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1. GIRIS VE AMAC
1966'da Christian de Duve peroksizomlarin izolasyon ve idantifikasyonunu

gerceklestirmis ve Nobel dduline laytk gérilmistur. Ayrica peroksizomiarin
katalaz ve gesitli oksidatif enzimleri icerdigini de saptamisglardir (1).

Peroksizomilar; bir cok ara metabolizmada énemli fonksiyonlara sahiptir (1): En
6nemili olarak H,O, olusumu yikilimi ve oksidatif metabolizma, uzun zincirli yag
asitlerinin (YA) B oksidasyonu, karaciger (KC)yde safra asiti, beyin ve kalpde
plazmalojen sentezi, aminoasit (AA) ve plrin katabolizmasi, ilag ve ksenobiyotik
metabolizmasi, kolesterol ve doiikol sentezi ve glioksilat metabolizmasi buniara

érnek olarak veriiebilir (1).

1966'dan beri peroksizomiar konusunda biylk gelismeler yasanmis ve
Peroksizom Proliferatorli Aktive edici Reseptdr (PPAR)ler tanimlanmistir.
PPAR’lere bagianan substiratlar peroksizomal enzimlerde indliklenmeye yol

acarken percksizom volimiini de artirmaktadiriar (5).

PPAR’lerin lipit metabolizmasi, hiicre farklilagmasi, apoptoz ve inflamasyon gibi
normal veya kanser, diyabet, obesite gibi patolojik bir ¢ok siiregte sayisiz genin
indliiklenmesine neden olan bir grup niikieer hormon reseptér ailesi oldugu

anlasgtimistir (2).

Bu niikieer reseptorlerin a, B, ¥, & gibi farkhi izoformiarn tanimianmistir. Farkh
fizyolojik fonksiyonlari farkii ligand aktivasyon profillerinden ve &6zel doku

ekspresyonlarindan kaynaklanmaktadir (2).

Hipolipidemik ajanlar olarak sikga kullanilan fibratiar PPAR a'yi indlklerken,
anti-diyabetik tiazolidinoidler (TZD) ‘ler PPAR Ynin potent aktivatorieridir (4).
Hakkinda daha fazla bilgiye sahip oldugumuz a ve y izoformiari olup B ve &

izoformlari daha az 6nemli gibi gérinmektedir.

PPAR a lipit metabolizmasinin dlzenienmesinde (5) ve sicaniarda KC kanser
olugsum siirecindeki etkisivie (10, 2) 6n plana c¢ikarken, PPAR Y, adipozit



diferansiyasyonu (7), dokularin insilin duyarliiini artirmasi yoniyle (15)
diyabet patogenezindeki 6nemiyle ve bir ¢ok kanser icin anti-kanserojen (17)

etkisiyle 6n plana ¢ikmaktadir.

Strese hormonal yanit sempatik sinir sistemi tarafindan katekolaminlerin,
hipotalamo-pituiter-adrenal aksis aktivasyonu Uzerinden adrenai meduliadan

glikokortikoidlerin salinimidir (96).

Son yillarda, cesitli caligmalarda PPAR-a geninin transkripsiyonel dizeyde
glikokortikoidler tarafindan reglile edildidi gosterilmigtir. Ayrica, stresin
peroksizom indiiksiyonuna neden oidugunu bildiren az sayida calisma da
mevcuttur (111, 112).

Lemberger ve arkadaslarinin bu amagcla olusturdukiari immobilizasyon stres
modelinde PPAR o« geninin karacigerde indiklenmesi gerceklesirken
hipokampusta bdyle bir degisim izlenmemigtir. Sentetik glikokortikoid
deksametazonun erigkin sicanlara injeksiyonuyla karacierde PPAR o geni
benzer sekilde indiklenmistir. Anti-glikokortikoid olan RU 486 kullanimiyla stres
bagimh indlksiyon inhibe olmustur. Buna ek olarak bulguiarina gére; karaciger
PPAR o mRNA ve protein diizeyleri dolasan kortikosteroid diizeylerine paralel
olarak ditirnal bir ritmi takip etmektedir (111).

AMAG:

Bizim calismamizda; stresin peroksizomiar zerine olan etkisinin aragtiriimasi
amaclanmistir. Bu amagla sicaniarda olusturulan immobilizasyon stres
modelinde sires gdstergesi olarak, sicanlardaki temel steroid olan
kortikosteronun serum diizeyleri; peroksizom proliferasyon gdstergesi olarak da
karacier homojenatlarinda peroksizomal enzim olan katalaz ve agii-KoA

oksidazin spesifik aktiviteleri tayin ediimisgfir.



2. GENEL BILGILER

Peroksizomiar; eritrositier hari¢ tim memeli hlcrelerinde bulunan bir ¢ok

fonksiyonu bir arada yiriiten organelierdir.

1950'lerde fare bobrek hiicrelerinde elektron mikroskobunda saptandikiarinda “
microbody” ismi ile tamimlanmiglardir. Daha sonra fare KC hepatositlerinde
yuvarlak veya oval olarak yakiasik 0.5 pm capta gdziemienmigtir (3). KC
hiicrelerinde peroksizomlar hiicre voliminin %2.4’Gni kaplamaktadir. Bu
organeller tek bir membran tarafindan cevrilmigtir. DNA ve ribozomlar yoktur

(62). Sitoplazmadan aldiklar protein ve lipidleri igeririer.

1966'da De Duve ve Baudhuin hidrojen peroksit metabolizmasina katkisindan
6tirti bu organellere peroksizom ismini vermislerdir. 1966’da Christian de Duve
peroksizomlarin izolasyon ve idantifikasyonunu gergeklestirmis ve bu galismasi
ile Nobel 6diliine layik goériiimustir. Ayrica katalaz ve gesitli oksidatif enzimleri
icerdigini de saptamiglardir (1). Daha sonra De Duve ve Lazarow karaciger
(KC) peroksizomiarinin tipki mitokondri gibi bittin bir yag asitleri § oksidasyon

sikiistini igerdigini saptamisiardir (3).

Peroksizomiar molekiler O, ve H,O kullanarak oksidatif reaksiyonlar

gerceklestirmektedirler.

Bu reaksiyonda olusan H,0,, kataiaz etkisi ile suya dénlstirlltirken fenol,
formik asit, formaldehit, alkol gibi bir cok madde oksitlenir. Katalaz

percksizomiarda bulunan en é6nemli enzimdir (1).

Memeli peroksizomiarinin metabolik yollarinin basinda yag asidi cksidasyonu
gelir. Lazarow ve Duve 1976da yagd asidi oksidasyon sisteminin varligini
gostermislerdir. Peroksizomal membranin sitozolik ylzinde ya§ asitierinin
oksidasyonunda gorevii enzim olan agil-KoA sentetaz bulunur. Ayni enzimin
endoplazmik retikulum membraninda da bulundugdu bildirilmistir (63). Mitokondri
ise bu ¢cok uzun zincirli acii-KoA sentetaz aktivitesinden yoksundur. Bu nedenle



cok uzun zincirli yag asidlerini oksitleyemez. Acil KoA seklinde aktiflenen yad
asitieri bilinmeyen bir mekanizma ile peroksizomal matriks igine tasginiriar ve agil
KoA oksidaz ile oksitlenirler (63, 64). Mitokondri yag asidi oksidasyonunda yer
alan enzim acil KoA dehidrojenaz iken, peroksizomlarda yer alan enzim agil
KoA oksidazdir. Her iki enzim de prostetik grup olarak FAD icermektedir. Ancak
peroksizomiarda enzime bagli FADH,'nin reoksidasyonu, molekiler O, ile
dogrudan etkilesmesi sonucunda H,O, vererek gerceklesir (63, 65, 66). 1990
yilinda peroksizom proliferatérieri tarafindan indiklenen ve indiklenmeyen
olmak lizere 2 tip agil KoA oksidaz variigi saptanmistir (65, 67)

Tablo 1: Acil KoA oksidaz tipleri

Acil KoA oksidaz tipleri Etkili oldugu substratlar

Palmitoil KoA oksidaz Orta-uzun ve ¢ok uzun yag asitlerine etkili
Dikarboksilik yag asitlerine etkili
Prostaglandinlere etkili

Pristanoil KoA oksidaz Pristanik asit gibi 2-metil daill yag
asitlerine etkili

Trihidroksi kolestanoil KoA oksidaz Safra asiti ara maddelerinin KoA
esterlerine etkili

Sekil 1: Peroksizomun elekiron mikroskobik goérinama (11)



Percksizomlarnn; bir cok ara metabolizmada énemli fonksiyoniari vardir (1):
= En énemii olarak H,O,olusumu yikilimi ve oksidatif metabolizma
Uzun zincirli ya§ asitlerinin (YA) B oksidasyonu (lipit yikimi)
KC'de safra asiti, beyin ve kalpde plazmaiojen sentezi (lipit sentezi)
Aminoasit (AA) ve plrin katabolizmasi

=
=
=
= llac ve ksenobiyotik metabolizmasi (1)
= Kolesterol ve dolikol sentezi

2

Glioksilat metabolizmasi

2.1. Peroksizom Proliferatorii Aktive edici Reseptor (PPAR)’lin yapist

Peroksizomiar etkilerini PPAR’ler araciligiyla gosterirler. PPAR'ler tiroit, steroid
ve retinoik asit gibi nikieer hormon reseptér ailesine mensuptur. PPAR
agonistieri, PPAR’nin ligand baglayan domainine baglandiginda hiicre igi
sinyaller baglatilarak ilgili genlerin aktivitesi dlizenlienir.

PPAR’ler lipit metabolizmasi, hiicre farklilagmasi, apoptoz ve inflamasyon gibi
normal veya kanser, diyabet, obesite gibi patolojik bir cok siirecte sayisiz genin
indiklenmesine neden olan bir grup nilkleer hormon reseptér ailesidir (2).

Bu niikleer reseptorlerin a, B, ¥, & gibi farkli izoformlan tanimianmistir. Farkl
fizyolojik fonksiyonlari farkli ligand aktivasyon profillerinden ve 6zel doku
spesifitelerinden kaynaklamir. Hakkinda daha fazla biigiye sahip oldugumuz
formlar, a ve y izoformian olup B ve & izoformiari daha az &nemli gibi
goérinmektedir. PPAR vy ‘nin farkli promotoriar kullanan farkii baglanma
boélgelerine sahip y1, y2 ve y3, v4 izoformlian mevcuttur (16). PPAR y2 PPAR
y1’den amino terminal ucunda ek olarak 28 AA bulundurmasi yéniiyle farkhdir.
PPAR y2'nin ligand bagimsiz aktivasyon domaini PPAR y71'in ligand bagimsiz
aktivasyon domainden 5-10 kat daha etkilidir. Insan adipozitlerinin insilinle
stimilasyonu hem y1 hem y2 geninin ifade edilmesini artirmaktadir. Oyle ki
besinsel fakidrler ve obesite PPAR y2 geni izerinden etkili olup gen diizeylerini
inhibisyona ugratmaktadir (17).



PPAR aq; yuksek oranda KC, kalp, miyozit, enterosit ve bébrek proksimal tubul
hucrelerinde bulunurken PPAR B ve & yaygin doku da§iliminda bulunuriar.
PPAR y geni ise yiiksek oranda yag dokusunda ve immiin sistemde ifade edilir.
PPAR y1 dusik miktarda tim dokularda bulunurken, PPAR y2 baskin olarak
adipozitierde bulunur (6).

Tablo 2: PPAR'nin doku dagilimian (4)

izoform | KC bobrek | barsak | dalak adipozit | Snemi
PPAR a it ++ it + - lipit metabolizmas|

sicaniarda KC CA'nin
indiklenmesi
enfeksiyonun diizenienmesi

PPAR ++ ++ e+ ++ - embriyo impiantasyonu
B/O
PPAR Y - +- ++ +i+ ++++ | diyabet patogenezi

adipozit diferansivasyonu

anti-kanserojen
enfeksiyonun dizenlenmesi

PPAR a; ilk kesfedilen alt grup olup karacigerde lipit metabolizmasinin
diizenlenmesinde merkezi 6neme sahiptir. PPAR a, yag asitlarinin alinmasinda,
baglanmasinda, aktiflestirilip okside edilmesinde; keton cisimlerinin ve
apolipoproteinlerin (apo Al, apo All) sentezinde; aminoasitlerin deamine
edilmesinde ve glikoneojenezdeki genlerin ifade edilmesindeki sireclerde
etkiiidir. Benzer sekilde PPAR a ligandian apo A1 aracilifiyla kolesterol ¢ikigint
indiiklerler. PPAR a geni hasarlandiriian siganiar canlilikiarini koruriarken, ilging
olarak PPAR a -/- siganlar inflamatuvar yanitta artis gdstermislerdir. In vitro ve
klinik sonuglarda PPAR a ligandlari olan fibratlann kullaniminin kalbi koruyucu
ve inflamasyonu Onleyici etkileri 6ngordigla belirtilmektedir. PPAR a geni
vaskliiler endotelde, vaskiier diiz kas hiicrelerinde, monosit ve makrofajlarda
ifade edilmektedir. PPAR a ligandlan inflamatuvar cevabi inhibe ederek, diz
kas hiicre goglind, proliferasyonunu, matriks metalloproteinaz genini ve plazma



fibrinojen diizeylerini inhibe etmektedir. Molekller dizeylerde bu NFkB
yolagtyia iligkili olabilir (60).

PPAR B ve 8 ile ilgili ileri calismalara gereksinim vardir. Digerlerine benzer
sekilde PPAR B ve & lipit metabolizmasinda, hiicre proliferasyonunda ve
inflamatuvar yanitta dizenleyici etkilere sahipti. PPAR & kolon kanserinde,

keratinosit diferasyonunda ve inflamasyon sirecinde etkilidir.

PPAR y'nin en bilinen yoni instlin duyarliigini artirmasidir. Tiazolidinoid grubu
ilaclar PPAR y agonistleri olup diyabet tedavisinde etkilidirler. Bunun digindaki
kullanim alanlarn da gelisime agiktir. PPAR y1 yaygin dagdilim gdésterirken,
PPAR y2'nin daha ziyade beyaz ve kahverengi yag dokusunda yiiksek diizeyde
ifade edildigi belirtiimistir. PPAR vy geni pre-adipozitlerin adipozitiere
diferansiyasyonu i¢in gereklidir. Diger PPAR izoformiarinda oldugu gibi PPAR v;
lipit metabolizmasinda, hicre proliferasyonunda ve inflamatuvar yanitta
dlizenleyici etkilere sahiptir. Ayrica vaskiler ve kanser hiicrelerinde de PPAR y
geni yiksek diizeylerde ifade edilmektedir. PPAR y aktivasyonu; monositlerin
makrofajlara dénlsimini indikierken lipit birikimine ve CD 36 ifade ediimesiyle
képik hiicre olusumuna aracilik etmektedir. Oyle ki son galigmalarda; PPAR vy -
/- hiicrelerdeki monosit-makrofaj doénisimi PPAR  ynin  monosit
diferansiyasyonunda olmazsa olmaz kosul olmadigini gdstermistir oysa ki CD
36 dizeyleri indukienmistir. In vivo ve in vitro ¢aligmalarda PPAR vy ligandiari
vaskiiler hiicre proliferasyonunu, migrasyonunu ve inflamatuvar genlerin ifade
edilmesini inhibe etmektedir. Sonug olarak hayvan modellerinde balon sonrasi
restenoz ve ateroskleroz inhibe oimaktadir. PPAR y'nin anti-inflamatuvar ve
vaskiler duvan koruyucu etkileri anti-inflamasyon icin kuliandikian reseptérier
farkli oisa da PPAR a’ninkine benzemektedir (60).

PPAR a'nin etkisi karaciger Uzerinde iken; PPAR y'nin etkisi ya§ depolayan

instiline duyarli metabolik dokular {izerinedir.

Bir ¢cok kanser tipinde (gastro intestinal sistem (GIS), merkezi sinir sistemi
(MSS), meme, akcider, prostat, tiroid kanserleri) PPAR vy ligandiarinin

apoptozisi indikleyerek c¢esitli hiicre fiplerinde terminal diferansiyasyonu

~J



artirdi§i saptanmistir. Sentetik PPAR vy ligandianyla kiclk bir grupta
liposarkomun etkili tedavisinde kiinik basari elde ediimistir. Fakat kolon
kanserinde celigkili veriler elde edilmigtir. PPAR vy ligandian ksenograft tUmor
olusumunu etkili olarak inhibe ederken polip olusumunu barsakta ve
adenomattz polipozis koli (APC) genetik sican modelinin kolonunda
potansiyalize etmektedir. PPAR vy ligandiari ksenograft modellerde timdr

blyimesi icin gerekli olan vaskiiarizasyonu énlemektedir.

PPAR vy ligandiari; bir ¢ok inflamatuvar modelde (llseratif kolit, romatoit artrit,
allerjik ensefalomyelit, Parkinson hastaligi, Alzheimer hastaiigi ve miyokard
infaktiist) etkili gibi gérinmektedir. Makrofajlarda baslatilan ¢alismalar glcia bir
sekilde gdstermistir ki; PPAR y’nin direk anti-inflamatuvar etkisi vardir ve bir ¢cok
pro-inflamatuvar sinyal yolagini (AP-1, NFkB, STAT 1) baskilamaktadir. Anti-
proliferatif ve anti-inflamatuvar 6zelligi sadece inflamatuvar hiicrelerde (yardimci
T hucreleri, B lenfosit) degil inflamasyon alanindaki lokal stromal hiicrelerde de
gdzlemlenmektedir. PPAR y'nin hedef aidigi alan (p21, aktive T hiicreleri igin
niikleer faktor) bilinse de si¢aniardaki -/- hicrelerde anti-proliferatif ve anti-
inflamatuvar etkilerin olugabilmesi PPAR vy ligandiarinin PPAR y'dan bagimsiz

bir 6zelligi oldugunu distindlrebilir.

PPAR vy -/- siganlar iki bagimsiz &iimcul faz geligtirmistir. PPAR y eksikligi
embriyonun gelisimi sirasinda trofoblast diferansiyasyonunu ve piasental
vaskilarizasyonu inhibe ederek miyokardiyumda siddetli incelmelere yol agip
olumle sonuclandirmigtir. Erkeklerde PPAR y mutasyonlarinin varliginda
hastalar siddetli insllin rezistansina ve metabolik sendrom X'e maruz
kalmaktadir (59).

2.2. PPAR’ nin gen ekspresyonunun diizenienmesindeki anahtar roileri
(2)

PPAR y'nin diger nikieer reseptdr siiper ailesi gibi 3 fonksiyonel domaini
mevcuttur: Fosforilasyon basamaginin gergekiesti§i N-terminai domain, DNA ve

ligand baglayan domainler (Sekil 2).



Ligandin, PPAR molekulintn ligand baglayan domainine bagianmasi AF 2
(aktivasyon fonksiyonu) domaininde konformasyonei degisikiije neden oiur.
Daha sonra ligand bagli PPAR diger transkripsiyon faktérieriyle (9-cis
retinoikasit reseptor=RxR) bagianarak heterodimerik bir kompleks olusturur
(Sekil 3). Bu heterodimerik kompieks PPAR ‘nin DNA bagiayan domaini
Gizerinden DNA Uzerindeki hormon response elemente (HRE=PPRE) bagianir.
Bunun sonucunda farkii genlerin transkripsiyonu aktifienmis olur.

N-terminal

domain
e m——t L 3 s

Sekil 2: PPAR benzeri steroid reseptrieri fonksiyonel domainieri

Ko-reglilatorier, ko-aktivatér veya ko-represér olabilir, nukleer reseptor
kompieksine tutunarak aktivasyon veya inhibisyon yapariar.

PPAR y'nin ifade edilisi N terminal bélgede bulunan A/B domaininin serin
kalintisinin fosforillenmesiyle deprese oiurken, mitojen ile aktive ediien protein
kinaz (MAP) ailesinden olan hiicredigi sinyalle diizenlenen protein kinaz (ERK)
tarafindan dizenlenir. Ek olarak MAP kinaz ailesinin diger bir tyesi c-jun N-
terminal kinaz (JNK) PPAR y'nin serinini fosforilieyerek PPAR y'nin

transkripsiyonel aktivitesini dustrir (60).



PPAR kionlanarak karakterize edilmis; tiroid, steroid ve retinoik asit ile ayni gen
ailesine sahip nikleer reseptorier olduklari kanitianmistir. Tiroid hormonlarinin
PPAR ile benzer gen altgruplan tarafindan diizenlenen lipit homeostazisinde
cakisan metabolik etkileri oldugu bulunmustur (14).

PPAR nin temel etki
mekanizmasi

PPs S-cis-RA

PPRE (FPAR cevap elementi)

7N\

* Enzim Indlksiyonu * Degisen buyume ve farklilasma
* Percksizom Proliferasyonu * DNA senteazi
* Degisen Lipid Metabolizmasi  * TUmor promosyonu

Sekil 3: NiUkieer reseptorier

2.3. PPAR ligandian (Tablo 3) (4)

PPA'leri arasinda bircok dogal ve sentetik ligand bulunur. Cesitii poliansatiire
yag asitleri, PGD2, PGJ2, a1 antitripsinin C-terminal fragmani dogai olanlardir.
Tiazolidinoid tlirevi anti-diyabetikler, fibratlar ve non-steroid-anti-inflamatuvarlar
(NSAID) peroksizom proliferasyonuna yol acan diger sentetik trevier clup ve
daha bir ¢ok ilag ayni etkiyi gostermektedir. Yalniz en giugii PPA olarak
hipolipidemik ilagiar kabul edilmektedir.
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Tablo 3: PPAR ligandian

KATEGORI ICERIK PPAR | PPAR | PPAR
o [{L4) \
Hipolipidemikier Gemfibrozil ++ - + PPA icinde en
Klofibrat ++ - + glclt etki
Siprofibrat ++ - +
Fenofibrat ? ? ?
WY-14,643 4+ + ++
Nafenopin ++ ? ?
Metilklofenapat ? ? ?
BR 931 ? ? ?
Antidiyabetikier Englitazon - - +
{tiazolidionidier) Pioglitazon - - ++
Ciglitazon - - ++
BRL 49653= - - +++t
Rosiglitazon
NSAID Indometazin + - 4+
Ibuprofen + - +
Fenoprofen +++ - +
Sentetik ETYA +++ - +-
aragidonikasit
LTD4 antagonistleri | MK 571 ++ ? ?
LY -17188 ++ ? ?
Sentetik lloprost ++ ++ ?
prostoglandinler Karboprostosiklin ++ ++ ?
(CPGI)
Fitalat esterleri MEHP(monoetithek | +++ + ++ Zayif etki
silfalat)
DEHP(dietil...)
DEPA(.adipat)
Solvent TCA + ? ?
Steroid DHEA
Antiepileptik Valproik asit
Urikozurikler
Herbisitler Laktofen
Fomesafen
DOGALLAR
PGD2 Anti-
inflamatuvar
Anti-
neoplastik
PGJ2 + Anti-
inflamatuvar
Anti-
neoplastik
Poliansatlire ++
YA'leri
a1 antitripsin ++ ++
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Bu ligandlarin bir kaginin siganiarda hepatokarsinojenik etkileri mevcut olup bu
etki reseptdrieri akiive etme siddetleriyle koreledir. Bitlin galismalar gdéz énine
alindiginda; hepatokarsinojenik etkinin PPAR a {zerinden oldugu ortaya
ctkmaktadir. Anti-diyabetiklerden TZD ’ler ise PPAR y lzerine ylksek afinite
gbstermektedir. PPAR vy Uzerine etkili olanlar adipozit diferansiyasyoniarina olan

etkileri ile dikkat cekmektedir.
Lipit metabolizmalarina olan etkilerinden &tirl PPAR'nin aktiflenmesinin bir
sonucu olarak serum kolesterol ve trigliserid dizeylerinde azaima ortaya

cikmaktadir.

PPAR ligandiarinin bazilarinin benzer ¢ boyutlu yapilari mevcuttur. Hepsinin
degilse de cogunun ortak 6zellikleri karboksil (-COOH) grubu tasimalarnidir.
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PPAR ligandlan

ik g X
d@o—c—mﬁsa@o‘?‘m** O}‘@O‘?‘m
8 A

Klofibrat Klofibrik asit Siprofibrat
Ci
O : < ci CONHSO,CO,
. 0—G—COOH N:< -
CH, HC CH, SCH,COOOH
Nafenopin WY-14,643 Fomesafen

NH,
Asetilsalisilik asid Sinnamil antranilat
g g i
C—0—CH;—CH—(CH,);—CH,
(—0—CH;~CH—(CH,);~CH,
O C,H; HO
DHEA
DEHP Q CaHs
C—O0—CHz—CH—(CH,);—CH,
(?H2)4
0] C,H;
Trikloretilen DEHA

Sekil 4: PPAR ligandlannin kimyasal formdilleri
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2.4. PPAR ‘nin lipit metabolizmasini diizeniemelerindeki rolii (5}

Lipit metabolizmasinin diizenlenmesini anlamada PPAR'nin peroksizomal 8
oksidasyon enzim genlerini kodladiginin aniasiimast blylk bir asamadir. Hele
vag asitierinin gen modulatéri olarak PPA etkisiyle kendi enzimierini

diizenlemelerinin anlasiimasi daha biylk bir gelismedir.

Tabio 4: PPA’larin hiicre organellerine etkileri

Peroksizom Peroksizom volami ++
Peroksimai $-oksidasyon +++
Karnitin agil transferaz +++
H,0, 0/-
Katalaz 0/+
Acil KoA hidrolaz +
Mitokondri Mitokondri volimu 0/+
Diz zincirli YA'lerinin B oksidasyonu +
Dalli zincirli YA’lerinin 8 oksidasyonu 0
Karnitin Acil transferaz ++
Mikrozom Duz ER volumi +
Partukla ER volomi 0/-
Sito P450 0/-
Sito P452 e+
Diger etkiler FABP ++
KC homojenati Acil KoA hidrolaz ++
KC total KoA igerigi +
KC total karnitin icerigi +
KC total poliamin igerigi +
178 hidroksisteroid DH +

Anlasiidigy Uzere PP'u yag asitieri, dogal veya ksenobiyotik iligkili bilegikierin

intraselitiler akumiilasyona bagh olarak indUkienen bir adaptasyon
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mekanizmasidir. Mitockondrideki major YA oksidasyonunun inhibisyonu veya
fazla ylkienmesi PPA’'una neden olmaktadir. PPA’u mitokondride duz zincirli
YA'lerinin ve araci proteinlerin sentezini de artirmaktadir. Yani kapasiteyi asan,
oksidasyona ugrayamayan YA'leri direk olarak peroksimal [ oksidasyonu
indirek olarak mitokondriyel B oksidasyon enzimlerinin gen transkripsiyonunu
indiiklemektedir. Sitozolik yagd asiti baglayici protein (FABP) YA'lerini
baglayarak 3 oksidasyona ugramak {zere peroksizoma gegigsine imkan
tanimaktadir. Bu ve bunun gibi diger (SCP2 = sterol tasiyici protein, ACBP = YA
Acil-KoA baglayici protein, HSP 72 = ist sok proteini = PPBP = PP baglayici
protein) baglayici proteinlerin sentezi de indiklenmektedir. FABP PPA’leriyle
ind{iklenirken, HSP 72 = PPBP sadece olayi tetiklemektedir.

PPA’lerinin bir diger etkisi yag asitlerinin w oksidasyonunu baglatan sitokrom

P452 ‘nin indklenmesidir.

PPA indlksiyonuyla LCAT, YA sentaz ve lipaz enzim sentezleri azalirken
Apolipoprotein A serisi de Apo Il hari¢ azalmaktadir.

Peroksizomiarin safra asiti sentezinde rol aldigi bilinmektedir. Ancak PPA‘leri
safra asiti sentezini indiklememektedir. Keton olusumunda birkag mekanizma
gecerli olup ileri aragtirmalara gerek vardir. Glikoneojenezde ise anahtar enzim
olan fosfoenol piruvat karboksikinaz enzim geni PPA’ler ile indiikienmektedir

(5).
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Atipik YA

e Mitokondrial B

oksidasyonun P—>> =~
inhibisyonu YA akimulasyonu

o veya fazla
yiklenmesi
o FABP ile

PPAR aktivatorleri w——=>>paglanma
o FABP kapasitesi
astiginda HSP

72 ile baglanma
1. Mitokondriyel YA

mo=—> - artan o PPARile . oksidasyonunun

kompleks stimulasyonu
olusturarak gen 2. Alternatif YA
transkripsiyonun oksidasyon
un aktivasyonu yollarinin

stimulasyonu
e perok. B oksi.
e () oksidasyon

Sekil 5: PPAR'nin lipit metabolizmasina etkisi

2.5. PPAR‘in hiicre farkiilagmasindaki roii (7)

Viicuita beyaz yag dokusunun gelisimi; ge¢c gestasyonel dénemde ve postnatai
ilk haftalarda olmaktadir. Adipozitierin prekiirsérii olan preadipozitier lipit
icermeyen mezensimal hiicrelerdir. Preadipozitler posigestasyonei aktive olup
TG depolayabilmektedirler. Bu da yag kitlesinin ¢cevre kosullarina bagh olarak
yagam boyunca gegcirdigi modifikasyonlan (sayt artisi veya ebatinin blylimesi
gibi) acgikiayabilmektedir.

ilhmii yani hipertrofik obesitede adipozitlerin TG akiimiilasyonu artarken, siddetii
yani hiperplastik obesitede ek olarak maitlr adipozit sayisi da artmaktadir. Ya§
veya KH'dan zengin beslenme ilk basamakia pre-adipozitlerin proliferasyonuna
(ginler igcinde) neden olurken, terminal dbnemde (haftaiar icinde) lipit

depolanmasina neden olmaktadir
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Bu geligimi takip etmede erken gdstergeler; lipoprotein lipaz gibi lipit metabolize
edici enzimier, transkripsiyon fakidrleri=(C/EBP)= B ve & enhancer binding
protein), PPAR & iken hicrelerin kionai gelisimini fakiben terminal
diferansiyasyon déneminde; GPDH (gliserofosfat DH), ALBP (adipozit lipit
baglayici protein), FAT(yag asiti translokazi), hormon duyarh lipaz, ADD-1(
adipozit saptama ve farkhlastirma faki6érll, (C/EBP) a ve PPAR y marker olarak

kullantlabiimektedir.

PPAR y‘nin beyaz ve kahverengi yag dokusunda bulundu bilinmektedir. PPAR y
‘nin aktivasyonu lipit dolu matir adipozitlerin apoptozunu uyarirken, kiguk,
goreceli olarak insiiline daha duyarh olan adipozit sayisinda artmaya neden
olmaktadir. (C/EBP) PPAR y’'nin uyarilmasinda araci rol oynamaktadir. Ayrica
PPAR & dogrudan adipozit diferansiyasyonunda etkili degilkken PPAR y'nin

etkisine araci olmakiadir.

Belki de PPAR y ve & agonist ve antagonistieri kullanilarak yag olusum dengesi
duzenlenebilir. Oyle ki; klinisyenler igin diyet yapmadan ilag indiiklii obesitenin

engellenmesi blylk adim olacaktir.

in vivo PPAR vy kullanimiyia yag dokusunda, kas ve KC'de insilin duyarhilig:
artmaktadir. PPAR y hepatositlerde, myoblastlarda, meme ve kolon epiteli dahil
daha bir g¢ok hiicre tipinde diferansiyasyonu uyarmaktadir. Insan primer
liposarkom hicrelerinin pioglitazon kullanimiyla terminal diferansiyasyonu
indikienmektedir. Pankreatik kanser hiicre hatlarinda PPAR y agonistlerinin
kullanimiyla CEA, E-cadherin, ve ALP gibi ¢esiti diferansiyasyon
gostergelerinin indiklendigi gdsteriimistir. PPAR y aktivasyonu insan ve si¢an
malign glioma hiicrelerinde apoptoza neden coimak diginda rediferansiyasyon
gostergesi olan N-cadherin diizeyini de artirmaktadir. Bdylelikie malign
hiicrelerin kanserojen olmayan hiicrelere veya daha az malign hicrelere

rediferansiye olabilecekleri diisintimektedir (17).
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instlin
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preadipozit farkillagan adipozit
adipozit

Sekil 6: PPA’lann adipozit diferansiyasyonuna etkisi

2.6. PPAR’ nin diyabet patofizyolojisindeki rolii (2)

PPAR hedef genleri lipit metabolizmasinda PPAR a ile, enerji homeostazisinde
yag dokusunda PPAR vy ile anahtar rol oynamaktadir. PPAR y; YA
metabolizmasiyla, glikoz homeostazisiyle ve insilin sinyal yolaklan ile ilgili
genleri diizenlemektedir. Adiponekiin sentez ve sekresyonu insilin duyarhligini
artiran TZD ile in vivo ve in vitro olarak artiriimakia ve etkisine PPAR y aracilik
etmektedir. Adiponektin KC hiicrelerinden glikoz salinimini azaltirken, periferik
dokularin (kas ve ya§ dokusu) glikoz alinimini artirarak serum glikoz diizeylerini
distrach etki gostermektedirler (15).

Yasam boyu siiren, sOreklii iziem ve tedavi gerektiren, akut ve kronik
komplikasyoniari nedeniyle hastanin yasam kalitesini oldukca azaitan DM
morbiditesi, mortalitesi ve topiuma ekonomik yiki yliksek kronik metabolik bir
hastaliktir. Insiiinin kismen veya tamamen eksik velveya etkisiz olmasi ve
glukozun vUcutta yetersiz kullanimina bagh hipergliseminin olugturdudu bir grup
metaboilik bozukiuk diyabetes mellitus sendromu olarak adlandiriimaktadir
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Tip 1 diyabet insiilin dizeyinin distkitgl ile karekterize iken, Tip 2 diyabet;
iskelet kasi ve yag dokusu gibi periferik dokularda insilin direnciyle karekterize,
genelde hiperinsilineminin eslik ettii bir hastaliktir. PPAR y ‘nin tiazolidinoid
grubu ilaclar gibi farmakolojik ligandiar insllin aktivitesini artirmaktadir ve
iskelet kasi ve ya§ dokusunda insiilinle uyariimis glikoz alintmi uyariimaktadir.
Kas ve ya§ dokusunda instlin aracili glikoz gecisinden sorumiu olan GLUT 4
ekspresyonu artmaktadir (8). Ek olarak hepatik glikoz ¢ikiginin inhibisyonunu
gerceklesmektedir. TG’ leri ve plazma serbest YA'lerini distrmektedir. TZD
baglayan PPAR'nin glcleriyle in vivo glikoz duslst arasinda glgli bir

korelasyon vardir.

PPAR vy agonistleri
NiIDDM=azalmis
insilline duyarh
glikoz gegisi
KC glikozRy. KAS
t CE=mD>
NIDDM=azalmis ] ]
hepatik glikoz ADIPOZIT
cikisi
NIDDM=azalmis
inslilin sekresyonu PANKREAS
ve B hiicre dlumi
PPAR vy agonistieri

Sekil 7: PPAR y agonistierinin diyabet pafolojisine etkisi
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Az sikitkta goriilen PPAR y mutasyonlan siddetii insGlin rezistansi, parsiyel
i6kodistrofi, tip Il diyabetes mellitus ve hipertansiyonla korele bulunmustur (13,
16). Nadir gorilen PPAR y ‘nin heterezigot mutasyonlart 8 bireyde
tanimlanmistir. Bu bireyler kompleks bir klinik fenotipe sahip olup “PPAR vy
ligand rezistans sendromu” olarak isimiendiriimigtir. Bu sendrom parsiyel
lipodistrofi, erken basglangich siddetli insiilin rezistansi, tip 2 diyabet ve
dislipidemiye (yiksek TG, duslik LDL), erken baslangicih HT ve hepatik
steatozise neden oldujundan PPAR y ‘nin insilin aktivitesi icin gerekli, yag
kitle kontroll icin Snemli oldugu vurgulanmakiadir. Bu mutasyonian tagiyan
bireylerde ekstremitelerde ve gluteal bélgelerde subkutan ya§ dokusunun
kayboldugu, abdominal boigede ise depozitlerin olustugu stereotipik bir parsiyel
I6kodistrofi tanimlanmigtir (16).

TZD ‘ler PPAR vy {izerinden lipit ve glikoz metabolizmasi gen ekspresyonunu
dizenlemesi agisindan énemiidir. KC'de TG Uretimini disgtrtrken hepatik TG
klirensini artirmaktadir. YA mobilizasyonunu baskilarken YA'lerinin adipozitlere
girigini artirmaktadir. Lipit metabolizmasi {izerine olan etkisi instlin duyarliliginin

artirmasiyla iligkilidir.

Cesitli calismalarda prediyabetik farelerde TZD ‘ler ile tedavi sonrasi diyabetde
gorilen B hiicre kaybinin engellendigi gdzienmigtir. Bir hipoteze gére pankreas
B hiicrelerinde lipit akimiilasyonunun indikledigi B hiicre apoptozu, TZD ‘lerin
lipit toksisitesini engeliemesiyle dnlenmektedir.

Insanlarda PPAR ¥2 geninde sik¢a olusan bir mutasyonla (12.kodonda prolinin
alanine dontsimi (Pro 12Ala)) siddetii insdlin direnciyle iligkili bulunmustur. Bu
mutasyona sahip olaniarin vicut kitle indeksleri 6nemli derecede yiliksekken
leptin dizeyleri de tasiyici olmayanlara kiyasla verilen vicut kitle indeksierine
gbre daha yiiksek bulunmustur. Yine ilgin¢ olarak, tasiyicilarda insilin direnci,
diyabet ve hipertansiyon g6zlenirken yaglanma anormaliigi saptanmamistir. Bu
da adipogenez ile insilin duyarlihdinin PPAR y'nin farkli gen regilasyonuyla

diizenlendigini disiindirmektedir.
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2.7. PPAR’nin inflamasyondaki rolli ve kardiyovaskiiler sistem (KVS}) (2,
9)

PPAR'ler ¢ok farkl hiicre tiplerinde bulunurlarken, aterosklerotik lezyoniarda da

bulunmaktadiriar Ayrica makrofajiarda, vaskiler diiz kas hiicresinde, endoteliyal

hiicrelerde ve kardiak myositlerde bulunmakiadiriar (60).

Ateroskieroz bir ¢ok etkenin katkida bulunuu kompiike bir olaydir. Endotel
hasarn, diiz kas hicrelerinin proliferasyonu, monosit/makrofaj gécti, blyime
faktorleri ve sitokinlerin diizenleyici etkileri; ateroskleroz geligim sirecinde roi
alir. Ek olarak vaskuler duvarin kronik inflamasyonu vardir. PPAR vy ligandiari;
transkripsiyon faktorierini (AP-1, STAT, NKkB) inhibe ederek inflamatuvar
sitokinierin (IL-1B, IL-6), indUklenebilir nitrik oksit sentazin ve TNF a'nin
dizeylerini dustrmektedir.  Ateroskierotik lezyondaki plakiarin rlptire
gitmesinde makrofajlar etkilidir. Plak riptlurindeki makrofajiann roli
ekstraselliler matriks ykiminda ©6nemli enzimler olan  matriks
metalioproteinaziarin sekrete edilmesidir. Makrofaj hicrelerinde ve diiz kas
hicrelerinde PPAR vy ligandian, diiz kas hicrelerinin gb¢linde ve plak
destabilizasyonunda etkili olan matriks metalloproteinaz-9 (MMP-9) diizeylerini
azaltmaktadir. Diiz kas hicrelerinin proiiferasyonu ve gocii aterosklerozda ve
restenozda kritik olaylardir. TZD ‘ler diiz kas hicrelerindeki degisimi inhibe
ederek vaskiler hasar sonrasi neointimal kalinlagmayi dniemektedir. Ayrica diiz
kas hiicrelerinde p53 araciigiyla apoptozisi uyarmakiadirlar. Endotel hiicreleri
tarafindan adezyon molekdllerinin ifade edilmesi Idkositlerin endotel hicrelerine
adezyonuna neden olmaktadir. PPAR vy, VCAM-1 ve ICAM-1 duzeylerini
dusirirken, insan aortik endotel hicrelerinde IL 8 ve monosit kemotakiik
protein (MCP-1) gibi kemokinlerin dizeylerini de azaimaktadir. PPAR vy
ligandlan MCP-1’in indilkledigi monosit gd¢lni de inhibe etmektedir. Endotelin-
1 endotel fonksiyonlarinin ve vaskiler tonusun dizenlenmesinde etkilidir.
Endotelin-1 aterosklerotik lezyonlarda ifade edilerek diiz kas hicrelerinin
proliferasyonunu indiklemektedir. PPAR vy ligandlar sidir aortik endotel
hiicrelerinde AP-1 ile etkileserek endotelin-1 promotorinin ifade ediimesini
baskilamaktadir. Bitlin bu buigular PPAR y aktivasyonunun aterosklerozdaki
inflamatuvar cevabin dizenlenmesinde faydali etkileri olabilecegini
dustindtGrmekiedir (60).
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PPAR y'nin okside LDL'nin temel okside Ilipit komponentleri olan
hidroksioktadekadienoik-asit (9-HODE) ve 13-HODE tarafindan aktivasyonu,
¢copcl reseptér CD 36'nmin  indiksiyonu {zerinden makrofajlarda lipit
depolanmasinda dnemli role sahiptir. CD 36’si hasarli siganlar aterosklerozdan
korunmustur. Bu bilgiler g&steriyor ki aterojenik okside LDL partikiileri, kendi
alimmianni PPAR y ve CD 36 dizeylerinin aktiflenmesi Gizerinden indikieyerek
ateroskleroza neden olmaktadir. Son zamanlarda Jiang, Johnson ve Zarnegar
PPAR vy ligandlarinin hepatosit buyime fakiéri (HGF) mRNA’sini
indiikledikierini ve fibroblastlarda protein sentezini artirdiklarini rapor etmislerdir.
HGF, endotel hiicrelerinde mitojenik ve anti-apoptotik etkilidir. PPAR vy ligandlari
HGF'niin indikienmesi Uzerinden vaskiler hastaliklarda faydali etkilere neden
olabilir (60).

PPAR vy bir ¢cok inflamatuvar olayin diizenlenmesinde énemli rol oynamaktadir.
PPAR vy ligandlarinin (PGJ2, IL 1B, NSAID, v.b.) monositlerin makrofajlara
déniisimiini indiklerken NO sentezini azaittigi gortimustir. PGI2 basta olmak
(izere PPAR vy ligandlarinin in vitro olarak TNF a, IL 1B ve IL 6 gibi sitokinleri
inhibe ettigi rapor edilmistir. iL 1B’y1 inhibe etmesi NF«B yolunu inhibe etmesine
baglanmaktadir. TNF a’nin inhibisyonuyla kalbe olan (-) inotropik etki ortadan
kalkmaktadir. Bu durum konjestif kalp yetmezligi icin PPAR ligandlarina oclumlu
bir bakis agist sunmaktadir.

Kopik hicresi olugsumunu ariirmasi bakimindan monositlerin  makrofajlara
dénlstimiint indikiemesi, ¢cbpcgl resepiér CD 36 ekspresyonunu artirmasi ve
degradasyonda gorevli metalloproteinaz 9’u inhibe etmesi proaterojenik olarak
degeriendiriirken MCP (monosit kemotakiik protein), VCAM 1, ICAM
ekspresyonunu azaltmasi yéniyle antiaterojenik etki géstermektedir. Net etkinin

aniasilmasi igin ileri arastirmailara ihtiyac vardir.
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PPARlerin kalp lizerine olan etkisi tamemen anlasiimis degiidir. PPAR a kalpte
mitokondriyel YA B oksidasyonunda &nemli role sahiptir. Basing artigi kardiyak
hipertrofiye neden olarak PPAR a'da deaktivasyona neden olmaktadir ve
sonugta YA B oksidasyon enzimierinin (karnitin paimitoil transferaz i, orta zincirli
acil-KoA dehidrojenaz) genlerinde azalma meydana gelmektedir. Bu sonuglar
gOstermistir ki kardiyak hipertrofi, kardiyak lipit homeostazisinde anormailiklieri
indikleyerek ve PPAR a aktivitesini azaltarak enerji Uretimini dustrmektedir
(60).

Sistolik ve diastolik disfonksiyonia karekterize diyabetik kardiyomyopati
diyabetin temel komplikasyonlarindan biridir. Bu ylizden anti-diyabetik TZD ‘in
kullanimi  diyabet hastalarinda bozuk kardiyak disfonksiyonu diizelimek

acisindan avantajhidir (60).

Son olarak rapor edilmistir ki PPAR y mRNA'nin insanlarda yag dokusunda
ifade edilmesi kardiyak riskle ters orantihdir. PPAR y polimorfizmi ile koroner

arter hastaligi arasinda énemli iligki vardir (60).

PPAR’ierin bu anti-inflamatuvar etkileri ateroskilerozdaki inflamasyonun
azaltiimasina olumiu bir bakis agisi sunmakiadir. Spekiilasyonlara gére PPAR y
ligandiarn kondroprotektif olarak ostecartrit ve romatoid artrit tedavisinde de

kullanilabilecektir.

MMP 9
VCAM
CD 36 NO
IL 1,IL 6, INF a
=artar

P =azalir

Sekil 8: PPAR’nin etkileri
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2.8. PPAR a‘nin kanser patofizyoiojisindeki roili (10, 2, 5)

PPAR a uygulamasindan sonra sican veya fare karaciger agirifinda belirgin bir
artis oldugu goézlemlenmigti. Hepatomegali hepatositierin hipertrofi ve
hiperplazisine bagl iken karacigerde DNA ve protein sentezi de artmaktadir.
Peroksizomlarin sayi ve blylkitkieri artarken endoplazmik retikulum,
mitokondri sayisi da artmis ve lipofussin depolanmasi gbézienmigtir. Sonug

olarak karacigerde necdiiller ve hepatokarsinom gelismistir.

Peroksizomal enzimlerin bazilarinda indiiksiyon olurken, 6zellikle ya§ asidi f-
oksidasyon enzimlerinde belirgin artig ve katalaz aktivitesinde ise diger
enzimiere oranla daha az artis bir olusmustur. Diger mikrozomal ve sitozolik
enzimierde indiiksiyon, glutatyon peroksidaz, glutatyon transferaz ve siiperoksid
dismutaz aktivitelerinde inhibisyon olmaktadir. Enzim aktivitelerinde gozienen

bu farklilagmalarin KC’de timor gelisimine katkida bulundugu distnilmektedir.

PPAR a agonistleri ile gorilen hepatokarsinojenik etkinin yagli KC'de daha da
arttigi belirtiimistir. Bu yasla birlikte azalan hepatik antioksidan kapasiteye,
PPAR a agonistleri ile aktivite kazanan farkli oksidazlara ve yaglanma iie PPAR
a agonistierinin antiapoptotik etkilerine karsi artan duyarhiikla agiklanmistir (12).
Siprofibrat, Wy-14,643 sican karaciferinde 40-60 hafta gibi kisa bir slirede
%100 tumor olusturmaktadir. Klofibrat, dietilhekzil fitaiat 2 yil gibi bir stirede ve

daha disiik bir insidansta timor gelistirmektedir.

Oksidatif _stres hipotezi: Ya§ asidi § oksidasyon enzimlerinin aktivasyonuna

bagli olarak Acil KoA oksidaz aktivitesi cok artarken; katalaz aktivitesi ise gok
daha az artmaktadir; boyileiikle H20; yapim ve yikiminda dengesizlik ortaya
cikmaktadir. Peroksizomlarin  kapasitesini asan H20;, peroksizomal
membrandan serbestce difflize olarak glutatyon peroksidaz igin substrat haline
gelmekiedir. Ancak peroksizomiar tarafindan aktiviteleri inhibisyona ugramis
olan superoksid dismutaz (SOD), glutatyon transferaz ve glutatyon peroksidaz
H207'i yikmaya yetmeyerek, arimig H,0, dlzeyleri hiicre hasar olugmaktadir.
PPAR'nin kronik kullanimi lipit peroksidasyonunu arttirmaktadir.
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Peroksizom: YA B oksi. Siklusii
katalaz

GSH red
RS

L 5
fpofisin depozi KC CA

Sekil 9: PPAR ’lerin KC hasarindaki rolil

Ayrica bu tur karsinojenlerin temel olarak apoptozu etkiledikleri saptanmugtir.
Apoptozun baskilanmasi, transforme hiicrelerin geligmesine olanak sa§iayarak
karaciferde timor olusumuna neden olmaktadir.

Yapilan c¢alismalarda PPAR’lere kargi tarlerin farkii yanitiar verdikleri
saptanmustir. Insanlardaki calismalar, klofibrat, siprofibrat, fenofibrat ve
gemfibrozil gibi hipolipidemik  ajanlarla tedavi gbren hastalarda
gercekiestiriimistir. Sicaniarda saptanan buigularin tersine PPAR d'lerin
olusturduklan ciddi hasariar insanlar icin su an bir tehlike olusturmuyor gibi
goriinmektedir. Bu konuda daha ileri caligmalann yapiimasi, insan karacider
hiicrelerinin sigan karacigerinde ¢ok ciddi harabiyet olusturan bu PPAR a'ne
karsi nasil oluyor da yanitsiz kaliyor sorusunun yanitianmasina 11k tutacaktir.
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KC CA'ya etkisi bu diizeyde iken in vitro olarak akciger, mesane, prostat, mide,
kolon, meme CA ve liposarkomda blyumeyi inhibe ettiine dair bulgular
mevcuttur. PPAR’nin  adipozit benzeri hicrelerde terminal adipozit
diferansiyasyonunu indikleyerek timérde kiglimeye neden oldugu
dustnulmektedir. Bu konuda ¢aligmalarin strdirilmesi gerekmektedir.

2.9. PPAR y ligandiari ve kanser:

insan kiigiik hiicreli akciger CA disindaki akciger kanserlerinde TZD tedavisiyle
hiicresel blUylime inhibe olurken zaman ve doz badimh olarak apoptozis
meydana gelmektedir (14). PPAR vy'larin ¢esitli hicre tiplerinde apoptozisi
indukleyerek bir timér supresér gen gibi davranabilecedinden bahsedilmektedir
(16, 17). PPAR vy agonistieri diyabet tedavisinde kullaniimasinin yani sira
kanser tedavisi icin yeni tedavi alternatifieri olusturabilecek mi, sorusuna yanit

aranmaktadir.

PPAR v ligandlani aym zamanda farkli organlardan kaynakianan epitel
hicrelerinin blyumesini diizenlerler. Ornegin TZD'lerden olan pioglitazon ve
15d-PGJ2 prostat kanser hiicrelerinin androjen stimiilasyonlu gen aktivitesini
azaltarak in vivo ve in vitro anti-prostat CA etki géstermektedirler Shimada ve
arkadaglan da kolon kanserlerinde ftroglitazon tedavisiyle induklenen
apoptozdan bahsetmektedirler. Insan pankreas kanserlerinde de ciglitazon
kullanimiyla apoptozun indiiklendigi ve bu etkinin ZVAD-FMK gibi bir kaspaz
inhibitdriyie ortadan kalkti§ini belitmektedirler (17). Bilindigi Gzere kaspaziar

apoptozu ydnlendiren proteaziardir.

Zander ve arkadaglan; PPAR vy agonistlerinin kuliammiyla C6 glioma
hicrelerinde proapoptotik proteinler olan BAX ve BAD'in diizeylerinin arttigini
saptamigiardir. BAX ve BAD mitokondriden sitokrom C ayriimasiyla kaspaz
aktivasyonuna neden olan araci proteinlerdir. PPAR vy insan malign astrositoma
hiicrelerinde ve insan KC CA hiicrelerinde kaspaz 3 aktivitesini indiklemektedir
(17).
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Antiproliferatif etki mekanizmasi: PPAR y agonistleri siklin bagimli kinaz (CDK)
inhibitérieri olan p21 ve p18'i hedef almaktadir. Morrison ve Farmer PPAR vy
agonistleri ile tedavi ile adipogenez sirasinda p21 ve p18 diizeylerinde artis
saptamislardir. CDK inhibitérleri CDK kompiekslerinin olusumlarini dnleyerek
hiicre sikiusunun olusumunu bloklamaktadiriar. PPAR y indiiklenmesiyle farkli
timor hticre hatiarinda G1 fazinda duraklama meydana gelmigtir. Pankreas
tumérierinde glitazonlarla indiklenen p21 dizeyleri hiicre siklusunu G1 fazinda
durdurmustur. Hepatoseliiler CA’da da ayni etki ortaya cikmigtir. PPAR vy
agonistlerinin diger bir etki mekanizmasi hiicre sikiusunun ilerlemesini saglayan
siklin D1 duzeylerinin ¢esitli hiicre hatlarinda distriimesidir. Pankreas, meme,
hepatoselitiler karsinom ve kiiglk hiicreli akciger kanseri digindaki akciger
kanserlerinde bu etki géziemlenmigtir (17).

PPAR vy aracili direk anti-neoplastik etkisinin diginda timér biylmesine ikincil
bir etki damar olusumunadir. PPAR Yy ile yeni damar olusumunda etkili olan
endotel hicrelerinin leptin aracili gé¢t inhibe olmaktadir. Glitazon damar

olusumunu in vivo ve in vitro inhibe etmektedir (17).

Hiicre hatlarinda yapilan caligmalarda, PPAR agonistlerinin;
2.9.1. Prostat kanserinde (19-22)
2.9.2. Insan tiroid kanserinde (18, 23)
2.9.3. Liposarkom (24, 73, 74))
2.9.4. Gastrointestinal sistem kanserlerinde:
a. Gastrik kanserde (25, 26)
b. Kolon kanserinde (27-30, 75-78)
c. Insan pankreas kanserinde (31,32, 79, 80)
d. Insan hepateseililer kanserinde (33, 34, 81)
2.9.5. Meme kanserinde (35-40, 82, 83)
2.9.6. Insan akciger kanserinde (55, 56, 84)
2.9.7. MSS kanserleri:
a. Noroblastomada (57, 85, 86))
b. Astrositoma (58)
c. Gliomada (87-90)

anti-proliferatif etkilere neden oldugu gésteriimistir.
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2.9.1. Prostat kanseri

PPAR y saglikii insan prostatinda az miktarda bulunur. Mueller ve arkadaslari
insan prostat kanserlerinden eide edilen hiicre hatiarinda (LNCaP, DU145,
PC3) PPAR y'nin artan diizeylerini saptamiglarir (19). Bir ¢ok ¢alismada PPAR
vy aktivasyonunun prostat kanser hicre hatlarinda blyUmeyi inhibe ettigi
gosterilmistir (20, 21, 22). Bu inhibisyon apoptoz buigulari oimadan genislemis
sitoplazmik vakuoller gibi gesitli morfolojik bulgularla karekterizedir. Mueler ‘in
calismasinda metastazi olmayan prostat kanserli oigularda 800 mg /gin
troglitazon tedavisiyle PSA diizeylerinde stabiliegsme saglanmisgtir (19).

2.9.2. insan tiroid kanseri

Cesitli insan tiroid kanser hiicre hatlarinda (BHP 2-7, 7-13, 10-3 ve 18-21)
PPAR vy ifade edilmektedir. Bu hiicre hatlarina in vitro olarak PPAR vy
agonistierinin uygulanmasiyla apoptoz indiklenirken hiicre sayisi azalmaktadir.
BCL2 ve BAX gibi apoptotik sUreci ydnlendiren parametrelerde degisikiik
saptanmamistir (18). Kroll ve arkadaslari kromozomal transiokasyonlar ile tiroid
karsinomu arasinda baglanti oldujunu saptamiglardir. PPAR vy aktivasyonuna
engel olan kromozomal translokasyoniarin (2;3)(q13;p25) tiroid kanseri i¢in kritik

6neme sahip oldugunu kaydetmislerdir (23).

2.9.3. Liposarkom

PPAR y insan liposarkomunda yiiksek oranda bulunmaktadir (24). Insan
liposarkomunun pioglitazon ile tedavisi terminal diferansiyasyona yol
acmaktadir. Liposarkom diferansiyasyonundaki blogun PPAR y yolaginin tam
aktivasyonu ile 6nlenebilecedi distnulmektedir. Orta ve ylksek derece
lipoosarkomu cian 3 bireyde 800 mg/glin peroral troglitazon tedavisiyle histolojik
ve biyokimyasal analizierde diferansiyasyonun artti§i saptanmistir. Hastalarin
klinik sonuglari yayimlanmamistir ama tedaviye hasta toleransi olumiudur (73).
12 liposarkomiu hastada yapiian bir bagka faz Il calismasinda klinik sonucun

6nemili oranda etkilenmedi§i kaydediimistir (74).
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2.9.4. Gastrointestinal sistem kanserieri
a) Gasftrik Kanser

Takahashi ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢aligmada insan gastrik kanser hicre
hatlarinin  (MKN-45) ftroglitazon veya pioglitazon ile tedavisiyle hicre
blyumesinin inhibe olup apoptozun indiklendigi belirtiimektedir (25). Diger bir
calisma insan mide kanseri hicre hatlarinda (MKN-7, MKN-28, MKN-45 ve
AGS) PPAR y'nin ifade edildi§ini géstermistir. Tim bu hiicre hatlarinda PPAR y
agonistieri ile inkilbasyon sonrasi proliferasyonda azaima goéziemlenmistir.
Digerierine goére daha belign bir hiicre hatti kabul edilen MKN-7'de PPAR y
agonistleri ile tedaviyle bir degisim gézlenmemistir. Bu bulgular indiferansiye
hiicre hatlarinin PPAR y agonistleri ile tedaviye yanit verirken, diferansiye

oianiarin yanit vermedigini gostermistir (26).

MKN-45 protoonkogen olan hepatosit-bliylime-fakiér reseptérini (MET)
icermektedir. PPAR y agonistleri ile tedavi sonrasi MKN-45 hiicre hatiarininda
MET dizeyleri baskilanmigtir.

b) Kolon Kanseri
PPAR y mRNA dizeyleri beyaz-yag dokusuyla kiyaslanabilir diizeyde ¢ekum ve
kolon mukozasinda ylksek oranda bulunmaktadir (75). Benzer sekilde PPAR y
adenokarsinomiarda ve insan kolon kanser hiicre hatlarinda yiiksek diizeyde
ifade edilmektedir (76). PPAR y agonistlerinin kolon kanserindeki etkisi
celigkilidir. Adenokarsinom hiicre hatlarinin ve insan kolon kanser hiicre
hatlarinin PPAR y agonistleri ile tedavi edilmesi hiicre sikilisini G1 fazinda
durdurarak diferansiyasyonu artirirken apoptoza neden olmaktadir (78). Buna
zit olarak Lefebvre ve arkadaslarn (27) iie Saez ve arkadasiarn (75) intestinal
neoplaziye yatkin kilan Apc mutasyonlu ratlarda PPAR vy aktivasyonu polipozise
neden olarak kolon timér sayisini artirmaktadir. Bir kiinik faz |l caligmasinda
peroral kullaniian troglitazon kemoterapiye direncli metastatik kolon kanseri olan
25 hastada ortalama yasam siresini uzatmamistir (28). Buna zit olarak insan
kolon kanser hicreleri sistemik olarak PPAR y ligandiari ile tedavi edilen
sicaniara subkutan enjekte edildiklerinde blylimede 6nemli oranda azalma
goruimistir (76). Tanaka ve arkadaglan (29) ise kimyasal olarak indiklenmig

inflamatuvar barsak hastali§i buiunanalarda kolon kanserleri igin prekiirsdr
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lezyon kabul edilen anormal kriptal fokuslarin sayisinda PPAR y ligandiari ile
azalma gOzlemlemiglerdir. Sarraf ve arkadasian ise (30) PPAR vy
aktivasyonunun koruyucu etkilerini saptamiglardir. PPAR y geninde fonksiyon
kaybi olan kolon karsinomlu hastalarda PPAR y aktivasyonunu bozan birkag
mutasyonun figand baglama domainini etkileyerek yetersiz ligand baglanmasina
yol agmasiyla bozulmus PPAR vy fonksiyonu ortaya ¢ikmigtir. Kolorektal kanserli
bazi hastalarda PPAR y gen polimorfizmi saptanmistir (77). Bugiin icin kolon
kanserinde ¢ok farkl veriler eilde edilmisse de ¢cogu veri PPAR vy ligandlarinin

kolon kanserinde anti-neoplastik etkilerini onaylamaktadir.

c) insan pankreas kanseri
Bir cok insan pankreas kanser hiicre hattinda PPAR y agonistleri ile tedavi
hiicresel ve kional gelisimi inhibe ederken, hiicre siklusunu G1 fazinda
durdurmaktadir. Ayrica TZD ile tedavi p21 dizeylerini indikiemektedir (30).
Motomura ve arkadaslan (79); pankreatik kanser hiicre hatlarinda (PK-1, PK-8,
PK-9 ve MIA PaCa-2) PPAR y mRNA dizeylerinde artis gdstermiglerdir.
Troglitazon tedavisiyle her dért hicre hattinda biiyumede inhibisyon ve esg
zamanh p27 diizeylerinde indiiklenme meydana gelmektedir. lleri ¢aligmalar
PPAR vy aktivasyonunun siklin D1 dizeylerini dislrerek CDK inhibitdrierinde
artisa neden oldugunu gostermigtir. Bu da pankreas hicre hatlarinda hiicre
siklusunu bioklamaktadir (31). Eibl ve arkadaslan; pankreas kanser

hiicrelerinde PPAR y'nin yonlendirdi§i apoptozisi tanimlamislardir (80).

Hiicre buyiimesinin inhibisyonuna ek olarak PPAR y agonistleri 5 insan
pankreas kanser hiicre hattinda pankreatik diferansiyasyon gb&siergelerinin
(CEA, E-kaderin ve ALP) artisi ile iligkilendiriimis farklilagmanin indlkiendigi
saptanmistir (32).

d) insan hepatoseliiiler kanseri
Rumi ve arkadasiari; hepatoselllier kanser hiicre hatlarinda (Hep G2, HuH-7,
KYN-1 ve KYN-2) fonksiyonel olarak akiif PPAR y geninin ifade edildi§ini
tanimlamiglardir (33). PPAR vy agonistleri ile tedavi, hiicre buyUmesini
durdururken hiicre sikitislintn ilerlemesini ve DNA sentezini inhibe etmektedir.
Koga ve arkadaslan; insan hepatoma hiicre hatlarinin (HLF, HAK-1A, HAK-1B
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ve HAK-5) ve bir ¢ok insan hepatoselliler kanserinin, PPAR y genini ifade
ettiklerini goéstermisgierdir (81). Trogiitazon tedavisiyle hiicresel blylmenin
konsantrasyon bagimii olarak hicre siklusunun GO/1'de durdugu
belirtiimektedir. Bu sitostatik etkiye ek olarak p21 ve p27 genleri
indUklenmektedir. Toyoda ve arkadaslar; PPAR y agonistleri ile tedavinin insan
karaciger kanser hicre hatlarinda (PLC/PRF/5, Hep G2, HuH-7) kaspaz 3
aktivitesini indikleyerek apoptozise neden oldugunu kaydetmislerdir. Hem
kaspaz aktivitesinin artisiyla hem de hiicre siklusuna olan etkl ile PPAR vy

agonistleri 6n plana gikmaktadir (34).

2.9.5. NMeme kanseri

Hem insanlardan hem de si¢aniardan olan meme dokusu kilturlerinde, hem bir
cok meme kanser hiicre hattinda da (Hep G2, HuH-7, KYN-1 ve KYN-2) PPAR
y geninin ifade edildigi bulunmustur (37, 38). Daha da fazlasi insan primer ve
metastatik meme adenokarsinomlarinda PPAR y geni sik¢a ifade edilmektedir
(35). PPAR y mRNA konsantrasyonlari gebelik ve laktasyon boyunca ve meme
timor dokusunda dismektedir (82). PPAR y aktivasyonu; meme kanser hiicre
hatlarinda ve insanlardan alinan meme kanser hiicre kiitiirlerinde
proliferasyonu inhibe ederek hicreyi sikiusun G1 fazinda durdurmakta ve
apoptozisi indiikiemektedir (35, 37, 38). Meme kanser hiicre kiitirlerinde PPAR
y'nin ligandlarla aktive edilmesi lipit birikimine yol acarak meme epitelindeki
genlerin ifade ediime dizeylerini etkilemekiedir. Sonucta daha diferansiye, daha
az malign hiicreler olusmakiadir (35). Elstner ve arkadagian (38); meme kanser
hiicrelerini troglitazon tedavisi alan imminyetmeziikli siganlara enjekte
ettiklerinde timér buyuklGglinde ve agirliginda 6nemli miktarda disme
goziemiemiglerdir. Histolojik c¢aligmalarda da apoptozis géziemlenmistir.
Kimyasal olarak sicaniarda indiklenmis meme kanser modelinde, PPAR y
agonistleri timor goriime sikiigini ve timor agirhidini dagtrmustir. Bir polisiklik
aromatik hidrokarbon clan dimetilbenzantrasen ile ratiarda indiikienen meme
kanserinde troglitazon tedavisiyle gerileme ve durakiama gorillirken, toplam
tamor volimi de %40-50 azalmisgtir (83).

Bcl2 geninin disiik dlizeyleri trogiitazen ile tedavi edilen meme kanser hiicre

hatlarinda hiicre biyumesinin inhibisyonu ile iliskilendiriimistir (38). Clay ve
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arkadaglan (70); PPAR y akiivasyonuna yanit olarak kaspaz-3 aktivitesinin
arttigini gostermisierdir. PPAR vy agonistleriyle apoptozisin indlkienmesi pan-
kaspaz ve kaspaz-3 inhibitérleriyle 6nlenebilmekiedir.

Samid ve arkadaslar; meme kanser hiicre hatlarinda , PPAR y agonistleri ile
tedavi sonrasit p21 dizeylerinde artis saptamiglardir (40). Bu siklin bagimli
kinaz (CDK) inhibitérleri CDK2, CDK4 ve siklin D1 diizeylerinde dusige neden

olarak hicre siklusunda durakiamaya neden olmustur (36).

2.9.6. insan akciger kanseri

Saglkli ve malign akciger dokusunda, bir ¢ok timér hiicre hattinda oldugu gibi
PPAR v geni ifade edilmekiedir (55, 56, 84). PPAR y mRNA dlzeyleri; bitigikteki
saglikhh akciger dokusundaki dlzeylerine orania tumdér dokusunda daha
distktir. Ayrica PPAR y mRNA dlizeylerinin dusitk dizeyde ifade edildigi
hastalarda, yiksek diizeyde ifade edilen hastalara gtre yasam siliresi daha
kisadir (56). PPAR y agonistierivie tedavi sonrasi kiiglik hiicreli akciger kanseri
dist akciger kanserlerinde ve insan akciger kanseri hiicre hatlarinda biyimede
inhibisyon ve apoptozis gézlemlenmistir (565, 56). Kuguk hicreli akciger kanseri
dist akciger kanserlerinde PPAR vy agonistleriyle tedavi sonrasi matriks
metalioproteinaz 2’'nin aktivitesi ve gen dizeyleri azalmistir (55). Matriks
metalioproteinaz 2 ekstraselitiler matriks proteinlerinin degrade ediimesinde
6nemli olup, aktivitesinin artisi kiicik hiicreii akciger kanseri dist akciger
kanserlerinde invazyon dizeyivie koreledir. Bu ydniiyle PPAR y agonistleriyie
tedavi metastazi 6nlemede &nemli olabilir. Chang ve Szabo (65) akciger
kanserlerinde diferansiyasyon ile ilgili gdstergelerin PPAR y agonistlerinin
kullammiyla indiikiendigini ve rediferansiyasyonun saglandigini kaydetmiglerdir.
P21 diizeyleri artarken siklin D1'in dismesi PPAR y agonistierinin hiicre

siklusunun kontrollindeki kritik 6nemini géstermekiedir.

2.9.7. MSS kanserleri

a) Noroblastoma
Hem primer néroblastom hiicreleri hem klonal néroblastom hilicre hatii (LA-N-5)
PPAR y genini ifade eimektedir (75). PPAR y agonistleri ndroblastom

hiicrelerinin farkiilagsmasini uyarirken, hiicre proliferasyonunu ve sinir uzamasini
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inhibe etmektedir. Rohn ve arkadasiari (76); PPAR y’nin rollinG birincil kortikal
néron kiltirlerinde ve insan noérobiasiom hiicrelerinde (SH-SYSY)
gostermiglerdir. Prostoglandin J2 ile tedavi; néron de§enerasyonu ve nikleer
yoguniasma gibi morfolojik degisimleri indikleyerek apoptozise neden
olmaktadir. Bu morfolojik degisimier néronlarin genel kaspaz inhibitérieri ile (Z-
VAD) tedavi edilmesiyle &nienebilir. Degisiklikler PGJ2 ile indikienirken buna
PPAR y'nin aracilik edip etmedigi acik degildir. Burdge ve arkadaslari; PPAR y
icin endojen ligandiar olan yag asitlerinin, insan néronal hiicre hattinda (IMR-32)
proliferasyonu inhibe ettigini ve morfolojik diferansiyasyonu uyardigini

saptamislardir (77).

b) Astrositoma
PPAR vy insan primer astrositlerinde ve insan malign astrositoma hiicre hattinda
(T98G) ifade edilmekiedir. Insan astrositik hiicrelerin PPAR y agonistieriyle
tedavi sonrasi hicresel canlilit kaybolurken apoptozis olusmustur. Bu
hiicrelerde kaspaz 3 akiivitesinin indiklenmesi PPAR y aracili apoptoziste

kaspaz aktivasyonunun roliini distindirmustur.

c) Glioma
insan ve sigan glioma hiicre hatlarinda PPAR v ifade ediimektedir (90, 87).
PPAR y agonistleri ile tedavi edildiginde hiicre caniiliinda azaima ve apoptozis
gézlemienmektedir (90, 88). PPAR y antagonisti (bisfenol-diglisidil-eter) PPAR y
aktivasyonundan sonra hiicre canliigindaki azalmayi blokiamaktadir. PPAR y
aktive oldugunda BAD ve BAX dlzeyleri indiklenirken, BAX anti-sense
oligoniikleotidlerle tedavi apoptozisi bioklayarak PPAR y'yi indlkiemektedir.
PPAR vy agonistleri BT4Cn sican glioma hiicrelerinin blylimesini inhibe ederken
etkileri segici PPAR antagonistieri (GW 9662) tarafindan azaltilmaktadir. Kato
ve arkadaslan (88); farkii patolojik evrelerde olan 20 hastadan alinan glioma
hiicrelerinin %95’inde PPAR y'nin ifade edildigini gbstermigierdir. Zhou ve
arkadaslarni; glioblastomali Amerikali hastalarda PPAR y gen polimorfizmini
saptamigiardir (89). Belki PPAR y agonistieri glioblastoma igin ileride tedavi

secenegi olusturabilir.
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Sonug olarak; PPAR y reseptorierine baglanan ligandiarin in vivo ve in vitro
antineoplastik etkileri ile ilgili bir cok makale yayinianmigtir. Uygulanan PPAR y
agonistlerinin dozlan da dikkate alinarak kemoterapi ve radyoterapi ile
birlestirilerek uygulama alanina sokuimasi denenebilir. Bu konudaki kiinik

calismalar henliz yetersizdir ve ileri arastirmalara gerek vardir.

2.10. PPAR vy ligandian ve iskemi (61)

Iskemi hipoksiye neden olarak, trombositlerin aktivasyonu, vazokonstrikt6r
maddelerin (TX A2, 5-HT) salinimi gibi bir seri olayi baglatmaktadir. Iskemi
yeterince siddetliyse metabolizma hizi diserek, ATP gibi enerjiden zengin
bilesiklerin olupumu azaimaktadir. Azalmis enerji metabolizmasi doku hasarina
ve nekroza neden olmaktadir. Daha sonra doku hasan reperfuzyon ile
hizlandiriimaktadir. Iskemi ve reperfizyon olimie sonuglanabilen bir gok
patofizyolojik degisimle iligkilendirilmistir. Reperflizyonda lokal ve sistemik
degisimler meydana gelmekiedir. Lokal degigsimler: PMN'lerin adezyonu ve
aktivasyonu, permeabilite artisi, reperflize dokuda nekrotik hasar seklindedir.
Reperfiizyon sirasindaki sistemik degisimler: ortalama arteriyel kan basincinda
ilerleyici bir diisme, pro-inflamatuvar sitokinlerin reperfiize dokudan sistemik
dolagima gegcisi seklindedir. Vaskiiler endotel oksidan stresin temel etki noktasi

olup serbest radikal tretiminden sorumludur.

Post iskemik endotel disfonksiyonunda oksidan stres énemii rol oynamakiadir.
Endotel hiicreleri vazoakiif ajanlanin (NO, anjiotansin, bradikinin, prostasiklin,
trombin) salinimiarinin kontroliinde, kan basinci ve vaskiler permeabilite
degisikiiklerinde, koagtlasyon, fibrinolizis, adezyon ve migrasyonda diizenleyici
fonksiyona sahiptir. Serbest oksijen radikalieri; arterioskieroz, hipertansiyon,
trombozis, diyabet, kardiyo-pulmoner by-pass, iskemi reperfizyon, ARDS
(acute respiratory distress syndrome), pulmoner &dem, hiperoksi-hipoksi,
normal yaslanma silreci gibi bir gok patoiojik ve fizyolojik siirecte Snemii
fonksiyonlara sahiptir. Oksidatif sires aktive Idkositlerden ve patolojik
durumlarda endotelin kendisinden salinan oksidan ajanlaria bagiatilabilir.
Endotelden de daha disiik hizda ve daha diguk amptitudda yalniz daha uzun
stire serbest oksijen radikalleri salinmaktadir. Iskemi ve reperfizyon ile

indUkienen vaskiler hasar ikositlerin endotelle etkilesimi icin bir uyarandir.
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Lokosit endotel etkilesimi adezyon giikoproteinierinin (integrinier, selektinler)
aracilik yaptigi komplike bir olaydir. Endotel hiicrelerinin trombin, histamin,
hipoksi-reoksijenasyon, oksijenden derive serbest radikaller ile aktivasyonu P-
selektin dizeylerini indlkiemektedir. P-selektin I6kositierin endotel {zerinde
yuvarlanmasini  saglayarak, I6kosit endotel etkilesiminde idkositierin
aktivasyonu ve yapigmasinda ilk basamak rolini oynamakiadir. Adezyon
molekiileri I6kositlerin lokalize ediimesinde ve inflamasyonun baslatiimasinda
merkezi dneme sahiptir. ICAM-1 (interceliuler adhesion molekule) dizeyleri
normalde dlstkken cesitli inflamatuvar sitokinler (IL-1, TNF a) tarafindan
artiniimaktadir.

2.10.1. Miyokard infaktiisl (M) ve PPAR y
Onceki caligmalar; miyokardin iskemi ve reperfiizyonunun; inflamasyon, nekroz,
apoptozis ve bir ¢ok stresle iligkili proteinin aktivasyonuna neden oidugunu
gostermistir. PPAR agonistleri anti-inflamatuvar etkileri ile burada 6n plana
¢cikmaktadir. Kalpde PPAR y1 geni bulunmaktadir. PPAR y'nin kalp Uzerine
olan etkileri ise celigkilidir. Farkli kimyasal 6zellikte ki PPAR-ligadiari (TZD, 15d-
PGJ2, PGA1, v.b.) sicanin kalp kasinda reperflizyon hasarint azaltmaktadir. Ek
olarak pioglitazon miyokard infakt alanini siniflandirmaktadir MMP-9, TNF a ve
serum amiloid A (SAA)Ynin serum dizeyleri koroner arter hastaligi olan tip Il
diyabetii hastaiarda, koroner arter hastaiigi olan diyabeti olmayan hastaiara
gére onemii dizeyde artmis bulunmustur. Bu hasta grubunda PPAR vy
aktivatérii anti-diyabetik TZD’lerin kullanimiyla (rosiglitazone 8mg/giin) MMP-9,
TNF a ve SAA'nin dizeyleri dislise gecmistir. PPAR agonistlerinin kalbi
koruyucuiugunda farkli mekanizmalarin alti gizilecek olursa:

e NF-B aktivasyonunun inhibisyonu

e [NOs (indiklenebilir nitrik oksit sentaz) diizeylerinin dustriiimesi

e MCP-1 (monosit kemoatrakian protein) diizeylerinin duguraimesi

e [ICAM-1 diizeylerinin disUriimesi

Ayrica neonatal kalp kasinda PPAR-ligandiarnt mekanik stresden kaynaklanan
hipertrofiyi azaitmaktadir. Pioglitazon Mi'ne maruz kalan si¢an kalbinde sol
ventrikiiiin tekrar sekillenmesini saglamaktadir. Pioglitazonun bdyle bir etkisi
oimadigini gosteren caligsmalar oldugu gibi TZD ile tedavi edilen tip [l diyabetli
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hastaiarda kalp yetmeziiginden &lum insidansinin arttigini gdsteren
caligmalarda mevcuttur. Bu konudaki bilgiler geligkili oldugundan daha ileri
dlzey arastirmalara ihtiyag vardir. Ayrica iskemi ve reperflizyonun hangi zaman

diliminde ilacin verilmesi gerektigi de aragtirma konusudur.

2.10.2. iskemi-reperfiizyon ve bobrek (122)

Renal iskemi akut bobrek yetmeziiginin temel nedenierinden biridir. Bébrek
iskemisi reperfizyon ile komplike olabilir. Son olarak 15d-PGJ2’nin b&bregin
iskemi ve reperfizyonundan kaynaklanan bdbrek fonksiyon bozuklugunu énemili
oranda azalttigi bulunmustur. Sican bébreginde PPAR a, PPAR B ve PPAR y1
genieri ifade edilmekiedir. Bilateral iskemi ve reperfizyon PPAR’nin dider
izoformlarini etkilemezken PPAR a genini inhibe etmektedir. Rosiglitazon ve
ciglitazon iskemi ve reperfiizyondan kaynaklanan tibller ve glomeriier
disfonksiyon gelisimini ve renal hasarin histolojik bulgularini azaltabilir.
Rosiglitazonun dozuna bagl olarak bu degisimler gergekiesmektedir. (1mg/kg
rosiglitazon bébrek hasarini azaltmakta 3mg/kg rosiglitazondan daha etkilidir)

2.10.3. iskemi-reperfiizyon ve akciger

Cesitli son dénem akciger hastali§i olan hastalarda akciger transplantasyonu
kabul edilen tedavi segeneklerinden biridir. Son vyiliarda geligtiriien graft
dokunun korunmasi metodiar, ameliyat teknikleri, post-operatif uygulamalar
boyle transplant hastalarinda klinik sonucu etkilemektedir. iskemi-reperfiizyon
bu hastalarin %22’sinde olusurken post-operatif ilk bir ay igindeki Slimlerde
temel 6lim nedenidir. Preiskemik dokunun pioglitazon ile tedavisi siganlarda
iskemi-reperfiizyon indikil akcider hasarini azaltmaktadir. Iskemi-reperfiizyon
akciger hasarimi farkli yollarla indUklemektedir: akcigerin mikrovaskiler
permeabilitesinin degistiriimesi, lipit peroksidasyonu, i6kosit infiltrasyonu ve pro-
inflamatuvar sitokinlerin salinimi bunlardan bir kacidir. PPAR y agonistierinin
etkisinde ise NF-xB'yi inhibe ederek inflamatuvar sitokinlerin (TNF q,
siklooksijenaz-2, ICAM...) Gretimini azaltmaktadirlar. TNF a akcigerde nétrofil
populasyonunu ve endotel hasarini artirarak akcier &demine neden
oimaktadir. Bu etkiler PPAR y agonistleri ile onlenebilmekiedir. PPAR v

agonistlerinin diger bir koruyucu mekanizmasi inflamatuvar genlerin (IL 1b,
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MCP-1 (monosit kemoatrik protein), makrofaj inflamatuvar protein-2) hedef

alinarak baskilanmasidir.

2.10.4. iskemi-reperfiizyon ve barsak

Barsak iskemi-reperflizyon hasari; akut mezenterik iskemi, ince barsak
transplantasyonu, abdominal aort anevrizmasi, ciddi yaniklar, hemorajik-
travmatik veya septik soktan kaynaklanip ciddi bir durumdur. Gastrointestinal
sistemin iskemik-reperflizyonunu bir cok mikrovaskiler ve mukozal degisimlieri,
kan akiminda azalma ve mukozal bariyer disfonksiyonunu igermektedir.
Nakajima, PPAR 1y geni defekili siganlar kullanarak iskemi-reperfiizyon
hasarinda anti-inflamatuvar aktivitenin PPAR y geni tarfindan duzenlendigini
bulmustur (123). PPAR vy geninin induklenmesi ICAM-1 dizeylerini azaltirken
TNF a mRNA dizeylerini de disiirmistlr. Ayrica pioglitazonun mukozadan
I6kosit infiltrasyonunu azaltmaktadir. Lipit peroksidasyonunu inhibe ederek
iskemi-reperfizyonun indikledigi gastrik mukozal inflamasyon geligimi

6nlenmektedir.

2.11. Stres ve peroksizomiar

Strese hormonal yanit sempatik sinir sistemi tarafindan katekolaminierin,
hipotalamo-pituiter-adrenal aksis aktivasyonu Uzerinden adrenal mediiladan
glikokortikoidlerin salimmidir. Stres sonrasi katekolamin piki daha erken

olugurken steroid yaniti daha gecikmeli olarak olugmaktadir

Cok iyi bilindigi gibi hipotalamo-pitliiter-adrenal aksis (HPA) internal veya
eksternal stresierie aktive olduunda adrenal giikokortikoidlerin hipersekresyonu

gercekiesmektedir (96).

Stres uyarisi ilk olarak yukari beyin sapina dogru taginarak sonunda median
eminensiaya ulasmaktadir. Buradan hipofizer portal sisteme CRH salgilanirken.
dakikalar icinde tim kontrol ile ilgiii olaylar dizisi bol miktarda kortizoliin kana
veriimesine yol agmaktadir. Mental stres ayni zamanda ACTH salgisinda da
hizh bir artisa neden cimaktadir. Bunun limbik sistemde 6zeilikle amigdala ve
hipokampus bolgesindeki aktivite artigindan kaynakiandigina inaniimaktadir. Bu
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boigeler daha sonra  sinyalierini  posterior medial hipotalamusa

gdndermektedirler

Kortizol CRF salgisini azaltmak igin hipotalamusta ve ACTH olusumunu
azaltmak icin 6n hipofiz bezinde direk (-) feed back etkiye sahiptir. Her iki feed
back sistemi kortizol konsantrasyonunu diizenlemeye yardim eder.
Konsantrasyon c¢ok arttijinda feed back otomatik olarak ACTH'T normal
diizeyine indirir (96).

Depresyonda bahsedilen bu glikokortikoid feed back mekanizma
etkilenmektedir. Major depresyonda glikokortikoid dlizeylerinin uzun sirel
ylksek kalmasi merkezi glikokortikoid reseptérierinde desensitizasyona neden

olmaktadir.

Kronik stres hipokampusta geri déniisiimit hasardan kalici néron kaybina yol
acan aralikta zaman badimli ndronal hasarn indikiemektedir. Bu hasar

hipokampls bagimh 6grenme iglevlerini ve biligsel yetileri bozmakiadir (97).

Bulgular, glikokortikoidlerin hipersekresyonu ve pro-inflamatuvar sitokinierin
artiginin beyinde serotonerjik ve noradrenerjik fonksiyon bozukluguna neden
olarak depresyonun major semptomlarini olusturdugunu gdéstermislerdir. Anti-
depresaniar glikokortikoidierin etkisini tersine cevirirken sitokinlerin beyindeki

olumsuz etkilerini de azaltmaktadir. (98).

Sundugumuz calismanin deney protokoliinde kuliandigimiz fluoksetin, serotonin
geri alimini selekiif oiarak inhibe eden ilaglanin prototipi olup en sik kulianilan
antidepresandir. Depresyonun tedavisinde ftrisiklik anti-depresaniar kadar
etkilidir. Demetilizasyon ile akiif metaboliti olan norfluoksetine g¢evrilir.
Fluoksetin ve nor fluoksetin viicuttan yavas atiiriar. llacin yan émris 1-10 giin,

aktif metabolitelerinin yari 6mri ise 3 ile 30 giin arasinda degisir (121).

Son yillarda, ¢esitli caligmalarda Peroksizom Proliferattrii Aktive edici Reseptor
a (PPAR-a) geninin transkripsiyonel dlizeyde glikckortikoidier tarafindan regiile

edildigi gosterilmistir. Ayrica, stresin percksizom indlksiyonuna neden oldugunu
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bildiren az sayida ¢alisma da mevcutiur (111, 112). Lemberger ve arkadaslan
PPAR a ait grubunun yad asiti metabolizmasiyla ilgili bircok hedef geni
dizenledidini kaydetmiglerdir. In vitro olarak primer hepatosit kiitirlerinde
PPAR « gen dizeylerinin glikokortikoidler tarafindan dizenlendigini
bildirmiglerdir. Bu amagia olugturduklari immobilizasyon stres hayvan modeiinde
PPAR o geni karacigerde indiklenirken hipokampusta boyle bir degisim
izlenmemigtir. Sentetik glikokortikoid deksametazonun erigkin sicanlara
injeksiyonuyla karacijerde PPAR o geni benzer sekilde indUkienmistir. Anti-
glikokortikoid olan RU 486 kullanimiyla stres bagimli induksiyon inhibe
olmustur. Buna ek olarak bulgularina gére; karaciger PPAR a mRNA ve protein
dizeyleri kan kortikosteroid diizeylerine parelel olarak ditirnal bir ritmi takip
etmektedir (111)

Amacimiz bu c¢aligmadan yola ¢ikarak siganiarda olusturulan immobilizasyon
stres ile depresyon modelinde karaciger peroksizomlarinda proliferasyon olup
olmadiginin incelenmesidir. Bu konuda literatur taramasi yapildiinda cok az
veri elde ediimektedir. Bu nedenle PP gostergesi olarak peroksizomal enzim

aktivitelerinin saptanmasi amaclanmistir.

Cunkii peroksizom proliferasyonu olusturuldugunda peroksizomal enzimlerde
indiklenme gergeklesmektedir. En iyi bilinen peroksizomal enzimler; katalaz,
Urat oksidaz ve agil-KoA oksidazdir.

Urat oksidaz; bakterilerden memelilere kadar ok gesitli canlida bulunup farkii
metabolik roller Ustlenmistir. Yalniz insanda bu enzim bulunmamaktadir. 1930
‘dan beri ¢aligilmakta olup Cu* bagimli bir enzimdir. Kataliziedigi reaksiyon O,
bagimh Gratin allantoine ¢evrilmesidir. Asil tGrlin 5-hidroksiizotirat olup enzim

kuilanmadan in vitro allantoine déniismektedir.

0 H
H 0 g
+ ——
0 \N N ck o 4:" \Ne;/r—O' + l_b02
} H Urat )
lirat oksidaz allantoin
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2.12. Agii-KoA oksidaza genei bakis
Peroksizomiar; hidrojen peroksiti yikan katalaz ve hidrojen peroksit olusturan

oksidazlar igeren subsellller organeilerdir.

Oksidaziar farkii subtratlar Uzerinden etki gdstermektedir (bu turlere gore
degisen; alkoller, poliaminler, nétral ve asidik D-aminoasitier, purin metabolitieri,
L-2-hidroksiasitler, acil-KoA’lar) Siganlarda,. simdiye kadar prostoglandin,
dikarboksilik yag asitieri, ksenobiyotikler, gok uzun zincirli ya§ asitleri, safra asiti
ara Grlnleri ve dall zincirli yag asitierinin yikimina yardimci oian 3 tip acil KoA
oksidaz tarif edilmistir. 3 enzimin karakieristik substrat spektrumu ve doku

dagihimlan mevcuttur. En iyi bilineni palmitoil Koa oksidaz orijinal olarak
Hashimoto ve Leighton grubu tarafindan saflagtinlmistir. Enzim uzun ve ¢ok
uzun zincirli yag asitlerinin, kisa ve uzun zincirli dikarboksilik asitlerin ve
prostoglandinlerin KoA esterlerine etki etmekiedir. Dogal olarak 139 kDa
molekler agiriiga sahipken 53 ve 21.6 kDa’luk subiinitelerden olugsmaktadir ve

sicanlara  hipolipidemik ilagc uygulanmasiyla aktivitesi birkag kat

indiiklenmektedir. Diger oksidaz; (pristanoii KoA oksidaz ) pristanik asit gibi
uzun zincirli 2-metil dalii yag asitlerinin KoA esterleri Gizerine fakat tabi ki diiz
zincirli vag asitleri Uzerine de etki etmektedir. Pristanoil KoA oksidaz
peroksizom proliferatorleri ile indUklenmeyip, karaciger ve bdbrekte mevcuttur.
415 kDa (jel filtrasyonla) molekil kiitlesine sahiptir ve 70 kDa sublniteden
olugmaktadir. Uglinc acil-KoA oksidaz; (trihidroksikoprostanoil KoA oksidaz)

ise hipolipidemik ajanlarla indGklenmemektedir ve sadece karacigerde
bulunmaktadir. Bir safra asiti ara elemani olan trihidroksikoprostanoil KoA

tizerine etkilidir ve olasilikia 70 kDa subiinitelerin dimeridir.
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3. ARAC-GEREC VE YONTEM

3.1. Stres modeli

Bu caligmada sicanlarda stres modeli Ege Universitesi Beyin Arastirmalari ve
Uygulama Merkezi ve Fizyoloji AD 'da uygulanmigtir. Stres yanitinda cinsiyet
farklan oldugu bilindidinden galisma gruplarinda her grubun yarisi erkek yarisi
disi sican olarak diizenlendi. 40 adet 3 aylik Sprague Dawley sican serum
fizyolojik (SF) (n=10), SF+fluoksetin (5 mg/kg/giin) (n=10), SF+stres (n=10),
SF+stres+fluoksetin (5 mg/kg/glin) uygulanan (n=10) oimak Uzere 4 gruba
ayrildi. Siganlarda olusturulan depresyon modelinde, serotonin geri alim
inhibitérii olan fluoksetin (FLX) ile stres yanitinin baskilandi§i sig¢anlarda,
karaciger peroksizomlari incelendi. Stres géstergesi olarak, sicaniardaki temei
steroid olan kortikosteronun serum dizeyleri; peroksizom proliferasyon
gostergesi olarak da karaciger homojenatlarinda peroksizomal enzim olan
katalaz ve agil-KoA oksidaz aktiviteleri tayin edildi.

]Stres] Lllaq Uygulamalan dezrr'ﬁ:le Kortizol
Test
Lol
1 8 2 M
Gilinier S
% 3

Sekil 10: Peroksizomlarda uygulanan stres modeli

Stres, cam silindirlerde hareket kisitiamasi seklinde, 30 gin boyunca 60 dk/gin
uygulandi (Sekil 10). Stres uygulamasinin 8. gliniinde FLX (5mg/kg/giin) veya
serum fizyolojik (1mbL/kg salin) uygulamasina bagiandi ve enjeksiyonlar 23 giin
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sirdi. llag uygulamalarinin son iki gliniinde hareket kisitlamasi seklindeki
uygulamaya son verildi ve tim hayvaniara Porsolt zorlu ylizme testi uyguiandi.

Porsolt zorlu yiizme testi: Zoruniu yiizme testi blyiik bir maliyet gerektirmeyen,

kullanimi pratik ve hizli olan ve ¢ok yaygin olarak kullanilan bir hayvan
depresyon modelidir. Literatlir taramasinda zorunlu ylizme testinin ¢esitli deney

protokollerinde yapilabilecegi gérilecektir

Depresif bozukluklarin arastirmasi ve tedavisi ile ilgili cesitli kuramlar ve
modeller ileri sUrlilmiistar. Bunlann icinde en Unlisl Seligman tarafindan ortaya
atilan ve daha sonra yine ayni grup tarafindan yeniden dlizenlenen 6grenilimis
caresizlik (learned helplessness) modelidir (Stoltz ve Galassi, 1989) (93).
Seligman ve arkadaglan bu kavrami 6nceleri laboratuar koguliari aitinda belirli
deneylerden gecen kopeklerin davranigiarinda goéziedikleri degisiklikieri
aciklamada kullanmislardir. Ancak zamanla, bu kavram depresif bozukiukiarin

gelismesini agiklayan bir model haline gelmigtir (Uzundz, 1990) (94).

Bu benzerligin temelinde, depresyonun &grenilmis caresizlik gibi, bireyin
pekistiriciler kargisinda kontrolini kaybettigini ve bu ylzden herhangi bir uygun
tepkileri verme cesaretini kaybettigini 6grenmesine hizmet eden, kagilamaz gibi
goriinen travmalarin sonucu oldugunu 6ne sirmistir (Bootzin, R. R. ,Acocellia,
R. J., Alioy, L. B. ,1993) (95).

Seligman ve Overmier tarafindan 1967 de tanimianan, kontrol edilemeyen
sokun yol agtiji stres kaynakli depresyon hali olan &grenilmis caresiziik ile
Porsolt, Lepichon ve Jalfe’nin 1977 de gelistirdigi iki agamadan olugsan zoruniu
ylizme testi birbiri ile drtigsmektedir. Zorunlu ylizme testi antidepresan ilagiarin
ve beyin noérokimyasi degisikliklerin gbzlenmesinde kuilanilan bir hayvan
depresyon modelidir (Porsolt,Bertin,Jalfre,1997). Kiasik zoruniu ylizme testinde
siganiar birinci testte 15dk. , 24 saat sonra yapiian ikinci testte ise 5dk. slre ile
kagcamayacakiar bir silindirde ylizmeye zorlanir. Birinci ylizme testinde gdriiien
hareketiiliin; bas sallama, daima, ylizme gibi kagma davranigiarinin ikinci
ylizme testinde anlamli olarak azaldi§i goértlir. Bunun ilk test sirasindaki
basarisiziindan kaynaklanan bir davranigsal umutsuziugu yansitti§ina inanilir.
Bir cok antidepresan ila¢ bu etkiyi tersine gevirebilir (Borsini ve Meli,1988).
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Yakin zamanlarda, hareketsiz kalmaya ek olarak ylizme ve tirmanma gibi
diger akiif davranmiglari da skorlamak {izere yeni ornekieme teknikleri
gelistiriimigtir (Detke ve ark.1995, Lucki 1997). Bu teknikle elde edilen
sonuglar, ¢ok cesitli antidepresanlarin zorlu yiizme testinde farkli davranis

paternlerini indlkledigini géstermektedir.

Porsolt zorlu ylzme testi Ege Universitesi Tip Fakiiitesi Fizyoloji Anabilim
Dalinda yuratilmastar  (92). Ug parametre  incelenmistic  Yizme,
immobilizasyon, tirmanma. Ylzme ve tirmanma slrelerinin kisa olup

immobilizasyon siirelerinin uzun olmasi depresyon lehinedir.

Orneklerin alinmasi: Siganlar dekapite edilerek kuyruk kanlarn alindi ve
serumlan ayridi. Dekapitasyon sonrasi sigan KC ‘leri diseke edilerek alindi.
Serum ve KC doku dmekleri calisma zamanina kadar derin dondurucuda (-80°
C) sakiandi. Sican serumlarinda kortikosteron digimi Mattingly’nin flurometrik
yontemi ile (69), katalaz aktivitesi dlcliml karacifer homojenatlarinda Aebi
yontemi ile (70) , acil-KoA oksidaz aktivite tayini ise florometrik yéntemie (71)
vapildi. Katalazin ve acil-KoA oksidazin spesifik aktivitesi, ayni homojenatlarda
Lowry yontemivie (68) olclilen protein dizeylerine oranlanarak hesaplandi.
[statistiksel dederlendirmede SPSS 11.0 paket programindaki varyans analizi,

regresyon analizi ve post-hoc testler kullaniidi.
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3.2. Kortikosteron diciimi (Mattingly yontemi) {(69)

3.2.1. Gerekii malzemeiler

Spektroflorometre (Shimadzu RF-5301 PC Spectrofluorophotometer)
Florometrik kuartz klivet

Hassas terazi (Scaltec SBC 31}

Manyetik karigtirici (Heideolph)

Vorteks (IKA MS1 minishaker)

Diklorometan (Merck): Organik soivent oldugundan organik yapidaki
maddeleri ¢bzme 6zelligi dikkate alinarak cam tiip disinda tlp
kulianilmamalidir.

Konsantre H,SO, (Merck)

Distile etanol

Fluoresan reaktifi (3 voliim etanol + 7 voliim H,S0,): Etanolin zerine H,SO,
yavasca ekienmelidir. Reaksiyon siddetli ekzergonik oldugundan kap buz
icinde veva akan suya tutularak hazirianmalidir.

Kortikosteron standarti: 10 mg kortikosteron standarti 10 mL etanoide
¢6ziiidi. Bundan 1 mL alinarak 99 mL etanol eklendi. Sonugta 1000 pgr/dL
olan stok ¢dzelii elde edildi. (4°°de sakiamaya uygundur.)

3.2.2. Yéntem
Analiz Standart Kor
Serum 0.5mL
Standart 0.5mL
Distile su 0.5mL
Diklorometan 3.75 mL 3.75 mL 3.75 mL

Calisma sekli: Diklorometan ekiendikien sonra tiipler vortekste iyice kanstirildi.

Dikiorometanin tabakalanmasi i¢in 5-10 dk beklendi. Santrifiij edildikten sonra

alt fazlar ayri ayri cam tiplere alindi. (Bu haliyle 0-4°C’de 24 saat bekieyebilir.)

Daha sonra ayrilan bu alt faziarin Gizerine fluoresan reakiifi eklendi.
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Analiz Standart Kor
Alt faz 2.5mL 2.5mL 25mL
Fluoresan reaktifi | 1.25 mL 1.25mL 1.25mL

Vorteksleyerek alt faz ve fluoresan reakiifinin iyice karigmasi saglandi. Gozle en

iyi gbriilecek sekilde tst fazi mavi réfle veren iki faza ayrildi. 15 dk sonra alt faz

kiivete alinarak uyaricisi 470 nm, 2 filtresi 530 nm olan florometre cihazinda

olusan fluoresans saptandi.

1000 ugr/dL stok kortikosteron ¢dzeltisinden 1000, 750, 500, 250, 100, 50, 25

ng/mL olacak sekilde uygun dillisyonlar yapilarak standart grafigi ¢iziidi. Bu

grafik kullanilarak érneklerin kortikosteron igeridi hesaplandi.
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3.3. KC dokusunun homojenizasyonu
3.3.1. Gerekii malzemeler
s  Homojenizatér (Braun Biotech International Potter S (800-1500 rpm))
o  pH metre (InoLab WTW)
o  Hassas terazi (Scaltec SBC 31)
e  Vorteks (IKA MS1 minishaker)
e  Manyetik karigtirnci (Heideolph)
s Homojenizasyon ¢ézeltisi (HM):
1.  0.25 M sukroz
2. 5 mM 3-N Morfonino propan siifonik asit (MOPS)
3. 1mMEDTA
4. %0.1 (viv) etanol
Sukroz = 8.5575 gr, EDTA = 37,224 mg, MOPS = 104,65 mg, etanol = 100 ul
100 mL distile suda gozilerek pH = 7.2’ ye getirildi.

3.3.2. Yontem
Homojenizasyon iglemi sirasinda her zaman 0-4°C arasinda calisiimaya
6zen gosterildi. Reaktifler buzda hazirlandi.

Homojenizasyon islemi iki asamada ayn glnlerde gerceklestirildi. Birinci
asamada: ayni dokuda protein ve katalaz, ikinci agsamada: ayni dokuda
protein ve acii KoA oksidaz 8lgimi vapiidi. Her seferinde yaklasik 200 mg
sigan KC dokusu kullanildi. 10 %’luk (w/v) KC homojenati (200 mg doku / 2
mL HM) 10 kez 1200 rpm'de asagi yukart yumusak vuruglarla homogenize
edildi. Daha sonra HM igcinde 1/10 seyreltildi. (120 pl homojenat /1080 pni
HM).Toplam seyreitme orani 1/100 oldu. Daha sonra. homojenatin 100 pi'si
dokuda protein Olcimi icin aynilirken kalanindan katalaz olgim, ikinci
seferde de gene homojenatin 100 pi'si dokuda protein dlgimu icin ayrilirken

kalanindan da agil KoA oksidaz 6lgim yapildi.
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3.4. Kaiaiaz akiivite Siciimii (Aebi ydntemi) (70)

3.4.1. Gerekli malzemeler

e  Spektrofotometre (Shimadzu UV-1208 UV-VIS Spectrophotometer)
e  Spektrofotometrik mikro cam ve kuariz kiivet (Helima)

¢  pH metre (InoLab WTW)

e  Hassas terazi (Scaltec SBC 31)

e  Vorteks (IKA MS1 minishaker)

e  Manyetik karigtirici (Heideolph)

e 30 mM H,O,tampon ¢dzeltisi (0.34 mL %30’luk H,O, + 99.66 mL fosfat
tampon ile karistinilarak hazirlandi.) (Olglim dncesinde taze hazirlanmasi

gerekir.)
e 50 mM fosfat tampon (pH:7)

Tampon ¢ézelti hazirlanisi:

pH = pKa + log K,HPO, / KH,PO,
7 =7.2 +log K,HPO, / KH,PO,
0.2 = log KH,PO, / K,HPO,

1.585 = 4 KH,PO, / K;HPO,
79.25 / 50 = KH,PO, / K;HPO,

544 mg KH,PO,/ 80 mL =50 mM
435 mg K;HPO/ 50 mL =50 mM
79.25 / 50 = KH,PO, / K;HPO, orani korunacak sekiide 79.25 mL 50
mM KH,PO, ve 50 mL 50 miM K,HPO karistirilarak ph=7 olan fosfat

tampon eide edildi.

3.4.2. Yontem:
Deney protokoliine gére hazirianmis siganiarin KC homojenatiari 1/100
oraninda seyreltildi. Hesapiamalarda seyrelime fakiérh dikkate alindi.
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Ornek 0.1 mL

H,0O, tampon karigimi 3mL

Okuma kiiveti icinde karistirilir. Absorbans degisimi 240 nm’de 2 dk

boyunca 15’sn de bir kez okunur.

Aktivitenin hesaplanmasi: U/70.1mLU/mLye

(23 * |Og A1/ Az) Jt* 6,93 % 10—3 SR gevrildi.
Seyreltme dikkate alinarak

mg proteine oranlandi.

A1 = dlcimin ilk okunan degeri
A2 = élgimiin son okunan degeri

t = total slire

2 dk boyunca okunan absorbanslar icin yukaridaki formal kullanilarak
hesaplama yapilabilir. Bizim ¢alismamizda 0. ve 30.sn’lardaki absorbans
degerieri kulanildi ¢linkii kinetik bu yéntemin dictimiinde lineariteden olan
sapmanin en az oldugu aralik bu sn’ler arasindaydi. 1 dik’da 1 umol H,G,' vi
parcalayan enzim miktar Unitedir. Mg protein bagina dilgsen enzim aktivitesi
U / mg protein olarak sonuciar degeriendirildi.
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3.5. Acil-KoA oksidaz aktivite dictimi (71)

Bu galigmada, substrat olarak paimitoil Koa kulianildi ve palmitcii KoA oksidaz
aktivitesi olgiildl. .Subtrat bagimhi H,O, olugsumu; peroksidaz katalizli
homovalinik asitin fluoresan Urine dimerizasyonunun saptanmasiyla 6lglldi.
Cok H dontri oldugu halde homovalinik asit kullaniimasi tercih edildi ¢linki
veriler ¢ok stabil ve sonuglar yiksek duyarhliktaydi. Ek olarak bu fiurometrik
Oicim kicik hacimlerie tim oksidaziara uyarlanabilmektedir ve pahall
substratlarin distik miktariar tiketiimektedir. Olusan H,O, kimyasal olarak
sulfhidril bilesikieriyle (glutatyon, dithiothreitol) veya enzimatik olarak katalazla
yikilabilir. Sonuncusunun interferansi &rnekleri azid ile preinkliibe ederek
Onlenebilmektedir. Eger enzim stabilse kimyasal interferans diyaliz ile, eger
aktivite ylksekse seyreltme ile ortadan kaldiriiabili. NADH, askorbik asit,
serotonin ve Urik asit gibi yarigmacit inhibitdrierin; biyolojik 6rneklerde H
dondrlerinin yeterli miktarinin varliginda homovalinik asitle yarigmasina daha az
rasianir. KoA esterleriyle karsilasilan diger problem; hidroliz (kimyasai olarak
stok sollisyoniarda veya enzimatik olarak 6lciim sirasinda) ile clusan H,0, ile
birlesen serbest KoA esterleridir. Kimyasal interferans iglenmemis homojenati
sitozolik ve niikleer fraksiyonu analiz ederken olugan H,O, olusumu sirasindaki

lag fazindan sorumludur.
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Substrat (acil KoA)

l Acil KoA oksidaz

katalaz R-SH
H,O H20- H.0
peroksidaz
Homovalinik
asit (HVA) — (HVA)2  — Fluoresan urlin
(ek 325, em 420)
yarigmaci

Urik asit
Askorbik asit
NADH

Sekil 11: HVA'In fluoresan Urline déntsimd

3.5.1. Gerekii malzemeler

»  Spekiroflorometre (Shimadzu RF-5301 PC Spectrofluorophotometer)
e  Florometrik kuartz kiivet

s  pH metre (InoLab WTW)

»  Su banyosu (Kotterman)

e  Hassas terazi (Scaltec SBC 31)

o  Vorteks (IKA MS1 minishaker)

o  Manyetik karigtirici (Heideolph)

¢  Ependorf santrifiiji

e  Reaksiyon karigimi:
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. Homovanilik asit (Aldrich ref. 14, 364-2; 1 g ; 98%)(60mM homovanilik
asit 55 mg' 1 10 mL 0.1N HCi'de ¢dzliimeli, -20°de bélerek saklanabilir,

kullanmadan énce isitiimali)

2. Peroksidaz (horse radish- grade 1l - + 200 U: mg; Boehringer ref. 127361

; 10.000 U); 1mg/mL peroksidaz (10 mg'1 10 mL'de distile suda

¢6zlilmeli, -20°‘de bélerek saklanabilir.)

3. Palmitoil-KoA (Sigma p9276)) (1mM paimitoil-KoA ¢dzeltisi bdlerek

dondurulabilir.)

4. Yag alinmis bovine serum albumin (6%w/v BSA SmL)
5. 0,2M K-fosfat tampon pH=8.3 (100 mL)

Tampon ¢ézelii hazirianigi:

pH = pKa + log K;HPO, / KH,PO,

8,3 = 7.2+ log K,HPO, / KH,PO,

1.1 = log K,HPO,/ KH,PO,

13 = K;HPO, / KH,PO,

6.69 gr /200 mL K;HPO,=0,2 M

272 mg /10 mL KH,PO,=0,2 M

13 = K;HPO, / KH,PO,

oranini koruyacak sekilde 130 mL K;HPO, + 10 mL KH,PO, karnistirilarak
pH = 8.3 oian 0,2M K-fosfat tampon eide ediidi.

Reaksiyon karigsimi bu 5 maddeden olusturuldu ve kansim hazirianirken tabloda

verilen oranlar kullaniidi. Yainiz palmitoil KoA kér karigima katilmazken, test

uygulamasina katildi.

®

HCIO, ( 8 % wiv) hazirlamak i¢in yoguniugu 1.67 gr / mL olan %70/lik
perkiorik asit kullanildi. Bunun igin perklorik asitten 6.87 mL alinarak 100
mL'ye tamamland.

FAD-NaN; (25 um FAD, 25 mM NaN;) karigimi saglanacak sekilde stok
soliisyonlardan uygun seyreltme yapildi. (4.1475 mg / 5 mL FAD +
422.565 mg NaN3 /65 mL, 195 mL distile suda ¢dzliidu. Gerektiginde
miktar azaitilarak ¢aligiidi.)
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1. Flavin adenin dinGkieotid (Boehringer ref. 1102338; 200mg) (1mM FAD,1
mL hazirlanip dondurarak sakianabilinir, igiktan korunmalidir.)
2. Sodium azid (100mM NaNs;, 10mL, dondurarak saklanabilir.)
e 0,5M karbonat tampon pH=10.7-10mM EDTA: Karbonat tamponda 10mM
EDTA hazirlandi.

Tampon ¢ozelii hazirlanigt:

pH = pKa +log NaHCO,/ Na,CO,

10.7 = 11,08 + log NaHCO; / Na,CO;

0,38 = log Na,CO, / NaHCO,

2,4 = Na,CO; / NaHCO,

63,6 gr/ 1200 mL Na,CO;=0,5 M

21 gr/ 500 mL NaHCG;=0,5 M

2,4 = Na,CO; / NaHCO, orani korunacak sekiide 0.5 M 1200 mL Na,CO,
ile 0.5 M 500 mL NaHCO; birlestirilerek, pH=10.7 olan 0,5M karbonat
tampon hazirlandi.

e  Homojenizasyon ¢ézeltisi (HM):
0.25 M sukroz
5 mM MOPS
1 mM EDTA
4. %0.1 viv etanol
Sukroz = 8.5575 gr, EDTA = 37,224 mg, MOPS = 104,65 mg, etanol = 100 pL
100 mL distile suda ¢6ziilerek pH = 7.2’ ye getirildi.

@ o=

3.5.2. Yontem
1. 10 %’luk (w/v) KC homojenatt HM iginde 1/10 sulandiridi. Toplam
seyreitme orani 1/100 oldu ve bu homojenat kullaniidi.
2. Reaksiyon karigimi uygun oranlarda hazirlandi.
80 uL dilue homojenati 5mL’ lik reaksiyon tlplerinin dibine yerlestiridi.
FAD-NaNytn 20 uL 'siile O °C’de 5-10 dakika arasinda inkiibe edildi.
4. 400 uL reaksiyon karigimini konarak reaksiyon bagiatildi.
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8-16-24 ve 32. dakikalarda 100 pL ’si alinarak 40 uL HCIO, iceren
ependorf tiplerine konuidu.

Toplam 140 pL 6rnek iceren ependorflar santrifiij edilerek
stpernatanttan 100 uL alindi ve 1.5mL karbonat tampon konarak
yaklasik 10 dk sonra fiuoresansi okundu. (exitasyon:327nm,
em:420nm)
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Kor Analiz

10%(wiv) KC'in

homojenatt  HM

ile

110 sulandirtlip
(5mLlik thpe konuldu)

(80 pi) (80 pl)

FAD-NaN,
(25 umolar FAD)
(25 mM NaN,)

(20 ui) (20 pL)

O°C ‘de 5-10dk arasinda inkiibasyon

Reaksiyon karigimi (400 pL) (400 ul)
KPI tampon 450 450
POD 180 180
BSA 22,5 225
Palmitoil KoA - 225
Su 1102,5 877,5
HVA 45 45

Reaksiyon karisimindan 8-16-24-32 dklarda 100 pL
alimir

40 pL HCIO4 igeren

ependorflar

40 40 40 40 40 |40 |40 |40

8 16 24 32dk | 8 16 |24 32dk

100 | 100 {100 |100 | 100 | 100 | 100 | 100

Ependorflar santriflj edilir supernatantlardan 100 uL
alinir

100 | 100 [ 100 | 100 | 100 | 1006 | 100 | 100

Karbonat tampon (ulL)

1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500

10 dk sonra filurometrede ex327 em420'de
flurosanslan okunur

$ekil 12: Acil-KoA oksidaz enzim aktivitesi éigtim ydntemi
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3.5.3. Yontemin standardizasyonu (72)

Keller ve Sommerin c¢aligmasinda (72); homovalinik asit, horseradish

peroksidaz kuilanilarak 440 pmol H,O, 'nin fluoresan degisimi (AF) = 18-19

olarak saptanmistir. Toplam 2.215 mL’de 440 pmol H,O.'nin fluoresan degigimi
(AF) = 18 olduguna gére 199 nmol/L H,O,'nin fluoresan degisimi (AF) = 18’ dir.

Bu bilgi dikkate alinarak yontemin standardize ediimesinde kullaniimigtir.

200 nmol/L H,0, (AF) = 18 /dk
X absorbans (A)

(A*200) *140(seyreltme faktdri) =x (nmol H,0,/dk)

18

x*100(seyreltme faktéri) (nmol H,O, /dk)

= x nmol H.O,/dk/ mg protein
protein(mg) *100( seyreltme faki&rii)

x degeri her okunan 8rnegin absorbansi igin hesaplanmistir.

Ornegin absorbansi:

(Ornegin 32. dk absorbansi - Ornegin 8. dk absorbansi)- (Ornek kériinin
32. dk absorbansi — Omek kériiniin 8. dk absorbanst) / 24 dk

Acil-KoA oksidaz yontemi galigilirken drnekierin ¢aligma prosediiriinde 140 kat

seyreltme uygulandiyindan bu dikkate alinmisgtir.

Homojenattan protein ve agcil-KoA oksidaz aktivitesi calisilirken yapiian 100

seyreltme faktéri hesaba katiimigtir.
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3.6. Protein dlglimii (Lowry ydntemi) (68)

3.6.1. Gerekii maizemeler

Spektrofotometre (Shimadzu UV-1208 UV-VIS Spectrophotometer)

Spektrofotometrik mikro cam ve kuartz kiivet (Helima)

Manyetik karistirici (Heideolph)

Hassas terazi (Scaltec SBC 31)

Vorteks (IKA MS1 minishaker)

Alkali bakir gozeltisi

2. %2'lik 100 mL Na,COs: 0.1 N NaCH’in 100 mL'sinde 2 gr
Na,COscoziilerek elde edildi.

3. 1 mL %1’lik Cu SO,.

4. 1 mL %2.7’lik Na-K tartarat

Yukaridaki 3 ¢ozelti kanstinilarak alkali bakir ¢dzeltisi elde edildi.

1/1 oraninda 1N HCI ile seyreltiimis Folin-Chiocaiteu reakiifi

Folin-Chiocalteu ¢cézeltisi:

Bir balon igerisine 100 gr. Sodyum tungstat, 25 gr. Sodyum molibdat, 700
mL distile su, 50 mL fosforik asit ve 100 mL konsanire HCI konuiur ve geri
sogutucu altinda 10 saat kaynatilir. 150 gr. Lityum siifat, 150 mL distile su
ve 1-2 damla brom eklendikten sonra geri sogutucusuz olarak 15 dk daha
kaynatiir. Sogutulduktan sonra 1 L'ye distile su ile tamamianir. Belirli bir
hacim alinarak fenolfitaleine karsi 0.1 N sodyum hidroksit ile titre edilerek
normalitesi belirlenir. Normalitesi 1 olacak sekiide 1 N HCl ile seyreltilir.

Bovin serum albuminden 200 mg/dL stok ¢ozelti hazirlanarak uygun

dilisyonlar yapildi.

3.6.2. Yontem:

Protein 6icim0 sican KC doku homojenatiarinda yapiidi. Segilen ydntemin
{Lowry) 6lciim araliginda analiz yapabilmek icin doku homojenatiarindan farki
seyreltmeler (1/2, 1/20, 1/50, 1/100, 1/200, 1/500, 1/1000, 1/1500, 1/ 2000)
yapildi. En uygun seyrelime orani protein i¢in 1/100 olarak belirlendi. Diger

calismalarda da (katalaz ve agii-KoA oksidaz aktivitesinin 6icimd icin)

oéreklerin 1/100 dilisyonu uygun bulundu. Hesaplamaiarda bu seyreltme

faktorl dikkate alindi.



Ornek Kor
Doku homojenati 0.1 mL
Distile su 0.9mL 1mL
Alkali bakir gozeltisi 5mL 5mL
Kanistinlarak oda isisinda 10 dk bekletildi
Dilue folin 0.5mL 0.5mL

Karnistirilarak oda isisinda 30 dk bekletildi. 750 nm’de kére kargi okundu.

20, 40, 60, 80, 100, 120, 140 mg / dL’ lik protein standart ¢bzeltileri hazirianarak

absorbanslari spekirofotometrede okundu. Lineer regresyon ile protein standart

grafi§i cizilerek érneklerden eide edilen absorbansiar bu grafikte degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Serum kortikosteron sonuciar
40 adet Sprague Dawley si¢andan olusturulan 4 grubun serum kortikosteron
sonuglari Tablo 5’ de verilmigtir. Bir drnek igin iki okuma yapilip 2 okumanin

ortalamasi alinmisgtir.

Tablo 5 : serum Kkortikosteron (ng/mL) sonuclar
e 1. grup = serum fizyolojik (sf) (n=10),
s 2. grup = SF+flucksetin (fx) (5 mg/kg/gun) (n=10),
e 3. grup = SF+stres (n=10),
e 4. grup = SF+stres+{luoksetin (5 mg/kg/gin) uygulanan (n=10)
o cinsiyet: D = disi, E = erkek

Serum
kortikesteronu
Cinsiyet Uygulanan tedavi (ng/mL)

E sf 273
E sf 299
E sf 665
E sf 446
E sf 453
D sf 140
D sf 523
D sf 675
D sf 751

D sf 357
E sf+ fx 101

E sf+ fx 108
E sf + fx 701

E sf+ fx 461

E sf + fx 293
D sf + fx 87

D sf + fx 761

D sf + fx 1329
D sf + fx 394
D sf+ fx 64

E sf + stres 275
E sf + stres 146
E sf + stres 29

E sf + stres 395
E sf + stres 178
D sf + stres 152
D sf + stres 689
D sf + stres 1054
D sf + stres 712
D sf + stres 354
E sf + fx + stres 98

E sf + fx + sires 253
E sf + fx + stres 74

E sf + fx + stres 218
E sf + fx + stres 274
D sf + fx + stres 117
D sf + fx + sires 888
D sf + fx + stres 764
D sf + fx + sires 361

D sf + fx + stres 273




4.2.

Karaciger katalaz spesifik aktivitesi sonuclan

40 adet Sprague Dawley si¢gandan oiugturulan 4 grubun KC homojenatlarindaki

katalaz aktivite sonuclar Tablo 6’ da verilmistir. Bir 6rnek i¢in iki okuma yapiiip

2 okumanin ortalamasi alinmigtir.

Tablo 6 : KC homojenat katalaz akiivitesi sonuglari

1. grup = serum fizyolojik (sf) (n=10),

2. grup = SF+fluoksetin (fx) (5 mg/kg/gin) (n=10),

3. grup = SF+stres (n=10),

4. grup = SF+stres+fluoksetin (5 mg/kg/glin) uygulanan (n=10)
cinsiyet: D = digi, E = erkek

cinsiyet
E

OoooooommMmMmMMmMMMMMMMOOUOU0U0OO0UDO0OO0oC0oOoOMmMmMmMMMmMMMmMMMM

tedavi
sf
sf
sf
sf
sf
sf
sf
sf
sf
sf
sf
sf
sf
sf
sf
sf
sf
sf
sf
sf
sf + fx
sf + fx
sf+fx
sf + fx
sf+fx
sf + fx
sf+ x
sf + fx
sf+ fx
sf+ fx
sf + fx
sf + fx
sf + fx
sf+fx
sf+

Al
1225
1248
1174
1240
1038
1069
1157
1215
1127
1182
1302
1331
1245
1300
1203
1230
1244
1269
1258
1290
1094
952
1128
1169
1120
1145
1157
1193
1193
1258
1302
1302
1386
1323
1230

959
1012
771
824
721
680
851
954
811
807
1016
1011
942
1012
929
929
068
980
925
943
752
669
780
797
843
773
841
897
835
875
975
1030
1143
1107
941

Katalaz
U/mL

11,76
10,07
20,20
19,63
17,50
21,73
14,75
11,61
15,80
18,33
11,81
13,21
13,39
12,03
12,41
13,48
12,05
12,41
14,77
15,06
18,01
16,94
17,76
18,40
13,65
18,87
15,32
13,70
17,14
17,44
13,88
11,25
9,26

8,56

12,86

protein
mg/mL

1,345
1.44
1,7
1,332
1.4
1,432
1,334
1,34
1,343
1,36
1,722
2,32
1,198
1,304
1,373
1,397
1,35
1,373
1,438
1,454
2,14
1,312
1,34
1,482
1,47
1,509
1,453
1,448
1,46
1,482
1,444
1,157
1,195
1,154
1,24

katalaz
U / mg protein

8,74
6,99
11,88
14,74
12,50
15,17
11,06
8,67
11,77
13,48
6,92
5,69
11,18
9,22
8,04
9,65
8,92
9,04
10,27
10,35
8,41
12,91
13,25
12,41
9,28
12,50
10,54
947
11,74
11,77
9,62
9,73
7,75
742
10,37

{ki degerin
ortalamasi

7,86
13,31
13,84
9,86
12,62
6,30
10,20
9,34
8,98
10,31
10,66
12,83
10,89
10,01
11,75
9,67
7,58

10,22
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UDODOUOUOOoODO0ODO0DoDOoOoMmMmMmmMMmMMMMMMNMNMOOCODO0O0DO0DOoOC0CO0DOmMMMmMmMIMMMMmMMMOOUOOO

sf + fx
sf + fx
sf + fx
sf + fx
sf+ x
sf +stres
sf +stres
sf +stres
sf +stres
sf +sires
sf +stres
sf +stres
sf +stres
sf +stres
sf +sires
sf +stres
sf +stres
sf +stres
sf +stres
sf +stres
sf +stres
sf +stres
sf +stres
sf +stres
sf +stres
sf + fx + stres
sf + fx + sires
sf + fx + stres
sf + fx + stres
sf + fx + stres
sf + fx + stres
sf + fx + stres
sf + fx + stres
sf + fx + stres
sf + fx + stres
sf + fx + stres
sf + fx + stres
sf + fx + sfres
sf + fx + sires
sf + fx + stres
sf + fx + sires
sf + H¢ + stres
sf + fx + stres
sf + fx + stres
sf + fx + stres

1255
1271
1296
1320
1378
1094

952
1117

1174
1143
1226
1133
1198
1127
1209
1434
1362
1170
1220
1335
1335
1227
1222
1266
1287
1077
1094
1244
1163
1203
1230
1102
1157
1166
1233
1387
1434
1300
1360
1271
1301
1179
1246
1202
1287

870
1064
1086
1093
1129

708

656
734

750
771
871
800
818
745
826
1166
1166
831
827
1096
1096
969
943
958

730
752
775
691
847
896
764
818
816
875
1001
1030
1057
1107
986
1014
882
926
1044
934

12,37
8,54
8,49
9,06
9,57
20,90

17,88
20,17

21,52
18,01
16,42
16,72
18,33
190,88
18,30
9,94
746
16,43
18,68
9,47
9,47
11,34
12,45
13,39
13,88
18,68
18,01
22,73
25,01
16,85
15,22
17,59
16,65
17,14
16,47
8,98
15,89
9,94
9,88
12,19
11,97
13,94
14,26
10,24
7,70

1,228
1,356
1,322
1,252
1,278
1,378

1.419
2,264

1,343
1,33
1,378
1,321
1,317
1,963
1,581
1,504
1,069
1,25
1,192
1,27
1,302
1,492
1,501
1,321
1.292
1,381
1,348
1,351
1,613
1,468
1,482
1,296
1,312
1,372
1,383
1,523
1,411
1,217
1,244
1,21
1.233
1,465
1,472
1,282
1,289

10,07
6,29
6,42
7.24
7,49
15,17

12,60
891

16,03
14,22
11,91
12,65
13,91
12,72
11,57
6,60
6,98
13,15
15,67
7,46
7,27
7.60
8,29
10,13
10,74
13,52
13,36
16,82
15,50
11,48
10,27
13,58
12,69
12,49
11,82
6,55
11,26
8,16
7,94
10,08
9,71
9,51
9,68
7,92
5,97

6,36

7,36

13,89

1247

13,07

13,28

12,15

6,79

14,41

7,37

7,94

10,44

13,44

16,16

10,87

13.13

12,16

8,91

8,05

9,89

9,60

6,95

4.3.

Karaciger Acil KoA cksidaz spesifik aktivitesi sonucian

40 adet Sprague Dawiey si¢candan olugturuian 4 grubun KC homojenatlarindaki

acil-KoA oksidaz aktivite sonuciari Tablo 7’ de verilmigtir. Her érnek icin 6rnek

kéri kullaniimistir.
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Tabio 7 : KC homojenat: acgil-KoA oksidaz aktivitesi (nmol/dk/mg protein) sonuglari

]

1. grup = serum fizyolojik (sf) (n=10),
2. grup = SF+fluoksetin (fx) (5 mg/kg/glin) (n=10),
3. grup = SF+stres (n=10),

4, grup = SF+stres+fluoksetin (5 mg/kg/gun) uygulanan (n=10)

cinsivet: D = digi, E = erkek

cinsiyet

oo oommmmmMmOoUOUuouommmmmmooOoOooommmMmmmMmMmOoOOoOoOoOmmimmm

Tedavi

sf
sf
sf
sf

sf
sf

sf
sf
sf
sf
sf+ix
sf+fx
sf+fx
sf+x
sf+x
sf+fx
sf+fx
sf+fx
sfafx
sf+fx
sf+stres
sf+stres
sf+stres
sf+stres
sf+stres
sf+stres
sf+stres
sf+stres
sf+stres
sf+sires
sf+ix+stres
sf+fxestres
sf+ix+stres
sf+fx+stres
sf+ix+stres
sf+fx+stres
sf+ixrstres
sf+fxsstres
sf+fx+stres
sf+ix+stres

8. dk

7,145
7,581

6,541

7,145
6,631

7,504
6,954
5,19

6,513
6,113
10,849
10,416
11,192
10,994
15,41
10,543
7,451

8,541

8,541

7.145
6,141

7,531

7,232
5,504
8,986
6,103
8,426
7,613
8,127
8,103
8,144
8,199
8,042
6,67

9,03

6,103
9,716
6,512
8,758
9,153

Omek kort  Ornek kérii

32. dk
12,243
11,421
12,071
12,762
12,062
10,103
7,412
7,452
6,194
8,103
18,109
17121
20,198
18,666
21,245
13,042
8,611

11,427
10,777
9,103
10,153
11,23
15,541
10,738
15,536
9,912
10,153
8,411

9,317

8,73

8,138
14,106
11,104
8,386
11,973
8,192
11,891
8,104
15,812
12,851

Omek
8. dk

16,369
15,103
13,042
16,362
13,91
15,561
9,609
11,11
11,123
9,014
20,194
10,818
14,141
20,904
14,88
15,707
11,351
12,61
12,78
11,78
11,032
10,103
16,903
11,104
16,567
10,104
11,842
9,103
9,557
10,151
12,042
11,108
15,541
11,241
16,966
12,632
12,104
14,421
12,664
12,158

Ornek
32. dk

35,141
33,081
41,112
36,937
44,921
26,237
24,503
22,187
23,76
25,04
47,911
23,803
47,223
45,004
50,569
27,612
20,942
30,361
29,053
28,14
21,931
25,191
39,71
23,737
38,71
22,412
23,249
25,261
22,79%
19,103
24,147
30.456
36,089
25,798
38,083
23,523
31.416
23,603
29,133
30,108

Agil-KoA
oksidaz
nmol / dk

840,90
916,35
1460,92
969,50
1657,86
523,50
935,66
571,34
839,74
909,74
1325,91
407,03
1560,48
1064,77
1934,98
609,64
1129,78
963,47
909,80
933,46
446,37
738,17
939,68
479,56
1010,85
550,86
627,40
930,74
780,95
474,76
655,34
871,37
1133,35
832,28
1177.84
570,50
1110,73
491,94
610,23
923,67

protein
mg/L

1280
1305,5
1344,5
1220,5
1242,5

1203

1330

1217
1223,5

1177
1339,6

1250
1233,5

1268

1334
1266,5
1356,5
1293,5
12715

1100

1280

1305
1269,5
1349,5

1415

1253
1261,5

1316

1360

1175
1223,5
1313,56

1305
1301,5

1027

1180
12545
1243,5
1389,5
1095,5

Agil-KoA
oksidaz
nmoi / dk /
mg protein

0,65
0,70
1,08
0,79
1,33
0,43
0,70
0,46
0,58
0,77
0,98
0,32
1,26
0,83
1,45
048
0,83
0,74
0,71
0,84
0,34
0,56
0,74
0,35
0,71
0,43
0,49
6,70
0,57
0,40
0,53
0,66
0,86
0,63
1,14
0,48
0,88
0,39
0,43
0,84
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4.4. Sonuglarn istatistiksel degeriendiriimesi

Tablo 8 : Serum kortikosteronu ve KC homojenatl katalaz ve agil-KoA oksidaz aktivitesi

sonuglarinin tanimlayici istatistik degerlendiriimesi:

o 1. grup = serum fizyolojik (sf) (n=10),
e 2. grup = SF+flucksetin (fx) (5 mg/kg/giin) (n=10),
e 3. grup = SF+stres (n=10),

e 4. grup = SF+stres+fluoksetin (5 mg/kg/glin} uygulanan (n=10)

o cinsiyet: D = disi, E = erkek

cinsiyet tedavi Kortikosteron Acil-KoA Katalj
E sf ortalama 427,2000 9112 11,50

N 5 5 5

std. sapma 156,3496 ,2887 2,5419

ortanca 445,0000 ,7900 12,6300

minimum 273,00 ,65 7,86

maksimum 665,00 1,33 13,84

deger aralig 392,00 ,68 5,98

varyans 24445,200 8,337E-02 6,461

ortalamanin std hatast 69,9217 1291 1,1368

D sf ortalama 489,2000 ,6080 9,0332

N 5 5 5

std. sapma 246,7898 ,1529 1,6238

ortanca 523,0000 ,6800 9,3500

minimum 140,00 43 6,31

maksimum 751,00 g7 10,31

deger araii 611,00 .34 4,01

varyans 60905,200 2.337E-02 2,637

ortalamanin std hatasi 110,3677 6,837E-02 , 7262

E sf + flx ortalama 332,8000 ,9680 11,2330

N 5 5 5

sid. sapma 253,8980 4349 1,0903

ortanca 293,0000 ,9800 10,8970

minimum 101,00 32 10,01

maksimum 701,00 1,45 12,83

deger aralif 600,00 1,13 2,82

varyans 64464,200 ,189 1,188

ortalamanin sid hatasi 113,5466 ,1945 - ,4876

D sf + fix ortalama 527,0000 ,7200 8,2444

N 5 5 5

sid. sapma 530,0042 ,1454 1,8377]

orfanca 394,0000 ,7400 7,5900

minimum 64,00 A48 6,36

maksimum 1329,00 ,84 10,23

defer arahgi 1265,00 ,36 3,87
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varyans  280904,500 2,115E-02
ortalamanin std hatasi 237,0251 6,504E-02
sf + siress orialama 218,6000 5400
N 5 5
sid. sapma 117,8147 ,1907
ortanca 178,0000 ,5600
minimum 99,00 34
maksimum 395,00 74
deger aralig| 296,00 40
varyans 13880,300 3,635E-02
ortaiamanin std hatasi 52,6883 8,526E-02
sf + stress ortalama 592,2000 ,5180
N 5 5
std. sapma 349,1049 1207
ortanca 689,0000 ,4900
minimum 152,00 40
maksimum 1054,00 70
deger arali§i 902,00 30
varyans  121874,200 1,457E-02
ortalamanin std hatasi 156,1244 5,398E-02
sf + stres + flx ortalama 183,4000 , 7640
N 5 5
sid. sapma 91,5303 2419 1,9579
ortanca 218,0000 ,6600 13,1380
minimum 74,00 ,53 10,88
maksimum 274,00 1,14 16,17
deger arali§l 200,00 ,61 5,29
varyans 8377,800 5,853E-02 3,833
ortalamanin std hatasi 40,9336 ,1082 ,8756
sf + stres + ortalama 480,6000 ,6040 8,6836
fix
N 5 5 5
std. sapma 330,1126 ,2363 1,2002
ortanca 361,0000 4800 8,9100
minimum 117,00 39 6,95
maksimum 888,00 ,88 9,90
deger aralif 771,00 49 2,95
varyans  108974,300 5,583E-02 1,440
ortalamanin std hatasi 147,6308 ,(1057 ,5367
Toplam ortalama 406,3750 7041 10,5293
N 40 40 40,
std. sapma 299,4301 2734 25148
ortanca 326,5000 ,7000 10,2700
minimum 64,00 32 6,31
maksimum 1329,00 1,45 16,17
deger arali§ 1265,00 1,13 9,86
varyans 89658,394 7,475E-02 8,32
ortalamanin std hatasi 47 3441 4,323E-02 ,3973
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Sekil 13: Kortikosteron digiminin gruplara gore box-plot grafigi:

e 1. grup = serum fizyolojik (sf) (n=10),

e 2. grup = SF+fluoksetin (fx) (6 mg/kg/gin) (n=10),

e 3. grup = SF+stres (n=10),

e 4, grup = SF+stres+fluoksetin (5 mg/kg/glin} uygulanan (n=10)
= cinsiyet: D = disgi, E = erkek
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Sekil 14: Karaciger katalaz aktivitesi SlcimUniin gruplara gére box-plot grafigi:

e 1. grup = serum fizyoiojik (sf} (n=10),

e 2. grup = SF+fluoksetin {fx) (5 mg/kg/gin) (n=10),

e 3. grup = SF+stres (n=10),

e 4. grup = SF+stres+fluoksetin (5 mg/kg/gun) uygulanan (n=10)
e cinsiyet: D = digi, E = erkek
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Sekil 15: Karaciger acil-KoA oksidaz aktivitesi Slcimniin gruplara gére box-plot grafigi:

s 1. grup = serum fizyolojik (sf) (n=10},

o 2. grup = SF+fluoksetin (B¢ (5 mg/kg/gun) (n=10),

e 3. grup = SF+sires (n=10),

e 4. grup = SF+stres+flucksetin (5 mg/kg/glin) uygulanan (n=10)
e cinsiyet: D = disi, E = erkek
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Tabio 9: Gruplar ve fakibrier
degisken

CINSIYET 1,00 E {(erkek)
2,00 D (disi)

STRES 1,00 stres ( -)
2,00 stres (+)

TEDAVI 1,00 sf (serum fizyolojik)
2,00 x (fluoksetin)

Tablo 10: Kortikosteronun univariate analizi:

BAGIMLI DEGISKEN: KORTIKOSTERON

Tip ili Kareler df  Ortalamanin F Sig.
toplami karesi
Dogrulanmig model 761374,575 7 108767,796 1,272 ,295
Kesisim 6605625,625 1 6605625,625 77,278 000
CINSIYET 537080,625 1 §37080,625 6,283 :,_0_1_'@
STRES 56776,225 1 56776,225 ,664 421
TEDAVI 25857,225 1 25857,225 ,303 ,.586
CINSIYET*STRES 107433,225 1 107433,225 1,257 ,271
CINSIYET*TEDAVI 1946,025 1 1946,025 023 ,881
STRES*TEDAVI 5085,025 1 5085,025 ,059 809
CINSIYET*STRES*TEDAVI 27196,225 1 27196,225 ,318 577,
Hata 2735302,800 32 85478,213
Topiam 10102303,000 40
Dogrulanmis toplam 3496677,375 39

R kare = 0,218 (Ayarlanabilir R kare = 0,047)

*P<0.05

Yukaridaki tabloda goértldiglu gibi kortikosteron diizeyleri cinsiyetier
arasinda farkhilik gostermektedir (p=0.017)

Kortikosteron dizeylerini stresin uyguianip uygulanmamasi veya
fluoksetin kullanip kullaniimamasi etkilememektedir (sirasiyla p=0.421,
p=0.586)

Kortikosteron = dizeylerine  cinsiyet  farkliliinin  etkisi  stres
uygulamasindan ve uygulanan fedavi protokoliinden ve (stres
uygulamasi + tedavi protokolinden) badimsizdir (sirasiyla p=0.271,
p=0.881, p=0.577).
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Tablo 11: Katalazin univariate analizi:

BAGIMLI DEGISKEN: KATALAZ

Tip Il Kareler df  Ortalamanin F Sig.
toplami karesi
Dogruianmis model 132,639 7 18,948 5,318 ,000,
Kesisim 4434646 1 4434,646 1244,651 ,000]
CINSIYET 114,332 1 114,332 32,089 --000
STRES 11,006 1 11,006 3,089 ,088
TEDAVI 1,591 1 1,591 447 ,509,
CINSIYET*STRES 4,217 1 4,217 1,184 ,285
CINSIYET*TEDAVI 1,228 1 1,228 ,345 ,561
STRES*TEDAVI A77 1 A77 ,050 825
CINSIYET*STRES*TEDAVI 8,780E-02 1 8,780E-02 ,025 ,876
Hata 114,015 32 3,663
Toplam 4681,301 40
Dogrulanmig toplam 246,654 39

R kare = 0,538 (Ayarlanabilir R kare = 0,437)
*P<0.05

e Yukaridaki tabloda goérildigiu gibi katalaz aktivite diizeyleri cinsiyetler

arasinda farklihk gdstermektedir (p=0.000)

o Katalaz aktivite diizeylerini stresin uygulanip uygulanmamasi veya

fiuoksetin kuilanilip kullaniimamasi etkilememektedir (sirasiyia p=0.088,

p=0.509)

o Katalaz diizeylerine cinsiyet farkiiiginin etkisi stres uygulamasindan ve

uygulanan tedavi protokolinden ve (stres uygulamasi + tedavi
protokoliinden) bagimsizdir (sirasiyla p=0.285, p=0.561, p=0.876).
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Tablo 12: Acil-KoA oksidazin univariate analizi:

BAGIMLI DEGISKEN: ACIL-KOA OKSIDAZ

CINSIY

Tip ill Kareler df Ortalamanin F Sig.
toplami karesi
Dogrulanmig modei ,986 7 141 2,336 ,048
Kesisim 19,833 1 19,833 328,950 ,000
CINSIYET ,336 1 ,336 5,573 302;%
STRES ,381 1 381 6,326 *017
TEDAVI ,143 1 143 2,376 ,133)
CINSIYET*STRES 8,519E-02 1 8,519E-02 1,413 243
CINSIYET*TEDAVI 4,285E-03 1 4,285E-03 ,071 791
STRES*TEDAVI 1,246E-02 1 1,246E-02 207 ,652]
ET*STRES*TEDAVI 2,333E-02 1 2,333E-02 ,387 538
Hata 1,929 32 6,029E-02
Toplam 22,748 40
Dogrulanmig toplam 2915 38

R kare = 0,338 (Ayarianabilir R kare = 0,193)

*P<0.05

Yukandaki tabloda gortidigu gibi acil-KoA oksidaz aktivite diizeyleri
cinsiyetler arasinda farkiilik gdstermektedir (p=0.025)

Acil-KoA oksidaz aktivitesini stresin  uygulanmasi etkilemektedir
(p=0.017)

Enzim aktivitesini fluoksetin kullanip kullanmamasi etkilememektedir
(p=0.113)

Acil-KoA oksidaz akiivitesine cinsiyet farkiiifinin etkisi sires
uygulamasindan wve uygulanan tedavi proiokollinden ve (stres
uygulamasi + tedavi protckoliinden) bagimsizdir (sirasiyia p=0.243,
p=0.791, p=0.538).

Acil-KoA oksidaz aktivitesine stresin etkisi cinsiyeiten ve uygulanan
tedavi protokoliinden ve (cinsiyet + tedavi protckollinden) bagimsizdir
(sirastyla p=0.243, p=0.652, p=0.538).
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Tablo 13: Post Hoc Testler:

parametre test 1.grup ortalama | 2.grup ortalama | Sig.
kortikosteron LSD D stres 592 E stres+fx 183 0.03

LSD D stres 592 E stres 218 0.052

katalaz Tukey D sf 9.03 E stres 12.98 0.043

Tukey D stres+fx | 8.68 E stres 12.98 0.021

Tukey D sf 9.03 E stres+ix | 13.15 0.030

Tukey D fx 8.24 E stres+ix | 13.18 0.005

Tukey D stres+fx | 8.68 E stres+ix | 13.15 0.014

Tukey D fx 8.24 E stres 12.98 0.008

Scheffe D fx 8.24 E stres+ix | 13.15 0.041

LSD D sf 9.03 E sf 11.5 0.046

LSD D fx 8.24 E sf 11.5 0.010

LSD D stres+fx | 8.68 E sf 1.5 0.024

LSD D sf 9.03 E stres 12.98 0.002

LSD D stres 9.39 E stres 12.98 0.005

LSD D stres+fx | 8.68 E stres 12.98 0.001

LSD D sf 9.03 E stres+fx 13.15 0.002

LSD D stres 9.39 E stres 12.98 0.005

LSD D stres 9.39 E stres+fx 13.5 0.003

LSD D stres+fx | 8.68 E fx 11.23 0.040

LSD D fx 8.24 E stres+fx | 13.5 0.000

LSD D stres+fx | 8.68 E strestfx | 13.5 0.001

LSD D fx 8.24 E sf 11.5 0.010

LSD D fx 8.24 E stres 12.98 0.000

LSD D fx 8.24 E fx 11.23 0.018

Bonferroni | D fx 8.24 E stres 12.38 0.011

Bonferroni | D stres+fx | 8.68 E stres 12.98 0.030

Bonferroni | D sf 9.03 E stres+fx_| 13.15 0.044

Bonferroni | D fx 8.24 E stres+fx | 13.15 0.007

Bonferroni | D stres+fx | 8.68 E stres+fx | 13.15 0.020

Acil-KoA oksidaz | LSD E sf 0.9 E stres 0.54 0.023

D stres 0.5 E sf 0.9 0.016

E fx 0.96 E stres 0.54 0.010

D sf 0.6 E fx 0.96 0.027

D stres 0.5 E X 0.96 0.007

D stres+fx | 0.6 E fx 0.96 0.025

SPSS'de verilen post hoc testler arasinda en basiti LSD (least significance
difference) ‘dir. Aslinda bu test ikigerii t testi yapmaya esdegerdir ve bu nedenle
oldukga ilkeldir. Bonferroni kismen modifiye edilmis en énemsiz fark yontemidir.
Tukey genellikie varyans analizi ile uyumiu sonuclar verir. Scheffe ikigerii
karsilagtirmalar igin tercih edilecek bir yontem degildir. Gruplar ikigerli olarak
degil de, gruplarin bir kismi birlesik olarak bagska grup ya da gruplaria
karsilastirilacaksa kuilanilir (81). Bu yluzden daha ziyade Tukey, Bonferroni ve
Scheffe testi degeriendirmeleri dikkate alinacaktir.
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o Sfres+fx grubunda erkek sicaniarda kataiaz diizeyi disi sigcaniardan
yiksektir (p=0.014, sirasiyla orialamalar E stres+fx:13.15,D stres+ix:
8.68)

e Sf ve fluoksetin alan disi gruplara gore fluoksetin+stres alan erkek
sicanlarda katalaz diizeyi daha yiksektir.(D Sf alan ortalamasi:9.03, D fx
ortalamasi:8.24, E fx+stres ortalamasi:13.15, p=0.03, p=0.005)

e Fx alan disilere gbre stres alan erkek siganiarda katalaz dizeyleri
indklenmistir (D fx ortalamasi:8.24, E stres ortalamasi:12.98, p=0.008)

e Stres alan erkek siganlara gore stres+fx alan digi si¢anlarda katalaz
enzim aktivite dizeyleri daha dislktur (E stres ortailamasi:12.98, D

stres+fx ortalamasi:8.68, p=0.021)

e Sf alan disi sicaniara gore sires alan erkek sicanlarda katalaz dizeyi
artmistir (D sf ortalamasi:9.03, E stres ortalamasi:12.98, p=0.043)

o Pearson ve spearman korelasyon analizierinde kortikosteron, kataiaz ve

acil-KoA oksidaz arasinda istatistiksel ©nemi olan baglantiiar
saptanmamistir (Tablo 14)
Tablo 14: Korelasyon analizi
kortikosteron katalaz agil-KoA
kortikosteron | Pearson korelasyon | 1 -0.184 0.128
Sig 0.256 0.431
katalaz Pearson korelasyon | -0.184 1 0.06
Sig 0.256 0.715
acil-KoA Pearson korelasyon | 0.128 0.06 1
Sig 0.431 0.715

Porsolt sonuclarn (82)

Kiasik zorunlu ylizme testinde siganiar birinci testte 15dk. , 24 saat sonra

vapilan ikinci testte ise 5dk. siire ile kagamayacaklar bir silindirde ylizmeye
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zorianir. Birinci ylzme testinde gdrilen hareketliligin; bas sallama, dalma,
ylizme gibi kagma davranigiarinin ikinci yizme testinde aniamii olarak azaidigi
goruitr. Bunun ilk test sirasindaki basarisiziigindan kaynaklanan bir davranigsal
umutsuziugu yansittiina inaniiir. Bir ¢ok antidepresan ila¢g bu etkiyi tersine
cevirebilir. Uygulanan bu davranigsal stres modelinde birinci glin ile ikinci giin
kiyaslandiginda ikinci glin donma davranigi birinci gline oranla daha fazla
bulunmustur. F(1,70 )=4.324, p<0.05 Seks covariate olarak alindijinda anti-
depresan fluocksetin ile donma davranigi siresi azalmistir. F(1,73 )=4.168,
p<0.05 Buradan olusturulan stres modelinde stresin sicanlarin davranisina
yansidi§ini ve fluoksetin kullaniminin bu olumsuz durumu diizeltmede etkili
oldugu sonucunu ¢ikarabiliriz.

Donma davranigi (5 min)
ERKEKLER

saniye
40+
3511
304
251 EX | B 00

20t B [0 gun
. 2.gin

salin- salin+ fx- fx+

Donma davranigi (5 min)
DISILER

saniye
40+
35
30
254
204
15+
10
54
4]

014. giin
2.gin

X S A — . ¥

salin - salin+ fx- fx+

Sekil 16: Donma davranigi porsolt sonuglari
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5. TARTISMA

5.1.

Stres ve kortikosteron iligkisi

Cok iyi bilinir ki hipotalamo-pitliter-adrenal aksis (HPA) internai veya eksternal

streslerle aktive olduunda adrenal glikokortikoidierin hipersekresyonu

gerceklesmektedir (96). Sekil 17'da bir deneyde, sicanin iki bacak kemiginin

kiriimasini takiben 4-20 dk i¢inde kortikosteroid olusumu ve sekresyonunun alti

kat arttig gosterilmistir.
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Sekil 17:Tibia ve fibulasi kirilan siganin adrenal bezinin strese yaniti

Kortizol salgisini artiran farkli stres tiplerinin bir kismi guniardir:
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Enfeksiyon

Asiri sicak ve soduk
Sempatomimetik ilaclar
Cerrahi
immobilizasyon

Dejeneratif hastalikiar
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Stres uyansi ilk olarak yukarn beyin sapina dogru tasinir ve sonunda median
eminensiaya ulasgir. Buradan hipofizer portal sisteme CRH salgilanir. Dakikalar
icinde tlim kontrol ile ilgili olaylar dizisi bol miktarda kortizoliin kana veriimesine
yol acar. Mental stres ayni zamanda ACTH salgisinda da hizli bir artiga neden
olur. Bunun limbik sistemde 6zeilikle amigdala ve hipokampus bdigesindeki
aktivite artisindan kaynaklandigina inaniimaktadir. Bu béigeler daha sonra

sinyallerini posterior medial hipotalamusa génderirler.

Kortizol CRF salgisini azaltmak icin hipotalamusta ve ACTH olusumunu
azaltmak i¢cin 6n hipofiz bezinde direk (-) feed back etkiye sahiptir. Her iki feed
back sistemi kortizol konsantrasyonunu dizeniemeye vyardim eder.
Konsantrasyon ¢ok arttiinda feed back otomatik olarak ACTH'I normal
diizeyine indirir (Sekil 18) (96).

Uyarma Hipotalamus

Stres ;
D
=
R ., "
Median \ " Portal XN
eminens } /(| damar M
/N ACRF) .~ A
. A T TS - . \‘I
Dizeime 48 [ (%7 inhibisyon
n : : A
i
i
Babrekistl ,’
korteksi y,
- - Kortizol

{1 Glikonsogenez .
"1 2 Protein mobilizasyonu
3 Yo mobllizasyonu -
4 Lizozomiann stabilizasyonu

Sekil 18: Glikokortikoid sentezinin diizenlenme mekanizmasi
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Depresyonda glikokortikoid feed back mekanizma etkilenmektedir. Major
depresyonda glikokortikoid diizeylerinin uzun sireli yliksek kaimasi merkezi
glikokortikoid reseptérlerinde desensitizasyona neden olmaktadir ve
muhtemelen bu reseptdrier makrofajlarda da lokalize olmustur. Depresyonda
hicresel immunite bir cok agidan aktive olurken (periferde ve beyinde pro-
inflamatuvar sitokinler aktive makrofajlardan salinirken, akut faz proteinlerinin
de karacigerde artigi gerceklesmektedir) bazi aciiardan (mesela NK (natural
killer) ve T-hiicre tretimi) inhibe oimaktadir. Bazi pro-inflamatuvar sitokinierin

HPA-aksisinin giicll aktivatérieri oldugu bilinmektedir.

Kronik stres hipokampusta geri dénistimlt hasardan kalict néron kaybina yol
acan aralikia zaman bagimli néronal hasarn indiklemektedir. Bu hasar
hipokampiis bagimli 6§renme iglevlerini ve biligsel yetileri bozmaktadir (97).

Buigular &yle gostermistir ki glikokortikoidlerin hipersekresyonu ve pro-
inflamatuvar sitokinlerin artisi beyinde serotonerjik ve noradrenerjik fonksiyon
bozukiuguna neden olarak depresyonun major semptomiarini olusturmaktadir.
Anti-depresaniar glikokortikoidierin etkisini tersine cevirirken sitokinlerin
beyindeki olumsuz etkilerini de azaltmaktadir. Ek olarak bir ¢gok anti-depresan
ilag endojen sitokin antagonisti olan IL-1 ve IL-10 duzeylerini artirmaktadir. Anti-
depresaniarnin farkli bir sinifi siklooksijenaz inhibitérii gibi davranarak beyinde
inflamatuvar prostoglandinlerin dlizeyini azaltmaktadir. Béyiece inflamasyonun

norotransmitter fonksiyonundaki olumsuz etkileri azalmaktadir (98).

5.2. immobilizasyon stres modeli ve kortikosteron iligkisi

Uresin ve arkadaslarinin ¢aligmasinda; kronik stresin immobilizasyon stresi
seklinde uygulandi§i ratlarda kortikosteron diizeyieri kontrol gruplarina goére
istatistiksel anlamli olacak sekilde yliksek bulunmustur (99). Ruth ve arkadasiar
da kronik immobilizasyon stresin adrenal cevabi artirarak glikokortikoid
salinimina neden oldugunu bildirmektedirler (103). Abidin ve arkadagiar ayni
sekilde kronik siresie kortikosteron diizeylerinde kontrol gruplarina gore artis
saptamiglardir (100). Dabelic ve arkadasian akut immobilizasyon siresie
kortikcsteron dlzeylerinde artig, kronik stresle ise azalma goézlemlendigini
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kaydetmiglerdir (101). Wood ve arkadasiar ise tekrariayan immobilizasyon
strese maruz birakiian ratiaria kontrol grubu arasinda fark bulamamigiar (104).

Mizoguchi ¢alismasinda; kronik olarak strese maruz kalan ratlarda hipotalamo-
pituiter aksis isleyisinde bozulma oldugunu ve bunun prefrontal kortekste
azalmis glikokortikoid cevabindan kaynaklandi§ini bildirmektedir (102). Benzer
sekilde Mizoguchi ve arkadaslan depresif insanlarin yaklasik yarisinda
glikokortikoid negatif feed-back sisteminin hasar gérdiglni benzer bir durumun
kronik stresle sicanlarda da indiklenebildigini bildirmiglerdir. Bu beyinin geri
beslenme bolgelerinde glikokortikoid reseptérierinin (GR) sayisinin azalmasi
seklindedir. Beyindeki bu iglevlerden sorumlu boéige tam olarak
belirlenememigtir. Onlar immobilizasyon stresle olusturdukian stres modelinde
Western-immunoblot teknidiyle ratlarin prefrontal korteks, hipokampus ve
hipotalamuslarini incelemiglerdir. Prefrontal kortekste sitozolik GR sayisi
azalirken, nikleer GR sayisi degismemistir. Hipokampusta sitozolik ve nikieer
reseptdr sayilarn artmigtir. Oyle ki hipotalamusta GR dlzeylerinde aniamh bir
degisim izlenmemigtir (105). Jaferi ve arkadaglan ayni stresére tekrar tekrar
maruz kalindiginda HPA aktivitesinde azaima gdriidugini kaydederken bunu
kortikosteron aracili HPA aktivitesinin inhibisyonuna bagiamiglardir (106) Gergi
onlann calismasinda stres olusturmak icin disaridan subkutan deksametazon
kullaniimigtir (107). Ayni sonuca varan Mizoguchi ve arkadagian glikckortikoidin
kronik stresde negatif feed-back diizeniemesinin tamamen anlasiiamadigindan
bahsetmektedirler. Akut strese maruz birakilan si¢aniarda stres sonrasi 5h
ylksek kalan kortikosteron diizeyleri kronik stresde ancak 2h yuksek kaldiktan
sonra dismektedir (108). Bowman ve arkadaslarinin bulgularina gére ise kronik
strese maruz birakilan ratlarda kortikosteron dlzeyleri stres sonrasi 15. glinde

bazal diizeyiere gerilemistir (109).

Anderson ve arkadaslarinin calismasinda; sigcaniara farkii stresérier kronik
sekilde uygulayarak kortikosteron ve diger steroidal hormon diizeylerine
(progesteron, testesteron, v.b.) bakilinca, farkii stres modellerinin steroid
hormon diizeylerine etkisinin farkii dlizeylerde oidugu saptanmistir (Sekil 19).
Bu calismada stresérler olarak paradoksal uyku yoksuniugu, immobilizasyon

stresi, elekirik soku, soguk ve zoriu ylizme testi uygulanmig ve goérlilmis ki
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kortikosteron sadece paradoksal uyku yoksunlugunda ve daha az olmak lizere
elekirik soku uygulan ratlarda artmisg, diger stresérlerie artis kaydedilmemistir
(110).

Kortikosteron (ng/mL)

F3
2.
s ‘

kontrol ylzme Paradoksal Elektrik soduk immobilizayon

uyku soku
yoksunlugu

R

grupiar

Sekil 19: Kronik strese maruz birakilan ratlarda kortikosteron diizeyleri (sirastyla kontrol, ylizime,
parodoksal uyku yoksuniugu, elekirik soku, soguk ve immobilizasyon stres) (110)
*p<0.0001

Uygulanan stres modelinin tipine, stresin akut wveya kronik olarak
uygulanmasina bagli olarak reseptér diizeyinde beyinin farkli bolgelerinde farkli
sonuclar elde edilmektedir.

Siresin disi ve erkek siganiarda farkii etki gdsterdigi bu ¢alismamiz ile bir kez
daha kanitianmistir. Bu nedenie siresin etkilerinin 6iclildiga titm deney
diizenlerinde bu bulgulanin dikkate alinmasi gerekmekiedir. Tablo 8 den de
gbzienebilecegi gibi stres ile disilerde kan kortikosteron dizeyi ortalamasi 592.0
ng/mL iken erkeklerde 218.0 ng/mL’ dir.

Erkek sigan grubunda, bir anti-depresan olarak kuilanilan fluoksetin stresin

olusturdudu kan kortikosteron dilizeylerinin dagiim sinirfarini, ortalama
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dizeylerini daha azaltmakia (ortalama E stres:218 ng/mlL, ortalama E
stres+fluoksetin: 183 ng/mL) ancak nonparametrik degerlendirmede istatistiksel
fark bulunmamaktadir. Ortanca degerleri de bu bulguyu destekiemektedir
(ortanca E stres:178 ng/mL, ortanca E stres+fluoksetin:218 ng/mL).

Disi sican grubunda da ortalama degerlerine bakildiginda, stres grubunda 592
ng/mL olan kortikosteron dlzeyleri, stres+fluoksetin grubunda 480 ng/mL’ ve
dismustir. Ortanca degerleri de ayni yénde olup 689 ng/mL’ den 361 ng/mL’ ye
azalma gostermektedir ve deger arali§i da ayni ydndedir. Ancak varyans analizi
bu degisimlerin istatistiksel 6nemi olmadigini godstermektedir. Yine de disi
sicanlarda fluoksetinin sires gostergesi olan kortikosteronu azalttigi yoniinde bir

yaklasim yapilabilir.

Sadece fiucksetin alan gruplar karsilastiriidiginda erkek siganlarin kortikosteron
diizeylerinin ortalamasi:332 ng/mL iken, disi siganiarin ise 527 ng/mL’ dir.
Ortanca degerieri de paralel olarak degigsmektedir. Ancak deger araliklarindan
da gorilebilecegi gibi (E filuoksetin:600 ng/mL, D fluoksetin 1265 ng/mL)
gruplarin varyanslan cok farklidir. O nedenle de dogal olarak istatistiksel bir
6nem saptanmamistir. Bu sonug; fluoksetinin anti-depresan etkisinin erkek

anksiyetesinde daha ¢ok etkin oldugunu diisindirebilir.

Her ne kadar bu calismada stres gdstergesi olarak kan kortikosteron dizeyileri
dlcliidilyse de, Ege Universitesi Fizyoloji Anabilim Dal’ nda aymi deney
hayvanlarinin Porsolt zorunlu yizme testi de ayrica stresin gostergesi olarak
calisiimig ve bu gruplarin immobilizasyon stres ile gergekien davraniglarinin

(o

istatistiksel olarak degistigi kanitianmigtir (92).

Biz uyguladigimiz kronik stres modelinde kortikosteronu artmig bulmadik. Farkli
stres modellerine farkli steroid hormon cevabi oldudunu biidiren ¢alismalar
mevcuttur (118). Dabelic ve Flogel ¢alismalarinda akut stresin kortikosteron
diizeyini artirdiguni, kronik siresin ise azalttigini bildirmektedirier (98). Kronik
stresin akut stresden farkli olarak kortikosteronu artirmamig olmasi, stresin

diger mekanizmalar Gzerinden etkili olabilecegi oiasiligini disindirmektedir.
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5.3. Stres ve peroksizom proliferasyonu

Son vyiliarda, cesitli calismalarda Peroksizom Proliferatérii Aktive edici Resepitdr
a (PPAR-a) geninin transkripsiyonel diizeyde glikokortikoidler tarafindan regiile
edildigi gosterilmistir. Ayrica, stresin peroksizom indiksiyonuna neden oldugunu
bildiren az sayida ¢caligma da mevcuttur . Lemberger ve arkadaslari PPAR «a alt
grubunun yag asiti metabolizmasiyla ilgili birgok hedef geni dizenledigini
kaydetmiglerdir. in vitro olarak primer hepatosit kiltlrlerinde PPAR o gen
dizeylerinin  glikokortikoidler tarafindan duzeniendidini bildirmiglerdir. Bu
hormonal diizenlenme si¢anlarda fizyolojik kogullarda oluyor mu sorusuna yanit
aramiglardir. Bu amagla olugturdukian immobilizasyon stres ile PPAR o geninin
ifade edilmesinin karacigerde indiiklenmesi gerceklesirken hipokampusta béyle
bir degigsim izlenmemigtir. Sentetik glikokortikoid deksametazonun erigkin
sicanlara injeksiyonuyla karacijerde PPAR o geni benzer sekilde
indUkilenmistir. Anti-glikokortikoid olan RU 486 kullanimiyla stres bagimii
indiksiyon inhibe olmustur. Ozetle glikokortikoidleri stres yanitinda temel
etkenler olarak beliriemiglerdir. Buna ek olarak bulgularina gére; karaciger
PPAR o mRNA ve protein diizeyleri dolagan kortikosteroid diizeylerine parelel
olarak dilirnal bir ritmi takip etmektedir. (Sekil 20)(111)
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Kortikosteron (ng/mL)

O kontrol
stres
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PPAR a mRNA
31

kontroi
& stres
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Sekil 20:a) KC ve hipokampusta PPAR o mRNA dlizeylerine stresin etkisi
b) RU 486 kullaniminin PPAR o mRNA dizeylerine etkisi



Bu galismadan yola ¢ikarak si¢aniarda olusturulan stres modelinde karaciger
peroksizomiarinda proliferasyon oiup olmadidi inceledik. Bu konuda literatur
taramasi yapildiginda ¢ok az veri ve aragtirma oldudu gérilecektir.

Strese hormonal yanit sempatik sinir sistemi tarafindan katekolaminlerin,
hipotalamo-pituiter-adrenal aksis aktivasyonu Uzerinden adrenal medulladan
glikokortikoidlerin salintmidir. Stres sonrasi katekolamin piki daha erken
oiusurken steroid yaniti daha gecikmeli olarak olugmaktadir. Stres durumiarinda
PPAR-a gen ekspesyonunun saglanmasinda glikokortikoidlerin rolini gésteren

az sayida galisma(111, 112) vardir.

Bu calismada in vitro primer hepatosit kiltirlerinde PPAR-a geninin
transkripsiyonal diizeyde glikokortikoidlerie diizenlendigi (112), immobilizasyon
stresin sican karacigerlerinde PPAR-o. gen ekspresyonuna neden olurken

hipokampiiste olmadigi belirtiimistir.

Calismamizin temel amaci olan; sires ve peroksizom proliferasyonu iligkisi,
ydntemlerde de ayrintili olarak verildigi gibi peroksizomal enzim aktiviteleri KC

homojenatlarinda digtlerek aragtirniimigtir.

Bu konuda yapilan bazi ¢aligmalar peroksizom proliferasyon géstergesi olarak
katalaz aktivite artigini ileri sirerken, bazi calismalar agil-KoA oksidaz
aktivitesinin 6nemli bir gdsterge oldugunu ileri sUrmistur. Bu nedenle
sundugumuz c¢alismada proliferasyon gostergesi olarak iki enzim aktivitesi de
calisilmigtir. Diger bir amacimiz; acil-KoA oksidaz aktivitesini dogru oigen bir

yontemi kurmak olmustur.

Karacigerde katalazin spesifik aktivitesi agisindan gruplarn karsilastirdigimizda
varyans analizi ile yine cinsiyetin énemili bir fakiér oldugu ortaya g¢ikmaktadir
(F:32.089, p=0.000). Buna karsiiik stres veya fluoksetin uyguiamasi katalaz
aktivitesi agisindan signifikant bir aniamhilik olusturmamaktadir (Tablo 11).

Box-piot grafiji incelenecek olursa, erkek sigcan grubunda katalaz aktivitesinin
stres etkisi ile st sinirda yogunlasti§i (deger arali§i:5.98 U/mg protein’ den
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1.74 U/mg proteine azaimistir.), sadece fluoksetin alaniarda, ortanca degerin
belirgin azaldigi (12.63 U/mg protein’ den 10.89 U/mg proteine) ancak
stres+fluoksetin grubunda degisiklik olmadigi ancak, bu egilimler oisa da farkin

istatistiksel bir 6nem tagimadigi géziemienmektedir.

Disi sicanlarda stres katalaz aktivitesi dagilimini genisletmektedir (sirasiyla 4.01
U/mg’ dan 7.61 U/mg’ a). Stres grubuna fluoksetin veriimesiyle bu dagiimin
sinirlaninin azaldigi (7.61 U/mg’ dan 2.95 U/mg' a) gézienmektedir ancak bu

sonug istatistiksel bir dnem tagimamaktadir.

Post-hoc testier incelendiginde istatistiksel acidan dikkati c¢ekenler
stres+fluoksetin gruplarinda disi sican grubunun ortalama katalaz aktivitesi
(8.68 U/mg protein), erkek sican grubunun ortalama katalaz aktivitesinden
(13.15 U/mg protein) istatistiksel 6hemde (p=0.014, Tukey; p=0.020 Bonferroni)
digiik olmasidir.

Stres grupiarinda erkek siganiarda digi sicaniara oranla KC katalaz aktivitesinin
daha yiiksek olmasi (sirasiyla E ortalama:12.98 U/mg protein, ortanca:13.07
U/mg protein, D ortalama:9.39 U/mg protein, ortanca:7.94 U/mg protein) ve
fluoksetin ile de bu farkin kerunuyor olmasi, erkek cinsiyetin stres etkisiyle

peroksizom proliferasyonuna daha yatkin oidugunu digtindirebilir.

Diger proliferasyon gdstergesi olan agil-KoA oksidaz aktivitesi dederlendirilecek
olursa, gruplar arasinda katalazdan farkhi olarak hem cinsiyet (F=5.57,
p=0.025), hem de stres etkisi (F=6.326, p=0.017) acisindan fark vardir (Tablo
12). Buna karsilik fluoksetin uygulamasi a¢isindan fark yoktur.

Post-hoc analizier yapiidijinda ise sadece LSD’ de énemli bazi istatistiksel
veriler saptanmistir. Bu test ayncaldi ¢ok digik bir test oldugu icin dikkate

alinmayacaktir.

Kortikosteronun daha ziyade PPAR a reseptdri {zerinden etkili oldugu
belittiimektedir. PP indUklG-DNA sentezi icin glikokoriikoidlerin olmasi

gerekmektedir. Glikokortikoidierin varligi peroksizom proliferatérieri icin segicilik
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gbstermektedir. Hidrokortizon PPAR o'yi indiklemekiedir. Kiasik farmakoloji
bilgimiz reseptérierin ligandin biyolojik aktivitesini diizenleyebilecegidir. Benzer
durum PPAR o fenomeni igin de gecgerli olup reseptdrierin dustik dizeyleri
peroksizom-proliferasyon-cevabi igin yetersiz olabilmektedir (112). Cinsiyet farki
dikkate alinmadifinda artan Kkatailaz dlzeyleriyle degismeyen agil-KoA
aktivitesinin nedeninin reseptdr dizeyinin distklugl olabilecedi distnuiebilir.
Bir yayinda da PP olarak bilinen perflorokianoik asitin peroksizomal B
oksidasyonu indiikleyici etkisinin adrenal hormoniardan badimsiz, katalazi
indtkleyici etkisinin bu hormonlann varligina bagimh cldudu belirtiimektedir
(120).

Acaba benzer yapidaki diger steroid ailesi Uyeleri icin béyle bir etki s6z konusu
mu? Mastrocola ve arkadaslari; kanda diizeyi yiksek olarak bulunan bir steroid
olan DHEA'un tedavisinin farmakolojik dozlarda H,0,'yi artirarak katalazda %30
oraninda artigsa neden oldugu bildirilirken, ylksek dozlarda da p oksidasyonu
artirarak agil —Koa oksidaz enzim dizeylerinde artisa neden oldugu
saptanmistir (113). Khan ve Nyce DHEA kuilaniminin sicanlarda katalaz
diuzeyini 1.8 kat artidigi bulunmustur (114). Rao ve Musunuri; sicanlarda
DHEA'un orai kullaniminin peroksizom voliminid 5 kat, katalaz dizeyini ise 2
kat artirdigini saptamuglardir. (115). Kemiricilerde DHEA kulianiminin
peroksizomal enzimleri indikledigi ve hepatoselliler karsinogeneze neden
oldugu bildiriimekiedir (116). DHEA'un peroksizomlan indiksiyonu ile ilgili
baska yayiniar da mevcuttur (117).

Sonug olarak; uyguladigimiz immobilizasyon stres modelinde peroksizomal
enzimier olan karacifer katalaz ve acilKoA oksidaz dizeyleri ile serum
kortikosteron diizeyleri arasinda bir korelasyon saptanmadi. “Stres
kortikosteron diizeylerinden bagimsiz oiarak peroksizom proliferasyonu yapiyor
olabilir mi?” sorusuna yanit ararken stres alan, sitres aimayan ve
(fluoksetin+stres) alan gruplardaki peroksizomal enzim diizeyleri incelendi. Elde
ettigimiz verilere gore cinsiyet farki dikkate alinmazsa sf ve fx gruplarina gére
stres uygulanan gruplarda katalaz dizeylerinde artig izlendi (sirastyla p=0.043,
p=0.008). Yine cinsiyet farki dikkate alinmazsa, fx kullanimiyla stres uyguianan
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gruba gdre katalaz dizeyleri distyordu (p=0.021). Fakat ayni veriler cinsiyet
farki dikkate alindiinda elde edilemedi. Katalaz dlzeyleri (stres+ fx) alan
grupta erkek sigcanlarda daha yiksekti (sirasiyla ortalamalar:8.68, 13.15,
p=0.014). Acil KoA diizeylerinde stres uygulanmasiyla artis saptanmad..

Farkli stres deney modelierinde, daha farkli sonuglara varilabilecegi dikkate

alinarak, bu sigan immobilizasyon stres modelinde KC’ de istatistiksel 6nemde
bir peroksizom proliferasyonu géziemlenmedidi sonucuna variimigtir.
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6. OZET

STRESIN PEROKSIZOM PROLIFERASYONUNA ETKisi
Peroksizom Proliferasyonunu Aktive edici Reseptérler (PPAR) ya§ asitieri ve
anti-diyabetik tiazolidinoidler ile aktive olabilen niikleer hormon reseptérieridir. In
vitro yapilan hepatosit kilturierinde, PPARa geni ifade edilmesi diizeyinde

glikokortikoidler tarafindan diizenlenmektedir.

Stresin bir peroksizom proliferatéri olup olmadigini ve stres cevabinin
glikokortikoidler ile diizenlenip diizenlenmedigini arastirdik. 40 Sprague Dawley
sigcandan 4 grup olusturuldu. Kontrol (n=10), fluoksetin (n=10), stres uygulanmis
(n=10), fluoksetin+ stres uygulanmis (n=10). Cinsiyet farki bilindiginden her
grubun yarsi erkek yarsi digi olarak segildi. Immobilizasyon stres kullanildi.
Stres gobstergesi olarak piazma kortikosieron dilizeyi Mattingly flurometrik
ybntemiyle kantite edildi ve percksizom proliferasyonu peroksizomal enzim
aktiviteleri (katalaz ve acil-KoA oksidaz) Aebi ile ve flurometrik olarak olglilerek

saptandi.

Kortikosteron ve peroksizomal enzim aktiviteleri arasinda bir korelasyon
saptanmadi (kortikosteron-katalaz: p=0.256, kortikosteron-acil-KoA: p=0.431,
acil-KoA-katalaz: p=0.715). (Stres+fx) grubunda erkek sicaniarda katalaz diizeyi
disi sicaniardan ylksekti (p=0.014, ortalamalar:13.15, 8.68). Sf ve Fiuoksetin
alan disi gruplara goére (fluoksetin+stres) alan erkek siganiarda katalaz diizeyi
daha yiksekti.(D Sf alan ortalamasi:9.03, D fx ortalamasi:8.24, E fx+stres
ortalamasi:13.15, p=0.03, p=0.005). Fx alan disi gruba gore stres alan erkek
grupta katalaz dizeyleri yluksekii (ortalamalari:8.24, 12.98, p=0.008). (Stres+fx)
alan disi sicanlarda sires alan erkek sicanlara goére katalaz aktivitesi daha
dustkti (ortalamalar:8.68, 12.98, p=0.021). Sf alan digi sicanlara gore stres
alan erkek siganlarda katalaz aktivitesi indiiklenmisti (ortalamalar: 9.03, 12.98,
p=0.043).

Ozetiersek sicanlarda peroksizomal enzim dizeyinde immobilizasyon stres

modeliyle peroksizom proliferasyonu olugmamistir.
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7. SUMMARY

THE EFFECTS OF STRESS ON PEROXISOME PROLIFERATION
Peroxisome-proliferator-activated-receptors (PPARs) are nuclear hormone
receptors that can be activated by fatty acids and antidiabetic
thiazolidinediones. In hepatocytes cultured in vitro, the PPARa gene is
regulated at the transcriptional level by glucocorticoids.

We investigated if stress is a peroxisome proliferator and stress response is
mediated by glucocorticoids or not. Four groups were composed from 40
Sprague Dawley rats control(n=10), fluoxetine (fx)(n=10), stressed(n=10),
fluoxetine+stressed(n=10). Because of the sexuality difference is known one
half of the each group is selected as male (M) and the other as femaie (F).
Immobilization stress is used. Plasma corticosterone levels were quantified by
Mattingly fluorometric method as stress marker and peroxisome proliferation is
determined by measuring peroxisomal enzyme activities (catalase and Acyl
CoA oxidase) with Aebi and flusrometrically.

A correlation betweeen corticosterone and peroxisomal enzyme activities isn’t
found (corticosterone-catalase p=0.256, corticosterone-acyl-CoA p=0.431, acyl-
CoA-corticosterone p=0.715). In (stres+fx) group maie catalase activities were
higher than females (p=0.014, means 13.5 and 8.68). According to the sf or fx
female group catalase activities were higher in male (fx+stress) group (F sf
group mean:9.03, F fx group mean:8.24, M fx+stress group mean 13.15,
p=0.03, p=0.005). According to the fx F group catalase activities were higher in
M stress group (means 8.24 and 12.98, p=0.008). In (stres+fx) F group catalase
activities were less than stress M group (means:8.68 and 12.98, p=0.021).
According to the sf F group catalase activities were induced in stress M group
(means : 9.03 and 12.98, p=0.043).

We conclude that peroxisome proliferation isn't occured with immobilition stress

model in rats on peroxisomal enzyme levels.
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