bira gobegi” denir.
Yani asirt yiyecek tiiketimine ek olarak fazla miktarda bira veya baska alkollii icecek
tilketen kisilerde yaygin olarak goriilen gobek yapisidir (Uzogara, 2016). Tipik olarak,
iist viicut sismanligr erkeklerde daha sik goriilse de kadinlarda da yaygindir ve yag
hiicrelerinin hacimce biiyiimesi ile karakterize olan hipertrofik tip obezite sinifinda
degerlendirilir (Patidar, 2013; Isik ve ark., 2017). Menstriiel anormallikleri olan veya
dogum sonras1 hormon tedavisi goren kadinlar, bu tip obeziteye daha yatkindirlar
(Patidar, 2013). Bu tip obeziteden muzdarip kadinlar, hirsutizm olarak adlandirilan
viicut killilig1 gibi daha erkeksi bir 6zellik gelistirirler ve genellikle ayni1 tip obeziteden
muzdarip erkeklerden daha fazla yaga sahiptirler (Ojiegbe, 2016).

Android tip obezite, deri alt1 ve i¢ karin bolgesi kompartmanlarindaki adipoziteden
katkilar alir. Intra-abdominal yag (visseral yag), i¢ organlar ve peritonda, bagirsaklarin
dorsal sinir1 ve bobregin ventral yiizeyinde bulunan yag olarak tanimlanmistir (Despres,
2006). Hastanin yag dokusu ozellikle karnin ist kismi, omuzlar, yiiz, kol, boyun ve
gogiiste birikmistir ve viicudun alt kismu, iist kisma kiyasla orantisiz olarak daha incedir
(Patidar, 2013). Ayrica android tip obezitede bel/kalga orani erkekte 0,95’den, kadinda
ise 0,8’den fazladir (Ojiegbe, 2016).

J.Vague, 1947'de obezitenin metabolik komplikasyonlarinin en énemli faktori
olarak bolgesel adipoz doku dagiliminin 6nemini 6ngdren ilk kisiydi. Vague android
obezitenin hizlandirilmis ateroskleroz, tip 2 diabetes mellitus ve gut ile iliskili oldugunu
One slirmiistiir. Vague'in Onciisii oldugu bu fikir sayisiz deneysel, klinik ve
epidemiyolojik calismalarla dogrulanmistir ve android obezitenin neden oldugu durum
“X-sendromu”, “metabolik sendrom” veya basitge “insiilin direnci sendromu” olarak
adlandirlmistir (Racz ve ark., 2014).

Sonu¢ olarak gilinlimiizde de android tip sismanligin Diabetes Mellitus,
Hipertansiyon, dislipidemi gibi bir¢ok hastalik i¢in risk faktori oldugu (Sekil 1.3) ve bu
tip obeziteye sahip bireylerin kardiyovaskiiler hastaliklar, yagl karaciger hastalig1 ve
bazi kanser tiirleri (kolon, mide ve meme) gibi ¢esitli hastaliklara kars1 daha savunmasiz
oldugu bilinmektedir (Yen, 1994; Uzogara, 2016). Ust viicut obezitesinin erkeklerde

daha sik goriilmesi hipertansiyon, dislipidemi ve glukoz intoleransi gibi metabolik
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anormalliklere sahip olma olasiliklarim yiikseltir ve bu durum erkeklerin neden daha
yiiksek Oliim oranlarina ve koroner kalp hastaligi insidansina sahip oldugunu
aciklayabilir. Kadinlarda da android tip yag paterni, kalp hastalig1 gelistirme olasiligini
artirir (Yen, 1994).

sendrom riski azdir

- \ } '
P / Diyabet ve metabolik
\

5

\
Normal '

Yag birikimi { &
BKi < 25 2

BKi > 30 £

’\ . & \> Elma tipi obezite

,/

(Viseral yag artisi)

Diyabet ve metabolik
sendrom riski fazladir

1

Sekil 1.3. Armut ve elma tipi obezite (Gesta ve ark., 2007).

1.1.2.3.2. Gynoid tip obezite (armut tipi obezite)

Esas olarak alt viicutta kalca, uyluk ve bacak bdlgelerinde artmis subkiitanoz
yag, alt viicut obezitesi veya armut sekli obezitesi ile sonuglanir. Armut sekli obezitesi,
gluteal obezite, periferik obezite veya ginoid obezite gibi c¢esitli isimlerle de
bilinmektedir (Gesta ve ark., 2007; Uzogara, 2016). Kadinlarin daha fazla etkilenmesine
ragmen, bu tiir obezite her iki cinsiyette de yaygindir ve yag hiicre sayisindaki artis ile
karakterize olan hiperplastik tip obezite sinifinda degerlendirilir (Patidar, 2013; Isik ve
ark., 2017). Bu tiir yag birikiminde Ostrojen ozellikle gluteofemoral bolgedeki yag
birikimini diger viicut bolgelerinde oldugundan daha fazla uyarir (Singh ve Singh,
2006).

Gynoid obezite asir1 adipozitenin lokomotor zorluk, abdominal basing, solunum
hareketinin sinirlanmasi, vendz ve lenfatik dolagimin yavaslamasi, seliilit gibi dogrudan

mekanik komplikasyonlar1 ile iligkilidir (Vague, 1956). Subkiitan veya armut tipi
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obezitesi olan bireyler plazma lipid bozukluklar1 (aterojenik dislipidemi), artmis kan
basinci, yiiksek plazma glikozu ve protrombotik durum ile karakterize metabolik
sendrom komplikasyonlart i¢in diisiik risk altinda iken, visseral veya elma tipi obezitesi
olan kisiler bu komplikasyonlar ve metabolik sendromun koroner kalp hastaligi, inme,
tip 2 diyabet ve komplikasyonlari, yagh karaciger, kolesterol safra tasi ve muhtemel
bazi kanser tiirleri gibi klinik sonuglar1 agisindan yiiksek risk altindadir (Sekil 2.1)
(Grundy, 2000; Gesta ve ark., 2007).

Bouchard 1991 yilinda basit iist viicut obezitesi (elma tipi) ve alt viicut obezitesi
(armut tipi) seklindeki smiflandirmaya yeni bir diizenleme getirmis ve adipoz
dokusunun topografyasinin kesin tahminine dayanarak, dort farkli tipte obezite
Onermistir:

i.  Ilk tip, herhangi bir bélgesel farklilik olmaksizin viicut yagmin tiim viicuda
benzer oranlarda dagilmasi ile karakterizedir ve ovoid tip olarak isimlendirilir.

ii. Ikinci tip, ozellikle abdominal bélgede, govdede asir1 deri alti yagi olarak
tanimlanir ve android veya elma tipi yag birikimine esdegerdir. Yapilan
calismalarda bu tip obezite ile insiilin direnci arasinda anlamli bir iliski
bulunmustur.

iii.  Uciincii tip, abdominal viseral bolgede asir1 miktarda yag birikimi ile
karakterizedir ve abdominal viseral obezite olarak adlandirilabilir. Yapilan
caligmalarda ii¢lincii tip obezitede meydana gelen viseral yag dokusu artis1 ile
glikoz intoleransi, hiperlipidemi ve yiiksek tansiyon riski arasinda giiclii bir
iligki saptanmistir. Tip 3 sismanlikta Tip 2 sismanliktan farkli olarak yag deri
altinda degil i¢ organlarin etrafinda (viseral yag) daha fazladir. Ugiincii tip
obezite erkeklerde daha sik goriilir ve yasin ilerlemesiyle beraber yag
birikiminde artis meydana gelir.

iv.  Dordiincii tip, gluteofemoral obezite olarak tanimlanir ve siklikla kadinlarda
goriliir (gynoid obezite). Armut tipi sismanlik yag birikimine esdegerdir. Uyluk
ve kalgada asir1 yag depolanmasi gozlenir (Bouchard, 1991; Akbulut ve ark.,
2007; Racz ve ark., 2014).
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Her ne kadar bu siniflandirma basit {ist/alt siniflara gére daha bilimsel olsa da,
halk saglig1 ve genel tibbi uygulamada, basit siniflamanin kullanilmasi yeterlidir ¢iinkii

iist viicut obezitesi her zaman viseral obezite ile iliskilidir (Racz ve ark., 2014).

1.1.2.4. Obezitenin etiyolojiye gore simiflandirilmasi

1.1.2.4.1. Primer obezite (ekzojen obezite)

Bu tip obezite basit veya ekzojen obezite olarak da isimlendirilir. Obez
cocuklarmm % 95-99’unda ekzojen obezite goriilmekle birlikte % 1-5’inde sekonder
organik obezite goriiliir. Bu cocuklarda obezite genellikle dengesiz beslenme nedeniyle
alinan enerji ve kullanilan enerji arasindaki dengesizlik sonucu meydana gelir ve bu
cocuklar ergenlik donemine erken girme egilimindedir. Ayrica yetiskin yasta boylar
ailenin beklediginden daha kisadir (Hoey, 2014). Pediatrik birincil obezite, metabolik,
genetik, beslenme, sosyoekonomik, kiiltiirel, psikolojik ve yasam tarzi faktorleri ile

iligkili ¢ok faktorlii bir etiyolojik durumdur (de Morais Macieira ve ark., 2017).

1.1.2.4.2. Sekonder obezite (endojen obezite)

Her ne kadar kilo alimi vakalar1 aslinda artmis kalori alim1 ve hareketsiz yagam
tarz1 ile iligkili olsa da istahi, metabolizmayi, enerji dengesini ve yag dagilimini
etkileyen noroendokrin, hipotalamik veya genetik bozukluklar sekonder tip obeziteye
neden olabilir (Karam ve McFarlane, 2007; Hoey, 2014 ).

Sekonder tip obezite basit obeziteye gore ¢ok daha az siklikta goriiliir ve
cocukluk c¢ag1 obezitesine neden olan seckonder nedenler % 1-5’lik bir grubu
olusturmaktadir (Hoey, 2014). Primer ve sekonder tip obezitenin etyopatogenezinde rol

alan faktorler Cizelge 1.1°de goriilmektedir.
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Cizelge 1.1. Cocukluk ¢agi obezitesinin nedenleri (Hoey, 2014)
Primer Obezite (%95-99)  Sekonder Obezite (% 1-5)

Cevresel Faktorler Endokrin Hastaliklar
Gida alimi Hipotiroidi
Egzersiz Biiytime hormonu eksikligi
Duygusal Problemler Cushing sendromu
Genetik Egilim Genetik Sendromlar

Prader Willi

Laurence Moon Biedl

Albright'in herediter osteodistrofisi
Melanokortin 4 Reseptor Gen Mutasyonu, leptin
eksikligi

Merkezi Sinir Sistemi
Hipotalamik tiimorler / lezyonlar

1.2. Detoksifikasyon Enzim Sistemleri

Yasayan organizmalar dis g¢evre ile etkilesim halinde olduklari icin siirekli
olarak cesitli kimyasal bilesiklere ve ksenobiyotiklere maruz kalmaktadir. Dogal olarak
olusan madde veya insan yapimi kimyasallarin bir¢ogu, solundugunda veya absorbe
edildiginde zararli olabilir. Yapay kimyasallar arasinda anti-kanser ilaglari, mantarlar
tarafindan {iretilen antibiyotikler, pestisitler, herbisitler ve diger ¢evresel kirleticiler
bulunur. Baz1 toksin tiirleri, hiicrede biiyliik miktarlarda reaktif oksijen tiirleri (ROS)
tiretimine sebep olabilir; ancak, bazi durumlarda ROS, metabolik siire¢lerin dogal yan
tirtinleri de olabilir. ROS birgok biyomolekiil ile reaksiyona girebilir; ve, hasara ve/veya
cesitli patolojilerin gelisimine neden olabilir (Yang ve ark., 2011). Organizmalar
bircogu biiyiik Olclide polar olmayan, yapisal olarak farkli bu zararli molekiillerin
kimyasal detoksifikasyon ve eliminasyon siireglerini isleyen enzim sistemlerinden
olusan gelismis savunma stratejileri gelistirmistir (Dirr ve ark., 1994). Bir¢ok bakteri
tiiriinde bu enzimler araciligiyla reaktif bilesikler yararli metabolitlere doniistiiriiliirken
daha yiiksek yapili yasam formlarinda toksik bilesikler metabolizmadan uzaklastirilirlar
(Perbandt ve ark., 2003).

Detoksifikasyon enzimleri, substratlar1 i¢in ¢ok spesifik degillerdir. Cogu enzim,

bir substrata siki1 bir sekilde baglanmaya evrilmisken, detoksifikasyon enzimleri farkli
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bir strateji kullanmaktadir. Diger enzimlerin, yliksek 6zgiillik ve yiiksek doniisiim
sayis1 (turnover sayisi) ile elde ettikleri etkinligi, detoksifikasyon enzimleri, uygun
hiicre tiplerinde yiiksek seviyelerde ifade edilebilme sayesinde basarir. Detoksifikasyon
enzimleri, cogunlukla ayn1 genden evrilmis gen aileleri tarafindan kodlanir. Bu nedenle,
bir tiir, farkli substrat 6zgiilliiklerine sahip olan ¢ok sayida izozim igerebilmektedir. Bu
strateji sayesinde, tek bir enzim ailesi, hiicreye giren ¢ok ¢esitli ksenobiyotikleri
detoksifiye ederek organizmayi korur (Gulick ve Fahl, 1995). Diger yandan ¢ok sayida
calisma, kanser, Parkinson hastaligi, fibromiyalji ve kronik yorgunluk/immiin islev
bozuklugu sendromu gibi hastaliklarla bozulmus detoksifikasyon durumu arasinda bir
iliski oldugunu gdstermektedir. Detoksifikasyon sistemleri oldukc¢a karmasiktir, biiyiik
miktarda bireysel degiskenlik gdsterir ve bireyin ¢evresing, yasam tarzina ve genetik
Ozglnliigiine son derece duyarlidir (Liska, 1998).
Biyolojik detoksifikasyon enzim sistemleri, birbiriyle iliskili {i¢ biiyiik gruba
ayrilabilir;
e Sitokrom P450 siiper ailesi gibi faz 1 enzimleri, kimyasallar i¢inde reaktif

fonksiyonel gruplar (6rnegin epoksitler) olusturarak onlar1 aktive eder.

e Faz Il enzimleri, bu reaktif kimyasallari, fonksiyonel gruba bir hidrofilik kisim

(6rnegin glutatiyonil, glukuronil veya siilfiiril) ekleyerek deaktive eder.

e Faz III enzimler, aktif olmayan ve suda ¢Oziinlir {riinlerin hiicresel

eliminasyonuna aracilik eder (Dirr ve ark., 1994).

1.2.1. Faz I sistemleri

Yiikseltgenme, indirgenme ve hidroliz reaksiyonlarindan olusan faz |
detoksifikasyon sistemi genellikle yabanci bilesiklere karsi ilk enzimsel savunma
basamagidir ve islevsellestirme reaksiyonlar: olarak da adlandirilir. Faz |
reaksiyonlarinda molekiiliin hidrofilikligini arttirmak amaciyla molekiil i¢indeki -OH,
-COzH, - NHy, ya da — SH gibi fonksiyonel gruplar ortaya ¢ikarilir ya da molekiile bu
fonksiyonel gruplar eklenir. Bu reaksiyonlar fonksiyonel grubun dogrudan girisi (6rn.,
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aromatik ve alifatik hidroksilasyon) veya mevcut gruplarin modifiye edilmesiyle (6rn.,
ketonlarin ve aldehidlerin alkollere indirgenmesi, alkollerin asitlere oksitlenmesi, ester
ve amidlerin hidrolizi; ve nitro bilesikleri; oksidatif N -, O - ve S - dealkilasyonu)
gerceklesir (Penner ve ark., 2012).

Faz I sistemi, aslinda farkli substratlara baglanabilen bir¢ok izoenzim grubudur.
Her ne kadar flavin igeren monoksigenazlar, monoamin oksidazlar ve ksantin
oksidaz/aldehit oksidaz gibi birkag¢ tip faz I detoksifikasyon enzimi mevcutsa da en
yaygini, karisik iglevli oksidazlarin sitokrom P450 (CYP 450) siiper ailesidir (Liska ve
ark., 2006; Penner ve ark., 2012). Bu enzimler ksenobiyotikler, steroidler, safra asitleri,
yag asitleri, eikosanoidler, ¢evresel kirleticiler ve karsinojenler dahil olmak iizere bircok
endojen ve ekzojen bilesigin metabolik oksidasyon, peroksidasyon ve rediiksiyon
reaksiyonlarini katalizler (Liska ve ark., 2006).

Sitokrom P450 enzim ailesi molekiiler oksijenden substrat i¢ine bir atomun
eklenmesinin oksidatif reaksiyonlarini katalize eden, heme grubu iceren, énemli bir
monooksijenaz smifidir. Cogu durumda, bu biyotransformasyon faz I bilesiginin faz II
konjugasyon reaksiyonlarina girmesine izin verir. Bazi durumlarda ise bu bilesik faz I
reaksiyonundan hemen sonra elimine edilebilir (Liska ve ark., 2006; Yang ve ark.,
2011). Insanlarda 50'den fazla protein {iyesi tanimlanmis olan CYP siiper ailesi (Sekil
1.4), islevsel olarak ii¢ grupta siniflandirilabilir:

e 1. Grup: Bu enzim grubu CYP 5-51 ailelerini igerir ve endojen dneme
sahiptirler. Genellikle substratlari i¢in yiiksek afiniteye sahipler ve evrim

siiresince nispeten 1yi korunmuslardir

e 2. Grup: CYP 1-3 ailelerini igerir ve genellikle substratlari i¢in daha az
afiniteye sahiptirler. Evrim siiresince daha az korunmuslardir ve 6nemli

genetik polimorfizmler gosterirler

e 3. Grup: CYP 4 enzim ailesini igerir. Hem yag asidi hem de iliskili
substratlarin ve bazi ksenobiyotiklerin metabolizmasinda rol oynarlar

(Ingelman-Sundberg, 2004; Yang ve ark., 2011).
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1.2.2. Faz Il sistemleri

Faz 1I reaksiyonlar1 konjugasyon reaksiyonlari olarak da adlandirilir ve
genellikle faz | islevsellestirme basamagini takiben gergeklesir; bu da ksenobiyotiklerin
idrar veya safra yoluyla atilabilen suda ¢oziinebilen bir bilesige doniistiiriilmesi ile

sonuglanir (Liska, 1998).

1 Hozs CYPZAG i
‘“ﬂ: Hosa CYPZAT |
Hosa CYP2ZATS
Hasa CYP2FT
Hosa CYPZBG
Hosa CYP2ET
Hosa CYPZET

100 [ Hoss chzcs:| ii

Hasa CYP2018 H H
wﬂ;a—|_: e ovreera | | CYP2 ailesi
100 Hoza CYP2CH
Hosa CYB2DE
ag Hasa CYP2W1
Hasa GYP2UT
a Hoss CYP2J2

Hoza CYPIRT
Hasa CYPIST . .
100 [ i35 GYPIAT ] cyp1 ailesi
1) s Hoza CYPTAZ
Hosa CYP1TAT
Hosa CYP2TAZ
Hosa GYP24AT
10— Hosa CYPI181
100 b— Hoss CYPI1B2
- Hosa CYPTIAT
Hosa CYP2ICT
100 Hosa CYP2TAT
Hoza CYP278T
Hoss CYPISAT
Hosa CYP2GAT
| 00 Hosa CYP26B1
100 Haza CYP2ECT

b Hulﬁl:unsa CYPIA4 "I—~
Hoza CYPIAT - -
ml Hosa CYPIAS CYP3 ailesi
Hosa CYPIA43 -
Hose CYPSAT

Hoss CYP48AT
94 Hosa CYPAV2 —
100/~ Hoza CYPLATM w
C Y Hoza cYPaaZ2

Hosa CYP4X1
100 Hoza CYP4ZT . .
Hosa CYP4E ] CYP4 ailesi

100 Hoze CYP4FIZT)
_](]]I l_ Hasa CYPIFS v

Hosa CYP4FI12
IMLIE Hoga CYPAFTT
Hosa CYP4FZ
46 Hosa CYP4F3 — =
Hosa CYPZ0AT
Saca DITZ2
| I Sace ERGS
100 Sepo ergh
Hosa CYPIGAT
Hosza CYPIAT
Hasa CYP7BT
100 Hosa CYPEAT
100 Hoze CYPEET
Hoza CYPEIAT
Sace ERGIT
100 Scpo ergl]

—
005

Sekil 1.4. Insan CYP P450 genlerinin filogenetik agaci (Kawashima ve Satta, 2014).
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Insanlarda baslica faz II detoksifikasyon reaksiyonlar1 sunlar1 icerir:

e Glukuronid konjugasyonu (aktif glukuronik asitin kullanildig1 enzimatik
reaksiyonlarla devam eder)

e Siilfat konjugasyonu (aktif siilfatin kullanildig1 enzimatik reaksiyonlarla devam
eder)

¢ Glutatyon konjugasyonu veya merkapturik asit olusumu (glutatyon ile reaktif ara
tirtinlerin konjugasyonunu katalizleyen enzimatik bir reaksiyondur; konjuge
iirlin daha sonra merkapturik asite dontstiiriiliir ve atilir)

e Aminoasit konjugasyonu

e Asetilasyon

e Metilasyon

Cogu durumda, faz II reaksiyonlar1 ana molekiiliin biyolojik aktivitesini ve bunu
takiben toksisitesini azaltir. Biyotransformasyona ugramis molekiiller, hizli atilimi
saglanabilen yeterli derecede hidrofilik karaktere sahip maddeler olusturmak igin
endojen hidrofilik bilesiklerle birlestirilir. Bu "konjugasyon reaksiyonlar", g¢esitli
maddeler ile meydana gelebilir ve iliskili kofaktorler (6rn., glukuronik asit, siilfat, glisin
veya glutatyon) organizmanin dogal metabolizmas: tarafindan iiretilir Insanlarda faz I
detoksifikasyon sistemine ait enzimler, reaksiyonlar ve substratlar Cizelge 1.2°de
goriildiigi gibidir.

Faz I reaksiyonlar1 sonucu biyotransformasyona ugrayan metabolik ara
maddenin, ortaya c¢ikarilarak ya da eklenerek (¢ogunlukla OH grubu olarak eklenir)
olusturulmus aktif bolgesi Faz II konjugasyonunda bu kofaktorlerden biri tarafindan
saglanan bir polar grup ile konjuge edilir (Liska ve ark., 2006). insanlarda Baslica Faz II
Detoksifikasyon Aktiviteleri (Liska ve ark., 2006).

1.2.3. Faz 111 sistemleri
Faz II konjugasyon reaksiyonlarinin iiriinleri daha sonraki asamalarda da metabolize

olup ve hiicreden atilirlar. Ornegin faz II konjugasyon reaksiyonu sonucu olusan

glutatyon ve 1,2-diboromoetan konjugati mutajeniktir (Kim ve Guengerich, 1990) ve
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daha ileri metabolize edilmesi gerekir (Gulick ve Fahl, 1995). Bazi arastirmacilar
enzimler araciligiyla faz Il konjugasyon iirlinlerinin atilimini1 detoksifikasyonun tiglincii
faz1 olarak kabul etmislerdir (Ishikawa, 1992; Gulick ve Fahl, 1995) ve antiportir
aktivite (p-glikoprotein), Faz III detoksifikasyon sistemi olarak adlandirilmistir (Liska
ve ark., 2006). Ksenobiyotiklerin sirasiyla Faz I, Faz II ve Faz III enzim sistemlerinin

aktivitesi sonucu biyotransformasyonu Sekil 1.5°de goriilmektedir.

Cizelge 1.2. Insanlarda baslica faz II detoksifikasyon aktiviteleri (Liska ve ark., 2006)

Reaksiyon Enzim Substratlar
H,0 Epoksit Hidrolaz Epoksitler
Glutatyon Glutatyon transferazlar Elektrofiller
Glukuronik asit Glukuronil transferazlar ~ Fenoller, Tiyoller,
Aminler
Karboksilik asitler
Silfiirik asit .
i ast Siilfotransferaz Fenoller, Tiyoller,
Aminler
Metil grubu . .
Metil transferazlar Fenoller, Aminler
Asetik asit (Asetil-CoA)
N-asetil transferazlar Aminler
Amino asitler (Asetil-CoA,
taurin, glisin) Amino asit transferazlar ~ Karboksilik asitler

Hiicre i¢i metabolitlerin membrandan tasinimi, kritik 6neme sahip bir hiicresel
islevdir. Timor hiicrelerinin, ¢oklu ilaca direngli fenotipi ile ilgili yapilan bir ¢aligma
(Endicott ve Ling, 1989) bazi antikanser ilaglarin hiicrelerden disar1 atilmasina aracilik
eden bir plazma zar1 glikoproteini olan “P-glikoproteini” nin kesfine yol agmistir. ATP
bagimli bir diger taginim pompasi ise glutatyon s-konjugatlarinin hiicre disina atilmasini
saglayan GS-X pompasidir. Faz II reaksiyonlari sonucu olusan Glutatyon S-
konjugatlarinin GS-X pompasi ile hiicre dismma atilmast hem ksenobiyotiklerin
eliminasyonu hem de I6kotrien C,4 gibi dogal olarak olusan, biyolojik aktif glutatyon S-
konjugatlarinin fonksiyonlarinin diizenlenmesinde kritik oneme sahiptir (Ishikawa,
1992).
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Kinetik veriler (Akerboom ve ark., 1991), GS-X pompasinin aktif bolgesinde
fonksiyonel agidan onemli ii¢ domain (P-, G ve C-domainleri) ortaya g¢ikarmustir.
Basit¢ce P domaini fosforilasyon bolgesidir, G domaini glutatyon S-konjugatlarindaki
glutatyon birimini tanir ve C domaini, glutatyon S-konjugatlarinin hidrofobik pargasina
kars1 afinite gosterir. GS-X pompasi, farkli tiplerde glutatiyon S-konjugatlarina karsi
genis bir substrat o0zgiilliigline sahiptir, buna karsin uzun alifatik karbon zinciri olan

glutatiyon S-konjugatlari igin nispeten yiiksek afinite gosterirler (Ishikawa, 1992).

Ksenobiyotik &£ +

Reaksiyonlari
& __-e

Sekil 1.5. Ksenobiyotiklerin enzimatik biyotransformasyonuna genel bakis (Allocati ve
ark., 2018).

1.3. Glutatyon Konjugasyonu ve Glutatyon S-Transferazlar

1.3.1 Glutatyon ve metabolik konjugasyonu

Faz 1II konjugasyon reaksiyonlari iginde glutatyon konjugasyonu ana
reaksiyonlardan biridir (Yang ve ark., 2011). Glutatyon (GSH), glutamin, sistein ve
glisin amino asitlerinden olusan suda ¢oziinebilir bir tripeptiddir (Sekil 1.6).
Glutatyonun tiyol grubu hiicre i¢inde en bol bulunan kii¢iik molekiildiir ve bazi

dokularda milimolar konsantrasyona ulasir. Onemli bir antioksidan olarak GSH,
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glutatyon S-transferazlar (GST) ve glutatyon peroksidazlar (GPx) ile Katalizi
araciligiyla ¢esitli elektrofilik bilesiklerin ve peroksitlerin detoksifikasyonunda rol
oynar. GSH'un oOnemi, bitkilerde, memelilerde, mantarlarda ve bazi prokaryotik
organizmalarda yaygin kullanimi ile kanitlanmigstir. Detoksifikasyona ek olarak, GSH,
glioksilaz sistemi, riboniikleotidlerin deoksiriboniikleotidlere indirgenmesi, protein ve
gen ekspresyonunun tiyol araciligiyla diizenlenmesi (disiilfil degisim reaksiyonlari) gibi
diger hiicresel reaksiyonlarda da rol oynar. Tripeptit, hiicre iginde ylikseltgenmis
(GSSG) veya indirgenmis (GSH) formda bulunabilir. Hiicredeki optimal GSH: GSSG
oranlarinin korunmasi, hayatta kalma acisindan kritik 6neme sahiptir, dolayisiyla
sistemin siki bir sekilde diizenlenmesi zorunludur. GSH'un eksikligi, hiicrede oksidatif
hasar riski olusturur. GSH oranindaki dengesizlik kanser, norodejeneratif bozukluklar,
kistik fibrozis, HIV ve yaslanma gibi genis bir patoloji ile iligkilendirilmistir (Townsend
ve ark., 2003).

Sekil 1.6. Glutatyon yapisi (y-L-glutamil-L-sisteinil-glisin veya y-L-Glu-L-Cys-Gly)
(Modén ve Mannervik, 2014).

GSH homeostazisi normal olarak, indirgenmis GSH'U oksitlenmis glutatyon
disiilfidden (GSSG) geri doniistiiren oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlariyla ve ayni
zamanda y-glutamil dongiisiinde sentezlenmesi yoluyla korunur (Sekil 1.7) (Rusell ve
ark., 2008). Tripeptid glutatyon, vy-glutamilsistein sentetaz ve GSH sentetaz
enzimlerinin ardisik aktiviteleri sonucu hiicre igerisinde sentezlenirken, glutatyon
konjugatlarinin bozunumu hiicre disinda, hiicre zar1 {izerinde y-glutamil transferaz

tarafindan baglatilir (Townsend ve ark., 2003; Modén ve Mannervik, 2014).
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1.3.2. Glutatyon S-transferazlar

Glutatyonun hem endojen hem de ksenobiyotik kokenli elektrofillerle
konjugasyonunu Kkatalize eden Glutatyon S-transferaz enzimleri detoksifikasyon
sistemleri arasinda kritik bir rol oynamaktadir (Hayes ve Pulford, 1995; Modén ve

Mannervik, 2014).

A

Glutamat
y-glutamilsistein /‘ Sistein
sentetaz - *

y-glutamilsistein

lisi
GSH sentetaz -9 ‘ /‘ s NADP*

Glutatyon

y-glutamil .. * \

transpeptidaz

Sisteinilglisin
dipeptidaz -» *
Glisin + Sistein

Sekil 1.7. y-glutamil dongtisii ve GSH:GSSG dongiisii (Rusell ve ark., 2008).

Glutatyon  S-transferaz  enzimleri,  elektrofilik  bilesiklerin  hiicresel
biyotransformasyonuna 6nemli katkida bulunurlar. Hem ksenobiyotik hem de endojen
kokenli ¢cok sayida bilesigin genotoksik ve kanserojen etkilerine karsi koruma saglarlar
(Mannervik ve ark., 2005). Glutatyon S-transferazlar ilk olarak 1961 yilinda iki farkli
grup tarafindan siganlarin karaciger hiicre lizatlarinda GSH ile brom siilfoftalein
(Combes ve Stakelum, 1961) ve kloronitrobenzenler (Booth ve ark., 1961) gibi
halojenlenmis aromatik bilesiklerin enzim katalizli konjugasyonun arastirilmasi iizerine
yapilan ¢aligsmalar sirasinda tanimlanmistir. GST enzimleri ilk olarak aktivitelerine gore
spesifik olarak ayrilan grup ya da elektrofilik molekiiliin karbon iskeleti baz alinarak
siiflandirilmaya ¢alisilmistir. Yani tizerinde etkili olduklar1 substrata gore aril- (Grover

ve Sims, 1964), alkil- (Johnson, 1966) alken-(Chasseaud, 1973) ve epoksit transferaz
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(Boyland ve Williams, 1965) seklinde adlandirilmistir (Habig ve ark., 1974; Mannervik
ve ark., 2005). Bunu takiben “genel” GST substrati, 1-kloro-2,4-dinitrobenzen
(CDNB)’in, birka¢ farklt GST i¢in substrat oldugunun gosterilmesi (Clark ve ark.,
1973), isimlendirmenin yanligligin1 ortaya ¢ikarmistir. Aslinda, birgok GST, Ortlisen
substrat seciciligi gosterir. Bu nedenle substrat spesifikligi baz alinarak yapilan
isimlendirme terk edilmis ve harfler ile isimlendirme yapilmistir. Uluslararasi
Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi (IUBMB) Enzim Komisyonu bu enzimin
sistematik ismini "RX: glutatyon R-transferaz" (EC2.5.1.18) olarak degistirmistir
(Mannervik ve ark., 2005). GST'ler genellikle glutatyon ve elektrofiller arasindaki
reaksiyonlar1 katalizlerler; ancak, bireysel transferazlar farkli substrat spesifitesine
sahiptir ve farkli kimyasal doniistimleri katalize ederler. Belirli bir genden tiiretilmis
(6rnegin, pre-mRNA'nin Kkesip ekleme mekanizmasi ile) varyant GST'ler, GST
izoenzimlerini olusturur (Ranson ve ark., 1998). Ayrica, bu izoenzimler farkli GST
genlerinden gelen alt birimlerin ikili kombinasyonlar1 ile de ortaya ¢ikabilir (Mannervik
ve Jensson, 1982).

Bu enzimler, ksenobiyotiklerin GSH’a ait tiyolat grubu ile reaksiyonunu katalize
ederek elektrofilik bolgelerini notralize eder ve iriinlerin suda ¢oziintirliigiini arttirirlar
(Habig ve Jakoby, 1981).

Glutatyon S-transferazlar, yaklasik 50 kDa'lik ¢6ziinebilir proteinlerdir ve her
biri iki polipeptid alt biriminden olusur. Klasik olarak, tripeptid glutatyonun, S-
glutatyonillenmis polar tepkime {iirlinlinii olusturmak {izere reaktif elektrofilik merkez
iceren bir substrata aktarilmasini katalize ederler (Dixon ve ark., 2002).

Bakteri, maya, kiif, mantar, yumusakca, kabuklular, kurt¢uk parazitleri,
kurbagalar, bocekler, bitkiler, baliklar, kuslar ve memeliler de dahil ¢ogu organizmada
bulunan GST’lerin 6karyotik formlart hiicresel yerlesimlerine gore sitozolik GST ler,
mitokondriyal GST’ler ve mikrozomal GST’ler olmak iizere ii¢ gruba ayrilmaktadir
(Hayes ve Pulford, 1995; Allocati ve ark., 2018). Sitosolik GST'ler, yaygin bir dagilim
gosterir ve kimyasal, fiziksel ve yapisal 6zelliklerine gore birka¢ ana sinifa ayrilir.
Mitokondriyal GST'ler kappa smift GST'ler olarak bilinir ve sitosolik GST'lerle yapisal
benzerlikler tasiyan ¢oziinebilir enzimlerdir. Buna karsin, MAPEG (Membrane-
Associated Proteins involved in Eicosanoid and Glutathione metabolism) olarak da

bilinen mikrozomal GST'ler, diger ana smiflar ile iliskili olmayan, integral membran
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proteinleridir (Allocati ve ark., 2018). Protein dizisi ve yapisi GST'lerin
smiflandirilmasi i¢in bir temel olusturur. Sitosolik GST'ler arasinda, ayni sinifin tiyeleri
%40’dan fazla amino asit dizisi benzerligine sahiptir. Siniflar arasinda ise proteinler
%25'den az dizi 6zdesligine sahiptir (Oakley, 2011). Insanlarda sitosolik GST'ler, amino
asit dizilerine gore alfa (5 tye), mii (5 tiye), pi (bir tiye), teta (iki liye), zeta (bir iiye),
omega (iki iiye) ve sigma (bir iiye) olmak {izere yedi alt aileye ayrilir (Sekil 1.8) (Wu ve
Dong, 2012).

Alfa sinifi: GST A1-1, A2-2, A3-3, Ad-4, AS-5
Mu sinifi: GST M1-1, M2-2, M3-3, Md-4, M5-5
Pi sinifi: GSTP1-1
/" sitozolik GST < Teta sinifi: GSTT1-1,T2-2

A

) Zeta sinifi: GST71-1

=

n

E Omega sinifi: GST01-1,02-2

5

E . Sigma sinifi: G5T51-1

'—

H

by Mitokondrial GST Kappa sinifi: GSTK1-1

8

2

L]

Mikrozomal GST (MAPEG) MGST1, MGST2, MGST3

Sekil 1.8. Insan glutatyon transferazlarinin (GST'ler) amino asit sekans benzerligine
gore siniflandirilmasi: (Wu ve Dong, 2012).

Kamisaka ve ark., (1975) ilk kez insan karacigerinde GST'lerin immiinolojik
olarak benzer bes katyonik formunun («, B, v, 6, €) varligin1 gésterdi. Bu formlarin timii
yaklasik 25 kDa biiyiikliigiinde dimerlerden olusur ve Ortlisen substrat ozgiilliiklerine
sahiptir. Biitlin bu formlarin, tek bir gen lriiniiniin translasyon sonrasi
modifikasyonlarindan kaynaklandigi one siiriilmiistiir. Daha sonra Marcus ve ark.,
(1978) tarafindan insan eritrositlerinden anyonik bir GST izoenzimi karakterize edildi.
GST p olarak adlandirilan bu izoenzim, Kamisaka ve ark., (1975) tarafindan karakterize
edilen karaciger GST'lerinden immiinolojik olarak farkliydi. Bu enzim daha sonra
Guthenberg ve Mannervik (1981) tarafindan GST = olarak adlandirilmistir. GST p
enzimi ise ilk olarak Awasthi ve ark., (1980) tarafindan GST y enzimi olarak
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tammmlanmistir.  Warholm ve ark., (1981, 1983) tarafindan GST p enziminin
karacigerden saflastirilip karakterize edilmesi ve Singh ve ark., (1987) tarafindan GST
vy enzimi ile GST p enziminin N-terminal amino asit sekanslart ile gosterilen yakin
yapisal iligkisini kesfi sonrast Mannervik ve ark., (1985) bu enzimi GST p smnifinda
gruplandirmistir (Awasthi ve ark., 1984).

1.3.2.1. Sitozolik GST

Farkli GST smiflarinin  bir¢ok {yesinin 1ii¢ boyutlu yapilar, X-151m1
kristalografisi ile belirlenmistir (Perbandt ve ark., 2003). Sitosolik GST'lerin timi
dimerdir ve alt birimlerinin her biri 199-244 amino asitten olusmustur (Hayes ve ark.,
2005). Baslica alt birim (veya monomer) etkilesimleri, bir alt biriminin domain I’i ve
esinin domain II'si arasinda gergeklesir. Tiim sitozolik GST'lerde ikincil ve tiglinciil
yapilar olduk¢a korunmustur. Tek bir GST birimi, bir N-terminal o/pf-domain (ya da
GSH'un baglandigi G domain) ve tiimii-a-sarmal olan bir domainden (ya da hidrofobik
substratlarin baglandigi H domain) olusur (Wu ve Dong., 2012). Bir tiyoredoksin
benzeri domain olan N-terminal domain, proteinin yaklasik {igte birini olusturur ve
BaPaPPa yapisal motifinden olusur. Domainin ¢ekirdegini iki a heliks ve aralarindaki 3
plaka yapist (a/p/a) olusturur. Cekirdegi dort sarmal demetinden olusan C-terminal,
proteinin tgte ikisini olusturur ve tamami o heliks yapilarindan meydana gelmistir
(Armstrong, 1997).

Mekanik olarak ¢ok biiyiik cesitlilige sahip dier enzim siiper ailelerinden farkli
olarak, GST'ler dizi korunumu agisindan benzersizdir; katalitik 6zelliklerin korunumu
yerine katlanma stabilitesinin iiyeler arasinda siirdiiriilmesi daha 6n plandadir. GST
aktif bolgeleri arasinda siki korunmus bir benzerlik gézlenmez. Bunun yerine, birinci
“kiire” ve Otesinde genis bir hidrojen bagi ortakligi ve kiimelenmesi, farkli aktif
bolgelerin benzer reaksiyonlari gergeklestirebilmesinin anahtari olabilir (Sekil 1.9)
(Armstrong, 1997; Anandarajah ve ark., 2000; Sheehan ve ark., 2001; Atkinson ve
Babbitt, 2009).
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Ligand Ligand

glutatyor glutatyonsilfat

v’;‘/ :‘ﬂr‘/’ ? Ser

S/C-Tipi GST Y-Tipi GST
(Teta Sinifi) (Pi Sinif)
PDB: 1LR PDB: 2GSR

Sekil 1.9. S/C ve Y-Tipi GST’ler (S/C ve Y-Tipi GST’lerin aktif bolgeleri glutatyon
tripeptitinin baglanmasinda gorev alan genis hidrojen baglart agim
gostermektedir).

GSH baglanmas: i¢in temaslar biiyiikk Olclide tiyoredoksin benzeri alan
tarafindan saglanirken, alfa-sarmal bolge genellikle ortak substrat baglama cebini
tanimlar. Monomerler, aktif enzimi olusturmak i¢in homodimerler olarak oligomerize
edilir, ancak ara yiiziin yapist siniflar arasinda degisiklik gosterir (Armstrong, 1997,
Anandarajah ve ark., 2000; Sheehan ve ark., 2001; Atkinson ve Babbitt, 2009).

GST Monomer GST Dimer
side view top view
PDB : 2GSR PDB : 2GSR

Sekil 1.10. GST monomer ve dimer yapilari (N-terminal tiyoredoksin-benzeri bolgecigi
mavi, C-terminal alfa-sarmal bolgecigi ise kirmizi ile gosterilmistir. Gri
renkte gosterilen GSH molekiilii aktif bolge boyunca yerlesik halde
resmedilmistir).

GSH substratinin GST enzimlerine baglanmasi olduk¢a korunmustur. GSH, -
tabakasinin bir ucunda uzatilmis bir konformasyonda, protein g¢ekirdegine dogru vy-
glutamil kismi ile baglanir (Sekil 1.11 a) ve BPa motifinde genis hidrojen baglanma
etkilesimleri ile sabitlenir (Sekil 1.11 b). Spesifik hidrojen baglanma etkilesimleri GST

alt aileleri arasinda farklihk gosterse de, bazi ortak ozellikleri de vardir. Ornegin
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GSH'un kiikiirt atomu, sarmal al'in N-terminal ucunda bulunur ve protein iginde bir
katalitik koke (rezidii) degismez sekilde hidrojen baglanir. Diger bir ortak 6zellik
proteinin B4 ve o3'i arasindaki iki kokiin (bir glutamin veya glutamat ve bir serin veya
treonin), GSH'un y-glutamil kdkiine hidrojen baglamasidir (Sekil 1.11 b). Hidrojen bagi
etkilesimi, aktive edilmis GSH'un (GS") sabitlenmesiyle GST katalizinde 6nemli bir rol
oynar. Substrat baglanma bdlgeleri ise oldukg¢a degisken olup, baglanma bolgesinin
boyut, sekil ve hidrofobiklik gibi farkli fizyokimyasal 6zelliklerine katkida bulunur (Wu
ve Dong, 2012). Ornegin alfa smifi enzimler, mu-smifi enzimlere gore daha kiiciik bir H
bolgesine sahiptir. Zeta sinifi enzimin ise H bolgesi, diger enzimlere kiyasla ¢ok daha
kiiciiktiir (Rossjohn ve ark., 1998; Wu ve Dong, 2012). GST A2-2'nin H bdlgesi bir cep
seklindeyken, GST A3-3'liin H bolgesi tiinel yapisindadir. Ayrica, alfa ve mii smifi
enzimlerdeki H bolgesi hidrofobiktir; oysa, pi sinift enzimdeki H bolgesi yari
hidrofobik ve yar1 hidrofiliktir (Reinemer ve ark., 1992; Wu ve Dong, 2012). Aksine,

zeta smifi enzimde H bolgesi neredeyse tamamen hidrofiliktir (Wu ve Dong, 2012).
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Sekil 1.11. GST enziminin ti¢ boyutlu yapist ((2) GSH'nin baglandigi G domaini ve
hidrofobik substratlarin baglandigit H domainden olusan GST enziminin ii¢
boyutlu yapisi. (b) GSH'un GST Bpa motif kalintilari ile korunan etkilesimi.
Kesikli ¢izgiler hidrojen baglarini, kesikli oklar polipeptidin ¢aligma yoniinii
gosterir Wu ve Dong, 2012).

Konjiigasyon, indirgeme ve izomerizasyon reaksiyonlarini katalize etmenin yant
sira, sitosolik GST’ler ayrica, kovalent ve kovalent olmayan sekilde hidrofobik nitelikte,

substrat harici ligandlar1 da baglar. Bu tip aktivite, ksenobiyotik ve hormonlarin hiicre
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i¢i tasmmimi, Salimmina ve atilmasina katkida bulunur. Bu bilesikler, azo-boyalari,
bilirubin, heme, polisiklik aromatik hidrokarbolari, steroidleri ve tiroid hormonlarini
icerir (Hayes ve ark., 2005).

Sitosolik GST izoenzimlerinin ¢ogunlugu hiicrenin sitoplazmasinda bulunur.
Bununla birlikte, fare ve insan Alfa simifi GSTA4-4, mitokondri ve membranlarla
birlesebilir (Hayes ve ark., 2005).

1.3.2.2. Mitokondrial GST

Kappa smifi GST’ler mitokondriyal matrikste bulunan enzimlerdir (Ladner ve
ark., 2004). Memeli mitokondriyal simifi kappa GST izoenzimleri dimeriktir ve 226
amino asitlik alt birimler igerir. Fare, sigan ve insanlar sadece tek bir kappa GST
smifina sahiptir (Hayes ve ark., 2005). Kappa ve sitoplazmik GST smuflari, benzer
katalitik aktivite gosterse de yapisal olarak farklidir. Ayrica kappa sinifi enzimlerin GST
enzimlerinden ziyade prokaryotik 2-hidroksikromen-2-karboksilat izomeraz ve protein
distilfit izomeraz enzimleri ile yapisal olarak daha yakin iligkili oldugunun gdsterilmesi
GST’lerin iki ayr siiper ailesinin, farkli tiyol disiilfid oksido-rediiktaz Onciillerinden
paralel yollarla gelistigini ortaya ¢ikarmustir (Ladner ve ark., 2004; Hayes ve ark.,
2005). Kappa sinift GST’ler CDNB gibi aril halojeniirler i¢in yiiksek aktiviteye sahiptir
ve CuOOH ve (S) -15-hidroperoksi-5,8,11,13-eikosetraenoik asidi indirgeyebilir. GST
kappa fare ve siganlara gore insan dokularinda daha yaygin ve homojen bir sekilde ifade
edilir. Bu enzim sinifinin mitokondrinin yani sira peroksizomlarda da yerlesik oldugu
gosterilmistir. GSTK1-1’in her iki organelde de olmasi bu enzimlerin yag asitlerinin -

oksidasyonu ile iliskili olabilecegini gostermistir (Hayes ve ark., 2005).

1.3.2.3. Mikrozomal (MAPEG) GST

Sitoplazmik GST ve MAPEG aileleri birincil yap1 bakimindan benzer degildir.
Iki siiper aile arasinda protein alt birimlerinin boyutlar1 agisindan énemli farkliliklar
vardir. Sitoplazmik GST’lerin tiimii dimer olmasina ve heterodimer olusturabilmelerine

karsin (Hayes ve Pulford, 1995) MAPEG enzimleri trimerik yapidadir ( Hebert ve ark.,
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1997; Schmidt-Krey ve ark., 2000) ve heterotrimer olusturabildiklerine dair bir kanit
yoktur (Sherratt ve Hayes, 2002).

GST siiper ailesinin bu {iyelerinin ¢ogu eikosanoidlerin tiretimi ile iliskilidir. %
20’den daha fazla dizi Ozdesligi tasiyan toplam dort MAPEG alt grubu (I-1V)
tanimlanmistir. Insanlarda altt MAPEG enzimi tanimlanmistir ve bunlar I, 11 ve IV alt
gruplarinda yer almaktadir. MAPEG ailesinin bir iiyesi olan MGST1, baslangigta,
mikrozomal CDNB-metabolize edici enzim olarak tanimlanmistir ve ¢ogu sitozolik
GST'nin aksine, N-etilmaleimit ile muamele edilerek aktive edilebilir. Eikosanoid
sentez yolaklarinda rolleri olan MAPEG iiyeleri daha sonra I6kotrien A4t GSH ile
birlestiren bir mikrozomal transferaz olan l6kotrien C, sentaz (LTC,S) olarak; 5-
lipoksijenaz aktive edici protein (FLAP) olarak; GSH bagimli PGHy'nin PGE;'ye
izomerizasyonunu Kkatalizleyen prostaglandin E, sentaz 1(PGESL1) olarak tanimlandi. Bu
giine dek literatiirde belirtilen veriler, MGST1'in sadece bir detoksifikasyon enzimi
olarak islev gordigiinii gostermektedir. Buna karsilik, insan MGST2 ve MGST3, hem
yabanci bilesikleri detoksifiye etme, hem de Lokotrien Cs, (LTCs4 sentezleme
kapasitesine sahiptir. FLAP katalitik aktiviteye sahip degildir, ancak arasidonik asidi
baglar ve olusan tiim 16kotriyenlerin sentezi i¢in gerekli gibi goriinmektedir (Hayes ve

ark.,2005).
1.3.3. Glutatyon S-transferaz enzimlerinin substratlar

Glutatyon S-transferaz enzimlerinin substrat baglayan H bdlgecigi, glutatyona
0zgiil baglanma bolgesi olan hidrofilik G bolgeciginin aksine, farkli GST’lerde oldukga
degiskenlik gosterebilir ve yapisal olarak farkli birgok elektrofilik substratin baglanmasi
i¢in hidrofobik ortam saglar (Armstrong, 1997; Eaton ve Bammler, 1999). ilaclar,
pestisitler, endojen molekiiller, ¢evresel karsinojenler ve toksikantlar gibi pek g¢ok
kimyasal GST enzimleri tarafindan substrat olarak kullanilabilmektedir (Eaton ve
Bammler, 1999).

GST izozimlerinin GSH ile elektrofilleri baglama yeteneginde belirgin
farkliliklar vardir. Belirli GST izozimlerine 06zgii olan substratlar, genellikle
izoenzimleri tanimlamak amaciyla kullanilir (Hayes ve Pulford, 1995). Bu amagla

kullanilan substratlar Sekil 1.12°de goriildiigii gibidir. GST enzimlerinin substratlari
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arasinda akrolein, adenin propenal, kolesterol-5,6-oksit, 4-hidroksinon-2-enal, 9-
hidroperoksi-linoleik asit gibi oksidatif stres tirtinleri de vardir (Hayes ve Pulford,
1995). 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) hemen hemen tiim GST izozimleri tarafindan
kullanilan standart bir model substrattir. Ancak teta sinifi GST’ler bu substratla
reaksiyonu katalizlememektedir (Eaton ve Bammler, 1999). 1,2-dikloro-4-nitrobenzen
(DCNB) GST M2’ye, p-nitrobenzil klorid (PNBC) GST Ml’e, etakrinik asit (EA)
GSTA4-4’¢ (Hayes ve Pulford, 1995) ve 1,2-epoksi-3-(p-nitrofenoksi)-propan (EPNP)
GSTT1-1’e (Sherratt ve Hayes, 2002) 6zgii model substratlardir.

GST izozimleri-Model Substratlar

CDNB EA
Standart substrat — PNBC EPNP GSTA4-4
andart substra -
GSTM2-2 GSTMA GSTT1-1
GSTM2-3

Sekil 1.12. insan GST izozimleri ve model substratlar: (Hayes ve Pulford, 1995;
Sherratt ve Hayes, 2002).

1.4. Obezite ile iliskili Oksidatif Stres Mekanizmalar1

Serbest radikaller, yakinlarinda bulunan molekiillere hizla baglanan, eslesmemis
elektronlara sahip yiliksek oranda reaktif olan molekiillerdir. Reaktif oksijen tiirleri
(ROS), dokularda yiiksek oranda reaktif olan, eslenmis ya da eslenmemis elektronlara
sahip oksijen igeren molekiillerdir. ROS, siiperoksit (O,"), hidrojen peroksit (H,0,),
hidroksil radikali (OH"), nitrik oksit (NO), hipoklorit ve peroksiniti (ONOO-) igerir.
Diistik konsantrasyonlarda serbest radikal, ROS ve diger azot tiirleri normal hiicre
redoks durumu, hiicre fonksiyonu ve hiicre i¢i sinyalizasyon i¢in gereklidir. Bununla
birlikte, baz1 hastalik durumlarinda serbest radikaller fazlasiyla tiretilir. Yiiksek ROS ve
serbest radikal konsantrasyonlari, DNA, protein, karbonhidrat ve lipit bilesenlerine zarar
verir ve hiicre fonksiyonunu tehlikeye atar (Vincent ve Taylor, 2005).

Epidemiyolojik ve klinik pek ¢ok ¢alisma, obezitenin, degisen redoks durumu ve
artmig metabolik risk ile baglantili oldugunu gostermistir (Sekil 1.13) (Tran ve ark.,
2013; Franch ve ark., 2013; Warolin ve ark, 2014).
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Sekil 1. 13. Obezite ile ilgili oksidatif stres mekanizmalari (Vilcent ve Taylor, 2005).

Oksidatif stres hem obezitenin bir sonucu hem de obezitenin tetikleyicisi
olabilir. Kronik asir1 beslenme, yiiksek oranda karbonhidrat, doymus yag asitleri ve
trans-yag asitleri igeren besinlerle beslenmek, hiicre i¢i yollar1 uyararak, NADPH
oksidazlardan (Nox) stiperoksit tretimi, oksidatif fosforilasyon, gliseraldehit
otoksidasyonu gibi ¢ok sayida biyokimyasal mekanizma yoluyla oksidatif strese yol
acar (Sies ve ark., 2005; Serra ve ark., 2013). Oksidatif stres, beyaz yag dokusu
birikimini uyararak ve gida alimini degistirerek obezitenin gelisiminde etkili olabilir.
Hiicre kiiltiirii ve hayvan calismalari oksidatif stresin olgun adipositlerin boyutunu,
adiposit proliferasyonunu ve adiposit farklilasmasini artirdigini  géstermektedir
(Furukawa ve ark., 2004; Lee ve ark., 2009; Higuchi ve ark., 2013) ve reaktif oksijen
tiirlerinin tokluk ve aglik davranisini kontrol eden hipotalamik ndronlar {izerinde farkl
etkiler yaparak viicut agirhigmin kontroliinde rol aldig1 goriilmektedir (Horvath ve ark.,
2009). Ayrica, obezitenin kendi basina sistemik oksidatif stresi indiikleyebilecegi de
gosterilmistir: aslinda yag birikiminin, adipositlerde ROS iiretiminin artmasina neden
olan Nox aktivitesini ve endoplazmik retikulum (ER) stresini arttirdigi gosterilmistir
(Furukawa ve ark., 2004; Mlinar ve Marc 2011). Obezitede oksidatif strese katkida
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bulunan diger faktorler, tokluk sonrasi anormal ROS iiretimi (Patel ve ark., 2007),
hiperleptinemi (Beltowski, 2012), kronik inflamasyon (Bondia-Pons ve ark., 2012),
doku fonksiyon bozuklugu (Serra ve ark., 2012) ve yetersiz antioksidan savunmasidir
(Chrysohoou ve ark., 2007). Obezitede oksidatif stresi azaltma stratejileri arasinda ise
kilo verme, fiziksel aktiviteyi arttirma ve antioksidan bakimindan zengin beslenme
vardir. Kilo vermenin oksidasyon belirteglerini azalttigi, antioksidan savunmayi
arttirdig1 ve insan obezitesi ile iligkili metabolik ve kardiyovaskiiler riskleri iyilestirdigi

(Bigornia ve ark., 2010) bilinmektedir (Savini ve ark., 2013).

1.5. Tezin Amaci

Obezite, birgok hastalik, metabolik bozukluk ve mortalite ile iliskili olmasi,
prevalansindaki yiikselme egilimi ve tedavi maliyetinin, bir¢ok iilkede ulusal saglik
hizmetleri biitgesi i¢in agir bir yiik haline gelmesi nedeniyle pek ¢ok ekonomik ve
epidemiyolojik arastirmanin konusu haline gelmistir.

OECD (2018) raporlarma gore 2011 yilinda Tiirkiye’de kadin popiilasyonunun
%58’1, erkek popiilasyonunun %52,7’si ve tiim popiilasyonun %55,4°1i asir1 kilolu ya da
obez iken 2017°de bu oran sirasiyla %66, %62,8 ve %64,4’e yiikselmistir. Obezitenin
goriilme siklig1 agisindan diger lilkeler ile kiyaslandiginda Tirkiye ilk siralardadir ve
ozellikle kadinlarda goriilen obezite ¢ok yaygindir.

PubMed iizerinden “obese” ‘“or” ‘“obesity” anahtar kelimeleri kullanilarak

aragtirma yapildiginda obezite ile ilgili ¢aligmalarin sayisinda son 10 yil igerisinde

onemli bir artis oldugu goriilmektedir (Sekil 1.14).

"obese[OR]obesity" anahtar kelime dizini igin
PubMed giktisi
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Sekil 1.14. Obezite ile ilgili aragtirmalarin sayisi.
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Obezitenin oksidatif stres ile iligkisini arastiran pek ¢ok g¢alisma vardir ancak

99 ¢ %9 ¢¢

PubMed iizerinden “obese” “or” “obesity” “and” ‘“glutathione S-transferase” anahtar
kelimeleri kullanilarak obezitenin glutatyon S-transferaz ile iliskisini gosteren
calismalar arastirildiginda (Sekil 1.15) bu calismalarin sayisinda seneler i¢inde artig

goriilmesine ragmen toplamda diisiik bir yiizdeye sahip oldugu gériilmektedir.

"obese[OR]obesity[AND]glutathione s transferase"
anahtar kelime dizini icin PubMed giktisi
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Sekil 1.15. Obezite-glutatyon S-transferaz iliskisini gosteren galismalarin sayisi.

Tirk popiilasyonu {izerinde obezite ile ilgili arastirma dagilimi PubMed
lizerinden “obese” or” obesity” “and” “Turkish” anahtar kelimeleri kullanilarak
aratildiginda ilgili ¢calismalarin sayisinin olduk¢a az oldugu (Sekil 1.16) ve ¢aligmamizi

9% ¢

karsilayan “obese” “or” “obesity” “and” “Turkish” “and” “glutathione S-transferase”

anahtar kelimeleri aratildiginda ise hi¢ ¢alisma olmadig1 goriilmektedir.
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Sekil 1.16. Tiirk popiilasyonunda obeziteyi arastiran ¢alismalarin sayist.
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Bu tez kapsaminda yapilan ¢alismalara yonelmedeki amag Tiirk popiilasyonunda
obezite ve obezite ile ilgili hastaliklarin glutatyon S-transferaz enzim aktivitesi ile
toplam tiyol miktart {izerine etkilerinin aragtirllmamis olmasidir. Bu anlamda
calismamiz Tiirk popiilasyonunda yas, cinsiyet, hipertansiyon olgusu, diyabet olgusu,
aile ge¢cmisi gibi parametrelere gore obez hastalarin gruplandirildig1 ve gruplar arasinda
glutatyon S-transferaz izozimlerinin aktiviteleri ve toplam tiyol miktarlar1 agisindan
kargilastirma yapildigr ilk c¢alisma olmustur. Calismamizin, Tiirtk popiilasyonunda
obezite ve glutatyon S-transferaz enzim aktivitesi iliskisi ile ilgili literatiirdeki agigi

azaltmaya yonelik ciddi bir katkis1 olacag: diisiintilmektedir.



2. KAYNAK BILDIRISLERI

Almoshabek ve ark, (2016) katilimcilarini obez/asir1 kilolu 420 olgunun ve
normal agirliktaki 234 kisiden olusan kontrol gurubununun olusturdugu geng yastaki
Suudi popiilasyonu iizerine yapmis olduklari ¢alismada, glutatyon S-transferaz GSTM1
ve GSTT1 delesyon polimorfizmi ile obezite, plazma lipoproteinleri, BKI ve
hipertansiyon iliskisini arastirmayr amaclamistir. Bu ¢alismada kontrol grubu ile
kiyaslandiginda GSTM1+/GSTT1- ve GSTM1-/GSTT1- frekansinin obez/asir1 kilolu
olgularinda ¢ok daha yiiksek oldugu gosterildi. Bu sonuca paralel olarak
GSTM1+/GSTT1-ve GSTM1-/GSTT1- genotipe sahip bireylerde BKI ve viicut
agirh@inin daha yiiksek oldugu da bildirildi. Sonugta GSTM1+/GSTT1-ve GSTM1-
/GSTT1- genotipi ile obezite ve onunla iliskili risk faktorlerinin 6nemli dlgtide iliskili
oldugu ortaya ¢ikarildi ve obeziteye neden olabilecek doku ve makromolekiil oksidatif
hasar ile sonuglanan yiiksek oksidatif stres diizeyinin GSTM1 ve GSTT1 gen delesyonu
ile iligkili olabilecegi gosterildi. Ayrica bu gen delesyonlarinin neden oldugu, total
enzimatik aktivitenin kayb1 ile iliskili olan protein {riinii yoksunlugunun,
ksenobiyotiklerin yanlis detoksifikasyonuna, oksidatif strese karsi savunma yeteneginin
azalmasina, serbest radikallerden kaynaklanan hiicresel hasara neden olabilecegi ve
daha sonra bireylerin obeziteye duyarliligini etkileyebilecegi bildirilmistir.

Chielle ve ark., (2016) normal kilolu, asir1 kilolu ve obez bireylerden olusan 60
yas Ustii 232 kiside GSTP1 Ilel05Val gen polimorfizmi ile obezite arasindaki iligkiyi
arastirmayl amaclamistir. Periferik kan Orneklerinde polimeraz zincir reaksiyonu-
restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi (PCR-RFLP) ile genetik analiz
gerceklestirilmis ve sonugta GSTP1 geni ekzon 5 bolgesindeki adenin bazin guanin
bazina déniisiimiiniin (A/G) neden oldugu lle105Val gen polimorfizmi ile BKI arasinda
pozitif bir iliski oldugu gosterilmistir. Ayrica 60 yas istii asir1 kilolu/obez bireylerde
GG genotipinin 6nemli Olciide arttigi ve cinsiyet ayrimi olmaksizin AA genotipi ile
kiyaslandiginda en azindan bir G alleline (AG ya da GG genotipi) sahip bireylerde
obezite gelisme ihtimalinin 2.4 Kat daha fazla oldugu bildirildi. Sonuglar dogrultusunda
GSTP1 polimorfizminin 6nce antioksidan savunma sisteminde diisiise, sonra

inflamasyona ve nihayetinde obeziteye neden olabilecegi gosterilmistir.
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Bulus ve ark., (2018) normal kolon dokusu ve kolon tiimériinde glutatyon S-
transferaz P1 (GSTP1), GSTT1, GSTO1, GSTK1 ve sitokrom P450 1A1(CYP1Al),
CYPBI1, CYP2Elenzimlerinin immiinohistokimyasal boyama o6zelliklerini ayrica yas,
cinsiyet, sigara igme durumu, timdr derecesi ve timor evresi gibi klinikopatolojik
parametreler ile iliskilerini arastirmay1 amaglamislardir. Kolon adenokarsinomu bulunan
toplam 47 hastadan dokular alinmig, tiimdér ve kontrol dokularinin boyanma
yogunluklar1 karsilagtirilmistir. Calisma sonunda CYP ve GST izozimlerinin, saglikli
dokularda, yas ve cinsiyete gore belirgin bir degisim gostermedikleri bildirilmistir.

Roe ve ark., (1999) genetik olarak obez erkek ve disi ob/ob farelerde cinsiyet ve
yas bagimli hepatik sitokrom P450 ve glutatyon S-transferaz aktivitesini ve
ekspresyonunu karakterize etmeyi amaglamislardir. Bu ¢alismada GST enzim aktivitesi
1-kloro-2,4, -dinitrobenzene (CDNB) kars1 6l¢iilmiistiir. Sonugta yastan bagimsiz olarak
obez erkek ob/ob farelerde GST-CDNB aktivitesinin biiyiik oranda diistiigli, aksine
obez disi ob/ob farelerde ise yas ve obezitenin GST-CDNB aktivitesi iizerine bir etkisi
olmadig1 gbzlenmistir. Bu ¢alisma ile obez ob/ob farelerinde, bir¢ok karaciger CYP450
ve glutatyon S-transferaz enzimlerinin aktivitesi ve ekspresyonu tizerindeki yas ve
cinsiyete bagl etki agikga gosterildi.

Barnett ve ark., (1992) tamami 16 aylik olan erkek obez-diyabetik (ob/ob) fare
modellerinde insanlarda da benzer etkileri olan insiilin-bagimsiz diyabetin, hepatik
mikrozomal CYP450 ve sitosolik glutatyon S-transferaz aktivitesi tizerine etkilerini
belirlemeyi amaglamiglardir. Sonugta insiilin-bagimsiz diyabetin, sitozolik glutatyon S-
transferaz  aktivitesini ve glutatyon diizeyini biyiik Ol¢iide  dislirdigiini
gbzlemlemislerdir.

Abernethy ve Greenblatt (1986) insanlarda obezitenin ilag dispozisyonu iizerine
etkilerini arastirmay1 amagladiklar1 ¢alismalarinda normal kilolu bireylere kiyasla obez
bireylerde Faz Il enzimlerinin artisina bagli olarak glukuronid, siilfat ve glutatyon
konjugasyon reaksiyonlarinin daha fazla oldugu bildirildi.

Schwartz ve ark., (2005) “hava kirliliginden kaynaklanan oksidatif stres
kardiyovaskiiler oliimlere sebep olur” hipotezinden yola c¢ikarak, hava kirliliginin
kalp hiz1 degiskenligi lizerine nasil bir etkisi oldugunu ve bu etkinin, statin kullanima,
glutatyon-S-transferaz M1 (GSTM1) allelinin varligi ya da yoklugu, inflamasyon ve

oksidatif stresle iligkili obezite ve artmis notrofil sayist ile nasil degistigini
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arastirmiglardir. Sonugta obeziteden kaynaklanan inflamasyon ve ROS miktarlarindaki
artisin kardiyovaskiiler oliimler ile iliskili oldugu gosterilmis ve GSTM1’in delesyonu
s0z konusuysa bu etkilerin daha da fazla arttig1 gozlemlenmistir.

Klénova ve ark., (2018) katilimcilarini ortalama yaslar1 45.26 ve ortalama Beden
Kitle Indeksleri 32.36 olan 472 bireyin olusturdugu bir insan popiilasyonu iizerine
yapmis olduklar1 ¢alismada, enzimatik aktiviteyi biiylik ol¢iide etkiledigi bilinen GST
polimorfizmlerinin diyet kompozisyonu iizerine bir etkisinin olup olmadigini
belirlemeyi amaglamistir. Bu calisma ile, tiiketilen bitkisel besinlerin igerisindeki bazi
bitkisel molekiilleri metabolize etmek i¢in GST’lerin ¢alismasina ihtiyaciniz duyuldugu
ancak GST polimorfizmleri sonucunda bu enzimler tam olarak aktivite gosteremiyorsa,
o molekiillerin kandaki seviyesinin istenmeyen degerlere ulastigi ve bunun da allerjik
bazi ciddi sonuclar dogurdugu sonucuna ulagmislardir. Kldnova ve ark., (2018)
calismalarinin sonuglarina dayanarak bu GST polimorfizmlerin (GSTA1, GSTM1 ve
GSTT1) diyet kompozisyonunu etkiledigi ancak toplam enerji alimi iizerine bir
etkilerinin olmadigin1 ve obezite ile iliskilerinin bulunmadigr c¢ikarimlarinda
bulunmuslardir. Bu durumda, giinliikk diyetimizin tayininde, GST polimorfizmi de
onemli bir parametre oldugu ve obez hastalarin tedavisi ve sonrasindaki beslenmesinde
dahi GST’lerin dikkate alinmak durumunda oldugu sdylenebilir. Kilo kontrolii i¢in
onerilen bitkisel iiriinlerin tliketilmesi GST’lerin eksikliginde obez hastalarda baska
problemler dahi ortaya ¢ikarabilir. Bu durumda GST’lerde goriilen polimorfizmler
obezitenin sebebi olabilir, sonucu olabilir ve hatta tedavisinde belirleyici bir faktor de
olabilir.

Picklo ve ark., (2015) GSH ve glutatyonil sistemlerin obezite gelisimindeki
rollerini arastirmistir. Bu derlemede ¢oklu doymamis yag asitlerinin serbest radikaller
ile oksidasyonu sonucu olusan, protein ve DNA molekiillerine kovalent baglanan
elektrofilik merkeze sahip, trans-4-hidroksi-2-nonenal (4-HNE) ve trans-4-okso-2-
nonenal (4-ONE) gibi sitotoksik o,B-doymamis aldehitlerin obezite ve diger bir¢ok
hastaligin baslamasinda ve ilerlemesinde etkisi bulunan lipit peroksidasyonunda rolleri
oldugu vurgulanmistir. Sitotoksik etkiye sahip bu aldehitlerin GSH ile konjugasyonunu
GST Alfa sinifinin sagladigi bildirilmistir. Ayrica obezitenin beyaz adipoz dokuya

0zgiil GSTA4 enziminde asag1 regiilasyona (down regiilasyon) sebep oldugu dolayisiyla
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4-HNE ve 4-ONE aldehit diizeylerinin 5-10 kat arttig1 ve sonunda 4-HNE ve 4-ONE
tarafindan proteinlerin modifiye edildigi bildirilmistir.

Loguercio ve ark., (1996) insanlarda karaciger sizoru ve yasin, plazma, eritrosit
ve gastrik mukozadaki glutatyon konsantrasyonu iizerine etkilerini incelemek igin
yaglar1 29 ile 70 arasinda degisen 40 saghikli birey (24 erkek) ve yaslar1 39 ile 70
arasinda degisen 80 siroz hastasindan (52 erkek) olusan bir insan popiilasyonu iizerine
calismistir. Glutatyon diizeyinin ve GST enzim aktivitesini yas, cinsiyet ve karaciger
hastaliga bagli olarak nasil degistigini arastirmislar ve sonugta karaciger sirozu
bulunmayan yani saglikli bireylerden olusan kontrol grubunda gastrik mukozada GSH
diizeyinde ve GST enzim aktivitesinde yasin artisina bagl olarak azalma oldugunu
ancak cinsiyete bagli bir degisim olmadigini bildirmislerdir.

Mukhtar ve ark., (1981) farkli yas gruplarindan insanlara ait bir¢ok fetal ve
yetiskin dokusunda CDNB substratina karsi toplam GST aktivitesini 6lgmistiir. Elde
ettikleri veriler fetal karaciger, kas, bobrek, akciger, pankreas ve mide dokularinin
enzimatik aktivitesinin yetiskinlere ait bu dokulardaki enzimatik aktiviteye kiyasla daha
fazla oldugunu bildirmisleridir.

Caira ve ark., (2017) obez ve obez olmayan bireylerden alinan karaciger
biyopsilerinin proteomunu iki boyutlu jel elektroforezi kullanarak karsilastirmis ve her
iki gruba ait protein drneklerini MALDI-TOF-MS tabanli peptit kiitle parmak izi (PMF)
ve nLC-ESI-MS/MS metotlar1 ile tamimlamistir. Tim karaciger biyopsilerinde ortak
olarak bulunan 61 gen iiriinii 65 spot iginde tanimlanmis ve bunlardan 25’inin obez ve
obez olmayan bireylerde farkli sekilde temsil edildigi gozlenmistir. Glutatyon S-
transferaz’in da dahil oldugu pek ¢ok proteinin agir1 ekspresyonu (over-representation)
obezite durumu ile iliskilendirilmistir. Ayrica obez hastalarin karaciger hiicrelerinde
GSH diizeyinin azalmasinin bu durumu destekledigi bildirilmistir.

Valle ve ark., (2012) katilimcilarmi diyabetik ve diyabetik olmayan morbid obez
(BKI1>40 kg/m2) hastalarimim olusturdugu bir insan popiilasyonunda, obez bireylerde
Tip 2 Diyabetes Mellitus hastaligi tarafindan degistirilen karaciger proteinlerini
tanimlamay1 amaclamiglardir. Her iki gruba ait bireylerden karaciger ornekleri alinmig
ve protein ifadesindeki degisimler MALDI-TOF Kkiitle spektrometrisi ile birlestirilen iki
boyutlu jel elektroforezi ile analiz edilmistir. Analiz edilen 850 proteinden 33 tanesinin

diyabetik obez hastalarinda farkli bir sekilde ifade edildigi goriilmiistiir. Bu calisma
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sonucunda S-adenozil-L-metiyonin bilesiginin glutatyona doniistimi ile iliskili 3
enzimin, diyabetik olmayan obez hastalarina kiyasla diyabetik obez hastalarinda
azaldigi ve bunun sonucunda Tip 2 DM hastalarinin karacigerlerinde glutatyon
diizeyinin daha diisiik oldugu gozlenmistir. Ayrica Glutatyon S-transferaz omega-1’e
(GSTOI) karsilik gelen spotun diyabetik obez hastalarinda azaldigi ve diyabetik
olmayan hastalara kiyasla diyabetik obez hastalarinda lipit ve proteinlerde oksidatif
hasarin daha fazla arttig1 bildirilmistir.

Coles ve ark., (2002) normal bireylerin gastrointestinal sistem (mide-kolon)
mukozalarinda Glutatyon S-transferaz alfa, mii ve pi enzimlerinin organa 0Ozgiil
ifadelerini ve bireysel farkliliklar1 belirlemeye calismistir. GSTP1’in, gastrointestinal
sistem boyunca ifade edildigi ancak mide ila kolon bdlgesinde ekspresyonun azaldigini
gosterdi. GSTA1 ve GSTA2, duodenum ve ince bagirsakta yiiksek seviyelerde eksprese
edildigi ancak tiim bireylere ait mide dokusunda ekspresyonlarinin diisiik oldugu
belirlendi. Bu durum, duodenum ve ince bagirsaga kiyasla mide ve kolonda kimyasal
karsinojenlerin GST-bagimli detoksifikasyonunun daha az oldugunu dolayisiyla bu
organlarin 6zellikle GSTA1’e 6zgiil substratlardan kaynaklanan genotoksik etkiye daha
acik oldugunu gostermistir.

Ergeng ve ark., (2017) melatonin uygulamasimin diyabetik sicanlarin karaciger,
bobrek, pankreas, mide ve retinal dokularindaki oksidan ve antioksidan duruma etkisini
inceledikleri  ¢alismalarinda, erkek Wistar albino cinsi siganlar1  kontrol,
kontrol+melatonin, diyabetik ve diyabettmelatonin olmak tizere 4 gruba ayirmis ve
calismadan elde ettikleri sonuglar dogrultusunda kontrol grubu ile kiyaslandiginda
diyabetik hayvanlarin karaciger, bdbrek, mide, retina, pankreas dokularinda
malondialdehid seviyelerinde artis endojen antioksidan olan GSH diizeyinde ise azalma
gozlemlendi.

Yilmaz-Ozden ve ark., (2014) diyabetik si¢canlarin mide dokularinda oksidatif
stres lizerine vanadil siilfatin 1iyilestirici etkisini incelemeyi amacglamislardir.
Calismalarinda erkek Wistar albino cinsi si¢anlart kontrol, kontrol+vanadil stilfate,
diyabetik, diyabetik+vanadil siilfate olmak iizere 4 gruba ayirmislardir. Mide dokusu
homojenatlarinda katalaz, siiperoksit dismutaz, glutatyon rediiktaz, glutatyon
peroksidaz, glutatyon-S-transferaz, miyeloperoksidaz, karbonik anhidraz, glikoz-6-

fosfat dehidrojenaz ve laktat dehidrojenaz enzimlerinin aktivitelerini belirlemislerdir.
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Bu ¢alisma sonucunda normal si¢anlara kiyasla diyabetik siganlarin mide dokularinda
katalaz, siiperoksit dismutaz, glutatyon rediiktaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon-S-
transferaz, karbonik anhidraz, glikoz-6-fosfat dehidrojenaz ve laktat dehidrojenaz
enzimlerinin aktivitelerinde artis gdzlenmistir.

Murray ve Zaluzny (1989) si¢an karacigeri sitozolik GST enzim aktiviteleri
lizerine genetik obezitenin ve diyabetin karsilastirmali etkilerini incelemislerdir. GST
enzim aktivitelerini, izozime o&zgii aktiviteyi yansitan 1-kloro-2,4-dinitrobenzen
(CDNB), p-nitrobenzyl chloride (PNBC), 1,2-dikloro-4-nitrobenzen (DCNB), trans-4-
fenil-3-biiten-2-one  (TPBO) ve 1,2-epoksi-3- (p-nitrofenoksi) propan (EPNP)
substratlarina karsi okunmustur. Diyabetik siganlarin karaciger sitozoliinde DCNB
konjugasyonunun kontroliin %47'sine kadar, PNBC ve CDNB konjugasyonu ise
kontroliin  %63'ine kadar azaldigi gozlenmisti. Ancak EPNP ve TPBO
konjugasyonunda kontrol grubuna kiyasla bir degisim gozlenmemistir. Bu veriler
birlikte ele alindiginda, deneysel diyabetik durumun sitozolik GST aktivitesi tizerindeki
etkilerinin substrata 6zgii oldugu bildirilmistir. Obez siganlarin karaciger sitozoliinde ise
DCNB, CDNB, PNBC ve TPBO'nun glutatyon ile konjugasyonlari, sirasiyla kontroliin
% 44,% 78, % 88 ve% 59'una kadar azaldigi EPNP konjugasyonunun ise kontrol
grubuna kiyasla degismedigi gozlenmistir. Bdylelikle, EPNP ve CDNB
konjugasyonlarinin, hem diyabet hem de genetik obezitede kontrollerine gore benzer
sekilde etkilendikleri bununla birlikte, TPBO ve DCNB'in glutatyon ile konjugasyon
oranlari, diyabetli hayvanlara kiyasla obez farelerde daha belirgin bir sekilde azaldigi
sonucuna varilmigtir. Aksine, diyabetik siganlarin karaciger sitozoliinde goézlenen
PNBC konjugasyon oranindaki azalmanin obez sicanlarda goriilen azalmadan daha
fazla oldugu gozlenmistir.

Ozaydin ve ark., (2006) obez ve obez olmayan kisilerde glutatyon S-konjugat
tasinimini karsilastirmay1 ve glutatyon S-konjugatlarinin obezitede antioksidan durumla
nasil iligkili oldugunu belirlemeyi amaglamislardir. 33 obezite hastasinin ve 28 obez
olmayan bireyin eritrositlerinde glutatyon S-konjugatlar1 ve malondialdehid seviyesini
Olcmiislerdir. Calisma sonunda obez bireylerde obez olmayan bireylere kiyasla
glutatyon S-konjugatlari tasiniminin ¢ok daha fazla oldugu gosterilmistir.

Tunali ve Yanardag (2006) diyabetik sicanlarda mide ve dalak dokular1 ve lipit

parametreleri lizerine vanadil siilfatin etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda Swiss
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albino cinsi siganlar1 kontrol, kontrol+vanadil siilfate, diyabetik, diyabetik+vanadil
siilfate olmak {izere 4 gruba ayirmiglardir. Homojenize edilen mide dokularinda GSH
diizeyleri belirlenmistir ve sonucta mide dokularinda GSH diizeylerinin kontrol grubuna
kiyasla diyabetik sicanlarda 6nemli 6l¢iide azaldig1 gozlenmistir.

Yalin ve ark., (2007) saglikli ve diyabetik bireylerde GSTM1, GSTT1 ve GSTP1
gen polimorfizmlerini incelemis ve Tiirk popiilasyonunda bu gen polimorfizmlerinin
diyabetes mellitus ile iligkili olup olmadigini arastirmiglardir. 98 saglikli ve 98 diyabet
hastasinda Real-time PCR kullanilarak GSTM1, GSTT1 ve GSTP1 genlerinin
genotiplemesi yapilmistir. Sonugta diyabetes mellitus hastalarinda kontrol grubuna
kiyasla daha yiiksek GSTM1 null genotipi gézlenmistir. Bununla birlikte, hastalar ve
kontrol grubu arasinda GSTT1 ve GSTP1 gen polimorfizmlerinin sikliginda anlamli fark
bulunamadi. Bu sonuglar GSTM1 null genotipinin diyabetin etiyopatogenezinde 6nemli
rol oynayabildigini ve GSTM1 geninin, Tirk popiilasyonunun diyabetes mellituse
duyarlilik tahmininde yararl bir belirteg olabilecegini gostermektedir. Taiwo ve Shittu
(2015) ise yaptiklar1 derlemede homozigot GSTM1 ya da GSTT1 null genotipinin bu
GST’lerin enzimatik aktivitesini kaybetmesine dolayisiyla pankreatik B-hiicrelerinde
reaktif oksijen ve nitrojen tiirevlerinden kaynaklanan hasarin artmasina neden oldugunu,
bu durumun ise diisiik insiilin tretimi sonucu tip 2 diyabete sebep oldugunu
bildirmislerdir. Azarova ve ark., (2018) Rus popiilasyonunda del/del GSTT1 genotipinin
tip 2 diyabet ile Onemli Olgiide iligkili oldugunu gostermis ve cinsiyet-tabanh
analizlerinde ise GSTM1 ve GSTT1 delesyon genotiplerinin ve GSTP1’in 114A/V
genotipinin Ozellikle erkeklerde Tip 2 diyabet riskinin artis1 ile iliskili oldugunu
bildirmistir. U¢ genotip kombinasyonunun (yani GSTM1+ x GSTT1+, GSTM1+ X
GSTP1 114A/A ve GSTT1+ x GSTP1 114A/A), erkeklerde tip 2 diyabet riskinde azalma
ile istatistiksel olarak anlamli iligki gosterdigini yaptiklar1 ¢aligma sonucu bildirildi.
Ayrica bu caligma ile glutatyon S-transferazlari kodlayan genlerin tip 2 diyabet riskine
birlikte katkida bulundugu ve hastalik duyarlilig1 {izerindeki etkilerinin cinsiyete 6zgi
oldugu gosterildi.

Rizvi ve ark., (2015) hipertansiyonu olan bireylerde anjiyotensin- déniistiiriicii
enzim ve Glutatyon S-transferaz gen polimorfizmi ile BKI arasindaki iliskiyi
belirlemeyi amaclamiglardir. Katilimeilar1 378 bireyin olusturdugu ¢alismada,

hipertansiyonlu bireyler (253 kisi) normal (<25 kg/m?) ya da yiiksek (>25 kg/m?)
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BKi’ye gore gruplandirilmistir. Ugiincii grubu ise normal tansiyona ve BKI’ne sahip
bireyler olusturmustur. Gen polimorfizmleri PCR ile degerlendirilmis, genotipik ve
allelik siklik dagilimi analiz edilmistir. Calisma sonucunda hipertansif obez/asir1 kilolu
bireyler ile kontrol grubu arasinda GST mu 1-pozitif ve GST teta 1-null genotip sikligi
bakimindan biiyiikk bir fark oldugu bildirilmistir. Ayrica BKI’den bagimsiz olarak
hipertansif ve normal bireyler arasinda GST teta 1-null ve GST teta 1-pozitif genotip
sikliginin oldukga farkli oldugu gézlenmistir.

Eslami ve Sahebkar (2014) 12 farkli meta-analiz ¢alimasini derlemis, GSTM1 ve
GSTT1 null genotiplerinin hipertansiyon igin risk olusturdugunu bildirmistir. Aksine Ge
ve ark., (2015) GSTM1 ve GSTT1 null genotipleri ve hipertansiyon riski arasinda bir
iliski bulunmadigini bildirmistir.

Choquet ve Meyre (2011) genetik ve obezite alanindaki 15 yillik aragtirmalari
derlemis, gida aliminin ve obeziteye genetik yatkinligin diizenlemesinde yer alan
genlerin roliinii belirleyen monogenik ve poligenik formlar arasindaki genetik
stirekliligin varlig1 hakkinda yorumda bulunmustur. Obezite ile iliskili, sekiz monogenik
gen ve dort poligenik genin (FTO, PCSK1, MC4R, CTNNBL1) bulundugunu ve son
yillarda dokuz lokusun, poligenik obeziteye katkida bulunan 58 lokus ile birlikte
Mendellian obezite formlar1 ile iligkili oldugunu bildirmislerdir. Obezitenin, viicut
agirhigini diizenleyen merkezi sisteminin kalitimsal bir bozuklugu oldugunu vurgulamis
ve polijenik obeziteye 6zellikle FTO geni iginde (rs1421085/rs9939609) ve MCA4R geni
yakinindaki (rs17782313) tek niikleotid polimorfizmlerinin (SNP) katkida bulundugunu
bildirmislerdir. Obeziteye yatkinliga sebep olan FTO varyantinin cocuklarda ve
yetiskinlerde azalmis tokluk ve / veya artan aglik hissi ile de iliskili oldugunu
bildirmislerdir. Ayrica obeziteye yatkinliga neden olan MC4R'ye yakin SNP varyantinin
hem ¢ocuklarda hem de yetigkinlerde artmis aglik hissi, doygunlugun azalmasi, toplam,
yag ve protein enerji aliminin artmasi gibi gida alimu ile ilgili parametreler iizerindeki
etkiler ile iligkili oldugunu bildirmislerdir.

Reuter ve ark., (2016) c¢ocuklarda obezite aile Oykiisii ile FTO rs9939609
polimorfizmi arasindaki iliskiyi arastirmayr amaglamiglardir. Yaglar1 7-17 arasinda
degisen toplam 406 obez/asir1 sisman kiside polimorfizm PCR ile genotipenmistir (AA
[obezite riski altinda], AT ve TT). Sonugta AA genotipinin diger genotipler ile
kiyaslandiginda (AT ve TT) obezite riski ile cok daha fazla iliskili oldugu gézlenmistir.
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Ayrica AA genotipine sahip ¢ocuklarda aile dykiisii ile BKI arasinda bir iliski oldugu,
prevalansin obez anneye, obez anneanne ya da babaanneye ve obez paternal dedeye
sahip olan ¢ocuklarda daha yiiksek oldugu gozlendi. AT ve TT genotipine sahip
cocuklarda ise, ¢ocuklardaki obezite ile obez baba ve obez maternal dede arasinda iliski
oldugu bildirilmistir.

Marginean ve ark., (2018) yaptiklar1 derlemede obezite ile iligkisi oldugu bilinen
yag kiitlesi ve obezite ile iliskili (FTO) gen, leptin geni ve reseptorii, tiimor nekroz
faktorii alfa (TNF-o), melanokortin 4 reseptor geni (MC4R), Ektoenzim niikleotit
pirofosfat fosfodiesteraz 1 (ENPP1) peroksizom proliferatér ile aktive olan reseptor
gama (PPARG), anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE), glutation S-transferaz (GST) ve
interlokin-6 (IL-6) genleri ve obezojenik g¢evresel faktorler arasindaki iligki {izerine
yorumda bulunmuslardir. Sonugta obezite ile iligskili bu genler nedeniyle genetik
yatkinligin kagmilmaz oldugunu ancak diyet miidahaleleri ve uygun yasam tarzi
degisiklikleri, genetik acgidan yatkin cocuklarda obezite gelisimini engelleyebildigi
bildirilmistir.






3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Kimyasallar

Dipotasyum hidrojen fosfat (Merck-7758-11-4), Potasyum dihidrojen fosfat
(Merck-7778-77-0), Bovine serum albumin (Sigma-A2153), Bradford soliisyonu
(Sigma-Aldrich-B6916), 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (Sigma-Aldrich-138630), rediikte
glutatyon (Sigma-Aldrich-G4251), Sodyum kloriir (Titan Biotech-7647-14-),
Etilendiamin tetraasetik asit (Merck-6381-92-6), hidroksimetil aminometan (Sigma-
T1503), Metanol (Sigma-Aldrich-34885, %2100), Etanol (Sigma-Aldrich-64-17-5;
%99,8), dithiothreitol (Sigma Aldrich-3483-12-3), Proteaz Inhibitér Kokteyli (VWR-
M221-1ML), Hidroklorik asit (Merck-1003172510), 5,5'- dithiobis(2- nitrobenzoik asit)
(Sigma Aldrich -69-78-3), p-nitrobenzil klorid (Aldrich-140112), 1-2, epoksi-3-(p-nitro
fenoksi) propan (Santa Cruz-5255-75-4).

Tiim kimyasallar analitik derecededir ve mevcut en yiiksek saflikta ticari

kaynaklardan elde edilmistir.

3.1.2 Mide dokusu ornekleri

Obez hastalara ait mide dokusu ornekleri, Ankara Keg¢ioren Egitim Arastirma
Hastanesi, Genel Cerrahi Servisi'nde, her yas diliminden, erkek ve kadin hastalardan
gastrektomi operasyonu ile elde edildi. Bu dokular hastalardan alindiktan hemen sonra
etiketlenerek -80°C sogutucularda muhafaza edildi; daha sonra, kuru buz igerisinde
tiniversitemiz Fen Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bolimii Arastirma
Laboratuvarina kargo ile gonderildi. Ornekler, soguk zincir bozulmadan &zel kutular

igerisinde -80°C sogutucuya kaldirildi ve deney giiniine kadar orada muhafaza edildi.
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3.2. Yontemler

3.2.1 Mide dokularimin homojenizasyonu

3.2.1.1. Yikama tamponu hazirhg

100 mM 200 mL (pH: 7.4) yikama tamponu hazirlamak i¢in gerekli olan 150
mM NaCl (1.754 g) ve 1 mM EDTA (0.074 g) miktarlar1 hesapland ve tartildi.
40 ml 500 mM fosfat tamponu (pH:7.4) behere alindi. Manyetik karistiricida
igerisine 1.754 g NaCl ve 0.074 g EDTA eklenerek magnet atilip ¢oziinmesi
saglandi.

Son hacim dH,0 ile 200 m1’ye tamamlandi.

Hazirlanan yikama tamponu temiz siseye alindiktan sonra parafilmlenip

kullanilacag giine kadar buzdolabinda +4 “C’de saklandi.

3.2.1.2. Homojenizasyon tamponu hazirhg

100 mM 100 mL (pH: 7.4) homojenizasyon tamponu hazirlamak igin gerekli
olan 150 mM NacCl (0.877 g), 1 mM EDTA (0.037 g) ve 1.4 mM DTT (0.22 g)
miktarlart hesaplandi ve tartildi.

Proteaz inhibitor kokteylinin (100X) 1mL dH,O igerisinde ¢6ziinmesi saglandi.
20 ml 500 mM fosfat tamponu (pH:7.4) behere alindi. Manyetik karistiricida
igerisine tartilan NaCl, EDTA ve DTT eklenerek magnet atilip ¢6ziinmesi
saglandi.

Son hacim dH,O ile 100 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan proteaz inhibitor
kokteyli de bu ¢ozelti iizerine eklendikten sonra temiz falkon tiiplerine alinip

parafilmlendi ve buzdolabinda +4 °C’de sakland.

3.2.1.3. Homojenizasyon uygulamasi

Giin icerisinde ¢alisilacak hastalara ait doku ornekleri -80 °C'den cikarild1 ve

¢Oziildiikten sonra tartildi.
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e Buz iizerine yerlestirilen yikama kabi icerisine doku alindiktan sonra dokunun
tizerini kaplayacak miktarda soguk yikama tamponu eklenerek dokular yikandi.

e Yikanan dokular temiz bir kaba alinarak yine buz iizerinde “1 g doku/4 ml
homojenizasyon tamponu” oraninda soguk homojenizasyon tamponu eklenip
doku makasi ile kiicilik pargalara ayrildi.

e Doku ve homojenizasyon tampounundan olusan bu karisim buza daldirilmisg
teflon-cam hiicre parcalama tiipii igerisine alindi ve 6x30sn olacak sekilde
homojenize edildi.

e Homojenatlar 12000g'de, +4°C'de, 30dk santrifiij edildi, siipernatan topland1 ve
250uL’lik alikotlara boliiniip etiketlendikten sonra -80 °C'de derin dondurucuda

saklandi.
3.2.2. Bradford metodu ile protein tayini

Bradford yontemi Coomassie Brilliant Blue G-250 boyasinin asidik ortamda,
proteine  baglanmasi  temeline dayanarak karisimdaki  protein  miktarinin
spektrofotometrik olarak 6lgiilmesini saglar. Coomassie Brilliant Blue G-250 boyasinin
kirmiz1 ve mavi olmak {izere iki farkli renk formu mevcuttur ve kirmiz1 form, boyanin
proteine baglanmasi lizerine mavi forma doniisiir. Ayrica boya ve protein kompleksinin
olugsmas1 boyanin maksimum absorbans verdigi dalga boyunda degisime sebep olur ve
bu dalga boyunu 465 nm’den 595 nm’ye ¢ikarir. Protein-boya kompleksi, yiiksek bir
yok olma katsayisina (Extinction Coefficient) sahiptir ve bdylece proteinin
Ol¢iilmesinde biiyiik hassasiyet saglar (Bradford, 1976). Bu tez kapsaminda yapilan
biitiin protein tayinleri Bradford (Coomassie Blue) Metodunun ELISA Mikroplaka
Okuyucu sisteme gore optimize edilmis haliyle yapildi.

Stok ve standart BSA (Bovine Serum Albumin) cozeltilerinin hazirligi:

e 3mg/ml BSA-stok ¢ozelti, 0.0060 g BSA tartilir ve 2 mL dH,O igerisinde

¢ozlinmesi saglandi.
e dH,0 ile yapilan seyreltmeler ile 1.5-1-0.5-0.25 ve 0.1 mg/ml BSA stoklari

hazirlandi.
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Uygulama: Islenmis doku &rneklerinin homojenizasyon tamponuyla istenilen oranda
diliisyonlar1 hazirlandiktan sonra 96 kuyucuklu mikro plakada 5 pl 6rnek veya 5 pl
BSA standard: {izerine 150 ul Bradford soliisyonu eklendi. 30 dakika oda sicakliginda
ve karanlikta inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda 595 nm dalga boyuna ayarlanmus
ELISA mikro plaka okuyucuda oda sicakliginda kore karsilik okundu. Koérde 6rnek
yerine ayn1 hacimde homojenizasyon tamponu eklendi. Elde edilen degerler ile standart

egri olusturulup (Sekil 3.1) egimi hesaplandi.

Bradford Metodu Standart

0,4

0,35
0,3 y= 0,3541x
R?=0,9944

0,25

0,2
0,15

ABS 595nm

0,1
0,05 +—

O T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

BSA Konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 3.1. Bradford protein tayin metodunda kullanilan standart egri grafigi.

3.2.3. GST spesifik aktivite tayini

Mide dokusundan elde edilen homojenatlarda GST enzim aktivitesinin
Olglimiinde 3 farkli substrat kullanilmistir: 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB), p-
nitrobenzil klorid (PNBC) ve 1,2-epoksi-3-(p-nitrofenoksi)-propan (EPNP)

3.2.3.1. CDNB substrati ile GST spesifik enzim aktivitesinin belirlenmesi

Toplam GST enzim aktivitesi, spektrofotometrik yontemlerle tiyoeter baginin

olusumunun takibi esasina dayali olarak gerceklestirilir (Sekil 3.2).
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Deney 340nm’de, substrat olarak CDNB kullanilmasiyla, Habig ve ark. (1974)
onerdigi metodun ELISA Mikroplaka Okuyucu sisteme gore optimize edilmis haliyle
(Yilmaz ve Iscan, 2014) yapildi.

Cl GS
NO, NO,
NO, NO»
CDNB o- kompleks

Sekil 3.2. GST enzimi tarafindan katalizlenen GSH ve CDNB konjugasyon reaksiyonu
(Armstrong, 1997).

Her bir reaksiyon ortami, yani her bir kuyucuk, 100 mM fosfat tamponu (pH:
7.4) ImM GSH, 1 mM CDNB ve homojenatin farkli miktarlarin1 (3.23-23.6
ug/kuyucuk) icermektedir. Koére 6rnek yerine aymi hacimde 10 mM fosfat tamponu
eklendi. Enzim eklenerek reaksiyon baslatildi ve 10 dk boyunca her 20 sn’de bir ABS
verileri okundu. Tutarli sonuglar elde edebilmek i¢in oOrneklerin hepsinde farkli
zamanlarda en az iki defa daha enzim aktivitesi okundu.

Enzim spesifik aktivitesi hesaplamasinda (Es.3.1) Scanlt RE4.1 yazilimi

tarafindan hesaplanan ortalama hiz degeri kullanildi:

a4/at X SF X ———— (3.1)

€ (mM~1cm™1) mg protein/ml

Spesifik Aktivite =

dA/dt birim zamanda (ms) abzorbanstaki degisimi (mOD), yani ortalama hizi, €
ekstinksiyon sabitini (CDNB igin 9.6 mM™ cm™ ) ve SF ise seyreltme faktriinii

simgelemektedir.
3.2.3.2. pNBC substrati ile GST spesifik enzim aktivitesinin belirlenmesi
Bu metodun Total GST enzim aktivitesi tayininden farki substrat olarak p-

nitrobenzil klorid ‘in (pNBC) kullanilmasidir (Sekil 3.3). Habig ve ark. (1974) 6nerdigi
metod laboratuvarimizda ELISA Mikroplaka Okuyucu sisteme gore optimize edildi.
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H,CClI H,CSG
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NO» NO;

Sekil 3.3. GST enzimi tarafindan katalizlenen GSH ve PNBC reaksiyonu (Federici ve
ark., 2010).

Optimizasyon sonrast GST enzim aktivitesi ortaminin bilesenlerine ait karar verilen
konsantrasyon degerleri Cizelge 3.1°de gortildiigii gibidir. Optimizasyon sonucunda,

aktivite 6l¢timleri 340 nm’de gerceklestirildi.

Cizelge 3.1. GST enzim aktivitesi reaksiyon ortamina ait bilesenler (PNBC)

Bilesenler Konsantrasyon
Fosfat Tamponu 100 mM (pH: 6.5)
PNBC 0.5 mM
GSH 5 mM

Her bir reaksiyon ortami, yani her bir kuyucuk 100 mM (pH: 6.5), 5 mM GSH,
0.5 mM pNBC ve homojenatin farkli miktarlarimi (128,75-471,75 pg/kuyucuk)
igcermektedir.

Enzim spesifik aktivitesi hesaplamasinda (Es.3.1) Scanlt RE4.1 yazilimi
tarafindan hesaplanan ortalama hiz degeri kullanildi. € ekstinksiyon sabiti pPNBC i¢in

1.9 mM™' cm™ olarak ayarlandi.

3.2.3.3. EPNP substrati ile GST spesifik enzim aktivitesinin belirlenmesi

Bu metodun toplam GST enzim aktivitesi tayininden farki substrat olarak 1,2-
epoksi-3-(p-nitrofenoksi)-propan (EPNP) kullanilmasidir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. GST enzimi tarafindan katalizlenen GSH ve EPNP reaksiyonu (Alias, 2016).

Habig ve ark., (1974) onerdigi metod laboratuvarimizda ELISA Mikroplaka
Okuyucu sisteme gore optimize edildi. Optimizasyon sonrast GST enzim aktivitesi
ortaminin bilesenlerine ait karar verilen konsantrasyon degerleri Cizelge 3.2’de
goriildiigli  gibidir. Optimizasyon sonucunda, aktivite Ol¢limleri 360 nm’de

gerceklestirildi.

Cizelge 3.2. GST enzim aktivitesi reaksiyon ortamina ait bilesenler (EPNP)

Bilesenler Konsantrasyon
Fosfat Tamponu 100 mM (pH: 6.5)
EPNP 0.25 mM
GSH 0.5mM

Her bir reaksiyon ortami, yani her bir kuyucuk 100 mM (pH: 6.5), 0.5 mM GSH,
0.25 mM EPNP ve homojenatin farkli miktarlarimi (25.75-94.35 ug/kuyucuk)
igermektedir.

Enzim spesifik aktivitesi hesaplamasinda Scanlt RE4.1 yazilimi tarafindan
hesaplanan ortalama hiz degeri kullanilmistir. € ekstinksiyon sabiti EPNP i¢in 0.5 mM™

cm ') olarak ayarlandu.

3.2.4. Toplam tiyol gruplarinin belirlenmesi

Hiicredeki toplam tiyol gruplarmin  %80-85’i GSH  molekiiliinden
kaynaklanmaktadir. Bu nedenle, toplam tiyol miktarindaki degisimin GSH havuzu ile

ilgili oldugu varsayilir.
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Her bir 6rnege ait total tiyol miktar1 Sedlak ve Lindsay (1968) tarafindan
tanimlanan metodun ELISA Mikroplaka Okuyucu sisteme gore optimize edilmis haliyle
belirlenmistir. Bu metod bir drnekte bulunan tiyol gruplarinin Ellman reaktifi DTNB'yi
(5,5'-ditiyo-bis- (2-nitrobenzoik asid) kimyasal olarak indirgemesi temeline dayanir.
Proteinin serbest tiyol grubu ile DTNB arasindaki reaksiyon sonucu koyu sar1 renkli 5-
tiyo-2-nitrobenzoik asit (TNB) yapisi olusur (Sekil 3.5) ve TNB, 412 nm’de maksimum
absorbans verir (Sekil 3.5) (Rudyk, ve Eaton, 2014).

-0
CkbN+/O k in disiiffi TNE
Kangik protein disilffit (San renk)
0]
-0 d
O‘\\N+IO C){-.N+/O O
S < o
®—S' + = we— N
Protein-Serbest tiyol S s
0 S
=
CNPAN
o O

DTNB

Sekil 3.5. DTNB'nin serbest tiyol gruplar tarafindan indirgenmesi (Rudyk, ve Eaton,
2014).

GSH _standartlarinin _hazirligi:  Standart egrinin olusturulmasi i¢in 0,01-0.1mM

konsantrasyon araliginda GSH ¢ozeltileri hazirlandi. DTNB’nin GSH tarafindan

indirgenme tepkimesi Sekil 3.6’da goriilmektedir.

e 0.1 mM GSH standardi1 0.000922 g GSH un 300 ul dH2O i¢inde ¢oziindiiriilmesi
ile hazirlandu.

e 0.075 mM GSH standard1 0.1 mM GSH standardindan 75 pl alinip iizerinin
dH0 ile 100 pl’ye tamamlanmasi ile hazirlandi.

e 0.050 mM GSH standardi 0.1 mM GSH standardindan 100 pl alinip tizerinin
dH0 ile 200 pl’ye tamamlanmasi ile hazirlandi.

e 0.020 mM GSH standardi 0.050 mM GSH standardindan 80 pl alinip iizerinin
dH0 ile 200 pl’ye tamamlanmasi ile hazirlandi.

e 0.010 mM GSH standardi 0.020 mM GSH standardindan 50 pl alinip iizerinin

dH,0 ile 100 pl’ye tamamlanmasi ile hazirlandi.
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Sekil 3.6. DTNB' nin GSH tarafindan indirgenmesi (Giustarini ve ark., 2013).

Prosediir:

20 mM EDTA igeren 30 pl 200 mM Tris tampon (pH 8.2) igerisine 10 ul 6rnek
(10.3-37.76 pg/kuyucuk) eklendi. Daha sonra her bir kuyucuga 20 ul DTNB (2 mM) ve
140 ul MeOH eklendi. Reaksiyona ait bilesenler Cizelge 3.3’de goriilmektedir. 30
dakika 25 °C’de ve karanlikta inkiibe edildikten sonra ELISA mikroplaka okuyucuda
405 nm’de absorbans degerleri Olgiildii. Standart egrinin (Sekil 3.7) egim degeri

kullanilarak 6rneklerdeki toplam tiyol miktar1 hesapland.

Cizelge 3.3. Toplam tiyol gruplarinin belirlenmesi deneyine ait reaksiyon bilesenleri

Blank Standart/Ornek

- 10 pl Ornek /GSH

40 pl Tris tampon 30 pl Tris tampon
20 ul DTNB 20 ul DTNB

140 pl MeOH 140 pl MeOH
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Toplam Tiyol Miktarinin Belirlenmesinde Kullanilan

3,0

y =25,137x
2,5 R?=0,9996

2,0

1,5

ABS405 nm

1,0

0,5

0,0 T T 1
0 0,05 0,1 0,15

GSH Konsantrasyonu(mM/g doku)

Sekil 3.7. Total tiyol miktarinin belirlenmesi i¢in kullanilan standart egri grafigi.
3.2.5. Istatistiksel analizler

Istatistiksel analizler Sigmaplot 13.0 lisanshi yazilimi ile gergeklestirildi. Ikili
gruplar arasinda normalite testi (Shapiro-Wilk) ve esit varyans testi (Brown-Forsythe)
uygulanarak testleri gecip gecmedikleri kontrol edilmistir. Gruplarin ortalamalari,
standart sapma (SD) ve standart hata ortalamalari (SEM) hesaplanarak, grafiklerde
ortalamanin standart hatast hata barlarini olusturmakta kullanilmistir (£SEM). t-test
sonrasinda, normalite testlerini gegcen grup karsilastirmalarinda, tek ve ¢ift uglu P
degerleri (one-tailed P value, two-tailed P-value) hesaplanarak iki grubun birbirlerinden
istatistiksel olarak anlamli sekilde farkli olup olmadiklari belirlenmistir: p<0,05 degeri
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Tek ve ¢ift uclu testlerin giic degerleri de
alfa degeri olarak hesaplanarak (Power of performed two-tailed test with alpha) gruplar
arasinda bir fark olup olmadigi ifade edilmistir. 0,800'den biiyiik giic degerleri icin
gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli ve kabul edilebilir olarak
degerlendirilmistir.

Normalite testini (Shapiro-Wilk) gecemeyen deneysel grup karsilagtirmalari igin
Mann-Whitney U Istatistigi kullanilmis; P degeri bu sekilde elde edilmistir.



4. BULGULAR

4.1. GST lzozimlerinin ve Toplam Tiyol Miktarinin Ornekleme Parametrelerine

Gore Degisimi

39 obezite hastasindan toplanan anketlerle hem kisisel bilgilere hem de obezite

disinda hastaliklarinin olup olmadigi bilgisine ulasildi. Anketlerden elde edilen

bilgilerden yola ¢ikarak hastalar, cinsiyet, yas, hipertansiyon olgusu, diyabet olgusu ve

aile oOykiisti parametreleri goz Oniinde bulundurularak gruplandirildi ve bu gruplar

sematize edildi (Sekil 4.1). Bu parametrelere bagli olarak olusturulan hasta gruplar

asagida gorildigi gibidir:

Cinsivyete gore: 31 kadin ve 8 erkek hasta

Yasa gore: 35 yas lizeri 20 hasta ve 35 yas ve alt1 15 hasta

Hipertansiyon olgusuna gére: Hipertansiyonu olmayan 26 hasta ve

hipertansiyonu olan 8 hasta

Diyabet olgusuna gore: Diyabeti olmayan 26 hasta ve diyabeti olan 8 hasta

Aile baglantisina gore: Ailesinde obezite Oykiisii bulunmayan 15 hasta ve

obezite Oykiisii olan 20 hasta

Aile Gecmisi

Sekil 4.1. Obez hastalarda goriilen olgu ortakliklari.
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4.1.1. Yasin GST enzim aktiviteleri ve toplam tiyol miktari iizerine etkileri

Yas verilerine ulasilabilen toplam 35 hasta, “35 yas ve alti” ve “35 yas istii”
olarak gruplandirildi. Hastalarin her birine ait, CDNB substratina kars1 6l¢iilen toplam
GST spesifik aktivitelerinin yasa bagli dagilimi1 Sekil 4.2°de ve her iki gruba ait toplam

GST spesifik aktivitesi ortalamalarinin yasa gore dagilimi Sekil 4.3’de goriilmektedir.

Obezite Hastalarina Ait Mide Dokularindaki Toplam GST Aktivitelerinin Yaga Gére Dagilimi (+SD)
(substrat: CONB)

035 yas ve alt

[0 35 yas Ustl

i
40,00 ‘
20/
.00 = = = = = = = = =

Hastalar (n=35)

GST Spesifik Aktivitesi (nmol/dk/mg protein)

2 8 g
2 2 g

— .

=
_
;_'_;
[ B

=l

5

=]

Sekil 4.2. Toplam GST aktivitelerinin yasa gore dagilimi (Substrat: CDNB).

Obezite Hastalarina Ait Mide Dokularindaki Toplam
GST Aktivitelerinin Ortalamalarinin Yasa Gore
Dagilimi (tSEM)
(substrat: CDNB)
O 35 yas ve alti

70 I
i [ 35 yas Ustl T
1

80

60

50

40

30

20

10

o

GST Spesifik Aktivitesi (nmol/dk/mg protein)

Hasta Gruplan

Sekil 4.3. Toplam GST aktivitelerinin ortalamalarinin yasa gore dagilimi.
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35 yas Ve alt1 hasta grubu i¢in toplam GST spesifik aktivitesi ortalamalar1 62.317
+ 4.619 nm/dk/mg protein (n=15) olarak hesaplanirken, 35 yas iistii grup i¢in 67,120 +
3.332 nm/dk/mg protein (n=20) olarak hesaplandi. Sonuglar degerlendirildiginde toplam
GST aktivite spesifik aktivitesinin “35 yas iistii” hasta grubunda “35 yas ve alt1” hasta

grundan %7 daha fazla oldugu goriildii.

Istatistiksel Analizler

“35 yas Ustli” ve “35 yas ve alt1” hasta gruplarinda CDNB substrat1 ile Ol¢iilen
toplam GST aktiviteleri i¢in yapilan istatistiksel analizler Cizelge 4.1°de goriildiigii
gibidir.

Normalite Testi (Shapiro-Wilk): Gegti (P =0,391)
Esit Varyans Testi (Brown-Forsythe): Gegti (P =0,263)

Cizelge 4.1. Yas-Toplam GST aktivitesi istatistiksel analiz sonuglari

L Standart Ortalamanin Standart
Grup Ismi N Ortalama Sapma (SD) Hatasi (SEM)
35 yasg ve alti 15 62,317 17,891 4,619
35 yas tistii 20 67,120 14,903 3,332
Fark -4,804
t -0,866 (33 derece serbestlikte)

Iki uclu P degeri 0,393
Tek uglu P degeri 0,196

Iki uclu test i¢in gii¢ degeri o= 0,050:0,134 (0,800'den kiiciiktiir)
Tek uglu test icin gii¢ degeri a = 0,050:0,213 (0,800'den kiiciiktiir)

Iki grubun ortalamalar arasindaki fark, rassal 6rneklemenin degiskenliginin bu
farki yaratmig olabilecegi olasiligini reddetmek icin yetersizdir. Bir baska ifadeyle,

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (p>0,05).
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Hastalarin her birine ait, pNBC substratina kars1 olgiilen GST izozimi spesifik
aktivitelerinin yasa bagli dagilimi Sekil 4.4°de ve her iki gruba ait GST izozimi spesifik

aktivitesi ortalamalarinin yasa gore dagilimi ise Sekil 4.5’de gortilmektedir.

Obezite Hastalarina Ait Mide Dokularindaki GST
Aktivitelerinin Yagsa Gore Dagilimi (+SD)
(substrat: pNBC)

O35 yag ve alt
O35 yas lsta

f

1,5

GST Spesifik Aktivitesi (nmol/dk/mg protein)

N LINLILLELLL L

Hastalar (n=34)

Sekil 4.4. GST izozim aktivitelerinin yasa gore dagilimi (Substrat pNBC).

Obezite Hastalarina Ait Mide Dokularindaki
GST Aktivitelerinin Ortalamalarinin Yasa
Gore Dagihmi (SEM)

(substrat: pNBC)
1,6
035 yas ve alti
1,4 (
[@35 yas Gsti
| I

0,8

0,6 |

0,2 e

GST Spesifik Aktivitesi (nmol/dk/mg protein)

Hasta Gruplari

Sekil 4.5. GST izozim aktivitesi ortalamalarinin yasa gore dagilimi (Substrat: pNBC).
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35 yas ve alt1 hasta grubu i¢in pNBC substratina karst okunan GST izozimi
spesifik aktivitesi ortalamalar1 1.272 + 0.114 nm/dk/mg protein (n=15) olarak
hesaplanirken, 35 yas tstii grup i¢in 1.191 + 0.103 nm/dk/mg protein (n=19) olarak
olarak hesaplandi. Deneysel hata oldugu veya 6rnegin bozuldugu varsayilan, bir hastaya
ait veri ortalama hesaplamalarinda kullanilmadi. Elde edilen veriler degerlendirildiginde
35 yas Ve alt1 gruba ait, pNBC substrat1 ile olglilen GST izozimi spesifik aktivitesi

ortalamasinin 35 yas uistii gruptan %7 daha fazla oldugu belirlendi.

Istatistiksel Analizler

“35 yag uistii” ve “35 yas ve alt1” hasta gruplarinda pNBC substrat1 ile dl¢iilen
GST izozim aktiviteleri i¢in yapilan istatistiksel analizler Cizelge 4.2’de goriildiigi
gibidir.

Normalite Testi (Shapiro-Wilk): Gegti (P =0,556)
Esit Varyans Testi (Brown-Forsythe): Gegti (P =0,673)

Cizelge 4.2. Yas-GST izozim aktivitesi istatistiksel analiz sonuglar1 (Substrat: pNBC)

L Standart Ortalamanin Standart
Grup Ismi N Ortalama Sapma (SD) Hatas1 (SEM)
35 yas ve alt1 15 1,272 0,443 0,114
35 yas isti 19 1,191 0,447 0,103
Fark 0,153
t 0,993 (32 derece serbestlikte)

Iki uclu P degeri 0,328
Tek uglu P degeri 0,164

Iki uglu test igin giic degeri o = 0,050:0,161 (0,800'den kiigiiktiir)
Tek uglu test icin gii¢ degeri a. = 0,050:0,251 (0,800'den kiigiiktiir)

Iki grubun ortalamalar1 arasindaki fark, rassal 6rneklemenin degiskenliginin bu
farki yaratmig olabilecegi olasiligin1 reddetmek icin yetersizdir. Bir baska ifadeyle,

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (p>0,05).
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Hastalarin her birine ait, EPNP substratina kars1 ol¢iilen GST izozimi spesifik
aktivitelerinin yasa bagli dagilimi Sekil 4.6’da ve her iki gruba ait GST izozimi spesifik

aktivitesi ortalamalarinin yasa gore dagilimi ise Sekil 4.7°de goriilmektedir.

Obezite Hastalarina Ait Mide Dokularindaki GST
Aktivitelerinin Yaga Gére Dagihimi (xSD)
(substrat: EPNP)

} 035 yag ve alti

w
S
S

@ 35 yas ustl

N
%
=}

[N
o
S

.
w
=}

.

o

=}
I

GST Spesifik Aktivitesi (nmol/dk/mg protein)
|

L HLLLTERY

Hastalar (n=34)

Sekil 4.6. GST izozim aktivitelerinin yasa gére dagilimi (Substrat:EPNP).

Obezite Hastalarina Ait Mide Dokularindaki
GST Aktivitelerinin Ortalamalarinin Yasa
Gore Dagilimi (£SD)

(substrat: EPNP)

90

O35 yas ve alti
80

[ 35 yas Ustl
70

60

50 F——

40 e

30 —

20 —

GST Spesifik Aktivitesi (nmol/dk/mg protein)

Hasta Gruplan

Sekil 4.7. GST izozim aktivitesi ortalamalarinin yasa gore dagilimi (Substrat: EPNP).
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35 yas ve alt1 hasta grubu i¢in EPNP substratina karsi okunan GST izozimi
spesifik aktivitesi ortalamalar1 60.429 + 25.09 nm/dk/mg protein (n=12) olarak
hesaplanirken, 35 yas Ustii grup i¢in 51.174 + 27.486 nm/dk/mg protein (n=17) olarak
olarak hesaplandi. Deneysel hata oldugu veya Orneklerin bozuldugu varsayilan,
hastalara ait dort veri ve istatistiksel olarak anlamli bulunmayan, hastalara ait iki veri
ortalama hesaplamalarinda kullanilmadi. Sonuclar degerlendirildiginde 35 yas ve alt1
gruba ait, EPNP substrati ile 6l¢iilen GST izozimi spesifik aktivitesi ortalamasinin 35

yas usti gruptan %18 daha fazla oldugu belirlendi.

Istatistiksel Analizler

“35 yag tistii” ve “35 yas ve alt1” hasta gruplarinda EPNP substrat1 ile 6l¢iilen
GST izozim aktiviteleri i¢in yapilan istatistiksel analizler Cizelge 4.3’de goriildiigi
gibidir.

Normalite Testi (Shapiro-Wilk): Gegemedi (P < 0,050)
Mann-Whitney Sira Toplam Testi

Cizelge 4.3. Yas-GST izozim aktivitesi istatistiksel analiz sonuglar1 (Substrat: EPNP)

Grup Ismi N Medyan %25 %75
35 yas ve alti 12 69,563 36,809 81,126
35 yas listl 17 52,202 32,375 62,290

MW-U istatistigi 72,000
T 210,000
P degeri 0,191

Iki grubun ortalamalar arasindaki fark, rassal érneklemenin degiskenliginin bu
farki yaratmig olabilecegi olasiligini reddetmek icin yetersizdir. Bir baska ifadeyle,

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (p>0,05).
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Hastalarin her birine ait toplam tiyol miktarinin yasa bagh dagilimi Sekil 4.8°de,
her iki gruba ait toplam tiyol miktar1 ortalamalarinin yasa gore dagilimi ise Sekil 4.9’da

goriilmektedir.

Obezite Hastalarina Ait Mide Dokularindaki Toplam Tiyol Miktarlarinin Yasa Gore Dagilimi
(+SD)
0,25 7
O<36 yas

0,20
E @>35 yas
o
° _ - _
X M E i &
E 0,15
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g
=
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Hastalar (n=35)

Sekil 4.8. Toplam tiyol miktarinin yasa bagl dagilima.

Obezite Hastalarina Ait Mide Dokularindaki
Toplam Tiyol Miktari Ortalamalarinin Yasa Gore
Dagilimi (+SEM)
0,2
035 yas ve alti
‘5 0,18
S o . [ 35 yas Ustd
'ég 0,14 -
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E 0,1
x
'E 0,08
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Z
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g
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|2 0
Hasta Gruplan

Sekil 4.9. Toplam tiyol miktar1 ortalamalarinin yaga bagli degisimi.
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35 yas Ve alt1 hasta grubu i¢in toplam tiyol miktar1 ortalamalar1 0.150 + 0.00485
(n=13) mM/g doku hesaplanirken, 35 yas tstii grup i¢in 0.157 + 0.00502 mM/g doku
(n=19) olarak hesaplandi. Istatistiksel olarak anlamli bulunmayan, ii¢ hastaya ait veriler
ortalama hesaplamalarinda kullanilmadi. Elde edilen veriler degerlendirildiginde 35 yas
iistli gruba ait toplam tiyol miktarinin ortalamasinin 35 yas ve alt1 gruba gore %5 daha

fazla oldugu belirlendi.

Istatistiksel Analizler

“35 yas Ustli” ve “35 yas ve alt1” hasta gruplarinda toplam tiyol miktar1 igin

yapilan istatistiksel analizler Cizelge 4.4’de gortildiigt gibidir.

Normalite Testi (Shapiro-Wilk): Gegti (P =0,382)
Esit Varyans Testi (Brown-Forsythe): Gegti (P =0,403)

Cizelge 4.4. Yas-Toplam tiyol miktari istatistiksel analiz sonuglari

Standart Ortalamanin
Grup ismi N Ortalama Sapma Standart Hatasi
(SD) (SEM)
35 yas ve alt1 13 0,150 0,0181 0,00485
35 yas tsti 19 0,157 0,0212 0,00502
Fark -0,00721
t -1,003 (30 derece serbestlikte)

Iki uclu P degeri 0,324
Tek uclu P degeri 0,162

Iki uglu test igin giic degeri o = 0,050:0,163 (0,800'den kiigiiktiir)
Tek uclu test i¢in gii¢ degeri a = 0,050:0,253 (0,800'den kiigiiktiir)

Iki grubun ortalamalar1 arasindaki fark, rassal 6rneklemenin degiskenliginin bu
farki yaratmig olabilecegi olasiligini reddetmek icin yetersizdir. Bir baska ifadeyle,

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml1 bir fark bulunmamaktadir (p>0,05).
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4.1.2. Cinsiyetin GST enzim aktiviteleri ve toplam tiyol iizerine etkileri

39 hasta erkek ve kadin olarak gruplandirildi. Hastalarin her birine ait, CDNB
substratina karsi Olgiilen toplam GST spesifik aktivitelerinin cinsiyete bagli dagilimi
Sekil 4.10°da ve her iki gruba ait toplam GST spesifik aktivitesi ortalamalarinin yasa

gore dagilimi Sekil 4.11°de goriilmektedir.

Obezite Hastalarina Ait Mide Dokularindaki Toplam GST Aktivitelerinin Cinsiyete Gére Dagilimi (+SD)
(substrat: CDNB)

O Erkek

O Kadin

GST Spesifik Aktivitesi (nmol/dk/mg protein)
=
=

0 58 N N 15 1 0 Ll

Hastalar (n=39)

Sekil 4.10. Toplam GST aktivitelerinin cinsiyete gore dagilimi (Substrat: CDNB).

Obezite Hastalarina Ait Mide Dokularindaki Toplam
GST Aktivitelerinin Ortalamalarinin Cinsiyete Gore
Dagilimi (+SEM)

(substrat: CDNB)
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Sekil 4.11. Toplam GST aktivitelerinin ortalamalarinin cinsiyete gére dagilima.
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Kadin hasta grubu i¢in toplam GST spesifik aktivitesi ortalamalar1 66.363 +
2.908 nm/dk/mg protein (n=31) olarak hesaplanirken, erkek hasta grup i¢in 60.575 +
2.998 nm/dk/mg protein (n=8) olarak hesaplandi. Elde edilen veriler
degerlendirildiginde kadin hasta gruba ait toplam GST spesifik aktiviteleri
ortalamasinin erkek grubundan yaklasik %10 daha fazla oldugu belirlendi.

Istatistiksel Analizler

“Kadin” ve “Erkek” hasta gruplarinda CDNB substrat1 ile dlgiilen toplam GST
aktiviteleri i¢in yapilan istatistiksel analizler Cizelge 4.5’de goriildiigii gibidir.

Normalite Testi (Shapiro-Wilk): Gegti (P =0,413)
Esit Varyans Testi (Brown-Forsythe): Gegti (P =0,842)

Cizelge 4.5. Cinsiyet- Toplam GST aktivitesi istatistiksel analiz sonuglari

- Standart Ortalamanin
Grup Ismi N Ortalama Sapma Standart Hatas1
(SD) (SEM)
Kadin 31 66,363 16,190 2,908
Erkek 8 60,575 16,964 2.998
Fark 5,788
t 0,893 (37 derece serbestlikte)

Iki uglu P degeri 0,377
Tek uglu P degeri 0,189

Iki uglu test i¢in gii¢ degeri o = 0,050:0,140 (0,800'den kiigiiktiir)
Tek uglu test icin gii¢ degeri a. = 0,050:0,221 (0,800'den kiigiiktiir)

Iki grubun ortalamalar arasindaki fark, rassal drneklemenin degiskenliginin bu
farki yaratmig olabilecegi olasiligini reddetmek icin yetersizdir. Bir baska ifadeyle,

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (p>0,05).
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Hastalarin herbirine ait, pNBC substratina kars1 olgiilen GST izozimi spesifik
aktivitelerinin cinsiyete bagli dagilimi Sekil 4.12’de ve her iki gruba ait GST izozimi
spesifik aktivitesi ortalamalarmin cinsiyete gore dagilimi ise Sekil 4.13’de

goriilmektedir.

Obezite Hastalarina Ait Mide Dokularindaki GST Aktivitelerinin
Cinsiyete Gore Dagilimi (+SD)
(substrat: pNBC)
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Hastalar (n=38)

Sekil 4.12. GST izozim aktivitelerinin cinsiyete gore dagilimi (Substrat: pNBC).

Obezite Hastalarina Ait Mide Dokularindaki GST
Aktivitelerinin Ortalamalarinin Cinsiyete Gore Dagilimi
(xSEM)

(substrat: pNBC)
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Sekil 4.13. GST izozim aktivitesi ortalamalarinin cinsiyete goére dagilimi (Substrat:
pNBC).
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Kadin hasta grubu i¢in pNBC substratina kars1 okunan GST izozimi spesifik
aktivitesi ortalamalar1 1.214 + 0.082 nm/dk/mg protein (n=30) olarak hesaplanirken,
erkek hasta grubu igin 1.037 + 0.148 nm/dk/mg protein (n=8) olarak hesaplandi.
Deneysel hata oldugu veya 6rnegin bozuldugu varsayilan, bir hastaya ait veri ortalama
hesaplamalarinda kullanilmadi. Sonuglar degerlendirildiginde kadin hasta grubuna ait,
pNBC substrati ile dlgiilen GST izozimi spesifik aktivitesi ortalamasiin erkek hasta

grubuna yaklasik %17 daha fazla oldugu belirlendi.

Istatistiksel Analizler

“Kadin” ve “Erkek” hasta gruplarinda pNBC substrati ile Olgiilen GST izozim
aktiviteleri i¢in yapilan istatistiksel analizler Cizelge 4.6’da goriildiigii gibidir.

Normalite Testi (Shapiro-Wilk): Gegti (P = 0,635)
Esit Varyans Testi (Brown-Forsythe): Gegti (P =0,815)

Cizelge 4.6. Cinsiyet- GST izozim aktivitesi istatistiksel analiz sonuglar1 (Substrat:

pNBC)
_— Standart Ortalamanin Standart
Grup Ismi N Ortalama Sapma (SD) Hatas1 (SEM)
Kadmn 30 1,214 0,449 0,0820
Erkek 8 1,037 0,420 0,148
Fark 0,177
t 1,005 (36 derece serbestlikte)

Ikiuglu P degeri 0,322
Tek uglu P degeri 0,161

Iki uglu test igin gii¢ degeri o = 0,050:0,165 (0,800'den kiigiiktiir)
Tek uglu test icin gii¢ degeri a. = 0,050:0,255 (0,800'den kiigiiktiir)

Iki grubun ortalamalar arasindaki fark, rassal 6rneklemenin degiskenliginin bu
farki yaratmig olabilecegi olasiligini reddetmek icin yetersizdir. Bir baska ifadeyle,

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (p>0,05).
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Hastalarin her birine ait EPNP substratina karst okunan GST izozimi spesifik

aktivitelerinin cinsiyete bagli dagilimi Sekil 4.14’de ve her iki gruba ait GST izozimi

spesifik aktivitesi

goriilmektedir.

ortalamalarinin cinsiyete gore dagilimi ise Sekil 4.15°de
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Sekil 4.14. GST izozim aktivitelerinin cinsiyete gore dagilimi (substrat: EPNP).

Sekil 4.15. GST izozim aktivitesi ortalamalarinin cinsiyete
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Dagilimi (+SEM)
(substrat: EPNP)
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Hasta Gruplari

EPNP).

gore dagilimi (substrat:
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Kadin hasta grubu i¢in EPNP substratina karsi okunan GST izozimi spesifik
aktivitesi ortalamalar1 55.782 + 5.011 nm/dk/mg protein (n=27) olarak hesaplanirken,
erkek hasta grubu i¢in 45.775 + 8.011 nm/dk/mg protein (n=6) olarak hesaplandi.
Deneysel hata oldugu veya orneklerin bozuldugu varsayilan, hastalara ait dort veri ve
istatistiksel olarak anlamli bulunmayan, hastalara ait iki veri ortalama hesaplamalarinda
kullanilmadi Elde edilen veriler degerlendirildiginde kadin hasta grubuna ait EPNP
substrati ile oOlgiilen GST izozimi spesifik aktivitesi ortalamasinin erkek hasta

grubundan yaklasik % 22 daha fazla oldugu belirlendi.

Istatistiksel Analizler

“Kadin” ve “Erkek” hasta gruplarinda EPNP substrati ile dlgiilen GST izozim
aktiviteleri i¢in yapilan istatistiksel analizler Cizelge 4.7’ de gortildiigu gibidir.

Normalite Testi (Shapiro-Wilk): Gegti (P =0,070)
Esit Varyans Testi (Brown-Forsythe): Gegti (P =0,560)

Cizelge 4.7. Cinsiyet- GST izozim aktivitesi istatistiksel analiz sonuglart (Substrat:

EPNP)
. Standart Ortalamamn Standart
Grup Ismi N Ortalama Sapma (SD) Hatasi (SEM)
Kadin 27 55,782 26,040 5,011
Erkek 6 45,775 19,623 8,011
Fark 10,007
t 0,883 (31 derece serbestlikte)

Iki uclu P degeri 0,384
Tek uglu P degeri 0,192

Iki uclu test i¢in gii¢ degeri o= 0,050:0,137 (0,800'den kiiciiktiir)
Tek uglu test icin gii¢ degeri a = 0,050:0,217 (0,800'den kiigiiktiir)

Iki grubun ortalamalar arasindaki fark, rassal 6rneklemenin degiskenliginin bu
farki yaratmis olabilecegi olasiligini reddetmek icin yetersizdir. Bir baska ifadeyle,

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (p>0,05).
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Hastalarin her birine ait toplam tiyol miktarlarinin cinsiyete bagh dagilimi1 Sekil
4.16°da, her iki gruba ait toplam tiyol miktar1 ortalamalarinin cinsiyete gére dagilimi ise
Sekil 4.17°de goriilmektedir.

Obezite Hastalarina Ait Mide Dokularindaki Toplam Tiyol Miktarlarinin Cinsiyete Gore Dagilimi
(£SE)
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Sekil 4.16. Toplam tiyol miktarinin cinsiyete bagli dagilimi

Obezite Hastalarina Ait Mide Dokularindaki Toplam
Tiyol Miktari Ortalamalarinin Cinsiyete Gore
Dagilimi (£tSEM)
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Sekil 4.17. Toplam tiyol miktar1 ortalamalarinin cinsiyete bagli dagilima.
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Kadin hasta grubu i¢in toplam tiyol miktar1 ortalamalar1 0.151 + 0,00365 mM/g
doku (n=29) olarak hesaplanirken, erkek hasta grubu i¢in 0.164 + 0,00630 mM/g doku
(n=7) olarak hesapland. Istatistiksel olarak anlamli bulunmayan, ii¢ hastaya ait veriler
ortalama hesaplamalarinda kullanilmadi. Elde edilen veriler degerlendirildiginde erkek
hasta grubuna ait toplam tiyol miktar1 ortalamasinin kadin hasta grubundan %7 daha

fazla oldugu belirlendi.

Istatistiksel Analizler

“Kadin” ve “Erkek” hasta gruplarinda toplam tiyol miktar1 igin yapilan

istatistiksel analizler Cizelge 4.8’de goriildiigi gibidir.

Normalite Testi (Shapiro-Wilk): Gegti (P =0,958)
Esit Varyans Testi (Brown-Forsythe): Gegti (P =0,461)

Cizelge 4.8. Cinsiyet-Toplam tiyol miktari istatistiksel analiz sonuglari

L Standart Ortalamanin Standart
Grup Ismi N Ortalama Sapma (SD) Hatasi (SEM)
Erkek 7 0,164 0,0167 0,00630
Kadin 29 0,151 0,0196 0,00365
Fark 0,0124
t 1,534 (34 derece serbestlikte)

Ikiuclu P degeri 0,134
Tek uglu P degeri  0,0671

Iki uclu test i¢in gii¢ degeri o= 0,050:0,320 (0,800'den kiiciiktiir)
Tek uglu test icin gii¢ degeri a = 0,050:0,444 (0,800'den kiiciiktiir)

Iki grubun ortalamalar1 arasindaki fark, rassal érneklemenin degiskenliginin bu farki
yaratmis olabilecegi olasiligini reddetmek icin yetersizdir. Bir baska ifadeyle, gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (p>0,05).
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4.1.3. Hipertansiyonun GST enzim aktiviteleri ve toplam tiyol miktari iizerine

etkileri

Anketlerden edinilen bilgiler ile hipertansiyonu oldugu bildirilen 8 hasta “HT
(+)” olarak hipertansiyonu olmayan 26 hasta”HT (-)” olarak gruplandirildi.Hastalarin
her birine ait, CDNB substratina karsit olgiilen toplam GST spesifik aktivitesinin
hipertansiyon vakasina bagl dagilimi Sekil 4.18°de, her iki gruba ait toplam GST
spesifik aktivitesi ortalamalarinin hipertansiyon vakalarina gore dagilimi Sekil 4.19°da

goriilmektedir.

Obezite Hastalarina Ait Mide Dokularindaki Toplam GST Aktivitelerinin
Hipertansiyon Vakalarina Gore Dagilimi (SD)
(substrat: CDNB)

COHT (-)

WHT (+)

=

GST Spesifik Aktivitesi (nmol/dk/mg protein)

o L L il
Hastalar (n=34)

Sekil 4.18. Toplam GST aktivitelerinin hipertansiyon vakalarina gére dagilimi
(Substrat: CDNB).

Obezite Hastalarina Ait Mide Dokularindaki Toplam GST
Aktivitelerinin Ortalamalarinin Hipertansiyon Vakalarina
Gore Dagihmi (£SEM)

(substrat: CDNB)
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Sekil 4.19. Toplam GST aktivite ortalamalarinin hipertansiyon vakalarina gore dagilimi.
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Hipertansiyonu olmayan obez hasta grubu ic¢in toplam GST spesifik aktivitesi
ortalamalar1  63.425 + 3.080 nm/dk/mg protein (n=26) olarak hesaplanirken,
hipertansiyonu olan obez hasta grubu i¢in 72.650 = 5.781 nm/dk/mg protein (n=8)
olarak hesaplandi. Sonuclar degerlendirildiginde hipertansiyonu olmayan obez hastalara
kiyasla hipertansiyonu olan obez hastalara ait, CDNB substratina kars1 dlgiilen toplam

GST spesifik aktivitesi ortalamalarmin yaklasik % 15 daha fazla oldugu belirlendi.

Istatistiksel Analizler

“HT(-)” ve (HT(+)” hasta gruplarinda CDNB substrati ile dl¢iilen toplam GST

aktiviteleri i¢in yapilan istatistiksel analizler Cizelge 4.9’da goriildiigii gibidir.

Normalite Testi (Shapiro-Wilk): Gegti (P =0,904)
Esit Varyans Testi (Brown-Forsythe): Gegti (P =0,970)

Cizelge 4.9. Hipertansiyon-Toplam GST aktivitesi istatistiksel analiz sonuglari

L Standart Ortalamanin Standart
Grup Ismi N Ortalama Sapma (SD) Hatasi (SEM)
HT(-) 26 63,425 15,706 3,080
HT(+) 8 72,650 16,353 5,781
Fark -9,225
t -1,440 (32 derece serbestlikte)

Iki uclu P degeri 0,160
Tek uglu P degeri  0,0799

Iki uclu test i¢in gii¢ degeri o= 0,050:0,287 (0,800'den kiiciiktiir)
Tek uglu test icin gii¢ degeri a = 0,050:0,407 (0,800'den kiiciiktiir)

Iki grubun ortalamalar arasindaki fark, rassal drneklemenin degiskenliginin bu
farki yaratmis olabilecegi olasiligin1 reddetmek icin yetersizdir. Bir baska ifadeyle,

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (p>0,05).
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Hastalarin her birine ait pNBC substratina karsi olgiilen GST izozimi spesifik
aktivitelerinin hipertansiyon vakasia bagli dagilimi Sekil 4.20°de ve her iki gruba ait
GST izozimi spesifik aktivitesinin ortalamalarinin hipertansiyon vakalarina gore

dagilimi ise Sekil 4.21°de goriilmektedir.

Obezite Hastalarina Ait Mide Dokularindaki GST
Aktivitelerinin Hipertansiyon Vakalarina Gére Dagilimi (+SD)
(substrat: pNBC)

OHT(-)
W HT (+)
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=
=
=

GST Spesifik Aktivitesi (nmol/dk/mg protein)

Hastalar (n=33)

Sekil 4.20. GST izozim aktivitesinin hipertansiyon vakalarina gore dagilimi (Substrat
pNBC).

Obezite Hastalarina Ait Mide
Dokularindaki GST Aktivitelerinin
Ortalamalarinin Hipertansiyon Vakalarina
Gore Dagilimi (+SEM)

(substrat: pNBC)
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Sekil 4.21. GST izozim aktivitesi ortalamalarinin hipertansiyon vakalarina gore dagilimi
(Substrat pNBC).
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Hipertansiyonu olmayan obez hasta grubu i¢in pNBC substratina kars1 okunan
GST izozimi spesifik aktivitesi ortalamalar1 1.154 + 0.0733 nm/dk/mg protein (n=25)
olarak hesaplanirken, hipertansiyonu olan obez hasta grubu i¢in 1.098 + 0.138
nm/dk/mg protein (n=6) olarak hesaplandi. Istatistiksel olarak anlamli bulunmayan,
hastalara ait iki veri ve 6rnegin bozuk oldugu veya deneysel hata igerdigi diisiiniilen,
hastaya ait bir veri ortalama hesaplamalarinda kulanilmadi. Elde edilen veriler
degerlendirildiginde hipertansiyonu olmayan obez hastalarda, hipertansiyonlu obez
hastalara kiyasla pNBC substrati ile oOlgiilen GST izozimi spesifik aktivitesi

ortalamalarinin yaklasik % 5 daha fazla oldugu belirlenmistir.

Istatistiksel Analizler

“HT(+)” ve “HT(-)” hasta gruplarinda pNBC substrati ile oOl¢iillen GST izozim

aktiviteleri i¢in yapilan istatistiksel analizler Cizelge 4.10°da goriilmektedir.

Normalite Testi (Shapiro-Wilk): Gegti (P =0,909)
Esit Varyans Testi (Brown-Forsythe): Gegti (P =0,662)

Cizelge 4.10. Hipertansiyon- GST izozim aktivitesi istatistiksel analiz sonuglari
(Substrat: pNBC)

. Standart Ortalamamn Standart
Grup Ismi N Ortalama Sapma (SD) Hatas1 (SEM)
HT(-) 25 1,154 0,367 0,0733
HT(+) 6 1,098 0,339 0,138
Fark 0,0563
t 0,342 (29 derece serbestlikte)

Iki uclu P degeri 0,735
Tek uglu P degeri 0,367

Iki uclu test i¢in gii¢ degeri o= 0,050:0,063 (0,800'den kiigiiktiir)
Tek uglu test icin gii¢ degeri a = 0,050:0,095 (0,800'den kiigiiktiir)

Iki grubun ortalamalar1 arasindaki fark, rassal drneklemenin degiskenliginin bu
farki yaratmis olabilecegi olasiligini reddetmek icin yetersizdir. Bir baska ifadeyle,

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (p>0,05).
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Hastalarin her birine ait EPNP substratina kars1 okunan GST izozimi spesifik
aktivitesinin hipertansiyon vakalarina bagli dagilimi Sekil 4.22°de, her iki gruba ait
GST izozimi spesifik aktvitesi ortalamalarinin hipertansiyon vakalarina gore dagilimi
ise Sekil 4.23’de goriilmektedir.

Obezite Hastalarina Ait Mide Dokularindaki GST
Aktivitelerinin Hipertansiyon Vakalarina Gore Dagilimi (£SD)
(substrat: EPNP)
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Sekil 4.22. GST izozim aktivitelerinin hipertansiyon vakalarina gére dagilimi (Substrat:
EPNP).
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Ortalamalarinin Hipertansiyon Vakalarina
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Sekil 4.23. GST izozim aktivitesi ortalamalarinin hipertansiyon vakalarina gore dagilimi
(Substrat: EPNP).
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Hipertansiyonu olan hasta grubu i¢in EPNP substrati ile dlgiilen GST izozimi
spesifik aktivitesi ortalamalar1 63.916 + 14.455 nm/dk/mg protein (n=6) olarak,
hipertansiyon olgusu goriilmeyen hasta grubu i¢in 52.701 + 29.240 nm/dk/mg protein
(n=22) olarak hesaplandi. Deneysel hata oldugu veya 6rneklerin bozuldugu varsayilan,
hastalara ait dort veri ve istatistiksel olarak anlamli bulunmayan, hastalara ait iki veri
ortalama hesaplamalarinda kullanilmadi Sonuglar degerlendirildiginde hipertansiyon
olgusu goriilmeyen hasta grubuna ait GST izozimi spesifik aktivitesi ortalamasina
kiyasla hipertansiyon olgusu goriilen hasta grubunda yaklasik %21 oraninda bir artig

oldugu belirlendi.

Istatistiksel Analizler

“HT(+)” ve “HT(-)” hasta gruplarinda EPNP substrati ile ol¢iilen GST izozim

aktiviteleri i¢in yapilan istatistiksel analizler Cizelge 4.11°de goriilmektedir.

Normalite Testi (Shapiro-Wilk): Gecemedi (P < 0,050)
Mann-Whitney Sira Toplam Testi

Cizelge 4.11. Hipertansiyon- GST izozim aktivitesi istatistiksel analiz sonuglari
(Substrat: EPNP)

Grup ismi N Medyan %25 %75
HT(-) 22 46,405 29,221 72,845
HT(+) 6 65,490 56,169 73,332

MW-U istatistigi 41,000
T 112,000
P degeri 0,170

Iki grubun ortalamalar arasindaki fark, rassal drneklemenin degiskenliginin bu
farki yaratmis olabilecegi olasiligini reddetmek icin yetersizdir. Bir baska ifadeyle,

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (p>0,05).
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Hastalarin her birine ait toplam tiyol miktarinin hipertansiyon vakasina bagl
dagilimi Sekil 4.24°de ve toplam tiyol miktar1 ortalamalarinin hipertansiyon vakalarina

gore dagilimi ise Sekil 4.25°de goriilmektedir.

Obezite Hastalarina Ait Mide Dokularindaki Toplam Tiyol Miktarlarinin
Hipertansiyon Vakalarina Gore Dagilimi (£SE)
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Hastalar (n=34)

Sekil 4.24. Toplam tiyol miktarinin hipertansiyon vakalarina bagli dagilimai.

Obezite Hastalarina Ait Mide Dokularindaki Toplam Tiyol Miktari
Ortalamalarinin Hipertansiyon Vakalarina Gore Dagilimi (tSEM)
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Sekil 4.25. Toplam tiyol miktar1 ortalamalarinin hipertansiyon vakalarina baglh
dagilimi.
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Hipertansiyonu olmayan obez hasta grubu i¢in total tiyol miktar1 ortalamalari
0.156 + 0.00368 mM/g doku (n=23) olarak hesaplanirken, hipertansiyonu olan obez
hasta grubu icin 0.147 + 0.00941 mM/g doku (n=8) olarak hesaplandi. Istatistiksel
olarak anlamli bulunmayan, ii¢ hastaya ait veriler ortalama hesaplamalarinda
kullanilmadi Elde edilen veriler degerlendirildiginde hipertansiyonu olmayan obez
hastalarda, hipertansiyonlu obez hastalara kiyasla toplam tiyol miktar1 ortalamalarinin

yaklasik % 6 daha fazla oldugu belirlendi.

Istatistiksel Analizler

“HT (+)” ve “HT(-)” hasta gruplarinda toplam tiyol miktar1 ic¢in yapilan
istatistiksel analizler Cizelge 4.12°de goriildiigi gibidir.

Normalite Testi (Shapiro-Wilk): Gegti (P =0,580)
Esit Varyans Testi (Brown-Forsythe): Gegti (P = 0,257)

Cizelge 4.12. Hipertansiyon-Toplam tiyol miktarlari istatitiksel analiz sonuglari

Grup ismi N Ortalama Standart Ortalamamin Standart
P Sapma (SD) Hatasi (SEM)
HT(-) 23 0,156 0,0176 0,00368
HT(+) 8 0,147 0,0266 0,00941
Fark 0,00924
t 1,117 (29 derece serbestlikte)

Ikiuglu P degeri 0,273
Tek uglu P degeri 0,137

Iki uglu test igin giic degeri o = 0,050:0,191 (0,800'den kiigiiktiir)
Tek uglu test icin gii¢ degeri a. = 0,050:0,290 (0,800'den kiigiiktiir)

Iki grubun ortalamalar1 arasindaki fark, rassal &rneklemenin degiskenliginin bu
farki yaratmig olabilecegi olasiligini reddetmek icin yetersizdir. Bir baska ifadeyle,

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (p>0,05).
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4.1.4. Diyabetin GST enzim aktiviteleri ve toplam tiyol miktari iizerine etkileri

Anketlerden edinilen bilgiler ile diyabet hastasi oldugu bildirilen 8 hasta “DM
(+)” olarak diyabeti olmayan 26 hasta “DM (-)” olarak gruplandirildi. Hastalarin her
birine ait, CDNB substratina kars1 dlgiilen toplam GST spesifik aktivitesinin diyabet
vakasina bagl dagilimi Sekil 4.26°da, her iki gruba ait toplam GST spesifik aktivitesi

ortalamalarinin diyabet vakalarina gore dagilimi Sekil 4.27°de goriilmektedir.

Obezite Hastalarina Ait Mide Dokularindaki Toplam GST Aktivitelerinin Diyabet
Vakalarina Gére Dagilimi (£SD)
(substrat: CDNB)
EDM ()
BDM (+)

GST Spesifik Aktivitesi (nmol/dk/mg protein)
=
=

0 8

Hastalar (n=34)

Sekil 4.26. Toplam GST aktivitelerinin diyabet vakalarina gére dagilimi (Substrat:
CDNB).

Obezite Hastalarina Ait Mide Dokularindaki Toplam
GST Aktivitelerinin Ortalamalarinin Diyabet
Vakalarina Gore Dagilimi (:SEM)
(substrat: CDNB)
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Sekil 4.27. Toplam GST aktivite ortalamalarinin diyabet vakalarina gore dagilima.
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Diyabetik obez hasta grubu i¢in CDNB substratina karsi okunan toplam GST
spesifik aktivitesi ortalamalar1 62.563 + 5.509 nm/dk/mg protein (n=8) olarak
hesaplanirken, diyabetik olmayan obez hasta grubu igin 66.529 + 3.226 nm/dk/mg
protein (n=26) olarak hesaplandi. Sonuglar degerlendirildiginde diyabetik olmayan obez
hastalarinda CDNB substratina karsi okunan toplam GST spesifik aktivitesi
ortalamalarinin, diyabetik obez hastalarma kiyasla yaklasik %6 daha fazla oldugu

belirlendi.

Istatistiksel Analizler

“DM(-)” ve “DM(+)” hasta gruplarinda CDNB substrati ile 6lgiilen toplam GST
aktiviteleri i¢in yapilan istatistiksel analizler Cizelge 4.13de goriildiigi gibidir.

Normalite Testi (Shapiro-Wilk): Gegti (P =0,812)
Esit Varyans Testi (Brown-Forsythe): Gegti (P =0,743)

Cizelge 4.13. Diyabet-Toplam GST aktivitesi istatistiksel analiz sonuglar1

Grup ismi N Ortalama Standart Ortalamanin Standart
P Sapma (SD) Hatas1 (SEM)
DM(-) 26 66,529 16,448 3,226
DM(+) 8 62,563 15,581 5,509
Fark 3,967
t 0,603 (32 derece serbestlikte)

Ikiuglu P degeri 0,551
Tek uglu P degeri 0,275

Iki uglu test i¢in giic degeri o = 0,050:0,090 (0,800'den kiigiiktiir)
Tek uglu test icin gii¢ degeri a. = 0,050:0,146 (0,800'den kiigiiktiir)

Iki grubun ortalamalar1 arasindaki fark, rassal drneklemenin degiskenliginin bu
farki yaratmig olabilecegi olasiligini reddetmek icin yetersizdir. Bir baska ifadeyle,

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (p>0,05).
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Hastalarin her birine ait pNBC substratina karsi okunan GST izozimi spesifik
aktivitelerinin diyabet vakasina bagh dagilimi Sekil 4.28°de, her iki gruba ait GST
izozimi spesifik aktivitesimortalamalarinin diyabet vakalarina gore dagilimi ise Sekil
4.29’da goriilmektedir.

Obezite Hastalarina Ait Mide Dokularindaki GST Aktivitelerinin
Diyabet Vakalarina Gore Dagilimi (£SD)
(substrat: pNBC)

EDM ()
mDM (+)

=~

GST Spesifik Aktivitesi (nmol/dk/mg protein)

i |

Hastalar (n=33)

Sekil 4.28. GST izozim aktivitelerinin diyabet vakalarna goére dagilimi (Substrat:
pNBC).

Obezite Hastalarina Ait Mide
Dokularindaki GST Aktivitelerinin
Ortalamalarinin Diyabet Vakalarina Gore
Dagilimi (£SEM)

(substrat: pNBC)

1,4

O DM (-)
EDM (+)

1,2
[

0,8

0,6

0,4

0,2

GST Spesifik Aktivitesi (nmol/dk/mg protein)

Hasta Gruplar

Sekil 4.29. GST izozim aktivitesi ortalamalarinin diyabet vakalarma gore dagilimi
(Substrat: pNBC).
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Diyabetik obez hasta grubu i¢in pNBC substratina kars1 okunan GST izozimi
spesifik aktivitesi ortalamalar1 1.208 + 0.112 nm/dk/mg protein (n=7) olarak
hesaplanirken, diyabetik olmayan obez hasta grubu igin 1.124 + 0.0767 nm/dk/mg
protein (n=24) olarak hesaplandi. Deneysel hata igerdigi ya da ornegi bozuldugu
varsayilan, bir hastaya ait veri ve istatistiksel olarak anlamli bulunmayan, iki hastaya ait
veriler ortalama hesaplamada kullanilmadi. Sonuglar degerlendirildiginde, diyabetik
obez hastalarinda diyabetik olmayan obez hastalarina kiyasla PNBC substrati ile 6l¢iilen

GST izozimi spesifik aktivitesi ortalamasinin %7 daha fazla oldugu belirlendi.

Istatistiksel Analizler

“DM(-)” ve “DM(+)” hasta gruplarinda pNBC substrati ile dlgiilen GST izozim
aktiviteleri i¢in yapilan istatistiksel analizler Cizelge 4.14’de goriildiigii gibidir.

Normalite Testi (Shapiro-Wilk): Gegti (P = 0,940)
Esit Varyans Testi (Brown-Forsythe): Gegti (P =0,614)

Cizelge 4.14. Diyabet- GST izozim aktivitesi istatistiksel analiz sonuglar1 (Substrat:
pNBC)

. Standart Ortalamamn Standart
Grup Ismi N Ortalama Sapma (SD) Hatasi (SEM)
DM(-) 24 1,124 0,376 0,0767
DM(+) 7 1,208 0,296 0,112
Fark -0,0832
t -0,537 (29 derece serbestlikte)

Iki uclu P degeri 0,595
Tek uglu P degeri 0,298

Iki uclu test i¢in gii¢ degeri o= 0,050:0,081 (0,800'den kiiciiktiir)
Tek uglu test icin gii¢ degeri a = 0,050:0,131 (0,800'den kiigiiktiir)

Iki grubun ortalamalar1 arasindaki fark, rassal érneklemenin degiskenliginin bu
farki yaratmis olabilecegi olasiligini reddetmek icin yetersizdir. Bir baska ifadeyle,

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (p>0,05).
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Hastalarin her birine ait EPNP substratina karsi okunan GST izozimi spesifik
aktivitelerinin diyabet vakasina gore dagilimi Sekil 4.30’da, her iki gruba ait GST

izozimi spesifik aktivitesi ortalamalarinin dagilimi ise Sekil 4.31°de goriilmektedir.

Obezite Hastalarina Ait Mide Dokularindaki GST Aktivitelerinin
Diyabet Vakalarina Gore Dagilhimi (+SD)
(substrat: EPNP)

]

BOM ()
} B DM (+)

~
&

g

100

o L e,

Hastalar (n=33)

GST Spesifik Aktivitesi (nmol/dk/mg protein)
g g

Sekil 4.30. GST izozim aktivitelerinin diyabet vakalarma goére dagilimi (Substrat:
EPNP).

Obezite Hastalarina Ait Mide
Dokularindaki GST Aktivitelerinin
Ortalamalarinin Diyabet Vakalarina Gére
Dagilimi (£SEM)

(substrat: EPNP)

70
ODM (-)
EDM (+)
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GST Spesifik Aktivitesi (nmol/dk/mg protein)

Hasta Gruplan

Sekil 4.31. GST izozim aktivitesi ortalamalarinin diyabet vakalarina gore dagilimi
(Substrat: EPNP).
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Diyabetik obez hasta grubu icin EPNP substratina kars1 okunan GST izozimi
spesifik aktivitesi ortalamalar1 48.364 + 5.272 nm/dk/mg protein (n=8) olarak
hesaplanirken, diyabetik olmayan obez hasta grubu igin 57.801 + 6.794 nm/dk/mg
protein (n=20) olarak hesaplandi. Deneysel hata igerdigi ya da Ornegi bozuldugu
varsayilan, 4 hastaya ve istatistiksel olarak anlamli bulunmayan, iki hastaya ait veriler
ortalama hesaplamada kullanilmadi. Sonuglar degerlendirildiginde, diyabeti olmayan
obez hasta grubuna ait, EPNP substrati ile 6lgiilen GST izozimi spesifik aktivitesi
ortalamasmin diyabetik obez hasta grubuna kiyasla yaklasik %20 daha fazla oldugu

belirlendi.

Istatistiksel Analizler

“DM(-)” ve “DM(+)” hasta gruplarinda EPNP substrati ile dl¢iilen GST izozim

aktiviteleri i¢in yapilan istatistiksel analizler Cizelge 4.15’de goriildiigii gibidir.

Normalite Testi (Shapiro-Wilk): Gegti (P = 0,252)
Esit Varyans Testi (Brown-Forsythe): Gegti (P =0,084)

Cizelge 4.15. Diyabet-GST izozim aktivitesi istatistiksel analiz sonuglart (Substrat:
EPNP)

Grup ismi N Ortalama Standart Ortalamanin Standart
P Sapma (SD) Hatas1 (SEM)
DM(-) 20 57,801 30,385 6,794
DM(+) 8 48,364 14,912 5,272
Fark 9,437
t 0,832 (26 derece serbestlikte)

Ikiuglu P degeri 0,413
Tek uglu P degeri 0,206

Iki uclu test igin gii¢ degeri o= 0,050:0,126 (0,800'den kiiciiktiir)
Tek uglu test icin gii¢ degeri a. = 0,050:0,202 (0,800'den kiigiiktiir)

Iki grubun ortalamalar1 arasindaki fark, rassal érneklemenin degiskenliginin bu
farki yaratmig olabilecegi olasiligini reddetmek icin yetersizdir. Bir baska ifadeyle,

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (p>0,05).
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Hastalarin her birine ait total tiyol miktarlarinin diyabet vakasina gore
dagilimlar1 Sekil 4.32°de, her iki gruba ait toplam tiyol miktar1 ortalamalarinin diyabet

vakalarina gore dagilimi Sekil 4.33’de goriilmektedir.

Obezite Hastalarina Ait Mide Dokularindaki Toplam Tiyol Miktarlarinin Diyabet
Vakalarina Gore Dagilimi (+SE)
0,25

EDM ()

H DM (+)
0.2

0,15
0,05 +

Hastalar (n=34)

Toplam Tiyol Miktari (mM/g doku)

Sekil 4.32. Toplam tiyol miktarinin diyabet vakalarina bagli dagilimi.

Obezite Hastalarina Ait Mide Dokularindaki Toplam
Tiyol Miktari Ortalamalarinin Diyabet Vakalarina Gore
Dagilimi (:SEM)

0,18
EDM (-)

0,16
E DM (+)
0,14 -
0,12 -
01 -
0,08 -

0,06

0,04 -

Toplam Tiyol Miktari (mM/g doku)

0,02

Hasta Gruplan

Sekil 4.33. Toplam tiyol miktar1 ortalamalarinin diyabet vakalarina bagl dagilima.
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Diyabeti olmayan obez hasta grubu i¢in toplam tiyol miktar1 ortalamalar1 0.152
+ 0.00388 mM/g doku olarak hesaplanirken, diyabetik obez hasta grubu i¢in 0.160 +
0.00871 mM/g doku olarak hesaplandi. Istatistiksel olarak anlamli bulunmayan, ii¢
hastaya ait veriler ortalama hesaplamalarinda kullanilmadi. Elde edilen veriler
degerlendirildiginde diyabeti olan obez hastalarda, diyabeti olmayan obez hastalara

kiyasla total tiyol miktar1 ortalamasinin % 5 daha fazla oldugu belirlendi.

Istatistiksel Analizler

“DM(-)” ve “DM(+)” hasta gruplarinda toplam tiyol miktarlar1 i¢in yapilan
istatistiksel analizler Cizelge 4.16’da goriildiigii gibidir.

Normalite Testi (Shapiro-Wilk): Gegti (P =0,504)
Esit Varyans Testi (Brown-Forsythe): Gegti (P =0,822)

Cizelge 4.16. Diyabet-Toplam tiyol miktar1 istatistiksel analiz sonuglar1

Standart
- Ortalamanin Standart
Grup Ismi N Ortalama Sapma Hatasi (SEM)
(SD)

DM(-) 23 0,152 0,0186 0,00388

DM(+) 8 0,160 0,0246 0,00871
Fark -0,00847
t -1,020 (29 derece serbestlikte)

Iki uclu P degeri 0,316
Tek uglu P degeri 0,158

Iki uglu test i¢in giic degeri o = 0,050:0,167 (0,800'den kiigiiktiir)
Tek uglu test icin gii¢ degeri a = 0,050:0,258 (0,800'den kiiciiktiir)

Iki grubun ortalamalar1 arasindaki fark, rassal 6rneklemenin degiskenliginin bu
farki yaratmig olabilecegi olasiligin1 reddetmek icin yetersizdir. Bir baska ifadeyle,

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (p>0,05).



86

4.1.5. Aile ge¢misinin GST enzim aktiviteleri ve toplam tiyol miktari iizerine
etkileri

Anketlerden edinilen bilgiler ile aile dykiisiinde obezite oldugu bildirilen 20
hasta “Ailede Obezite (+)” olarak ve aile dykiisiinde obezite olmayan 15 hasta “Ailede
Obezite (-)” olarak gruplandirildi. Hastalarin her birine ait CDNB substratina karsi
oOlgiilen toplam GST spesifik aktivitesinin aile baglantisina gore dagilimi Sekil 4.34°de,
her iki gruba ait toplam GST spesifik aktivitesi ortalamalarinin aile baglantisa goére

dagilimi ise Sekil 4.35”de goriilmektedir.

Obezite Hastalarina Ait Mide Dokularindaki Toplam GST Aktivitelerinin Aile
Baglantisina Gore Dagilimi (£SD)
(substrat: CDNB)

O Ailede Obezite (-)

O Ailede Obezite (+)

=

GST Spesifik Aktivitesi (nmol/dk/mg protein)
2 g
]
=
=

—

—

=
-

20 ﬂ {
0 01 6

Hastalar (n=35)

Sekil 4.34. Toplam GST aktivitelerinin aile baglantisina gore dagilimi (Substrat:
CDNB).

Obezite Hastalarina Ait Mide Dokularindaki Toplam GST
Aktivitelerinin Ortalamalarinin Aile Baglantisina Gére
Dagilimi (tSEM)

(substrat: CDNB)
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[ Ailede Obezite (-)

" —]7 O Ailede Obezite (+)
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GST Spesifik Aktivitesi (nmol/dk/mg protein)

Hasta Gruplan

Sekil 4.35. Toplam GST aktivite ortalamalarinin aile baglantisina gore dagilimi
(Substrat: CDNB).
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Aile baglantisi olan obez hasta grubu i¢cin CDNB substratina karsi olgiilen
toplam GST spesifik aktivitesi ortalamalar1 62.867 + 3.721 nm/dk/mg protein (n=20)
olarak hesaplanirken, aile baglantisi olmayan obez hasta grubu i¢in 67.987 + 4.031
nm/dk/mg protein (n=15) olarak hesaplandi. Sonuglar degerlendirildiginde aile
baglantis1 olmayan obez hastalarinda toplam GST spesifik aktivitesi ortalamalarinin,

aile baglantisi olan obez hastalarina kiyasla %8 daha fazla oldugu goriildii.

Istatistiksel Analizler

“Aile baglantisi(-)” ve “Aile baglantisi(+)” hasta gruplarinda CDNB substrati ile
Olgiilen toplam GST aktiviteleri i¢in yapilan istatistiksel analizler Cizelge 4.17°de

goriildigi gibidir.
Normalite Testi (Shapiro-Wilk): Gegti (P = 0,467)
Esit Varyans Testi (Brown-Forsythe): Gegti (P =0,914)

Cizelge 4.17. Aile baglantisi-Toplam GST aktivitesi istatistiksel analiz sonuglari

Grup ismi N Ortalama Standart Ortalamamn Standart
P Sapma (SD) Hatas1 (SEM)
Ailede Obezite(-) 15 67,987 15,611 4,031
Ailede Obezite(+) 20 62,867 16,642 3,721
Fark 5,120
t 0,924 (33 derece serbestlikte)

Ikiuglu P degeri 0,362
Tek uglu P degeri 0,181

Iki uglu test igin giic degeri o = 0,050:0,146 (0,800'den kiigiiktiir)
Tek uglu test icin gii¢ degeri a. = 0,050:0,230 (0,800'den kiigiiktiir)

Iki grubun ortalamalar1 arasindaki fark, rassal érneklemenin degiskenliginin bu
farki yaratmig olabilecegi olasiligini reddetmek icin yetersizdir. Bir baska ifadeyle,

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (p>0,05).
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Hastalarin her birine ait, pNBC substratina kars1 olgiilen GST izozimi spesifik
aktivitelerinin aile baglantisina gore dagilimi Sekil 4.36’da, her iki gruba ait GST

izozimi spesifik aktivitesi ortalamalarinin aile baglantisa gére dagilimi ise Sekil 4.37°de

goriilmektedir.
Obezite Hastalarina Ait Mide Dokularindaki GST
Aktivitelerinin Aile Baglantisina Gore Dagilimi (SD)
(substrat: pNBC)

3
% O Ailede Obezite (-)
§ O Ailede Obezite (+)
a 25
o I
3 !
o
£ i
£ %}
B 1A 7{%
£ Mk i
<, L
]
“ o5 L
i
il

0

Hastalar (n=34)

Sekil 4.36. GST izozim aktivitelerinin aile baglantisina gére dagilimi (Substrat:
pNBC).

Obezite Hastalarina Ait Mide Dokularindaki
GST Aktivitelerinin Ortalamalarinin Aile
Baglantisina Gore Dagilimi (tSEM)
(substrat: pNBC)

1,6

DAilede Obezite (-)
T O Ailede Obezite (+)

1,2 J_

1,4

0,8 .

0,2 F—

GST Spesifik Aktivitesi (nmol/dk/mg protein)

Hasta Gruplari

Sekil 4.37. GST izozim aktivitesi ortalamalarinin aile baglantisina gore dagilimi
(Substrat: pNBC).



89

Aile baglantis1 olan obez hasta grubu i¢in pNBC substrati ile oOlgiilen GST
izozimi spesifik aktivitesi ortalamalar1 1.0741 + 0.0896 nm/dk/mg protein (n=19) olarak
hesaplanirken, aile baglantis1 olmayan obez hasta grubu i¢in 1.252 + 0.0947 nm/dk/mg
protein (n=13) olarak hesaplandi. Deneysel hata igerdigi ya da Ornegi bozuldugu
varsayilan, bir hastaya ait veri ve istatistiksel olarak anlamli bulunmayan, iki hastaya ait
veriler ortalama hesaplamada kullanilmadi. Sonuglar degerlendirildiginde aile baglantis
olmayan obez hastalarinda, aile baglantis1 olan obez hastalarina kiyasla pNBC substrati
ile Olgiilen GST izozimi spesifik aktivitesi ortalamasinin %17 daha fazla oldugu

belirlendi.

Istatistiksel Analizler

Aile baglantisi(-)” ve “Aile baglantisi(+)” hasta gruplarinda pNBC substrat1 ile
Olgiilen toplam GST aktiviteleri i¢in yapilan istatistiksel analizler Cizelge 4.18’de

goriildigi gibidir.
Normalite Testi (Shapiro-Wilk): Gegti (P = 0,458)
Esit Varyans Testi (Brown-Forsythe): Gegti (P =0,370)

Cizelge 4.18. Aile baglantisi- GST izozim aktivitesi istatistiksel analiz sonuglar
(Substrat: pNBC)

L Standart Ortalamanin Standart
Grup Ismi N Ortalama Sapma (SD) Hatasi (SEM)
Ailede Obezite(-) 13 1,252 0,341 0,0947
Ailede Obezite(+) 19 1,074 0,390 0,0896
Fark 0,118
t 0,882 (30 derece serbestlikte)

Iki uglu P degeri 0,385
Tek uglu P degeri 0,192

Iki uglu test igin giic degeri o = 0,050:0,137 (0,800'den kiigiiktiir)
Tek uglu test icin gii¢ degeri a. = 0,050:0,217 (0,800'den kiigiiktiir)

Iki grubun ortalamalar1 arasindaki fark, rassal 6rneklemenin degiskenliginin bu
farki yaratmig olabilecegi olasiligini reddetmek icin yetersizdir. Bir baska ifadeyle,

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (p>0,05).
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Hastalarin her birine ait EPNP substratina kars1 okunan GST izozimi spesifik
aktivitesinin aile baglantisina gore dagilimi Sekil 4.38°de, her iki gruba ait GST izozimi
spesifik aktivitesi ortalamalarinin aile baglantisina gore dagilimi ise Sekil 4.39°da

goriilmektedir.

Obezite Hastalarina Ait Mide Dokularindaki GST
Aktivitelerinin Aile Baglantisina Gére Dagilimi (SD)
(substrat: EPNP)
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Sekil 4.38. GST izozim aktivitelerinin aile baglantisina gére dagilimi (Substrat: EPNP).

Obezite Hastalarina Ait Mide Dokularindaki
GST Aktivitelerinin Ortalamalarinin Aile
Baglantisina Gore Dagilimi (£tSEM)
(substrat: EPNP)
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Hasta Gruplari

Sekil 4.39. GST izozim aktivitesi ortalamalarinin aile baglantisina gore dagilimi
(Substrat: EPNP).
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Aile dykiisiinde obezite bulunan hasta grubu i¢in EPNP substratina karsi okunan
GST izozimi spesifik aktivitesi ortalamalar1 51.182 + 5.661 nm/dk/mg protein (n=17)
olarak hesaplanirken, aile Gykiisiinde obezite bulunmayan hasta grubu i¢in 60.419 +
8.833 nm/dk/mg protein (n=12) olarak hesaplandi. Deneysel hata oldugu veya
orneklerin bozuldugu varsayilan, hastalara ait dort veri ve istatistiksel olarak anlaml
bulunmayan, hastalara ait iki veri ortalama hesaplamalarinda kullanilmadi Sonuglar
degerlendirildiginde aile Oykiisiinde obezite bulunmayan hasta grubuna ait EPNP
substrat1 ile Olciilen GST izozimi spesifik aktivitesi ortalamasinin aile Oykiisiinde

obezite bulunan hasta grubuna kiyasla yaklasik %18 daha fazla oldugu belirlendi.

Istatistiksel Analizler

Aile baglantisi(-)” ve “Aile baglantisi(+)” hasta gruplarinda EPNP substrati ile
Olgiilen toplam GST aktiviteleri i¢in yapilan istatistiksel analizler Cizelge 4.19’da

goriildigi gibidir.
Normalite Testi (Shapiro-Wilk): Gegti (P =0,098)
Esit Varyans Testi (Brown-Forsythe): Gegti (P =0,765)

Cizelge 4.19. Aile baglantisi- GST izozim aktivitesi istatistiksel analiz sonuglar
(Substrat: EPNP)

_— Standart Ortalamanin Standart
Grup Ismi N Ortalama Sapma (SD) Hatas1 (SEM)
Ailede Obezite(-) 12 60,419 30,598 8,833
Ailede Obezite(+) 17 51,182 23,341 5,661
Fark 9,237
t 0,923 (27 derece serbestlikte)

Iki uclu P degeri 0,364
Tek uglu P degeri 0,182

Iki uclu test i¢in gii¢ degeri o= 0,050:0,145 (0,800'den kiiciiktiir)
Tek uglu test icin gii¢ degeri a = 0,050:0,228 (0,800'den kiigiiktiir)

Iki grubun ortalamalar arasindaki fark, rassal 6rneklemenin degiskenliginin bu
farki yaratmis olabilecegi olasiligini reddetmek icin yetersizdir. Bir baska ifadeyle,

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (p>0,05).
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Hastalarin her birine ait toplam tiyol miktarlarinin aile baglantisina gore
dagilimlar1 Sekil 4.40°da, her iki gruba ait toplam tiyol miktar1 ortalamalarinin aile

baglantisa gore dagilimi ise Sekil 4.41°de goriilmektedir.

Obezite Hastalarina Ait Mide Dokularindaki Toplam Tiyol Miktarlarinin Aile
Baglantisina Gore Dagilimi (+SE)
0,25

O Ailede Obezite (-)

[J Ailede Obezite (+)
02

0,1

Toplam Tiyol Miktari (mM/g doku)
=

0,05

Hastalar (n=35)

Sekil 4.40. Toplam tiyol miktarinin aile baglantisina gore dagilimi.

Obezite Hastalarina Ait Mide Dokularindaki
ToplamTiyol Miktarlari Ortalamalarinin Aile
Baglantisina Gére Dagilimi (£tSEM)
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Sekil 4.41. Toplam tiyol miktari ortalamalarinin aile baglantisina gore dagilima.
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Aile baglantis1 olan obez hasta grubu i¢in toplam tiyol miktar1 ortalamalar1 0.158
+ 0.00478 mM/g doku (n=18) olarak hesaplanirken, aile baglantis1 olmayan obez hasta
grubu igin 0.150 £ 0.00520 mM/g doku (n=14) olarak hesaplandi. Istatistiksel olarak
anlaml1 bulunmayan, {i¢ hastaya ait veriler ortalama hesaplamalarinda kullanilmad: Elde
edilen veriler degerlendirildiginde aile baglantis1 olan obez hastalarinda, aile baglantisi
olmayan obez hastalarina kiyasla toplam tiyol miktari ortalamalasinin %35 daha fazla

oldugu belirlenmistir.

Istatistiksel Analizler

“Aile baglantisi(-)” ve “Aile baglantisi(+)” hasta gruplarinda toplam tiyol

miktarlari i¢in yapilan istatistiksel analizler Cizelge 4.17’de goriildigi gibidir.

Normalite Testi (Shapiro-Wilk): Gegti (P =0,830)
Esit Varyans Testi (Brown-Forsythe): Gegti (P =0,678)
—_— Standart Ortalamanin Standart
Grup Ismi N Ortalama Sapma (SD) Hatas1 (SEM)
Ailede Obezite(-) 14 0,150 0,0195 0,00520
Ailede Obezite(+) 18 0,158 0,0203 0,00478
Fark -0,00782
t -1,102 (30 derece serbestlikte)

Iki uclu P degeri 0,279
Tek uglu P degeri 0,140

Iki uclu test i¢in gii¢ degeri o= 0,050:0,187 (0,800'den kiiciiktiir)
Tek uglu test igin gii¢ degeri a = 0,050:0,285 (0,800'den kiigiiktiir)

Iki grubun ortalamalar1 arasindaki fark, rassal 6rneklemenin degiskenliginin bu
farki yaratmis olabilecegi olasiligini reddetmek icin yetersizdir. Bir baska ifadeyle,

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (p>0,05).






5. TARTISMA VE SONUC

Obezite prevalansindaki yiikselme egilimi, gecmis yillarda pek cok {ilkede
onemli bir halk sagligi sorunu haline gelmistir. Bu kismen obezitenin, tip 2 diyabet,
kalp hastaligi, hipertansiyon ve inme, hiperlipidemi, osteoartrit, uyku apnesi ve belirli
kanser tlrleri gibi ¢ok sayida hastaliga yakalanma riskini biiyiik 6l¢lide arttirmasi
kismen de mortalite ile iligkili olmasindan kaynaklanmaktadir. Ayrica asir1 kiloluk ve
obezite, her yil 17 milyondan fazla 6liime neden olan kardiyovaskiiler hastaliklar igin
onemli risk faktorleridir (WHO, 2005).

Obezite ve obezite ile iliskili hastaliklarin tedavi maliyeti, bir¢ok iilkede ulusal
saglik hizmetleri biit¢esi i¢in agir bir yiik haline gelmistir. Obezitenin tedavi segenekleri
icinde farmakolojik tedavi, cerrahi miidahale, diyet ve egzersiz ile kilo verme vardir
(Borg ve ark., 2014). Obezitenin cerrahi tedavi segeneginin diger se¢eneklere kiyasla
hem daha az maliyetli (Borg ve ark., 2014) hem de klinik olarak daha etkili (Clegg ve
ark., 2003; Yumuk ve ark., 2015) oldugunu gosteren galismalar bireyleri bu tedavi
secenegine tesvik etmektedir. Angrisani ve ark., (2015) Uluslararast Obezite
Cerrahisi ve Metabolik Bozukluklar Federasyonu (IFSO)’nun verilerinden yola ¢ikarak
49 iilkede, cerrahi prosediirlerin tiimiinii degerlendirmis ve 2003-2013 yillar1 arasinda
diinya ¢apinda cerrahi tedaviye olan egilimin arttigini bildirmistir.

Bu ¢alismada, her yas grubundan erkek ve kadin obez hastalardan gastrektomi
operasyonu ile elde edilen mide dokusu oOrneklerinde toplam tiyol miktar1 ve GST
enzim aktivitesi karakterize edilmeye c¢alisilmistir. Obezitenin yani1 sira ya diyabet,
hipertansiyon hastasi ya da aile Oykiisiinde obezite oldugu bilinen toplam 39 hasta
gruplara ayrilmis ve elde edilen veriler ile gruplar i¢in ¢apraz karsilastirma yapilmistir.

Obezite hastalarinin serum ve doku oOrneklerinde Olciilen normalden yiiksek
GSH seviyeleri mevcut durumun yarattigi yliksek oksidatif baskinin; ve bunun
sonucunda artan antioksidan metabolizmasinin  dogal bir sonucu olarak
degerlendirilebilir. GSH havuzundaki yiikselmenin, 6zellikle dokularda artan GR, GPX
ve GST aktivitelerini destekleyecek nitelikte olmasi beklenir. Sekil 5.1'de goriildigi
lizere, obezite hastalarinda artan VKI degerleriyle paralel bir GSH artis1 istatistiksel

olarak anlamli bir goriiniimde degildir.
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Viicut Kitle indeksi (VKi) ile Toplam Tiyol Miktari Arasindaki Bagintinin Toplam GST
Aktivitesi ile iligkisi
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Sekil 5.1. VKI-GSH-Toplam GST Aktivitesi iliskisi.
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Benzer durum VKi-toplam GST aktivitesi iliskisi i¢in de gecerlidir. Grafikte
yatay eksen VKI degerlerini, dikey eksen GSH miktarini ve kabarcik boyutlar1 toplam
GST spesifik aktivitesini gostermektedir. Ayni grafikte, hastalara bireysel olarak
bakildiginda, yliksek GST aktivitesine karsilik diisik GSH miktar1 bir genelleme ortaya
koymamaktadir. Ancak hastalarin ortalama degerleri incelendiginde, toplam GST
aktivitesinin yiliksek oOl¢iildiigli durumlarda (yas dagilimi haricinde), GSH miktar
nispeten diisiik olarak tespit edilmistir (Cizelge 5.1).

Cizelge 5.1. Tiim deney gruplari i¢in, tiim substratlarla elde edilen GST aktiviteleri ve

GSH miktarlari
GST Spesifik Aktivitesi
(nmol/dk/mg protein)
CDNB+SEM pNBC=SEM EPNP + SEM GSI({m*,\zEM
YVa <35 6232+462 12720114 6043 +2509 0.150 = 0.0049
$ >35  67.12+333  1.191+0.103 51.17+27.49 0.157 + 0.0050
Cinsivet K  6636+2908 1214+0.082 5578+5011 0.151+0.0037
y E  6058+2998 1.037+0148 4578+8011 0.164+ 0.0063
Hibertansivon 72.65+5781 1.098+0.138 63.92+14.46 0.147 = 0.0094
P y 63.43+3080 1.154+0.073 5270+29.24 0.156 = 0.0037
Divabet +  6256+5500 1208+0112 4836+5272 0.160+ 0.0087
y - 66.53+3226 1.124+0077 57.80+6.794 0.152 = 0.0039
Ailede Obezite 62.87+3.721 1.074+0.089 51.18+5661 0.158=0.0048
- 67.99+4031 1.252+0095 60.42+8.833 0.150 + 0.0052
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Loguercio ve ark., (1996) tarafindan Italyan popiilasyonunda yapilan ¢alismada,
saglikli bireylerin gastrik mukoza 6rneklerinde 6l¢giilen GSH diizeylerinde ve toplam
GST enzim aktivitelerinde yasin artisina bagh olarak azalma oldugu, ancak cinsiyete
bagli bir degisim gozlemlenmedigi bildirilmistir. Bu durum, mevcut ¢alismada elde
edilen sonuglarin tam tersini isaret etse de, 6rneklerin obez hastalardan toplandigi ve
farkli bir popiilasyonun orneklem olarak kullanildigi unutulmamalidir. Caira ve ark.
(2017) tarafindan saglikli ve obez bireylerden alinan karaciger biyopsi Orneklerinde
yapilan proteomik ¢alismada, obez bireylerde tiim GST izozimlerinin ifadesinde 6nemli
bir artis tespit edilmistir. Bu durum, herseyden evvel, obez bireylerde saglikli
bireylerdekinden farkli bir durumun s6z konusu oldugu, GST aktiviteleri igin saglikli
bireylerde gbzlemlenen degisimlerin obez bireylerde ayni sekilde
gerceklesmeyebilecegi seklinde yorumlanabilir.

Daha evvel yas-obezite baglantisiyla GST ilgisi tizerine, kobaylarda ve
insanlarda yapilan ¢aligmalar bulunmaktadir. Obez (0b/ob) farelerde yapilan ¢aligmada,
CDNB substrati1 kullanilarak belirlenen toplam GST aktivitesinin obez kobaylarda,
normal olanlara gore cinsiyete baghi bir degisim gosterdigi bildirilmistir (Roe ve
ark.,2009). Obez erkek farelerde toplam GST aktivitesi daha diisiik olarak belirlenmis
ancak disi farelerde ne yas ne de obezitenin GST aktivitelerinde bir degisiklige sebep
olmadig1 gozlenmistir. Mevcut ¢aligmada cinsiyete gore yapilan karsilastirmada, kadin
hastalarda, li¢ farkli substratla ayr1 ayr Olgiilen tiim aktivite degerlerinde ortalamalar,
erkeklerin ortalamalarindan yiiksektir. Calismada kullanilan 6rneklerde 35 yas ve alti
kadinlarin (n=13), CDNB substrati ile dlgiilen, toplam GST aktivitelerinin ortalamasi
65.285 nmol/dk/mg protein iken, 35 yas tistiindeki (>35) kadinlarda (n=16) ise bu deger
67.478 nmol/dk/mg protein'dir. Oysa erkekler bu karsilastirmaya dahil edildiginde 35
yas ve alt1 ile 35 yag iistii hastalarin toplam GST aktivitelerinin ortalamalar1 (sirasiyla,
62.317 nmol/dk/mg protein ve 67.12 nmol/dk/mg protein) arasinda daha biiyiik bir fark
gozlenmektedir. Bu durum Roe ve arkadaslariin( 1999) ¢alismasindaki sonuglar ile de
parallellik gostermektedir. GSH miktarlariyla ilgili de benzer bir durum s6z konusudur.
35 yas Ustll ve alt1 kadinlardan alinan 6rneklerdeki GSH konsantrasyonlar1 arasindaki
fark, erkeklerin de dahil oldugu tiim ornekleme grubundaki 35 yas altindakiler-
iistiindekiler farkindan daha kiiciik kalmistir. Bir baska deyisle, kadinlarda, yasla

birlikte toplam GSH havuzunda, erkeklere oranla, daha az bir artis gergeklesmistir.
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Yas ile Toplam GST Aktivitesi Arasindaki Bagintinin
GSH Miktari ile iligkisi
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Sekil 5.2. Yas-Toplam GST Aktivitesi-GSH iliskisi.

Elde edilen deneysel verileri yatay eksende hastalarin yaslari, dikey eksende
toplam GST aktivitesi olmak {iizere diizenleyerek, kabarciklarin biiyiikliiklerini GSH
miktarii gosterecek sekilde ayarladigimizda (Sekil 5.2) olusan grafikte bu durum daha
net gozlemlenebilmektedir. Her ne kadar erkek hasta sayisi istatistiksel olarak kuvvetli
bir ¢ikarimda bulunulmasina yetmeyecek derecede az olsa da, kadin hastalarda artan
yasla birlikte GST aktivitesinin dagiliminda belirgin bir farklilik gézlemlenmemistir.
Oysa erkek hastalarda yagla birlikte artan bir GST aktivitesi s6z konusudur.

35 yas istii hastalarda GSH miktari, daha yiiksek enzim aktivitesine ragmen,
diger gruptakinden yiiksek ¢cikmistir. Artan yasla birlikte pek ¢cok dokudaki toplam GSH
miktarinin azaldigi GSSG konsantrasyonlarinin arttigi rapor edilmekte (Maher, 2005;
Thomas ve ark., 2016); ve bu durumun yasa bagli ortaya ¢ikan kardiyovaskiiler
hastaliklara ve hatta Parkinson's hastalifina sebebiyet verdigi iddia edilmektedir.
Esasinda, yaslanmanin tam olarak tanimi yapilamamakta; normal fizyolojinin bir
parcast m1 yoksa yukarida bahsedilen ve daha pek cok patolojinin bir sonucu mu
(Lushchak, 2012) olduguna kesin karar verilememektedir. Bu nedenle, c¢alismada
gozlemlenen 35 yas istli hastalardaki daha yiiksek GSH miktarlarinin deneysel bir
hatadan kaynaklanmadigs; saglikli bireylere gore obez hastalarda tam tersi bir durumun

olabilecegi sonucuna varilmistir. Kan plazmasinda yapilan 6l¢iimlerde, glutatyon S-
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konjugatlar1 tasimiminin obez bireylerde, ¢ok daha fazla oldugu da bildirilmistir
(Ozaydin ve ark., 2006). Ayrica, drneklem igerisindeki hastalarin diger patolojileri ve
diizenli kullandiklar1 ilaglar ile beslenme sekilleriyle ilgili daha detayli veriler olmadan
yorum yapilmasi olduk¢a giictiir. Obezite hastalarinin siklikla  kullandigi
antihiperglisemik ilaglarin GSH konsantrasyonlarinda artisa neden oldugunu bildiren

bazi galismalar (Ewis ve Abdel-Rahman, 1995) bulunmaktadir.

Farkli Substratlarile Elde Edilen GST Aktiviteleri Arasindaki Baginti
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Sekil 5.3. Farkli substratlar ile elde edilen GST aktiviteleri arasindaki bagnti.

EPNP substrat1 ile dlglilen GST-6 izoziminin aktivitesi, pNBC ile tespit edilen
GST-p izoziminin aktivitesi ile CDNB ile belirlenen toplam GST aktivitesi, tim
orneklem i¢in, ortalama degerler olarak karsilastirildiginda; Tablo 5.1'de gorildigi
tizere, bu li¢ farkli substrat ile Olciilen aktivite degerlerinin ortalamalar1 arasinda bir
korelasyon bulunmamaktadir. Diger bir deyisle, calisma sonucunda, farkli GST
1zozimleri arasinda belirgin bir bagint1 tespit edilememistir. Bireylere ait veriler, yatay
eksende pNBC substrati ile elde edilen, dikey eksende ise EPNP substrat ile elde edilen
degerler olmak iizere; CDNB substrati ile 6lgiilen aktivite degerleri de kabarcik
biyiikliigiinii gostermek tlizere ¢izilen grafige yerlestirildiginde, ayni durum
gbzlemlenmistir: GST izozimlerinin aktiviteleri ile toplam GST aktivitesi arasinda, tek
tek ornekler i¢in de bir bagint1 bulunmamaktadir.

Murray ve Zaluzny (1989) sican karacigeri sitozolik GST enzim aktiviteleri
lizerine genetik obezitenin ve diyabetin karsilastirmali etkilerini inceledikleri caligmanin
sonucunda obez sicanlarin karaciger sitozolinde CDNB ve pNBC'in glutatyon ile

konjugasyonlari, sirasiyla kontroliin % 78 ve % 88'ine kadar azaldigini, EPNP
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konjugasyonunun ise kontrol grubuna kiyasla degismedigi gézlemlemislerdir. Ayrica,
EPNP ve CDNB konjugasyonlarinin, hem diyabette hem de genetik obezitede
kontrollerine gore benzer sekilde etkilendiklerini; bununla birlikte, diyabetik siganlarin
karaciger sitozoliinde gozlenen PNBC konjugasyon oranindaki azalmanin obez
siganlarda goriilen azalmadan daha fazla oldugunu bildirmislerdir. Barnett ve ark.,
(1992) tarafindan obez ve diyabetik fareler tizerinde yapilan deneylerde ise, sitozolik
toplam GST aktivitesinin diyabetik olanlarda, olmayanlara gore, daha diisiik oldugu
rapor edilmektedir. Benzer durum, mevcut ¢alismada kullanilan 6rnek grubunda da
gozlemlenmistir; ancak, farelerde rapor edilenin tersine GSH miktar1 diyabetik
hastalarda, diyabet olmayanlara gore yaklasik %5 daha yiiksektir. Bu durum, toplam
GST aktivitesinin yiiksek oldugu deney gruplarinin genelinde gézlemlenmis ve artan
enzim aktivitesiyle kiigiilen substrat (GSH) havuzunun dogal bir sonucu olarak
aciklanmistir. Toplam GST aktivitesinde goriilen diisis de yukarida bahsedilen
calismalardaki sonuglara uygundur. Ancak, obez hastalarda, mide dokusunda EPNP
substrat1 ile Olgiilen aktivite degerlerinin ortalamasi dikkate alindiginda, diyabetik
hastalara oranla, diger grupta yaklasik %20 kadar yiiksek aktivite s6z konusudur.

Hipertansiyon ile GST izozimleri arasindaki bagintiy1, bos/gecersiz (null) genler
ile iliskilendiren g¢alismalar mevcuttur (Rizvi ve ark., (2015), Eslami ve Sahebkar
(2014), Ge ve ark., (2015)). Ancak bu calismalarda en ¢ok iizerinde durulan GST
izozim genlerinden biri olan GSTT1-1-null''n hipertansiyon olusumuna katkisi
tartismalidir. GSTT1-1 izoziminin aktivitesini 6l¢gmekte kullanilan EPNP substrati ile
aliman degerlerde, hipertansiyon obez hastalarin mide dokularinda, hipertansiyonu
olmayanlara kiyasla yaklagik %20'lik bir fark izlenmistir. Bu dl¢limlerin literatiire katki
yapacagi, ancak mevcut problemin ¢6ziimiinde tek basina yeterli olmayacagi
degerlendirilmistir.

Sekil 5.4'de, her bir hastanin yas1 yatay eksene, hesaplanan VKI degeri dikey
eksene yerlestirilmis, kabarcik biiyilikliikleri (CDNB ile 6lgiilen) toplam GST
aktivitesini gosterecek sekilde diizenlenmistir. Istatistiksel olarak anlamli bulunmayan
uc degerler grafik verileri arasindan ¢ikarildiktan sonra, ailesinde obezite baglantisi ve

muhtemel genetik kalitim bulunanlar koyu renk cergeve ile gevrelenmistir.
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Yas ile VKi Arasindaki Bagintinin Toplam GST Aktivitesi ile iligkisi
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Sekil 5.4. Yas-VKi-Toplam GST Aktivitesi iliskisi.

Grafikte egilim ¢izgisinin altinda ve istiinde kalan degerler ile iizerinde yer
alanlar karsilastirildiginda, ailesinde obezite vakalari bulunan hastalarm VKI
degerlerinin genel olarak egilim ¢izgisinin iizerinde ve altinda kaldig:r (13/18 hasta)
gozlenmektedir. Diger taraftan, ailesinde obezite baglantisi olmayan hastalarin egilim
¢izgisinin yukarisinda yogunlastigi (8/12 hasta) goriilmektedir.

Yapilan ¢alismalar (Choquet ve Meyre, 2011; Reuter ve ark., 2016; Marginean
ve ark., 2018) aralarinda GST ailesine ait genlerinde (GSTT1-1, GSTM1-1) bulundugu
pek ¢ok gen nedeniyle obezitede genetik yatkinligin kaginilmaz oldugunu
bildirmislerdir. Bu durumun ¢aligmadaki hasta grubunda nasil bir etki gdsterdiginin
coziimlenebilmesi i¢in aglik hissi, doygunlugun azalmasi, toplam, yag ve protein enerji
aliminin artmasi gibi gida alimi ile ilgili parametreler gibi pek ¢ok obezojenik ¢evresel
faktorler hakkinda anket verisine ve genlerdeki polimorfizmin molekiiler biyoloji

teknikleriyle degerlendirilmesine ihtiyag¢ vardir.
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EKLER

EK1. pNBC substrat1 ile GST enzimi spesifik aktivitesinin belirlenmesi i¢in yapilan
optimizasyonlar

pNBC’nin Habig ve ark., (1974) tarafindan onerilen reaksiyon ortaminda yani
5mM/kuyucuk GST, ImM/kuyucuk pNBC final konsantrasyonlarinda ve pH:6.5’de ¢ok
yiiksek arka plan ABS degerleri olusturdugu izlendi.

PNBC substrat1 kullanilarak alinan enzim aktivitesi sonuglari

Hasta GSH pNBC Enzim
Hiz-1 Hiz-2 Hiz-3
Numaralari mM/kuyucuk mM/kuyucuk pg/kuyucuk
23 -0,1234 -0,1534 -0,0710 5 1 163
23 0,1006 0,0386 0,0926 5 1 326
23 -0,1585 -0,2088 -0,1621 5 1 32.6
23 -0,0316 -0,0428 -0,0357 5 1 65.2

Okunan degerlerin aktivite ya da arka planda meydana gelen bir reaksiyon

olduguna karar verilemedigi i¢in optimizasyonlara devam edildi.

PNBC substrat1 kullanilarak alinan enzim aktivitesi sonuglari

Hasta GSH pNBC Enzim
Hiz-1 Hiz-2 Hiz-3
Numaralari mM/kuyucuk mM/kuyucuk pg/kuyucuk
23 0,03920 -0,0618 0,02209 1 1 326
35 0,02258 0,05314 0,1032 1 1 223.25
36 0,1136 0,1039 0,1126 1 1 298.5
38 -0,04466 -0,0935 0,0068 1 1 310.75
39 0,03920 -0,0618 0,02209 1 1 224.5

Arka plandaki reaksiyon ¢ok yiiksek okundugundan GSH ve pNBC
konsantrasyonlari diisiiriilerek optimizasyona devam edildi.

pNBC substrati1 kullanilarak alinan enzim aktivitesi sonuglari

Hasta GSH pNBC Enzim
Numaralan 121 Hiz-2 Hiz-3 mM/kuyucuk mM/kuyucuk pg/kuyucuk
38 -0,07190 -0,0458 0,009107 0.2 0.2 310.75
38 -0,1327 -0,0394 -0,04468 0.2 0.2 62.15

38 -0,08278 -0,0606 0,005613 0.2 0.2 31.075
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Reaksiyon baslangicindan yarim saat sonra bile kuyucuklarda okunan pozitif
degerler, bu deneyler sonucunda reaksiyondan kaynaklanan bir oranin degil devam eden
renk degisiminin Olgiildiigiinii gosterdi. Bu nedenle arka plandaki reaksiyonun
disiiriilmesi ve enzimin kullanabilecegi ve Olglim alabilinceye kadar orani
koruyacak/devam  ettirecek  substrat  konsantrasyonunun  bulunmasi  i¢in
optimizasyonlara devam edildi. Hastalara ait homojenatlarda enzim aktivitesinin
azalmis olabilecegi olasiligi da gbéz Oniinde bulundurularak reaksiyon ortamina ait
bilesenlerin konsantrasyonuna karar verilinceye kadar kuzu karaciger homojenati ile

calisildi.

pNBC substrat1 kullanilarak alinan enzim aktivitesi sonuglari

Homojenat Hiz-1 Hiz-2 Hiz-3 GSH DI Enzim
mM/kuyucuk mM/kuyucuk ung/kuyucuk
Karaciger  -0,000116 -0,000147 -0,0000844 5 - 170
Karaciger ~ 0,001905 -0,001726 -0,009362 - 1 170
Karaciger — -0,000580 -0,000777 -0,001018 5 1 8.5
Karaciger ~ 0,0000514 0,001152 -0,0000447 5 1 17
Karaciger ~ 0,0005536 0,0002665 0,0004542 5 1 425
Karaciger  -0,001188 0,002561 0,001847 5 1 85
Karaciger ~ 0,002085 0,003580  0,004228 5 1 170

pNBC substrati kullanilarak alinan enzim aktivitesi sonuglari

Homojenat Hiz-1 Hiz-2  Hiz-3 GSH PNBC Enzim
mM/kuyucuk mM/kuyucuk pg/kuyucuk

Karaciger 0,0006786 -0,004077 -0,002377 5 - 170
Karaciger ~ 0,01733  0,01738  0,01599 - 1 170
Karaciger ~ 0,005351 0,006955 0,008417 - 1 -

Karaciger ~ 0,009145 0,02456 -0,005816 5 1 42,5
Karaciger 0,02318 0,0006531 -0,002642 5 1 85

Karaciger ~ 0,005597  0,01071  0,006043 5 1 170

Reaksiyon ortaminda pPNBC olmadiginda ABS degerlerinin ¢ok diisiik ve sabit
oldugu pNBC varliginda ise ABS degerlerinin yaklasik 5 kat arttig1 gozlendi. pNBC’1n

0.5 mM/kuyucuk konsantrasyonunda daha anlamli sonug elde edildigi gozlendi.
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pNBC substrati kullanilarak alinan enzim aktivitesi sonuglari

Homojenat Hiz-1

Hiz-2 Hiz-3

GSH

mM/kuyucuk mM/kuyucuk pg/kuyucuk

Karaciger ~ 0,02007 0,01299 0,01731
Karaciger ~ 0,02757 0,02624 0,01536
Karaciger 0,003884 0,003979 0,005400
Karaciger 0,006623 0,003325 0,009613

2.5
5
2.5
5

pNBC Enzim
1 85
0.5 170
0.5 85
1 170

5 mM GSH, 0.5 mM pNBC ve 170 pg/kuyucuk konsantrasyonlar: denendiginde

4 ve 5. dakikalardan sonra reaksiyon kuyucuklarinda ABS’nin artmaya basladigi, ayni

dakikalarda ise kordeki azalmanin sabitlendigi gozlendi. Bu nedenle bundan sonraki

deneyde ELISA Mikro Plaka Okuyucu sisteme okutulmadan 6nce 5 dakika inkiibasyon

stiresi uygulandi.

pNBC substrati kullanilarak alinan enzim aktivitesi sonuglari

Hiz-1 Hiz-2 Hiz-3 Kor
0,419 0,528 0,55 0,491
0,421 0,531 0,551 0,49
0,421 0,533 0,553 0,488
0,423 0,534 0,555 0,495
0,425 0,534 0,557 0,491
0,427 0,537 0,56 0,498
0,427 0,538 0,561 0,484
0,429 0,539 0,563 0,484
0,43 0,541 0,565 0,486
0,432 0,542 0,567 0,485
0,433 0,544 0,569 0,494
0,434 0,545 0,571 0,488

5 dakikalik inkiibasyon sonras1t ELISA Mikro Plaka Okuyucu sistemde okuma

yapildi.

pNBC substrati kullanilarak alinan enzim aktivitesi sonuglari

Homojenat Hiz-1

Hiz-2 Hiz-3

GSH

mM/kuyucuk mM/kuyucuk pg/kuyucuk

Karaciger  0,001226 0,001332 0,000125
Karaciger 0,003188 0,003273 0,00120
Karaciger 0,002318 0,005051 0,00348

5
5
5

pNBC Enzim
0.5 42,5
0.5 85
0.5 170
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5 dakikalik inkiibasyon yapilmadan ayni deney tekrar edildi. 42.5 ug/kuyucuk
enzim iceren kuyucuklarda arka planda ¢ok fazla reaksiyon olmasma bagl olarak
aktivite gozlenmezken, 85 ve 170 pg/kuyucuk enzim igeren reaksiyon ortamlarinda

enzim konsantrasyonunun artisi ile orantili olarak hiz degerlerinde de bir artis gézlendi.

pNBC substrati1 kullanilarak alinan enzim aktivitesi sonuglari

. GSH NBC Enzim
Homojenat  Hiz-1 ~ Hiz-2  Hiz-3 mM/kuyucuk mMF;kuyucuk ug/kuyucuk
Karaciger ~ 0,000321 0,000199 0,000226 5 05 425
Karaciger ~ 0,00136 0,001150 0,001214 5 05 85
Karaciger ~ 0,00312 0,002600 0,002665 5 05 170

Kordeki reaksiyon degerinin disiiriilmesi amaciyla pNBC konsantrasyonu
yartya indirilerek deney tekrar edildi. Bu konsantrasyonda da arka plan ABS degerinin
basarili bir sekilde azaltilabildigi ve 170 pg/kuyucuk enzim konsantrasyonunda enzim
aktivitesinin Olgiilebildigi gozlendi. Ancak 0.5 mM/kuyucuk pNBC kullanildigi zaman
elde edilen sonuglarin daha anlamli oldugu gézlendi. Bu nedenle 0.5 mM/kuyucuk

pNBC’nin final konsantrasyonu olarak kullanilmasina karar verildi.

pNBC substrat1 kullanilarak alinan enzim aktivitesi sonuglari

Homojenat Hiz-1 Hiz-2 Hiz-3 GSH PNBC Enzim
mM/kuyucuk mM/kuyucuk pg/kuyucuk
Karaciger ~ 0,000977 0,0006292 0,000744 5 0.25 425
Karaciger  0,0001639 0,00006548 0,000479 5 0.25 85
Karaciger ~ 0,002579  0,002778 0,003546 5 0.25 170

36 numarali hastaya ait enzim aktivitesi 6l¢iimii 0.5 mM/kuyucuk pNBC ve 5
mM/kuyucuk GSH ve 1158 pg/kuyucuk konsantrasyonunda gergeklestirildi ve enzim
aktivitesinin basarili bir sekilde OoOl¢iilebildigi gozlendi. Tiim hastalara ait enzim
aktiviteleri GSH ve pNBC’m bu konsantrasyonlarinda, kuyucuk diginda enzim

seyretmesi yapilmaksizin belirlendi.

pNBC substrati kullanilarak alinan enzim aktivitesi sonuglari

Hasta GSH pNBC Enzim
Numaras 2L Hiz2 Hiz-3 mM/kuyucuk mM/kuyucuk pg/kuyucuk
36 0,0006233 -0,0003382 -0,00008062 5 05 231.6

36 0,003053 0,003150  0,002867 5 0.5 1158
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EK2. Hastalar icin pNBC substrati ile belirlenen enzim aktiviteleri

Wavelength 340 Wavelength 340
- -
Time [min] Time [min)
Hasta Numarasi:1 Hasta Numarasi:2
Wavelength 340 Wavelength 340
— €3: Un0003 A = D2: Un0004
Hasta Numarasi:3 Hasta Numarasi:4 -
Wavelength 340 Wavelength 340
ko = AL Un0001 = B1: Un0002
129
o .
Time [min] Time [min)
Hasta Numarasi:5 Hasta Numarasi:6
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Wavelength 340 Wavelength 340
—crumo | 062 — B1:Un0002
0,86 | i
061
084
06
08
—— : : .
Time [min] Time [min)
Hasta Numarasi:7 Hasta Numarasi1:8
Wavelength 340 Wavelength 340
— —
75 09
088
o 0,86
07
084
07
0 a4 6 8 0 4 6
Time [min] Time [min]
Hasta Numarasi1:9 Hasta Numaras1:10
Wavelength 340 Wavelength 340
—y — EL: Un000S. ol = C1: Un0003
1,06
085
e H
@ @ 104
08:
103
082
102
0 4 6 5 0 4 6 8
Time [min] Time [min]
Hasta Numarasi:12 Hasta Numarasi:13
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Wavelength 340 Wavelength 340
o = B1: Un0002 | = F1: Un0006
0564 —
g o i
058
062
L
0 4 6 13 ] 6 8
Time [min] Time [min]
Hasta Numarasi:14 Hasta Numarasi:15
Wavelength 340 Wavelength 340
= G1: Un0007 = C2: Un0003
on -
066
- 065 - -
064 o7
063
: . . . T
Time [min] Time [min]
Hasta Numarasi:16 Hasta Numarasi:17
Wavelength 340 Wavelength 340
= D1: Un0004 | = C1: Un0003
054 093
3 E
2 2
L& 052
%
0 4 6 8 0 4 13 8
Time [min] Time [min]
Hasta Numarasi:18 Hasta Numarasi:19
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Wavelength 340 Wavelength 340
0925 = D1: Un0004 = EL: Un000S
092
0915 056
0,905
064
0e
063
0895
Time [min] Time [min]
Hasta Numarasi1:20 Hasta Numaras1:21
Wavelength 340 Wavelength 340
092 G — A2: Un0001
- 065 -
092
0564
3 B s
2 2
“ 09 w
089
0,88
0 2 4 13 8 0 4 [
Time [min] Time [min)
Hasta Numarasi:22 Hasta Numarasi:23
Wavelength 340 Wavelength 340
= C1: Un00O03 = F1: Un0006
= 1,04 4
102
075
3 3
2 2
L 074 Ly
098
096
072
0 a4 6 8 0 6 g
Time [min] Time [min]
Hasta Numarasi:24

Hasta Numarasi:25
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Wavelength 340 Wavelength 340
— E1:Un000S o — A2: Un0001
066
E E
2 )
2 os @
063 069
062 068
0 4 6 VS 0 4
Time [min] Time [min]
Hasta Numarasi1:26 Hasta Numarasi:27
Wavelength 340 Wavelength 340
/ — HL: Un0008 — AL Un0O01
084
.
F o6 3%
a g
082
068
067 081
066 08
0 4 8 0 4 6 8
Time (min] Time [min]
Hasta Numarasi1:28 Hasta Numaras1:29
Wavelength 340 Wavelength 340
= B2 Un0002 = E2: Un000S
078
or 131
076 13
07s 129
0 4 6 8 0 4 13 8
Time [min) Time [min)
Hasta Numarasi1:30 Hasta Numarasi:31
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Wavelength 340 Wavelength 340
= F1: Un0006 = A3: UnD001
-
1,04
¥ E
g 2
~ 1,02 4
-
0,741
= e e . : ¥
Time [min] Time [min]
Hasta Numarasi:32 Hasta Numarasi:33
Wavelength 340 Wavelength 340
= H2: Un0008 == D3: Un0004
0,65 - E
1,02 1
064 101
3 E
2 g‘
063
0%
0 4 6 8 0 4 6 8
Time [min] Time [min]
Hasta Numarasi:34 Hasta Numarasi:35
Wavelength 340 Wavelength 340
= B3: Un0002 = EL: Un000S.
066 2 0965
065
g\ § 0955
0%
095
063 0945
0 4 6 8 0 4 6 8
Time [min] Time [min]
Hasta Numaras1:36

Hasta Numarasi:37
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Wavelength 340 Wavelength 340

Hasta Numarasi:38 Hasta Numarasi1:39

EK 3. EPNP substrat1 ile GST enzimi spesifik aktivitesinin belirlenmesi i¢in yapilan
optimizasyonlar

EPNP’nin Habig ve ark., (1974) tarafindan Onerilen reaksiyon ortaminda yani
5mM/kuyucuk GST, 5SmM/kuyucuk EPNP final konsantrasyonlarinda ve pH: 6.5’de ¢ok
yiiksek arka plan ABS degerleri olusturdugu ve bu nedenle aktivite okunamadigi

izlendi.

EPNP substrat1 kullanilarak alinan enzim aktivitesi sonuglari

Hasta GSH EPNP Enzim
Numaragi 121 Hiz-2 Hiz-3 mM/kuyucuk mM/kuyucuk pg/kuyucuk
28 NaN  NaN  NaN 5 5 1110

Deney EPNP’nin farkli konsantrasyonlari kullanilarak tekrar edildi.

EPNP substrati kullanilarak alinan enzim aktivitesi sonuglari

Hasta GSH EPNP Enzim
Hiz-1 Hiz-2 Hiz-3
Numarasi mM/kuyucuk mM/kuyucuk pg/kuyucuk
28 -0,005356 -0,006481 0,006827 5 0.25 1110
28 0,005830 0,007862 -0,001482 5 0.5 1110
28 -0,01699 -0,02155 -0,05886 5 1 1110
28 0,09497  0,08907  0,05365 5 1.5 1110
28 0,06127  0,08689  0,04449 5 2 1110
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Enzim aktivitesinin azalmis olmasindan kaynaklanabilecek deneysel bir hatanin
Oniine gegebilmek i¢in ayni hastada enzim aktivitesi CDNB substrati kullanilarak pH:

7.0 ve reaksiyon ortaminda 340nm’de okundu.

CDNB substrati kullanilarak alinan enzim aktivitesi sonuglari

Hasta Miz-1 Hiz? Hiz-3 GSH CDNB Enzim
Numarasi mM/kuyucuk mM/kuyucuk pg/kuyucuk
28 0,04655 0,05304 0,05257 1 1 111

CDNB ile aktivite ol¢iimiiniin yapilabildigi goriildii ve hasta no 28’e ait enzim

aktivitelerinin ol¢timiine pH: 6.5’de, EPNP substrat1 ve enzimin farkli konsantrasyonlari

kullanilarak devam edildi.

EPNP substrati kullanilarak alinan enzim aktivitesi sonuglari

Hasta Hiz-l  Hiz? Hiz-3 GSH EPNP Enzim
Numarasi mM/kuyucuk mM/kuyucuk pg/kuyucuk
28 0,007508 0,01066 0,008548 5 0.25 111
28 0,004074 0,001806 0,004073 1 0.125 111
28 0,004724 0,006672 0,003024 5 0.125 111

Arka planda okunan yiiksek reaksiyonun, enzim aktivitesinin okunabilecegi
degerlere diisliriilmesi i¢in enzim ve EPNP konsantrasyonlar1 degistirilerek

optimizasyon calismalarina devam edildi.

EPNP substrati1 kullanilarak alinan enzim aktivitesi sonuglari

Hasta GSH EPNP Enzim
Hiz-1 Hiz-2 Hiz-3
Numarasi mM/kuyucuk mM/kuyucuk pg/kuyucuk
38 -0,003604 -0,001995 -0,0006186 5 0.25 124.3
38 -0,0007271 0,002844 -0,00006503 5 0.25 248.6
38 -0,0007841 0,0001669 -0,003811 5 0.5 124.3
38 0,001679  0,007268  0,007599 5 0.5 248.6
23 0,01504  0,01138  0,01680 5 0.5 261.4
23 -0,02736  -0,02689  -0,02338 5 0.5 326.75

Optimizasyon c¢alismalar1 GSH’un ve EPNP’nin farkli konsantrasyonlari

kullanilarak tekrarlanda.
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EPNP substrati kullanilarak alinan enzim aktivitesi sonuglari

Hasta Hiz-1 Hiz-2 Hiz-3 GSH EPNP Enzim
Numarasi 1 1 1z mM/kuyucuk mM/kuyucuk ung/kuyucuk
38 -0,0008863 0,001324 0,0005937 0.5 0.125 99.45
38 0,0007082 0,005679  0,007489 0.5 0.25 99.45
38 0,004627 -0,003895 -0,003460 0.5 0.5 99.45
38 -0,003591 -0,0006258 0,002402 1 0.125 99.45
38 0,01533  0,01201  0,01506 1 0.25 99.45
38 -0,004890 -0,02434 -0,004384 1 0.5 99.45
38 -0,004071 -0,0009023 0,0003824 25 0.125 99.45
38 -0,001824 -0,003288 -0,007637 25 0.25 99.45
38 -0,02748  -0,01245 -0,01649 2.5 0.5 99.45
38 -0,006671 -0,008371 -0,002713 5 0.125 99.45
38 -0,006055 -0,0008587 -0,008591 5 0.25 99.45
38 -0,01979  -0,01053  -0,01507 5 0.5 99.45

EPNP’nin 0.5 mM/kuyucuk konsantrasyonunda kuyucuk i¢inde ¢Okelmenin
meydana geldigi ve okunan degerlerin bu olusumdan kaynaklandigi sonucuna varildi.
Bu nedenle optimizasyon ¢alismalarina  EPNP’nin 0.5  mM/kuyucuk

konsantrasyonundan daha diisiik konsantrasyonlariyla devam edildi.

EPNP substrat1 kullanilarak alinan enzim aktivitesi sonuglari

Hasta GSH EPNP Enzim
Hiz-1 Hiz-2 Hiz-3
Numarast mM/kuyucuk mM/kuyucuk pg/kuyucuk
38 -0,0006791 -0,0008722 -0,001075 0.5 0.125 248.6
38 0,005682  0,001375  0,0009811 0.5 0.25 248.6
38 -0,002070  -0,002890 0,000002547 1 0.125 248.6
38 -0,002888 -0,0001783 -0,002872 1 0.25 248.6
26 0,002433 -0,0007339  0,0004079 0.5 0.25 229.8

26 ve 38 numarali hastalarda 0.5 mM/kuyucuk GSH, 0.25 mM/kuyucuk EPNP
ve pH:6.5 reaksiyon ortaminda enzim aktivitesinin en etkili sekilde belirlenebildigi
goriildi. Bu nedenle biitiin hastalarin enzim aktivitesi 0.5 mM/kuyucuk GSH, 0.25
mM/kuyucuk EPNP kullanilarak 6l¢iildii.
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EK.4. Hastalar i¢cin EPNP substrat1 ile belirlenen enzim aktiviteleri

Wavelength 360 Wavelength 360
= Al: Un00O01 = E1: Un000S
06 0s
049
058
@ @ 048
05
047
054
046
B 5 5
Time [min] Time [min]
Hasta Numarasi: 1 Hasta Numarasi: 3
Wavelength 360 Wavelength 360
== H3: Un0008 o = A: UnD009
0ss8 06
= 0555 -
- & os
0552
0549 036
545
4 6 8 4 6
Time [min] Time [min]
Hasta Numarasi: 4 Hasta Numarasi: 5
Wavelength 360 Wavelength 360
== CS: Un0011 = E6: Un0013
| 048
0s3
047
0s2
2 2
2 2 os
“ 0s1 i
045
0s
049 044 -
o 3 5 6 8
Time [min] Time [min]

Hasta Numarasi: 6

Hasta Numarasi: 7
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Wavelength 360 Wavelength 360
= H6: Un0016 — B1: Un0002
ass 0s2
0s2
051
E s H
-
as
049 048
5 3 G : 3 : :
Time [min] Time [min]
Hasta Numarasi: 8 Hasta Numarasi: 9
Wavelength 360 Wavelength 360
054 — D3: Un0004 o — B1:Un0002
052
083
= k]
k-] & o
052
048
051
0,46
) : 3 : 3 : :
Time {min] Time {min)
Hasta Numarasi: 10 Hasta Numarast: 11
Wavelength 360 Wavelength 360
o — H3: Un0008 L — 82 Untoo2
0se 056
ass
087
T os e
2 2
& 2
053
0ss
052
0ss
ost
083
3 & 5 5 : : :
Time [min] Time [min]

Hasta Numarasi1: 13

Hasta Numarasi: 14
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Wavelength 360 Wavelength 360
= C1: Un003 = F2: Un0006
el 9 o0ss
055
054
053
Time [min] Time [min]
Hasta Numarasi:15 Hasta Numarasi:16
Wavelength 360 Wavelength 360
051 — A7: Un0009 054 - D6: Un0012
i -
2 2 o
g
Time [min] Time [min]
Hasta Numaras1:18 Hasta Numaras1:19
Wavelength 360 Wavelength 360
~ FS: UnD014 = H7: Un0016
0575
057
056
5 0565 5
.§’ vg_\" 055
056
0S4
555
05:
055
Time [min] Time [min]
Hasta Numaras1:20

Hasta Numaras1:21
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Wavelength 360 Wavelength 360
= D1: Un0004 ‘ = F3: Un0006
’ 054
054
053
L — 082
3 g
2 3‘
051
0s2
s
051 049
o 3 : 5 i & §
Time [min] Time [min]
Hasta Numarasi:22 Hasta Numarasi:23
Wavelength 360 Wavelength 360
= H3: Un0008 ~ B2: Un0002
055
057
054 9%
K] K]
& & oss
& 8
053
0sa
052
053
3 3 s 3 3 : :
Time [min] Time [min]
Hasta Numarasi:24 Hasta Numaras1:25
Wavelength 360 Wavelength 360
0555
= G1: Un0007 = C1: Un0003
0535
0ss
083
0525 0545
& 3
052
054
0515
0s3s
os1
o 2 Y 5 H 0 2 4 3 5
Time [min] Time [min]

Hasta Numaras1:26

Hasta Numaras1:27
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Wavelength 360 Wavelength 360
056 = F2: Un0006 aics = H2: Un0008
054
g" dzos _§’ 061
05 06
0595
H 5 s 0 z H
Time [min) Time [min]
Hasta Numaras1:28 Hasta Numaras1:29
Wavelength 360 Wavelength 360
— B6: Un0010 | = CS: Un0011
057 061
056
06
3 e o
- 2
- 2
058
053
052 057
051
Time [min] Time [min]
Hasta Numaras1:30 Hasta Numarasi:31
Wavelength 360 Wavelength 360
= F7: Un0024 — G6: Un0015S
0525
06
5 0515 =
~;',’ ;';f' 038
05
05
Time [min] Time [min]
Hasta Numarasi:32

Hasta Numarasi:33
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Wavelength 360 Wavelength 360
Loy ~ B3: Un0002 ~ D3: Un0004
s
054 056
E E
.- J 2
0 053 1 %
055
-
Time [min] Time [min]
Hasta Numarasi: 34 Hasta Numarasi: 35
Wavelength 360 Wavelength 360
057 — B1: Un0a02 . — €2 Un0003 |
0,565
036
g 0555 ;"” =
055 053
e
05.
6 4 8 o 2 4 ]
Time [min] Time [min]
Hasta Numarasi1: 36 Hasta Numarasi: 37
Wavelength 360 Wavelength 360
= C1: Un0003 b = E2: Un000S
056
—_ -
@ @ 054
048
-
R : 3 i :
Time [min] Time [min]

Hasta Numarasi: 38 Hasta Numarasi: 39
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T.C
VAN YUZUNCU YIL UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
LiISANSUSTU TEZ ORIJINALLiK RAPORU

Tarih: 03/01/2019

Tez Bashgi / Konusu: OBEZITE HASTALARINDAN GASTREKTOMI OPERASYONU iLE ELDE
EDILEN MIDE DOKULARINDA GLUTATYON S-TRANSFERAZ {ZOZIMLERININ
AKTIVITELERININ VE TOPLAM TiYOL MIKTARLARININ KARSILASTIRILMASI

Yukarida bashgrkonusu belirlenen tez galismamm Kapak sayfasi, Giris, Ana bolimler ve Sonug
boliimlerinden olusan toplam 161 sayfalik kismina iligkin, 03/01/2019 tarihinde sahsim/tez damismanim
tarafindan Turnitin intihal tespit programindan asagida belirtilen filtreleme uygulanarak alimmis olan orijinallik
raporuna gore, tezimin benzerlik oran1 % 0 (sifir) dir.

Uygulanan filtreler agagida verilmistir:

- Kabul ve onay sayfasi harig,

- Tesekkiir harig,

- Igindekiler haric,

- Simge ve kisaltmalar harig,

- Gereg ve yontemler harig,

- Kaynakea harig,

- Alintilar harig,

- Tezden ¢ikan yayinlar harig,

- 7 kelimeden daha az ortiisme igeren metin kisimlari harig (Limit inatch size to 7 words)

Van Yiiziincii Y1l Universitesi Lisansiistii Tez Orijinallik Raporu Alinmasi ve Kullaniimasina Tliskin
Yonergeyi inceledim ve bu yonergede belirtilen azami benzerlik oranlarina gére tez ¢alismamin herhangi bir
intihal igermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirlit hukuki sorumlulugu
kabul ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

03.04. 2048

Geregini bilgilerinize arz ederim. W

Tarih ve Imza
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Ogrenci No:159102177
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Programi: Molekiiler Biyoloji ve Genetik

Statiisii: Y. Lisans Doktora O
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