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OZET

YI"JKS.EI_( FRUKTOZLU MISIR SURUBUYLA BESL_ENEN SICANLARDA L-.
KARNITIN VE. TRANS-SALKQN’UI\{ ENDOPI.JA.ZMIK RETIKULUM STRESI
VE OKSIDATIF STRES UZERINE ETKISININ ARASTIRILMASI
Amag; Yiksek fruktozlu misir surubunun (HFCS) endokrin tepkisi ve potansiyel saglik
etkileri ile ilgili ciddi bilimsel tartigmalar halen devam etmektedir. Protein ve lipid
biyosentezi, ksenobiyotik detoksifikasyonu, hiicresel kalsiyum depolama ve proteinlerin
katlanmas1 gibi Onemli islevleri yerine getiren endoplazmik retikulum (ER)
homeostazinin bozulmasima ‘ER stresi’ denir. Glucose-regulated protein-78 (GRP-78)
ve X-box binding protein-1 (XBP-1) ER stresinin anahtar belirtecleri ve hastaliklarin
terapotik hedefleridir. Sterol regulatory element binding protein-1c (SREBP-1c), yag
asidi sentezi icin enzimlerin ekspresyonunu dizenleyen en &nemli transkripsiyon
faktoridir. Yag asiti sentaz (FAS) trigliserit biyosentezinde onemli rol oynar ve
tedavide anti-obezite i¢in hedef olarak disiiniilmektedir. Oksidatif stres, reaktif oksijen
tiirlerinin iretimi ile antioksidan savunmalar arasindaki dengesizlik olarak tanimlanir.
L-karnitin lipit metabolizmasinda 6nemli yer tutan ve antioksidan molekil olarak
bilinmektedir. Trans-salkon molekiili son yillarda kesfedilen yag asiti sentetaz
inhibitdrd ve iyi bir antioksidan oldugu diisiiniilmektedir. Bu ¢aligmadaki amacimiz; L-
karnitinin ve trans-salkon’un ER stresi ve oksidatif stres parametrelerini nasil
etkiledigini aragtirmak, L-karnitin ve trans-salkon molekullerinin  terapotik

potansiyellerini kesfetmektir.

Materyal ve Metod; Rastgele segilen 40 geng erkek eriskin wistar albino sican 5 gruba
ayrilmistir. BOtun gruplar standart yem ile beslenmistir. Grup 1 i¢me suyu ile
beslenirken, Grup 2, 3, 4, 5, % 15’lik HFCS ile beslenmistir. Grup 2’ye DMSO, Grup
4’e L-karnitin ve Grup 5’e trans-salkon intraperitoneal olarak verilmistir. Superoksit
dismutaz (SOD), Katalaz (CAT), Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktiviteleri,
Malondialdehit (MDA), Glutatyon (GSH), Protein karbonil (PC) ve Nitrik oksit (NO)
duzeyleri spektrofotometrik yontemle belirlenmistir. GRP-78, XBP-1, SREB-1c
duzeyleri ve FAS aktivitesi ELISA yontemiyle belirlenmistir.

Bulgular; HFCS ile beslenen siganlarin su tiiketim miktarlart artarken yem tiketim
miktart azalmistir. Grup 2'ye ve Grup 3'e ait siganlarin agirliklari, Grup 1'e gore anlaml

sekilde artmigtir. Grup 3'te, ER stresi biyobelirteci GRP78, XBP-1; Oksidatif stres



biyobelirteci MDA seviyesi; total kolesterol, trigliserid, LDL duzeyleri anlamli olarak
artmistir (p<0,05). L-karnitin verilen Grup 4’te XBP-1, SREB-1c, trans-salkon verilen
Grup 5’te MDA, XBP-1, SREBP-1c diizeyleri anlamli sekilde azalmistir (p<0,05 ).

Sonug¢; Calismamiz bize asir1t HFCS tiiketiminin kilo artisina, hiperlipidemiye, oksidatif
stres ve ER strese neden oldugunu gostermektedir. L-karnitin ve trans-salkon; kilo

alimimi ve XBP-1, SREB-1c seviyelerini azaltr.

Anahtar Kelimeler; Endoplazmik Retikulum Stresi, Ylksek Fruktozlu Misir Surubu,
Oksidatif Stres, L-Karnitin, Trans-Salkon



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF L-CARNITINE AND TRANS-
CHALCONE ON ENDOPLASMIC RETICULUM STRESS AND OXIDATIVE
STRESS IN RATS FED WITH HIGH FRUCTOSE CORN SYRUP.

Objective; Serious scientific discussions on high fructose corn syrup (HFCS) endocrine
response and potential health effects currently continue. “Endoplasmic reticulum (ER)
stress” is called the degradation of the homeostasis of the ER, which performs important
functions such as protein and lipid biosynthesis, xenobiotic detoxification and cellular
calcium storage, folding of proteins. Oxidative stress is thought to be both a factor and a
consequence of impairment of this homeostasis. Endoplasmic reticulum stress is the key
markers of Glucose-regulated protein-78 (GRP-78) and X-box binding protein-1 (XBP-
1) and therapeutic targets for diseases. Sterol regulatory element binding protein-1c
(SREBP-1c) is the most important transcription factor that regulates the expression of
enzymes for fatty acid synthesis. Fatty acid synthase (FAS) plays an important role in
triglyceride lipid biosynthesis and is considered as an anti-obesity target in treatment.
Oxidative stress, defined as a disturbance in the balance between the production of
reactive oxygen species and antioxidant defenses. L-carnitine is known as an
antioxidant molecule and which plays an important role in lipid metabolism. Trans-
chalcone molecule is thought to be a good antioxidant and fatty acid synthetase inhibitor
discovered in recent years. Our purpose in this study is; Investigating how L-carnitine
and trans-chalcone affect ER stress and oxidative stress parameters, exploring the
therapeutic potentials of L-carnitine and trans-chalcone molecules.

Materials and Methods; Randomly selected forty young male adult wistar albino rats
were divided into 5 groups. All groups were fed with standard chow. While Group 1
was fed with drinking water, Group 2, 3, 4, 5 were fed with 15% HFCS. Group 2 was
given DMSO, Group 4 was given L-carnitine and Group 5 was given trans-chalcone
intraperitoneally. Superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathion
peroxidase (GSH-Px) activities, malondialdehyde (MDA), glutathion (GSH), protein
carbonyl (PC) and nitric oxide (NO) levels were determined by spectrophotometric
method. GRP-78, XBP-1, SREB-1c levels and FAS activity were determined by ELISA

method.



Results; While the amount of water consumed by HFCS-fed rats increased, the amount
of feed consumed decreased. There was a significant increase in the weights of rats of
Group 2 and Group 3 according to Group 1. In Group 3, Endoplasmic reticulum stress
biomarker GRP78, XBP-1 levels; Oxidative stress biomarker MDA level; total
cholesterol, triglyceride, LDL levels were significantly increased (p<0.05 ). In Group 4
given L-carnitine XBP-1, SREB-1c, in group 5 given trans-chalcone MDA, XBP-1,
SREB-1c were significantly reduced (p<0.05).

Conclusion; Our study shows that excessive consumption of HFCS causes weight gain,
hyperlipidemia, oxidative stress and ER stress. L-carnitine and trans-chalcone; weight
gain and reduced the level of XBP-1, SREB-1c.

Keywords; Obesity, Endoplasmic Reticulum Stress, High Fructose Corn Syrup,

Oxidative Stress, L-Carnitine, Trans-Chalcone
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1. GIRIS

Obezite; viicutta asir1 miktara yag birikmesi olarak tanimlanmaktadir. Temel
bilim ve klinik arastirmalar igin ilgi alani olusturan obezite artan 6lum riskiyle
iliskilendirilmektedir. Tip-2 diyabet, dislipidemi, hipertansiyon, kalp hastaligi, bazi
kanser tirleri, safra taslari, gut ve uyku apnesi dahil olmak iizere kronik vakalarin bir
cogu i¢in risk faktoriidiir. Kilo artisiyla beraber trigliserit (TG) diizeyi, total kolesterol
artarken, HDL Kolesterol diizeyi azalir. Kilo verme, hipertansiyon ve diyabet gibi
obezite komplikasyonlarinin azaltilmasinda yardimecir olmaktadir. Obezitede Kilo
kaybini arttirma da en iyi baslangic stratejisi bir insanin yasam tarzini degistirmesine
onculik etmektir. Obezite tedavisinde kullanilan yontemler; tibbi beslenme (diyet)
tedavisi, egzersiz tedavisi, davranis degisikligi tedavisi, cerrahi tedavi, farmakolojik
tedavidir [1].

Endoplazmik retikulum (ER) hiicrelerde salgi proteinlerinin sentezi, katlanma ve
olgunlagma islevlerinin gergeklestigi yerdir ve ¢ogu hiicresel aktiviteler i¢in gereklidir.
Baz1 patolojik stres kosullari, ER homeostazint bozar ve ER liimeninde katlanmamis
veya yanlis katlanmis proteinlerin birikmesine yol acar. Bu homeostazin bozulmasina
ER stresi denir. Hiicreler bu stresle basa ¢ikmak i¢in, katlanmamuis protein cevabi1 (UPR)
olarak adlandirilan sitoplazma ve ¢ekirdegi birbirine baglayan bir sinyal iletim sistemini
harekete gecirir [2-4]. ER stresini tetikleyen kosullar arasinda asir1 beslenme veya besin
yoksunlugu, viral enfeksiyonlar, lipidler, salgi proteinlerin artmis sentezi ve mutant,
yanlig katlanmig proteinlerin ekspresyonu vardir. Organizmada, serbest radikaller ile
antioksidan savunma sistemleri arasinda bir denge vardir ve bu dengenin oksidanlarin
lehine olmasit durumuna, oksidatif stres denir [5, 6]. ER stresi baglantili hastalik
kosullarinda ER stresi kaynakli oksidatif stres bilgisini kullanmaya yonelik girigsimler,
biiyiik dl¢iide emekleme agsamasindadir [7, 8]. Son yapilan arastirmalar ER stresinin ve
oksidatif stresin diyabet, obezite gibi metabolik hastaliklar, kanser, immun yanit ve
norodejeneratif hastaliklarda 6nemli rol oynadigini gostermektedir. Bununla beraber
asir1 kilodan kaynakli bu stres durumlariin ortadan kaldirilmasi ve anlasilmasi igin
halen ¢aligmalar yetersizdir [9].

Trans-salkon yag asiti sentez inhibitorii ve antioksidan olarak bilinen bir

molekdldir. L-karnitin de hem antioksidan ve hem de yag yakici ozelligiyle



bilinmektedir. Bu ¢alismadaki amacimiz; HFCS ile beslenenen si¢anlarda L-karnitinin
ve trans-salkon molekuliiniin ER stresi ve oksidatif stres parametreleri Gizerine etkisini
arastirmak, L-karnitinin ve trans-salkon molekillerinin terap6tik potansiyellerini

kesfetmektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Obezite

Obezite, viicut agirligini diizenleyen sistemde bozukluk olarak tanimlanabilir ve
viicut yaginin asir1 birikimi ile karakterizedir. Glinliik yasaminin yiiksek dulzeyde
fiziksel aktivite gerektirdigi ve siirekli gida teminin olmadigi toplumlarda, fazla
kalorilerin yag olarak depolanmasina Sebep olan genetik yatkinlik yasamsal degere
sahipti. Bununla beraber glnimizde, hareketsiz yasam tarzi, bolluk ve lezzet ¢esitliligi,
sanayilesmis toplumlarda pahali olmayan gidalar, siiphesiz obezitenin yayilmasina
sebep olmustur. Obezite arttik¢a, obezite ile iliskili olan artrit, diyabet, hipertansiyon,
kalp damar hastaliklar1 ve kanser riski de yiikselmis bulunmaktadir. Ozellikle tehlike
arzeden konu, son 20 yilda ¢ocuk ve eriskinlerde obezitenin patlama yaparak 3 kat
artmasidir. Amerika Birlesik Devletleri’'nde (ABD) yasam siiresince asir1 kilolu veya
obez birey olma riski sirasiyla % 50 ve % 25°tir [1]. Yiiksek kalorili, yogun enerjili
besinler tercih edildiginden, Ogilinlerimizden antioksidanlar ve lifli besinlerin

¢ikartilmasi sonucu obezite ve ilgili hastaliklarin zemini olusturulmaktadir [10].

2.1.1. Total Kolesterol, HDL, LDL, VLDL

Kolesterol hayvan dokularmin karakteristik streoid alkoliidiir ve viicutta ¢ok
sayida 6nemli fonksiyona sahiptir. Ornegin kolesterol tiim hiicre membranlarinin
yapisal bir bilesenidir ve membranlarin akigskanligini saglar, ayn1 zamanda safra asitleri,
steroid hormonlart ve D vitamininin Oncil maddesidir. Dolayisiyla tiim hiicrelere
stirekli olarak kolesterol saglanmasi kritik 6nem tasir. Kolesterol oldukga hidrofobik bir
bilesiktir. Plazma kolesteroliiniin ¢ogu esterlesmis durumdadir. Karaciger, bagirsak,
adrenal korteks ve yumurtalik, testis, plesenta gibi iireme dokular1 viicudun kolesterol
havunuza en biiyiikk katkiyr yapsalar da kolesterol viicuttaki tiim dokularda
sentezlenmektedir [1]. Kolesterol viicut sivilarinda lipoproteinler igerisinde taginmaktadir.

Lipoproteinler, hidrofobik i¢ kismi1 ve hidrofilik yiizeyleri ile makro molekiiler
bilesiklerdir. I¢ kism1 TG ve kolesterol esterleri icermektedir. Amfipatik molekiillerden olan
ylizey kismi ise kolesterol, fosfolipidler ve apoproteinlerden olugsmaktadir. Kan plazma
lipoproteinleri ihtiva ettikleri lipidlerin pargaciklarina ve onlarin yogunluklarina gore

siniflandirtlirlar. En fazla TG ve en az protein ihtiva eden lipoprotein en az yogunluga



sahiptir. Ornegin, VLDL (¢ok diisiik dansiteli lipoproteinler) sadece % 9 protein
icerirken LDL (diislik dansiteli lipoproteinler) % 21 protein HDL (yiiksek yogunluklu
lipoprotein) ise % 50'den daha fazla protein icermektedir. VLDL silomikronlara benzer
bir rol iistlenmektedirler, fakat alinan yaglarin transportunun yerine VLDL’ler viicutta
uretilen TG ve kolesterolii paketlemekte ve onlarin viicut hiicrelerine taginmasini
saglamaktadirlar. VLDL’ler hedef dokularina ulastiklarinda igeriklerini salmakta,
proteinlerini degistirmekte ve boylece LDL'ye doniismektedirler. VLDL'de bulunan
trigliserit ve kolesterol hiicrelere aktarildikga VLDL'in yapisi ve yogunlugu degisir,
once IDL (indermediate density lipoprotein), sonra da LDL'ye doniismektedir. Bu
stirecin sonunda arta kalan kolesterolii iceren LDL karaciger tarafindan geri
alinmaktadir. Silokmikronlar ve VLDL’lerde ana yag bileseni trigliseritlerken LDL ve
HDL’lerde ana yag bileseni kolesteroldiir. Ortalama kandaki kolesteroliin dortte ticii
LDL’lerde paketlenmektedir. LDL’ler ve HDL'ler arasindaki farklilik gidecekleri
hedeflerdir. LDL’ler karacigerden viicut hiicrelerine kolesterolii tasimakta iken HDL'ler
ise viicut hiicrelerinden yogun kolesterolii yakalayarak onlar safraya doniistiirmek icin
karacigere tekrar tasimaktadir. Kolesterol atiliminin ana yolu safra olusumu araciligiyla
oldugu i¢cin HDL’ler kandaki sirkiile olan kolesterol seviyesini diisiirmektedirler. Kan
plazmasindaki serbest kolesterol, dokularla plazma arasinda devamli olarak alinip
verilmektedir. Bu sebeple, kan plazmasinin kolesterol diizeyindeki degisiklikler

organizmanin kolesterol durumu hakkinda bir fikir vermektedir [11-13].

2.1.2. Fruktoz ve Metabolizmasi

Meyve ve sebze igeriginde bulunan fruktoz bir monosakkarittir. Glukoz ve
fruktoz’un kimyasal formiilleri ayni oldugu halde kimyasal yapilari farklidir. Bes
karbonlu halkaya sahip olan fruktoz 2.karbonunda keton grubu igerir [14]. Fruktoz bati
diyeti icinde hem meyveler hem de tatlandiricilar icinde dogal olarak bulunan bir
monosakkarittir. Fruktoz ATP olusumuna katkida bulunur. Ayrica viicutta TG ve
kismen de glukoza doniisiir. Fruktoz glukozdan farkl olarak dogrudan yag asitlerine
dontsturalir. Fruktoz metabolizmasi insuline bagimli olmadig: igin ilk zamanlarda
diyabet hastalarina tavsiye edilmistir fakat daha sonralari ¢ok ciddi olumsuz etkileri
ortaya c¢ikinca goriisler tersine donmistir [15]. Disaridan alinan fruktoz tlmdiyle

karacigerde metabolize olur [16]. GLUT-5 aracilig: ile bagirsaklardan absorbe edilen



fruktoz karacigerde fruktozun spesifik enzimi olan fruktokinaz ile fosforile edilerek
fruktoz-1-fosfata doniisiir. Akabinde bu Urin U¢ karbonlu gliseraldehite veya
dihidroksiasetonfosfata doniisiir. Olusan ara iriinlerin bir kismi glukoza ya da laktat ve
TG’e metabolize olur [17]. Uretilen TG karaciger tarafindan ¢ok diisiik dansiteli
lipoprotein (VLDL) olarak paketlenir ve kana verilir (Sekil-1). VLDL kanda bulundugu
siire igeresinde lipoprotein lipaz tarafindan non-esterifiye yag asitlerine ve monaagil
gliserole hidrolize edilir. Yag dokusu bu ara iriinleri alarak yeniden TG sentezler ve
depo eder. Bu metabolik siire¢ nedeni ile yiiksek diizeyde fruktoz tiiketimi kan yag asiti
diizeylerini yiikseltir ve insiilinden bagimsiz yag depolanmasmna neden olarak

sismanliga yol agar [18].
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Sekil-1: Karacigerde fruktozun metabolizmasi [19]

Fruktoz ile beslenme, bir takim mekanizmalarla beslenme oksidatif stresi
arttirabilir. Bunlarin arasinda glukoz artis1 en 6nemlisidir. Glukoz, otoksidasyon, protein

glikasyonu ve glikoksidasyon gibi proseslerle ROS iiretmek igin katabolizmanin



oksidatif olmayan yollarina girer. Ayrica, artmis fruktoz metabolizmasi, hiicrelerin
oksidatif strese duyarliligmi artirabilen ATP tiikkenmesi ile iliskilendirilir. In vitro
calismalarda da, ylksek fruktozun slperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil radikali

Urettigine dair bilgiler rapor edilmistir [20, 21].

2.1.3. Yuksek Fruktozlu Misir Surubu

Fruktoz dogada dogal olarak bulunur. Ayrica yapay olarak tatlandiricilarda ve
yuksek fruktozlu misir surubunda (HFCS) bulunmaktadir. HFCS, genelde muisir
nisastasinin, kimyasal ve enzimatik hidroliz teknikleri kullanilarak sivilagtirma,
parcalama ve izomerizasyon agamalari ile tiretilmektedir [22].

Fruktozun ticari amagl olarak yiyecek ve igeceklerde kullanilmasinin en 6nemli
sebebi, ucuz olmasmin yaninda rolatif tathilik oraninin yiiksek olmasidir. Oyle ki, tiim
dogal karbonhidratlar iginde en tatlis1 fruktozdur [23]. Diyetimizde sukroz ve basit
sekerlerin HFCS ile yer degistirmesinin ticari olarak daha karli oldugu goriilmiistiir.
Gida sektoriinde, kullanimi en fazla artan gida katkist HFCS’dir [24]. Sakkaroz gibi
sekerler, fruktoz kaynagi olan HFCS, yiiksek yagli gidalar, artan porsiyon boyutlari,
asirt kalori alimmin kaynaklari olarak iliskilendirilmektedir [25]. ABD’de HFCS,
alkolsuz iceceklerde ve pek ¢ok diger tatlandirilmis i¢eceklerde kalorik tatlandiricilarin
baglica kaynagidir ve ayrica diger pek ¢ok gidada bulunmaktadir [26]. Plazma TG
dizeyini arttirdigina dair birgok c¢alisma mevcuttur [27]. Son donemde yapilan
epidemiyolojik c¢alismalarda, HFCS tiikketiminin obeziteyi arttirdigi disiiniilmektedir
(Sekil-2). Deneysel hayvan modelleriyle bu goriis desteklenmistir [16, 26].

Fruktoz veya sukroz ile zenginlestirilmis diyetlerin etkileri lizerine ¢ok sayida
hayvan calismalar1 yapilmistir. Bu ¢alismalarda, yiiksek fruktoz/yiiksek sukrozlu
diyetlerin, dislipidemi, insiilin direnci, hipertansiyon, hiperiirisemi, kanser ve kilo artisi
gibi cesitli advers metabolik ve kardiyovaskiiler etkilere yol agtiginit belirtilmistir [28,
29]. Ancak HFCS’nin metabolik etkilerinin net olarak ortaya konulmadigi, HFCS’nin
dogrudan obeziteye sebep olmadigini, genel populasyonda yuksek kalorili besin
tilketimi ve hareketsizligin obezite i¢in asil problem teskil ettigini bildiren yaymlar da

mevcuttur [22].
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Sekil-2: Yiiksek fruktoz musir surubu tiiketimi ve obezitenin yayginlhigi arasindaki

zamansal iliski [30]

2.2. Endoplazmik Retikulum

ER, kalsiyum depolamasi, protein sentezi ve lipid metabolizmas1 gibi hiicrede
birgok role hizmet eden genis, dinamik bir yapidir [31]. ER, ribozom icermeyen diiz
endoplazmik retikulum (DER) ve ribozomla kapli graniilli endoplazmik retikulum
(GER) hiicre igindeki membrandz tubiillerden olusan bir agdir (Sekil-3). DER
triagilgliserol ve fosfolipitlerin sentezi igin enzimler igerir. Ayrica DER etanol gibi ilag
ve toksik kimyasallar ve steroid hormonlar gibi hidrofobik molekillerin sentezini
saglayan sitokrom p450 enzimleri de igerir. Glikojen, DER zengin karaciger
hiicrelerinin bu kisimlarinda depolanir. GER belirli proteinlerin senteziyle iliskilidir.
GER’un membranlarina yapisik ribozomlar ona granillii goriinim verir. Bu
ribozomlarda iiretilen proteinler GER’un liimenine girer, bu olay sireci akabinde
proteinler bir diger membran sistemi olan vezikiillerden olusan golgi kompleksine
gitmekte ve daha sonra ya hiicreden salinirlar ya da lizozomlar gibi membranla cevrili
organel icinde tutulurlar ve plazma membranma gomiiliirler. N-bagl glikozilasyon ve
lipit temelli ¢engellerin (glikozil fosfatidil inozitol gibi) ve disiilfit bag tesekkiilii
baslangic1 gibi bu proteinlerin postranslasyonel modifikasyonlar1 GER’de meydana
gelir. Buna karsin, niikleus tarafindan kodlanan sitoplazma, peroksizomlar ve
mitokondrilerde bulunan proteinler sitozoldeki serbest ribozomlarda sentezlenirler ve

bazen oligosakkarit eklentiler ile modifiye edilirler [32].
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Sekil-3: Diiz ve granillu ER yapis1 [33]

2.2.1. Endoplazmik Retikulum Stresi

ER, Okaryotik hiicrelerde sentezlenen tim proteinlerin neredeyse ugte birinin
sentezinden sorumludur. Ayrica proteinlerin oksidatif katlanmalari, hiicre zar1, organel
zarlar1 ve diger hiicre bolimlerine gonderilmek tizere proteinlerin translasyon sonrasi
degisimi ER da gerceklesir. Kalsiyum ve redoks hemostazinda bozulma, ksenobiyotik
aldehitlerin artmis diizeyleri, salgi proteinlerinin sentezindeki artig, hatali katlanmig
proteinlerin birikimi, glukoz yoksunlugu, artmis glukozilasyon, gibi bircok stres faktori
hatali veya katlanmasini tamamlayamamig proteinlerin ER liimeninde birikmesine
neden olur. Bu durum hiicreler i¢in ciddi tehdit olusturur. Artmis hatali proteinler ER’de
sinyal yolaklarim1 uyararak bir¢ok diger sinyal proteinlerinin transkripsiyonel veya
translasyonel aktivasyonlarina neden olurlar. ER’de homeostazisinin bozulmasi
durumunda ortaya cikan hiicresel cevap; ER stresi olarak tanimlanir. ER’daki bu
degisimi tekrar eski haline getirebilmek veya denge haline getirebilmenin yolu
katlanamamis veya hatali katlanmis proteinlere kars1 cevap olusturmaktir [34-36].

UPR bu stresle basa c¢ikmak icin, ER liimeni ile ER arasindaki baglantiy1

saglayan sitoplazma ve niikleus iliskili bir sinyal iletim sistemini aktive eder [9].



2.2.1.1. Katlanmams Protein Cevabi

ER’de katlanmamig veya hatali katlanmis proteinlerin birikmesi sonucunda
tetiklenen slrece bir cevaptir. Katlanmamis Protein Cevabi (Unfolded Protein
Response-UPR) aktivasyonunu tetikleyen faktorler asagidaki gibidir:

* Normal ER islevini yeniden kurmak ve degisen cevreye adaptasyonu
saglamak,

* ER liimenine gelecek yeni proteinlerin miktarini azaltmak,

* ER’de proteinlerin katlanma kapasitesini arttirmak,

* ER’de bulunan katlanmamis veya hatali katlanmigs proteinlerin degredasyonunu

ve tekrar sitoplazmaya doniisiinii saglamak [34, 36, 37].

ER liimeninde protein katlanma kosullarini1 algilayan ve bilgiyi ileten {i¢ sinyal
aktarici protein ailesi (ATF6, PERK ve IRE1) mevcuttur [38]. UPR’nin aktivasyonu Gift
zincirli RNA ile aktive edilen protein kinaz benzeri ER kinaz (PERK), Aktif
transkiripsiyon faktor 6 (ATF6) ve inozitole ihtiyag duyan protein (IRE1) olarak
adlandirilan 3 farkli ER stresi sensorii tarafindan diizenlenmektedir. Bu mediyatorler
integral proteinlerdir, yanlis katlanan proteinlerin birikmesiyle olusan ER stresine
hassas ER lumeninde bir domaine ve downstream sinyal efektorlerini aktive eden
sitozolik bir domaine sahiptirtirler [39, 40]. Bu 3 sinyal yolagi genel olarak; protein
katlanma, islenme ve degredasyonu, redoks homeostazi, otofaji, stres yanitlari, lipid ve
aminoasit biyosentezi, vezikuler trafik, hicre biyimesi ve sagkalim, mitokondriyal
fonksiyon ve apoptozisin dahil oldugu hedef genlerin transkripsiyonunu uyararak
hiicresel yanit olusturur [41].

Iyi calisan ve stressiz bir ER ’de, bu {i¢ transmembran proteinleri 1s1-sok protein
(HSP) ailesinden BIP (Binding immunoglobulin protein) adi verilen bir saperona bagl
iken inaktiftirler. BIP, en bol bulunan ER saperonudur [42]. Ayrica GRP-78 (Glucose-
regulated protein 78-kDa) olarak da bilinir; BIP veya GRP-78 yeni sentezlenen
proteinlere gegici, yanlis katlanmis veya glukozilasyon altindaki proteinlere ise devamli
olarak baglanir. ER yanlis katlanmis proteinlerin asir1 birikmesiyle, BIP/GRP-78 bu (¢
reseptorun (ATF6, PERK ve IRE1) aktivasyonuna yol agarak ayrilir (Sekil-4) ve yanlis
katlanmis proteinlerin hidrofobik bolgelerine tercihli olarak baglanir [43, 44]. GRP-
78’den bu ayrilma ER stresi doniistiiriictilerinin aktiflesmesine ve daha sonraki sinyal

kaskatlarinin  baglatilmasina yol agar. Bundan dolayt GRP-78, ER stresinin
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baglamasinda anahtar diizenleyici oldugu i¢in bir ‘ER stresi biyobelirteci’ olarak gorultr
[45, 46].
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Sekil-4: ER liimeninde katlanmamis proteinlere cevap yolaklar1 [41]

2.2.1.2. X-box Binding Proteini 1

Insanlarda XBP-1 geni tarafindan kodlanan bir proteindir. IRE1 aktivasyonu ile
unconventional splicing of X-box binding protein (UXBP-1) formundan hizli sekilde
transkripsiyon faktori splicing of X-box binding protein (sXBP-1) formuna doniistir
[47, 48]. IRE1 oncil XBP-1 mRNA iki yerinden keserek intronlar1 uzaklastirir, geriye
kalan 5” ve 3> mRNA pargalari birlestirilerek alternatif form sXBP-1 mRNA meydana
getirilir [49]. Yeni olusan sXBP-1 transkripsiyon aktivatorudir (Sekil-5) ve UPR’de
gorev alan hedef genlerin transkripsiyonlarii aktiflestirerek ER de protein katlanma
kapasitesini arttirir [47, 50].

ER stresi durumunda uXBP-1 durumdan hizli sekilde transkripsiyon faktori
sXBP-1 doniisiimii  Sekil-6’da gosterilmektedir. Bu durum gen transkripsiyon

faktorlerini indiikleyerek lipit biyosentezinin artirmasina isaret etmektedir [35] Sonug
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olarak; XBP-1, memelilerin katlanmamis protein yanitinin veya ER stresi tepkisinin
anahtar dizenleyicisidir [35]
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Sekil-5: GRP-78’in tetiklemesiyle hedef genleri aktiflestiren XBP-1 [51]

2.3. ER Stresi ve Lipid Metabolizmasi

ER, lipid metabolizmasmin en 6nemli yeri olup, lipit ile ilgili bircok enzim
metabolizma ER’de bulunur. UPR baslangigta ER’de protein homeostazini korumak
igin tanimlanmis olmasina ragmen, bir dizi ¢alisma UPR’nin metabolik ve lipid
homeostazi korumada onemli rol oynadigini diisiindiirmektedir. ER stresi ve lipid
metabolizmasi1 6nemli role sahiptir. ER stresi ve lipid metabolizmasi arasindaki iligki iki
yonlidir. ER stresi yollarinin aktivasyonu lipogeneze ve lipid homeostazinda
degisikliklere neden olabilirken, lipitler ve anormal lipit metabolizmas1 da ER stresine
neden olabilir [52]. Bu ylzden lipid sentezi yolaklari ile ER stresi arasinda onemli
baglant1 vardir [53]. Kolesterol ve diger lipidlerin biyosentezini diizenleyen sterol-yanit
element baglama proteinleri olan SREBP-1c ve SREBP-2'yi parcalayip aktive ettiginden

ER stresi ve lipid metabolizmasi arasinda boyle bir iliski kurulmaktadir [54].
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Sekil-6. ER stresi durumunda XBP-1 [35]

2.3.1. SREBP Aktivasyonunun Dizenlenmesi

Sterol Regulatory Element Binding Proteins (SREBP's), kolestrol, yag asitleri,
trigliseridler ve fosfolipidlerin sentezi ve alimi i¢in ayrilmis 30’dan fazla genin yani
sira, lipid sentezi icin zorunlu bir faktor olan NADPH"1In Uretilmesinde rol oynayan
genlerin ifadesini de arttirir [55-59].

Kolesterol steroid hormonlarinin nciisii olmasinin yani sira hiicre membraninin
diizgiin isleyisi i¢in gereklidir [60]. Membranlar i¢indeki dagilimi bir¢ok biyolojik
fonksiyon igin gerekse de asir1 kolesterol toksik olabilir [61]. Eksojen kaynaklardan
kolesterolu elde etmeye ek olarak, hicreler kolesteroli endojen olarak sentezleme
kapasitesine sahiptir. Kolestrolin biyosentetik yolu, SREBP’ler tarafindan diizenlenen
birgok enzimden olusur. Bu durumda gen ekspresyonu sterol bagimli olarak diizenlenir.
SREBP ER membraninda integral bir proteindir ve ikinci bir ER membran proteini olan
SCAP (SREBP boéliinme aktive edici protein) ile iliskilidir. Hiicredeki sterol diizeyleri
diisiik oldugunda, SREBP-SCAP kompleksi ER’den golgi cisimcigine gonderilir.
Golgide iki proteaz SREBP’ye etki eder ve bir transkripsiyon faktoru gibi fonksiyon
goren, SRE’ye baglanan ve niikleusa giren soluble bir par¢a olusur. Boylece, HMG-
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KoA rediiktaz sentezinde artma meydana gelir. Eger sterol diizeyi ¢ok yiiksekse,
steroller SCAP’in diger sterole duyarli bolgesine baglanir ve SCAP’m diger ER
membran proteinlerine (instlinle induklenen gen proteinleri) baglanmasini uyarirlar
(Sekil-7). Bu, ER’da SCAP-SRABP kompleksinin birikimine, bdylece SREBP
aktivasyonunun Onlenmesine ve sonug olarak kolesterol sentezinin azalmasi yoniinde
dizenlenmesine neden olur [32, 62]. SREBP’ler kolestrol ve yag asidi sentezinin
diizenlenmesinin yani sira, doymamis yag asidi sentezi enzimlerini kodlayan genlerin

transkripsiyonunu da diizenler [63, 64].
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Sekil-7: Memelilerde SREBP yollar1 [65]

Memeli hicreleri ¢ SREBP izoformu eksprese eder: SREBP-la, SREBP-1c ve
SREBP-2. SREBP-1a, SREBP’ye cevap veren tiim genlerin, kolesterol, yag asitleri ve
trigliseridlerin sentezine aracilik eden giiclii bir aktivatordir. SREBP-1a hem kolesterol
hem yag asidi sentezini etkinlestirirken; SREBP-1¢ yag asidi, SREBP-2 kolesterol
sentezi icin spesifiktir [58]. SREBP-2’ye yanit veren genler; kolestrol biyosentez
yolundaki, HMG-KoA sentaz, HMG-KoA redilktaz, farnesil difosfat sentaz ve skualen
sentaz gibi enzimleri kodlayan genlerdir. SREBP-1c’ye yanit veren genler ise , ATP

sitrat liyaz, asetil-KoA karboksilaz ve yag asit sentazi olanlari igerir. Ayrica SREBP-1c
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ve SREBP-2, lipit biyosentez yolaklarinda ¢ok asamali olarak tiiketilen NADPH
uretmek icin gerekli ¢ geni de aktive eder [58, 66].

2.3.2. ER Stresi ve Yag Asidi Sentaz

FAS, hiicrelerdeki 16 karbonlu palmitat sentezinde katalize eden cok islevli bir
enzimdir. FAS, Asetil-koenzim A (Asetil-KoA) ve malonil-KoA'dan uzun zincirli yag
asitlerinin rediktif sentezini katalize eder [67, 68].

Fazla kalori iceren bir diyetin (6zellikle yiksek kalorili, ylksek karbonhidrat
diyetleri) uzun sureli tiketimi Asetil-KoA karboksilaz sentezinde artisa neden olur.
Normal dokuda FAS ekspresyon seviyeleri nispeten diisiiktiir, ¢iinkii yag asidi
genellikle diyet yag asitleri tarafindan saglanmaktadir [69]. Palmitat ve stearat gibi
doymus yag asitleri, cesitli hiicre tiplerinde ER stresinin indiikleyicileridir [70]. Son
yillarda yapilan ¢alismalarda FAS inhibitidrleri ile ¢alismalar mevcuttur. Ornegin FAS
inhibitorleri ile muamele edilen farelerde istah azalmasi ve 6nemli derecede kilo kayb1
goriilmiistiir. Dolayisiyla FAS, beslenme diizenlemesinde 6nemli bir baglantiyr temsil
eden, terap6tik bir hedef olarak diistiniilmektedir [71]. Literatirde FAS inhibitorlerine
asagidaki gibi molekdller 6rnek verilebilir:

- Orlistat, obezite tedavisinde kullanilan pankreatik lipazin inhibitoriidiir.

Trigliseritlerin sindirimine engel olarak viicuda besinsel yag alimini durdurur
[72].

- Cefalosporium mantarlarindan izole edilen cerulenin, FAS’a yarismali ve

geri doniisimsiiz sekilde baglanan umut verici bir FAS inhibitoriidiir.

- C75, cerulenin sentetik tiirevi, daha kararl bir bilesiktir.

- C93, cerulenin sentetik tirevi olup, C75 benzeri bir inhibitordr. [73]

2.3.2.1. Dogal FAS inhibitorleri

Bunlarin disinda dogal FAS inhibitorleri oldugu diisiiniilen, Resveratrol (3,5,4'-
trihydroxystilbene), Epicatechin gallate (ECG), Luteolin, Quercetin, Amentoflavone,

Curcumin Cacalol, Diosgenin gibi etken maddeleri 6rnek verilebilir [73].
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2.4. ER Stresi, Oksidatif Stres ve Reaktif Oksijen Turleri

Oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki oksidanlar lehine bir denge kaymasi
oksidatif stres olarak adlandirilir (Sekil-8). Oksidatif stresin sinyal yolaklar1 tizerindeki
genel etkisini gosteren ¢ok sayida arasgtirma bulunmaktadir. Sinyal molekiillerinin en
onemlisi Reaktif oksijen tdrleridir (ROS). Artan kanitlar, ROS iiretimi ile protein
oksidasyonu ve protein katlanmasi, gibi hiicresel olaylar arasinda dogrudan baglanti
oldugunu gostermistir [74, 75]. Oksidatif stres ve ROS iiretimi, ER stresinin ayrilmaz
bilesenleri olup, sadece ER stres indiiksiyonunun sonuglart degildir. UPR indiiksiyonu
sirasinda ROS {iretiminin ana enzimatik bilesenleri protein disiilfid izomeraz, ER
oksidorediiksin ve NADPH oksidaz kompleksleridir. Ayrica mitokondriyal elektron

tasima enzimleri ROS iretirler [76].
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Sekil-8: Serbest radikaller ve antioksidanlar arasindaki denge [77]

2.4.1. Reaktif Oksijen Turleri

Hiicreler sinyal vermek ve normal islev i¢in bazal diizeyde ROS'a sahiptir. Fakat
1sinlama ve c¢evre kirleticileri gibi zehirli ajanlara maruz kalindik¢a veya enzimatik
reaksiyonlar sirasinda (mitokondriyal solunum zincir reaksiyonlari, arasidonik asit yolu,
sitokrom p450 ailesi ve glukoz oksidaz, aminoasit oksidaz, ksantin oksidaz,
NADP/NADPH oksidaz veya NO sentezleri gibi) ROS duzeyleri artar [78, 79].
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Mitokondriyal i¢ membran potansiyeli, membrana sizdirmaz superoksit anyonu
iireten elektron tasima zincirinin oranmi tanimlar. Uretilen stiperoksit, mitokondriyal
dismutaz ile hidrojen peroksit (H202) haline donistirilir ve mitokondriden
sitoplazmaya dagilir. H.O2, demir varliginda Fenton reaksiyonu yoluyla yiiksek reaktif
hidroksil radikalini (OH") olusturur [80]. Dahasi superoksit anyon radikali (O2-%),
peroksinitrit (ONOO"), hipokloréz asit (HOCI) ve singlet oksijen (102) gibi diger toksik
metabolitleri Uretir [81].

ROS hiicrelerin protein, karbonhidrat, lipid, DNA gibi 6nemli yapilara etki
ederler (Sekil-9) [82].
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Sekil-9: ROS’un ER, DNA, mitokondri, protein ve lipitlere etkisinin gosterimi

[83]

Reaktif oksijen tdrlerinden en c¢ok etkilenen yapilar lipitlerdir. Hdcre
membranlar1 ¢oklu doymamis yag asitlerinden ve kolesterolden zengin olduklari igin
kolaylikla oksidan radikallerden etkilenirler. Lipit peroksidasyonu; doymamus lipitlerin
bulundugu yerlerde, molekiiler oksijenin de katildig1 reaksiyonlarla gerceklesen ve lipit
hidroperoksitlerinin olustugu kompleks bir islemdir. Lipit peroksidasyonu otokatalitik
ve geri doniislimsiiz bir reaksiyon oldugundan oldukga zararlidir [84].

Lipit peroksidasyonunun aldehit yapidaki tirtinleri, sisteinin siilfidril gruplari ile

veya lizin ve histidinler ile kovalent baglar olusturarak proteinlerde fragmentasyon ve



17

capraz baglanmalara yol acar. Bu olaylar proteinlerin yapi ve fonksiyonlarinin
bozulmasiyla sonuglanir.

Proteinler radikallerin etkilerine, lipitlere gore daha az duyarhdir. Protein
oksidasyonu, peptit baglarinin veya aminoasit yan zincirlerinin ROS veya oksidatif stres
trinleri ile kovalent modifikasyonu sonucu olusur. Ozellikle doymamus bag ve siilfiir
iceren molekiillerin serbest radikallerle etkilesimi fazladir [85]. Bazal fizyolojik
kosullar altinda enzimatik (6rn. SOD, GSH-Px, CAT ve tioredoksin redilktaz) ve
enzimatik olmayan (6rn. vitaminler) antioksidan sistemleri, ROS birikimini énler [80,
81]. Ayrica, redoks homeostazi, NAD*/NADH, NADP*/NADPH ve GSSG/GSH gibi
birkag redoks sistemi ile diizenlenir [80].

2.4.1.1. Malondialdehit

Hiicre zarlarinda lipit peroksidasyonu sonucu zar transport sistemi bozulmakta,
hiicre i¢i ve dis1 iyon dengeleri degismektedir. Hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu artmasi
sonucu proteazlar aktive olmaktadir. Bu olaylar hiicre hasarinda etkin bir rol oynamaktadir.
Lipit peroksidasyonun son {iriinii olan aldehitlerin de sitotoksik etkileri vardir. MDA lipid
peroksidasyonunun {iriiniidiir. Mutajenik, genotoksik ve karsinojenik bir bilesiktir.
MDA ‘nin proteinlerin amino gruplarina, fosfolipidlere veya niikleik asitlere baglanmasi

sonucu toksik etkileri olusmaktadir. MDA oksidatif stresin bir belirtecidir [5, 86].

2.4.1.2. Protein Karbonil

Protein karbonil (PC) tiirevleri oksidatif protein hasarinin belirlenmesinde en
cok kullanilan belirteclerden biridir. Glutatyon disiilfit, MDA gibi diger oksidatif stres
belirtegleri ile karsilastirildiklarinda PC tlirevleri daha uzun siire dolasimda stabil halde
bulunur. Glutamil kalntilarinin oksidasyonu, proteinlerin a-amidasyon metabolik
yoluyla bélunmesi veya lizin, arjinin, prolin ve treonin aminoasitlerinin direkt
oksidasyonu sonucu PC tiirevleri olusur. Ayn1 zamanda proteinlerin lizin bakiyelerinin
lipid peroksidasyon metabolitleri (4-hidroksi-2-onenal, MDA), indirgen karbohidratlar
ya da bunlarin oksidasyon iirlinleri veya diger reaktif karbonil turevleri (ketoaminler,
ketoaldehitler, deoksiozon tlrevleri) ile enzimatik olmayan reaksiyonu sonucu da PC

tiirevleri olusur [87].
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2.4.2. Oksidatif Protein Katlanmasi ve ER

Proteinlerin diizgiin katlanmasi ve disiilfit baglarinin olusumu ER'de gergeklesir.
ER'nin limeni icindeki redoks durumu, protein katlanma ve disilfit olusumunu etkiler.
Sitozoliin aksine ER'nin limeni, GSSG/GSH oraninin artisiyla okside olma durumuna
acik hale gelir. GSH, sitozolde sentezlenen bir tripeptittir (L-y glutamil-L-sisteinil-
glisin). Glutatyon redilktaz ile katalize edilen sitozolik NADPH'ye bagli reaksiyon ile
indirgenmis bir durumda GSH bulunur [88]. GSH o6nemli bir tiyol-disilfid redoks
tamponu gorevi gorur. GSH/GSSG orami bir hiicresel redoks hal indeksi olarak
tanimlanir. Sitoplazmada GSH/GSSG oran1 >50:1 iken ER limeninde 1:1 ila 3:1°dir
[89].

ER liimenindeki oksitleyici ortamin disiilfit bag olusumunu kolaylastirdig1 iyi
bilinmektedir. ER'nin daha biiyiikk oksitleyici ortami, ER’de mevcut protein disiilfit
izomeraz araciligiyla ER liimeninde katlanmayan proteinlerin toplanmasini veya
birikmesini Onler [90]. Yukarida belirtildigi tizere, oksidatif katlanma islemi ER

fizyolojisinde énemli bir katlanma mekanizmasidir.

2.4.3. ER Stresi Durumunda ROS Uretimi

ER limenindeki katlanmamis proteinlerin oksidatif stresi etkinlestirdigi konusu
halen tartismalidir. Disulfit bagi olusumu sirasinda ROS {iretimi i¢in iki mekanizma
Onerilmistir. Birincisi, ROS, protein tiyoliinden molekuler oksijene elektronlarin (ER
oksidoreduktaz-1 (ERO-1) ve protein distlfit izomeraz (PDI) yoluyla aktarimi sirasinda
bir yan iiriin olarak olusturulur. Ikincisi, protein katlanmasi sirasinda tiiketilen GSH
miktarina bagli olarak tretilen ROS’tur [76, 91]. GSH'yi kullandiktan sonra tiyoller
onartlir ve boylece ERO-1/PDI ile etkilesime girip yeniden oksitlenmeleri saglanir. Bu
adimlar, disiilfit bag kirllmasini ve olusumunu tekrar eden donguler Ureterek ve her bir
dongl bir yan Uriin daha fazla ROS Uretecektir [74]. Bu ylzden, birden fazla disulfit
bag1 olan proteinler, daha yiiksek diizeylerde oksidatif stres liretmeye yatkindir. Bagka
bir mekanizma ise, ROS'un disilfit baglarinin olusumundan bagimsiz olarak agilmis

proteinler tarafindan tiretilmesidir.
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Katlanmamis proteinlerin ER'de birikmesi, Ca?"’y1 sitozole sizdirmakta ve
mitokondrinin ROS iiretimini arttirmaktadir. ER proteini oksidasyonu ve mitokondriyal

oksidatif fosforilasyon, ER stresinde iyi tanimlanmis ROS kaynaklaridir [78].

2.4.4. ER Stresi Durumunda Mitokondriden Uretilen ROS

Mitokondriyal oksidatif fosforilasyon ve elektron tasima sistemi aktif olarak
mitokondriyal ROS olusumuna katilir. ER stresi ile ROS (retimi arasinda bir
korelasyon oldugu distintilmektedir [92]. ER stresi aninda mitokondri, olumcul
seviyelerde ROS iiretimine 6nemli katkida bulunur. Mitokondriyal ROS birikiminin
onlenmesi hicre 6limund tamamen engeller, ancak ER stresi yanitin1 engellemez. ER,
ER stresinden dolay1 ROS olusumunu baslatsa da, ROS, mitokondriyal elektron transfer
sistemini daha sonra etkiler ve ozellikle siddetli/siirekli ER stresinde mitokondriyal
ROS'un artmasina neden olur. GSH’nin tukenmesi (ER stres sirasinda distilfit bagi
azalmasi yoluyla), ROS’un mitokondri tarafindan iiretilmesini saglar ve bdylece hiicre
oliimiine katkida bulunur [93]. Mitokondri kaynakli ROS, elektron transfer sisteminden
sizan elektronlardan turetilebilir. Mitokondriyal ROS, ER stresi tepkisini arttirir. Artan
ER stresinin tirettigi ROS’ta mitokondrinin diizglin ¢alismasini engeller [94]. Kisacasi,
ER stresinin protein katlanma veya yanlis katlanma sebebiyle ER lumeninde oksidatif
stres baglattigi ve mitokondri kaynakli ROS GSH duzeylerinin tlikenmesine yol actigi
(GSH’nin asir1 kullanilmasi nedeniyle) fikri mevcuttur. Ayrica, ER stresi sinyalleri ile
baslatilan ER liimenindeki bir oksidatif stres patlamasi; ya sitozolik Ca’*'y1 arttirarak,
ATP'yi tiiketerek, ya da mitokondrinin igindeki oksidatif fosforilasyonu tetikleyerek,
esik seviyelerinin tstiinde ROS iiretimini en {ist diizeye ¢ikararak, mitokondriyi ciddi
etkiler [92].

2.4.5. ER Stresi Durumunda Ca*2ile ROS Uretimi

Hucreler, proteinlerin oksidasyonu durumunda bolgesel degisikliklere karsi
sofistike bir hiicre i¢i sinyal mekanizmasi gelistirmislerdir. Hucre igi indirgeyici
oldugundan artan oksidatif stres durumu bu mekanizmayi harekete gecirir [92]. Artan
ROS diizeylerine bagl oksidatif stres, hiicre disi ortamdan membrana bagli kanallar

yoluyla veya ER/Sarkoplazmik Retikulumdan’dan ER/SR lokalize kanallar yoluyla
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sitoplazmaya Ca?* akisina neden olur. Sitoplazmada artan Ca®* konsantrasyonu, Ca?*’un
cekirdege ve mitokondriye akisimi tesvik eder [80]. ER’den salman Ca?" yakininda
bulunan mitokondride birikmeye yol acar. Mitokondri de artan Ca?* mitokondriyal
metabolizmay1 uyarir ve akabinde ROS iiretimi artar. Mitokondride ki yluksek ROS
seviyesi, oksidatif stresin ER'den Ca? * salinmasinin olasiligin1 arttirdigi bir dizi olay
baslatir [95] (Sekil-10).
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Sekil-10: ER stresi durumunda Ca*2 ve ROS [95]

2.5. ER Stresi ve Obezite

ER stresinin norodejeneratif bozukluklar, inme, bipolar bozukluk, kalp hastaligi,
kanser, diyabet ve kas dejenerasyonu gibi genis bir hastalik yelpazesi ile iliskili oldugu
bilinmektedir.

Son on yilda, obezitenin, hiicresel stres sinyali ve inflamasyon yollarinin
aktivasyonu ile iligkili oldugu gosterilmistir [8, 9, 96, 97]. Obezitede inflamatuvar
yolaklarin aktive olmasi ve inflamasyonun gelisimiyle ilgili olarak ER stresinin rolil
oldugu gosterilmistir [9]. ER bilindigi gibi salg1 ve transmembran proteinlerin, tersiyer
yapisini kazanarak katlandigi ve bu proteinlerin hedef bolgelerine gonderildigi bir
organeldir. Metabolizmanin artisi sonucunda ER yiikiiniin artis1 katlanmamig protein

yanit1 olarak adlandirilan bir reaksiyona neden olmaktadir.
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Obezite mekanik stres, asirt lipid birikimi, hiicre ig¢i enerji akislarindaki
anormallikler ve dokuda genisleme ve yapi bozukluguna neden olmasi sebebiyle ER
stresi ile iligskilendirilir. Bu bilgiler 1s1ginda obezite periferik dokularda ER stresin

kronik bir uyaricisidir [9, 98].

2.6. Antioksidanlar

Serbest radikallerin neden oldugu oksidasyonlar1 Onleyen, serbest radikalleri
yakalama ve stabilize etme yetenegine sahip maddelere “antioksidan” adi verilir [99].
Antioksidanlar peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek veya ROS’u toplayarak
lipit peroksidasyonunu inhibe ederler. Antioksidanlar endojen kaynakli ve eksojen
kaynakli olmak iizere iki gruba ayrilir. Endojen kaynakli antioksidanlar enzimatik olan
ve enzimatik olmayan antioksidanlar olarak simiflandirilir. Enzimatik antioksidanlar
stperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve katalaz (CAT) gibi
enzimlerdir. Enzimatik olmayan antioksidanlar ise GSH, tokoferol, 3 karoten, askorbik

asit, Urat, sistein, seruloplazmin, transferrin ve albimindir [75].

2.6.1. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

2.6.1.1. Glutatyon

Enzimatik olmayan maddelerden en 6nemlisi GSH’tir. GSH, i¢ ve dis kaynakli
toksik kimyasallara karsi hiicresel savunma sisteminde 6nemli bir rol oynamaktadir.
Ayrica GSH, GSH-Px gibi cesitli enzimler igin bir koenzimdir. Bir hiicrede, okside
GSH miktarinin artmis olmasi, oksidasyonun muhtemel bir indeksi olarak kabul
edilmektedir [100]. Karaciger, GSH sentezinin yapildigi baslica organdir. GSH,
karaciger hiicrelerinin sitoplazmasinda sentez edilir. Buradan dolasim/tasima sistemi ile
diger organ ve dokulara dagilir. Karacigerdeki yiuksek GSH seviyesi, hicrelerin
sigortas1 gorevi yapar. GSH seviyesinin az olmasi hiicrelerin serbest radikal hasarina
kars1t hassasiyetini arttirmaktadir [101]. GSH’in hiicre igi seviyesinin herhangi bir
sekilde azalmasi, lipid peroksidasyonuna veya diger hiicresel hasarlara da yol
acabilmektedir. GSH, ROS ile direkt reaksiyona girerek onlar1 detoksifiye eder. GSH,
DNA ve protein sentezi, enzim aktivitesinin duzenlenmesi gibi diger hiicresel islevlerde

de koruyucu rol alir. ROS ve ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu ile GSH, GSSG’ye
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donlsur. GSSG ise tekrar glutatyon rediiktaz (GR) ile NADPH varliginda GSH’a
rejenere edilir [102].

2.6.2. Enzimatik Antioksidanlar

2.6.2.1. Superoksit Dismutaz

SOD, oksijeni metabolize eden tim hicrelerde bulunur. Siperoksidin H20>
dismutasyonunu katalizleyen bir metalloenzimdir. SOD stperoksit serbest radikalinin
H20- ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizleyen antioksidan enzimdir (Sekil-11).
Insanlarda bulunan ii¢ tip SOD vardir: sitozolik Cu-Zn-SOD, mitokondriyal Mn-SOD
ve hiicre disi-SOD’tur [103].

2.6.2.2. Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) sitozolde bulunur, 4 selenyum (Se) atomu igerir,
tetramerik yapidadir. Glutatyon peroksidaz, hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu
enzimdir (Sekil-11). GSH-Px’1n fagositik hiicrelerde de 6nemli fonksiyonlar1 vardir. Diger
antioksidanlarla birlikte GSH-Px, solunum patlamasi sirasinda serbest radikal

peroksidasyonu sonucu fagositik hicrelerin zarar gérmesini énler [104].

2.6.2.3. Katalaz

Katalaz (CAT) 60 kDa agirliginda 4 tane ayni yapida (tetramerik yapida) hem
grubu bulunan bir hemoproteindir. CAT’1n g6revi H2O2’i oksijen ve suya par¢alamaktir
(Sekil-11) [105]. Peroksidaz aktivitesine sahip olusuna ek olarak, katalaz enzimi bir
molekiil hidrojen peroksidi elektron verici bir substrat olarak, digerini ise oksidan veya
elektron alicis1 olarak kullanabilir. CAT hicrenin oksidatif hasara karsi korunmasinda

¢ok 6nemli bir enzimdir [106].
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Sekil-11: SOD, CAT ve GSH-Px reaksiyon mekanizmalari [107]

2.6.3. L-karnitin

L-karnitin butin memeli tirlerinde endojen olarak bulunan ve yag asitlerinin
mitokondriyal oksidasyonunda yasamsal bir kofaktor gorevi yapan dogal bir bilesik
olup, viicudun fazla yag kiitlesinden kurtulup kilo kaybinin yag dokusundan verilmesini
saglar. Bunun yaninda kaslar1 giiclendirici, sperm hareketliligini arttirici 6zellikleri ve
bagisiklik sistemi, ylksek tansiyon, diyabet gibi hastaliklarin tedavisinde yardimci
olarak kullanilmasi ile ilgili birgok ¢alisma mevcuttur [108, 109].

Uzun zincirli yag asitleri (LCFA) hiicreye alindiktan sonra uzun zincirli yag agil
KoA sentetaz (tiyokinaz) tarafindan sitozolde KoA tiirevlerine donistiriliir. B
oksidasyonu mitokondri matriksinde gergeklestigi i¢in yag asidine gecgirgen, KoA’ya
gecirgen olmayan i¢ membrana taginmalidir. Bu nedenle 6zellesmis bir tasiyict agil
grublarini sitozolden mitokondri matriksine tasir (Sekil 12). Bu tasiyict karnitindir ve
hiz sinirlayici olan bu tasima islemi karnitin mekigi (carnitine shuttle) olarak bilinir.
Karnitin iskelet ve kalp kasinda olmayan, ancak karaciger ve bobrekte bulunan bir
enzimatik yolla lizin ve metiyonin aminoasitlerinden sentezlenebilir. Bu dokularin
karnitin ihtiyac1 tamamen karnitinin endojen sentezine veya diyetle alinan karnitin
alimima ve dagilimina baghdir [110, 111]. L-karnitin, oksidatif stresi onler. Hiicresel
solunumu ve oksidatif hasara karsi savunmada yer alan enzimlerin aktivitesini diizenler
[112]. L-karnitin antioksidan sistemin énemli enzimlerinden olan GSH-Px, SOD, CAT

gibi enzimleri peroksidatif hasara kars1 korur [113, 114].
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Sekil-12: Yag asidi beta oksidasyonu, ROS ve L-karnitin iligkisi [115]

L-karnitinin  kullanildigs  alanlar su sekilde siralanabilir; yaslanmayi
geciktirmede, hafizanin gliclendirilmesinde, kalp krizi ve diger kalp hastaliklarinin
onlenmesinde damar hastaliklar1 tedavisinde, kronik bobrek yetmezligi tedavisinde,
alzheimer hastaliginin 6nlenmesinde, AIDS hastalig1 tedavisinde, sperm olgunlugu ve
ruhsal hastaliklar ve depresyon tedavisinde, dengeli beslenme, diyet, obezite
calismalarinda ve seker hastaligi tedavisinde, hiperlipidemi tedavisinde kullanilir.

Karnitin, organizmaya gugclu toksik etkileri olan, endojen veya eksojen organik
asitlerin konjugasyonunda da gérev yapmaktadir. Obezite, glukoz oksidasyonuna (ATP
tiretimi i¢in) bagimlilik ve yag asidi oksidasyonundaki azalmada dahil olmak uzere,
hiicresel metabolizma bozukluguna neden olabilir. L-karnitin, zayiflamaya destek
olmasi, yag asidi beta oksidasyonunu arttirdig1 ve kas yapici 6zelliginin olmasi 6zellikle
obez Kkisiler tarafindan tercih edilmektedir [114-116]. L-karnitin’in anti-obezite etkisi
oldugu Lee ve arkadaslari tarafindan rapor edilmistir. Lee ve arkadaglari 3T3-L1
hicrelerinde L-karnitin'in lipolitik aktiviteyi ve beta oksidasyonuna katilan genlerin

ekspresyonunu arttirdigi gostermislerdir [117].

LCFA-Carnitine
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2.6.4. Trans-salkon

Salkonlar (Chalcones) egrelti otlarindan yiiksek bitkilere kadar dogada bol
miktarda bulunur. Salkonlar iki aromatik halkanin birbirine, li¢ karbonlu a,-doymamis
karbonil kopriisii ile baglt oldugu bilesiklerdir [118, 119].

Salkonlar son yillarda arastirmacilarin dikkatini ¢ekmistir [120]. Salkonlar anti-
aritmik, anti-platelet, anti-diyabetik, anti-oksidan, anti-obezite, anti kanser,
antimalaryal, anti,-fungal, anti-bakteriyeldir. Cesitli kimyasal farkli salkon
iskeletlerinin, TG sentezi, diacilgliserol aciltransferaz (DGAT), kolesteril ester transfer
proteini (CETP) pankreatik lipaz (PL) , acil koenzim A: kolesterol aciltransferaz
(ACAT) gibi enzimleri inhibe ettigi rapor edilmistir [121]. Trans-salkon (1,3-difenil-2-
propen-1-on), daha karmasik flavonoidlerde bulunabilen yapilara gore basit bir
kimyasal yapiya sahiptir (Sekil-13). Salkonlarin tiirevlerinden olan trans-salkon yag
asidi sentaz ve a-amilazin inhibitoradur [122, 123].

O

/

Sekil-13. Trans-salkon molekiiliiniin kimyasal yapisi



3. MATERYAL VE METOD
3.1. Kullanilan Malzemeler
3.1.1. Kimyasal Maddeler

Calismamizda kullandigimiz kimyasal maddeler analitik safliktadir. Kimyasal
maddeler genellikle Sigma-Aldrich ve Merck firmasindan temin edilmistir.

-L-karnitin (Sigma-Aldrich)

-Trans-salkon (Sigma Aldrich)

-Tiyobarbiturik asit (Sigma Aldrich)

-Etanol (Sigma Aldrich)

-Etil asetat (Sigma Aldrich)

-2,4 DNPH (Sigma Aldrich)

-DMSO (Sigma Aldrich)

-% 30 H202 (Merck)

-HCI (Merck)

-Na>CO3 (Sigma Aldrich)

-NaOH (Sigma Aldrich)

-Folin Cioacalteu (Sigma Aldrich)

-%20"lik Asetik Asit (Merck)

--Bitanol (Sigma Aldrich)

-Tris-Baz (Sigma Aldrich)

-Tris-HCI (Sigma Aldrich)

-Na, EDTA (Merck)

-Ksantin (Sigma Aldrich)

-CuS0O4 (Sigma Aldrich)

-Ksantin oksidaz (Sigma Aldrich)

-N-naftiletilen diamine (NNDA)- (Sigma Aldrich) )

-Cd Grandlleri(Sigma Aldrich)

-Sodyum Azid (Sigma Aldrich)

26
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3.1.2. Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

-Cam kalemi

-Enjektor

-Fotograf makinesi (Canon)

-Hassas terazi (Denver instrument)

-Hayvan kafesi

-Homojenizator diizenegi (ika t18 basic ultra turrax homogenizer )
-Hettich Rotanto 460 R santrifiij cihazi
-Hettich universal 32R santrifij cihazi
-Kronometre (Clip)

-Manyetik karistirict (Velp)

-Mezir (25ml, 50 ml, 100 ml, 250 ml, 500 ml)
-Operasyon takimi

-Otomatik pipet (Gilson)

-Pastor pipeti (isolab)

-Pipet uglar1 (1000 ve 100)

-Spektrofotometre (Techcomp UV-1000)

-Su banyosu (Medingen SWB 200)

-Vorteks (Velp)

-Buzdolab1 (Vestel)

-Distile su ve ultra saf su cihazi (PURELAB Option-QMillipore Elga DV25)
-pH metre (Templog)

-Su bidonu

-Organon Teknika Microwell System (ELISA)

3.2. Hayvan Gruplari

Calismanmiz, Gaziosmanpasa Universitesi Tibbi Bilimler Deneysel Arastirma ve
Uygulama Merkezi‘nde, 1986 Uluslararas1 Strazburg Hayvan Haklar1 Evrensel
Beyannamesi sartlarma uygun olarak, Gaziosmanpasa Universitesi‘nden Etik Kurul

onay1l (2016 HADYEK- 39) alinarak veteriner hekim kontroliinde yapilmigtir. TUm
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hayvanlar aragtirma Oncesi birkag giin saglikli olup olmadiklarini gozlemlemek
acisindan gozlem altinda tutulmustur.

Bu c¢alisma igin 200-350 gr agirhiinda 40 adet 6-11 haftalik saglikli eriskin
erkek wistar albino sigan kullanilmistir. Calismaya baslamadan Once siganlar rastgele
yontemle yapilacak islemlere gére 5 gruba ayrilmistir. Siganlar plastik kafeslerde, her
kafeste 8 hayvan bulunacak sekilde barindirilmistir. HFCS (%55 fruktoz, %45 glukoz)
igme suyuyla karistirilip herhangi bir kisitlama yapmadan 750 ml’lik plastik siselerde
sicanlara verilmistir.  HFCS’li sular %15’lik hazirlanmistir.  Kafeslerde normal
aktivitelerini yapabilen siganlar 22 + 2°C, nem (%50-70) ve 12 saat gece/guindiiz olarak
ayarlanmig odalarda tutulmustur.

Gruplarin yem tiiketim miktarlar1 ilk haftadan itibaren kontrol edilmistir.
Pazartesi gunleri kafeslere bir hafta yetecek kadar sabit yem (1500 gr) konulmustur.
Ertesi pazartesi ginu yemliklerden arta kalan yem tartilarak, bir hafta boyunca her
kafesin ne kadar yem tukettigi hesaplanmistir.

- Kontrol Grubu: 12 hafta boyunca ilaveten hicbir sey verilmemistir. Igme
suyu ve yem ile beslenmistir.

- Sham Grubu: 12 hafta boyunca standart yem + sularinda % 15 HFCS (%55
fruktoz, %45 glukoz) cozeltisi ile beslenmistir. 250 ul DMSO/3 gun i.p
olarak verilmistir.

- HFCS Grubu: 12 Hafta boyunca standart yem + sularinda % 15 HFCS
(%55 fruktoz, %45 glukoz) ¢ozeltisi ile beslenmistir.

- HFCS + L-karnitin Grubu: 12 hafta boyunca standart yem + sularinda %
15 HFCS (%55 fruktoz, %45 glukoz) ¢ozeltisi ile beslenmistir. DMSO’da
¢ozilen L-karnitin 100 mg/kg/3gun i.p olarak verilmistir.

- HFCS + Trans-salkon Grubu: 12 hafta boyunca standart yem + sularinda
% 15 HFCS (%55 fruktoz, %45 glukoz) ¢ozeltisi ile beslenmistir. DMSO’da

¢Ozulen trans salkon 20 mg/kg/ 3 giin i.p olarak verilmistir.

12. hafta sonunda ¢alisma sonlandirilmistir. Sicanlar ketamin-ksilazin anestezisi
altinda, intrakardiak yolla kanlar1 alinarak feda edilmistir. Alinan kan 6rnekleri 3208xg

de 5 dk santrifuj edilerek serum elde edilmistir. Ayrica siganlarin karaciger dokulari
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alinmigtir. Alinan &rnekler biyokimyasal analiz igin icin en kisa siirede biyokimya
laboratuvarina ulastirilarak ¢alisma zamanina kadar -80 °C‘de muhafaza edilmistir.

Karaciger dokusu homojenizasyonu sonucu elde edilen sipernatantlardan ve
homojenatlardan SOD, GSH-Px, CAT enzim aktivitesi ve GSH, homojenatlardan ise
MDA, PC, NO duzeyleri ¢aligilmistir.

ELISA i¢in ayrilan doku ornekleri homojenizasyon islemine ge¢meden Once
dokulara 0,5 gr 10 hacim (agirlik/hacim 1: 10) 0,01 N pH= 7,2-7,4 fosfat tamponu
eklenmistir. Dokular 16.000 devir/dakika hizda 3 dk. boyunca homojenize edilmistir.
Daha sonra homojenatlar 3208xg de +4 °C de 15 dk. santriflj edilerek stipernatantlar
almmistir. Bu stipernatantlardan ER stresi belirteclerinden GRP-78, XBP-1 duzeyleri
ve lipit sentezi belirtecleri FAS aktivitesi, SREBP-1c dizeyi ELISA ydntemiyle

belirlenmistir.

3.3. Biyokimyasal Inceleme

3.3.1. Karaciger Doku Orneklerinin Homojenize Edilmesi

Karaciger doku ornekleri 1/10 oraninda 50 mM Tris-HCI (pH= 7,4) tampon
kullanilarak, buz icinde, soguk ortamda homojenize edilmistir. Hazirlanan
homojenatlarda PC, MDA ve NO diizeyleri belirlenmistir. Homojenatlarin bir kismui ise,
sogutmali santrifiijde +4 °C‘de 2456xg’de 30 dk. santrifuj edilerek stipernatantlar elde
edilmistir. Elde edilen sipernatantlardan GSH-Px, CAT aktivitesi, GSH ve protein
duzeyi belirlenmistir.

SOD aktivitesini belirlemek i¢in bir kisim siipernatant, kloroform/etanol karigimi
ile 1/1 (v/v) oraninda karistirihip, 1372xg‘de +4°C*de 40 dk. santriflj edilmistir. Ustte
olusan etanol fazi kullanilarak protein ve SOD enzim aktivite 6lglimii yapilmistir.

Protein duizeylerinin tayini Lowry yontemi ile yapilmistir [124, 125].
3.3.2. Doku Protein Miktarmin Belirlenmesi
Bakir-protein kompleksi alkali ¢ozeltide olusarak fosfomolibdat-fosfotungstat

reaktifini (Folin-Ciocalteu-Phenol reaktifi) redukler ve koyu mavi bir renk meydana

getirir. Olusan rengin yogunlugu ortamdaki protein konsantrasyonu ile dogru orantilidir.
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Folin reaktifi kullanilirken dikkat edilmesi gerekenler; bu reaktif sadece asit ortamda
dayaniklidir, fakat bahsedilen bu redukleme ise pH=10’da olusmaktadir, bu nedenle
folin reaktifi hizli bir sekilde alkali bakir-protein ¢ozeltisine ilave edilmeli ve
karistirtlmalidir. Bu sekilde kullanim ile Folin reaktifi parcalanmadan 6nce rediklenme

olay1 gergeklesir [125].

Kimyasallar: Folin ciocalteu‘s fenol reaktifi, Bovine serum albumin, NaOH,
CuSO4, Na2COs3

Ydntem:Konsantrasyonunu bildigimiz bovine serum albuminden hazirlanmis
cozeltiler kullanilarak standart grafigi elde edilmistir. Optik dansite (OD) mg/ml protein
konsantrasyonu grafigi ¢izilerek protein degerleri bu grafikten elde edilmistir. Ornek
tiplerine 0,01 mL numune konulup ve uzerlerine 0,49 mL distile su eklenmistir. 0,5 mL
distile su da kor tlplne konulmustur. Hazirladigimiz o6l¢tim reaktifi 2,5 mL olarak
deney tuplerine dagitilmigtir. Alt st edilerek karistirilan tiipler 10 dakika inkiibasyona
alindiktan sonra deney tiiplerine 0,25 mL hazirlanan Folin ciocalteu‘s fenol reaktifi
ekleyip tekrar 30 dakika oda 1sisinda inkiibasyona birakilmistir. Stresi dolan standart ve
numuneler kore kargt 700 nm‘de okunmustur [126].

Hesaplama Protein (mg protein/ml) = grafikten okunan deger x faktor F
(faktor) = standart hacmi (0,5 ml)/ numune hacmi (0,010 ml) = 50
Not: Kullanilan numune miktarina gore faktoér degisir. Numunenin miktar1 degisirse,

distile su hacmi ile ters orantil1 olarak tiipe ilave edilir.

3.3.3. Malondialdehit Duzeylerinin Belirlenmesi

MDA lipid peroksidasyonunun son {irliniidiir ve 90 °C‘de tiyobarbitiirik asit
(TBA) ile reaksiyona girerek pembe renkli kromojen olusturur. Olusan pembe renkli
bilesigin 532 nm‘de spektrofotometrik olarak ol¢limiine gore MDA diizeyinin tayini
yapilmistir [126, 127].

Kimyasallar: %0,675lik (agirlik/hacim) Tiyobarbitiirik asit (TBA), %10‘luk
(agirlik/hacim) trikloro asetik asit (TCA), stok standart solisyonu (1,1,3,3 tetra
metoksipropan)
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Yontem: Kapakli cam deney tiiplerine 2,5 ml %10’luk TCA konulduktan sonra
uzerlerine 0,5 ml numune ilave edilerek vorteksle karistirilmigtir. Elde edilen
karigimlarin agizlar1 kapatilarak 90 °C‘de 15 dk. inkiibasyonda birakildiktan sonra
soguk su altinda sogutularak 1804xg‘de 10 dk. santrifij edilmistir. Sonra elde edilen
siipernatantlardan 2 ml ayr tiiplere alinarak iizerlerine %0,675‘lik TBA eklenmis ve
tekrar 90 °C‘de 15 dakika inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon siiresi dolduktan sonra
soguk su altinda sogutulan numuneler, 532 nm’de kore kars1 okutulmustur. Kor tupine
numune yerine 0,5 ml distile su konularak ayni1 islemler yapilmistir.

Hesaplama MDA (nmol/ g.yas doku) = (Ornek OD/Standart OD) x Standart

Konsantrasyonu

3.3.4. Protein Karbonil Dizeylerinin Belirlenmesi

Protein karbonil gruplarinin 2,4-dinitrofenilhidrazin ile reaksiyonu sonucu 2,4
dinitrofenilhidrazon  olusmast  prensibine dayanarak, PC grubu dlzeyleri
spektrofotometrik olarak 370 nm’de belirlenmistir [84, 126].

Kimyasallar: %20 TCA, 10mM 2,4 DNPH (2M HCI‘de hazirlandi), 2M HCI,
Etanol/Etil asetat (1/1), 100 mM NaOH

Ydéntem: 0,5 mL numune, 1,5 mL‘lik eppendorf tiiplerine konularak tizerine 0,5
mL %20°lik TCA (agirlik/hacim) eklenip ve vorteksle karistirilmistir. Mevcut karigim
13145xg‘de 10 dk. santrifiij edilmistir. Santriflij edildikten sonra olusan stipernatantlar
dikkatlice dokiilerek pelletleri birakilmistir. Birakilan pelletlerin her birinin (zerine
10mM 2,4 DNPH (2M HCl‘de hazirlandi) ilave edilmistir ve oda sicakliginda 1 saat
bekletilmistir. Bu sire igerisinde reaksiyon gerceklesmesi icin, her 10-15 dk.’da bir
numuneler vorteksle karistirilmistir. 1 saat dolduktan sonra numunelerin Gizerine 0,5 mL
%20°lik TCA eklenip vorteksle Kkarigtirilmistir. Sonra 13145xg’de 3 dk. santrifij
edilmistir. Elde edilen stpernatantlar pelletlerinden dikkatli bir sekilde ayrilmistir.
Kalan pelletlerin izerine 1 mL etanol-etil asetat eklenip vorteks ile karigtirilmistir ve 10
dk. beklendikten sonra 6rnekler 13145xg’de 3 dk. santriftlj edilmistir. Etanol-etil asetat
basamagi 3 kere tekrar edilmistir. Bu basamak sonrasi elde edilen siipernatant

pelletinden ayrilmig ve Uzerine 0,9 mL 100 mM NaOH ilave edilip 15 dk. 37 °C‘de
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calkalayicida ¢oOziilmesi saglanmistir. Sonra, c¢oOzinmeyenleri ¢oktirmek igin
13145xg’de 5 dk. santrifiyj edilip, 370 nm’de numuneler kore kars1 okunmustur.
Hesaplama: PC dizeyleri nmol/ml olarak hesaplanmistir. Hesaplamalar
sirasinda 2,4-dinitrofenilhidrazin i¢in 370 nm‘de molar absorbsiyon katsayisi s = 22000
M ecm? alinmustir. Doku 6rnekleri icin bu sonuglar Lowry metoduyla élgiilen protein
miktarlar1 kullanilarak nmol/mg protein olarak ifade edilmistir.
Karbonil (M)=[(AbsN- AbsC)/22000 M- cm-]x(16x10°)

Protein Karbonil (hmol/mg protein) =Karbonil (nmol/ml)/Protein (mg/ml)

3.3.5. Nitrik Oksit Duzeylerinin Belirlenmesi

Nitrik oksit, tretildigi ortamda ¢ok kisa bir siirede okside olarak Once nitrite
(NO2) daha sonrada nitrata (NOs") doniistiigii i¢in endojen olarak, viicutta iiretilen nitrik
oksitin doku ve viicut sivilarindaki miktari, pek ¢ok ¢alismada nitrit ve nitrat olarak
belirtilmistir [128].

Proteinden zengin homojenat, serum ve plazma gibi sivilarda Griess reaksiyonu
ile dlglimlerde muhtemel nonspesifik reaksiyonlar1 engelleyebilmek icin numuneleri
once deproteinize edip daha sonra nitrit ve nitrat diizeyleri calisilmistir [129].
Deproteinizasyondan sonra nitrit ve nitrat miktarlar1 Griess reaksiyonu ile belirlenmistir
[130]. Total nitrit (nitrit+nitrat) dizeyi modifiye kadmiyum rediiksiyon metodu ile
belirlenmistir. Bakir (Cu) kapli kadmiyum granilleri pH=9,7 glisin tamponunda
deproteinize numune slpernatant1 ile 90 dakikalik inkiibasyona birakilarak nitratin
rediiksiyonu saglanmigtir. Uretilen nitrit dizeyi; siilfanilamid ve buna bagli N-
naftiletilen diamin (NNDA) diazotizasyonuyla reaksiyon sonu olusan pembe bir rengin

spektrofotometrede 545 nm dalga boyunda okunmasi ile tayin edilmistir.

Nitrit Standartlarinin Hazirlanmasi: Nitrit Standartlarinin hazirlanmasi; 0,1
mol/L NaNO: (sodyum nitrit) stok soliisyon olup oda 1sisinda 9 ay siireyle stabildir.
Standart soliisyonundan degisik oranlarda diliisyon yapilarak, standart egri ¢izilmistir.

Kimyasallar: Sulfanilamid, 5 mmol/L CuSQOs, pH 9,7 Glisin-NaOH tamponu,
Kadmiyurn granulleri (Cd), N-naftiletilen diamine (NNDA), 0.1 mol/L H>SO4 standart
soliisyonu (0,1 mol/L NaNO., 10 mmol/L Na;B40Oy7 i¢inde ¢ozuldr.)
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Kadmiyumlarin Aktiflestirilmesi: Kadmiyumlar, 20 mililitrelik plastik tlplere
(agz1 kapatilan) 2,5-3 gr olarak dagitilir. Kadmiyum graniilleri 3 kez deiyonize su ile
yikanir. CuS0s4 sollsyonu iginde 1-2 dakika bekletildikten sonra soliisyon tekrar
stizulerek dokdlar. 3 kez glisin tamponu ile yikanir. Aktiflestirilen kadmiyum granilleri
10 dk i¢inde kullanilir. Graniiller kullanildiktan sonra hemen distile su ile yikanir ve
stlfirik asit (H2SO4) soliisyonu iginde saklanir.

Ydntem: Deproteinizasyon isleminin yapilmasi; 250 uL numune + 1 mL ZnS04
(75 mmol/L) karisim1 vortekslenir. Uzerine 1,250 mL NaOH (55 mmol/L) ilave edilip
tekrar vortekslenir ve 2456xg’de 10 dk. santrifuj edilir. Elde edilen stipernatant numune
olarak kullanilir.

Glisin tamponu ile yikanmis aktif graniil tiiplerinin {izerine 1 mL glisin tamponu
eklenir. Uzerine 1 mL deproteinize numune konur ve 2 mL distile su eklenir. Oda
1s1sinda 90 dakika inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon sonunda ayr1 bir tiipe, 2 mL alinip
tzerine 2,5 ml distile su ve 1 mL sulfanilamid, 1 mL NNDA ilave edilerek tekrar 1 saat
inkiibasyona birakilir. Ikinci inkiibasyon siiresi dolduktan sonra 545 nm‘de kore kars
okunur. Elde edilen veriler NO metabolitlerinin toplam konsantrasyonunu

gostermektedir ve umol/L ile umol/g yas doku olarak sonuglar kaydedilir.

3.3.6. Stperoksit Dismutaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Sun ve arkadaslarinin yontemi ile Durak ve arkadaslarmmin yapmis oldugu
modifikasyona gore siperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi belirlenmistir [124, 126,
131].

Bu ydntemde, ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile Uretilen siiperoksitin, nitroblue
tetrazoliumu (NBT) indirgemesi esasina dayanarak SOD aktivitesi tespit edilir. Ortaya
cikan siiperoksit radikalleri NBT*yi indirgeyerek renkli formazon olusturur. Meydana
gelen kompleks 560 nm’de maksimum absorbans verir. Eger ortamda enzim yoksa bu
indirgenme meydana gelip mavi-mor renk olusmaktadir. Ortamda SOD varsa NBT
indirgenmesi ger¢eklesmeyip mavi-mor renk agiga ¢ikmamakta ve enzim miktar ve
aktivitesine bagli olarak agik renk olusmaktadir. Buna gére SOD enzim aktivitesi (1U),

NBT’ un indirgenmesini %50 inhibe eden enzim miktar1 olarak tanimlanmistir.
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Kimyasallar: 400 mmol/L Na,COs, | g/L bovine serum albumin, 2 M
(NH4)2S04, 0,8 mmol/L CuCl2, 150 umol/L NBT, 0,3 mmol/L xanthine, 0,6 mmol/L
EDTA(2 Na tuzu), xanthine oxidase (XO)

Yontem: Deney tlplerine o6ncelikle 2,85 mL SOD reaktifi konulmustur.
Uzerlerine 0,1 mL numunelerin ekstraklarindan eklenmistir. Kor tiipline ekstrak yerine
0,1 mL distile su konulmustur. Sonra tiim karisimlarin tizerine 0,05 mL ksantin oksidaz
ilave edilip, hizli bir sekilde alt iist edilerek karistirllmistir ve oda 1sisinda 20 dakika
inkiibasyona almmistir. Inkiibasyon siiresi dolan tiiplere bekletilmeden stop soliisyonu
olarak 0,1 mL bakir kloriir eklendi ve numuneler kore kars1 560 nm‘de okunmustur.

Hesaplama:

% inhibisyon = [(Absorbans kor (K) - Absorbans Ornek {O)]/ K x 100
% 50°lik inhibisyona 1 U denildigi i¢in

Aktivite (U/ml) = [(% inhibisyon/50) x (1 /0,1)] ml.

U/ml = [(K-O) / K1 x 20 x 5 (diliisyon faktori)

Spesifik aktivite = (U/ mg protein)

3.3.7. Glutatyon Peroksidaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Paglia ve arkadaglarinin yontemine gore GSH-Px aktivitesi belirlenmistir [132].
Hidrojen peroksit bulunan ortamda GSH-Px redikte GSH’un okside glutatyona (GSSG)
yukseltgenmesini Kkatalizler. GSH-Px‘in olusturdugu GSSG, glutatyon rediiktaz ve
NADPH yardimi ile GSH‘a indirgenir. NADPH‘in NADP‘ye yiikseltgenmesi sirasinda
absorbans seviyesindeki azalmanin, 340 nm‘de okunmasiyla GSH-Px aktivitesi
belirlenir.

Enzim Unitesi: NADPH‘1n birim zamanda okside olan mikromol miktaridur.

Kimyasallar: 50 mM H0,, fosfat tamponu (pH = 7,50 mM), GSH-Redktaz,
3,2 M (NH4)2S04, 150 mM redikte GSH, 8 mM NADPH, 1 M NaNz (Sodyum azid)

Olgm Yontemi: Hazirlanan deney tiiplerine; 2,650 mL EDTA‘lL fosfat
tamponu, 0,1 mL rediukte GSH, 0,1 mL NADPH, 0,01 mL GSH-Rediktaz, 0,01 mL
NaNs, 0,02 mL numune karisimlar1 hazirlanarak 30 dk. inkiibasyona birakildiktan sonra
deney tuplerine 0,1 mL hidrojen peroksit ilave edilip, 5 dk. boyunca dalga boyu 340

nm’ye ayarlanmis spektrofotometrede, numunelerin absorbans degerleri kaydedilmistir.
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Aktivite azalisinin lineer oldugu absorbans araliginin 1 dakikalik siiresi esas alinarak
hesaplamada kullanilmistir.

Hesaplama (U/L) = [(AA/t)/6,22 x 10-1 x (1/0,02)
Spesifik aktivite U/mg protein = (U/L) / (1000xw)

3.3.8. Katalaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Aebi yontemine gore katalaz aktivitesi tayin edilmistir [133]. Hidrojen peroksit
240 nm‘de maksimum absorbans verir. Deney ortamina ilave edilen H>O katalaz
araciligiyla su ve oksijene parcalanmakta ve bu olay kendini ultraviyole spektrumda
absorbans azalmasi olarak gostermektedir. Absorbanstaki bu azalma CAT enziminin
aktivitesi ile dogru orantilidir. Reaksiyon su sekildedir:

Kimyasallar: Fosfat tamponu (pH 7,50 mM) ve absorbansi 0.500 nm‘ye
ayarlanmis olan H20,°li fosfat tamponu

Olguim Yéntemi: 240 nm dalga boyunda, fosfat tamponuna gére sifirlanan kore
karsi, H202 ¢ozeltisi optik dansite 0,500°¢ ayarlanmuistir. Kor tlplne 2,99 ml fosfat
tamponu konulup ve tzerine 0,01 mL H202 ¢ozeltisi eklenerek kor olusturulmustur.
Numune tuplerine de, 2,99 mL H.O; c¢ozeltisi ve tizerine 0,01 mL numune eklenmistir.
Absorbans azalmasi her 15 sn‘de bir 2 dakika siire ile kaydedilmistir.
Hesaplamada 1 dakikalik lineer absorbans azalmasinin degerleri dikkate alinmistir.

Hesaplama: k = {[2,3 x log (OD1/ OD2)] /At (sn)}

k/mg protein = k / [(mg/ml protein) x 1000]

3.3.9. Glutatyon Duzeyinin Belirlenmesi

Ellman’in tarif ettigi [134] metoda gore yapilmigtir. Metodun 6lglim prensibi,
analiz tipinde bulunan glutatyonun 5,5-ditiyobis 2-nitrobenzoik asit ile reaksiyona
girerek sari-yesilimsi renk vermesi ve olusan bu rengin siddetinin 410 nm dalga
boyunda, spektrofotometrede okunarak redikte GSH miktarinin tayin edilmesi
seklindedir.

Numunelerin Hazirlanmasi: Elde edilen supernatanta TCA ¢Ozeltisi ilave

edilip, karistirilmistir ve tekrar 1804xg’de, +4 derecede, 20 dakika santrifilj edilerek
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proteinlerin ¢okmesi saglanmistir. Agik renkli siipernatant numuneleri GSH analizinde
kullanilmistir.

Kullanilan Reaktifler: % 10’luk TCA (agirlik/hacim), % 1’lik trisodyum sitrat
(agirlik/hacim), % 0.4’liikk 5,5’-Ditiyobis 2-nitrobenzoik asit (agirlik/hacim), 0.3 molar
disodyum hidrojen fosfat.

Numune Kor
Supernatant veya Serum 250pL e
Na2HPO4 (0.3 M) 2mL 2mL
DTNB 250 uL 250 uL
Distilesu | - 250 uL

Yukarda belirtilen calisma semasina gore deney tlipleri hazirlanmstir,
¢ozeltilerin iyice karigmasi igin tiipler vortekslenmistir. Spektrofotometre kor ile 410
nm’de sifir absorbansa ayarlanmistir. Oda sicakliginda 5 dk. bekletilen numunelerde
olusan rengin siddeti spektrofotometrede 410 nm’de okunmustur ve GSH standard
grafiginden yararlanilarak GSH diizeyleri bulunmustur. Doku GSH dizeyleri,

nmol/mgprotein olarak ifade edilmistir.

3.3.10 GRP-78, XBP-1, SREB-1c Duzeylerinin ve FAS Aktivitesinin
Belirlenmesi
Sicanlarin hem karaciger dokusundan hem de serumlarindan GRP-78, XBP-1,

FAS, SREB-1c dizeyleri ELISA kiti kullanilarak, sandwich Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) metodu ile, Organon Teknika Microwell System
cihazinda iretici firmanin test prosediiriine gore tespit edilmistir. Elisa kitlerimiz
Elabscience Biotechnology Co., Ltd’den (USA) temin edilmistir. Kitlerin %CV
degerleri 10’un altindadir (GRP-78 Lot No: AKO0017FEB07042, SREB-1c Lot No:
AKO0017FEB04044, FAS Lot No: AK0O017FEB07045 ).

3.3.11 Total Kolesterol, LDL, HDL, TG Seviyelerinin Belirlenmesi

Sicanlarin  serumlarinda total Kkolesterol, LDL, HDL, TG seviyeleri,

Gaziosmanpasa Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Hastanesi Biyokimya
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Laboratuvari’nda 'Beckman Coulter Unicell DxC 800 Syncron Clinical System'

cihazinda ¢aligilmistir.

3.3.12. istatistik

Sonuglarin istatistiksel analizi ‘SPSS 21.0 for windows paket programiyla
yapilmistir. Parametrik test varsayimlar1 saglandiginda, tanimlayict istatistikler;
dagilimi1 normal olan degiskenler icin ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir.
Gruplar arasinda ortalamalar yoniinden farklarin Onemliligi ANOVA testiyle
arastirilmistir. ANOVA testinde, gruplar arasindaki farkliligi hangi grubun ortaya
¢ikardigini bulabilmek i¢in “post-hoc” testlerinden Tukey yontemi kullanilmistir. Deney
baslangicindaki ve sonundaki, grup i¢i zamanlar arasinda fark arastirilirken
karsilagtirma yontemi olarak paired t testi uygulanmistir. Parametreler arasinda iligki
olup olmadigin1 anlamak icin pearson Korelasyon analizi yapilmistir. p<0,05 igin

sonuclar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Deney Hayvanlari

Calismamizda her kafeste 8 adet sican olmak Uzere toplam 40 sigan
kullanmilmistir. Her pazartesi giinii ayn1 Saatte si¢anlarin kilolar1 alinmustir. Pazartesi
gunleri 1 haftalik sabit standart yem konularak (1500 gr ) arta kalan yem diger pazartesi
giinii tartilmigtir. Her kafese ayr1 su bidonu temin edilmistir. Hayvanlarin igecegi sular
buradan karsilanarak tiiketilen su miktari buradan takip edilmistir. HFCS’li sularla
beslenen hayvanlarin haftalik su tiiketim miktarlarinin  6nemli sekilde arttigi
gorilmistiir. Grup 2, Grup 3, Grup 4 ve Grup 5’in siganlar1 igme suyuyla beslenen Grup
1’ gore su igmeye daha fazla ilgi duydugu goézlemlenmistir.

HFCS ile beslenen biitiin gruplarin su tiketim miktarlart Grup 1’e gore
yuksektir. Grup 3’iin haftalik ortalama su tiiketim miktar1 en yiiksek olup, Grup 1’in ise
en dusiiktir.

Gruplarin haftalik su tiiketimleri ve haftalik ortalama kilo degisimleri Tablo 1,
Tablo 2, Sekil 14, Sekil 15°de gosterilmistir. Sekil 16°da ise deney gruplarinin galisma

basinda ve sonundaki ortalama kilolar1 verilmistir.



Tablo 1: Gruplarin haftalik ortalama su tiiketimi
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Hafta Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
1.hafta 2362 ml 3481 ml 3921 ml 3110 ml 3512 ml
2.hafta 2348 ml 3625 ml 3862 ml 3623 ml 3554 ml
3.hafta 2451 ml 3627 ml 3821 ml 3252 ml 3650 ml
4.hafta 2651 ml 3741 ml 3954 ml 3653 ml 3256 ml
5.hafta 2750 ml 3461 ml 3752 ml 3698 ml 3421 mi
6.hafta 2524 ml 3421 ml 3981 ml 3343 ml 3652 ml
7.hafta 2481 ml 3412 ml 3845 ml 3864 ml 3300 ml
8.hafta 2624 ml 3801 ml 3954 ml 3562 ml 3524 ml
9.hafta 2461 ml 3621 ml 3912 ml 3554 ml 3368 ml
10.hafta 2542 ml 3681 ml 4012 ml 3426 ml 3383 ml
11.hafta 2489 ml 3825 ml 3896 ml 3258 ml 3534 ml
12.hafta 2541 ml 3720 ml 3958 ml 3385 ml 3421 ml
Ortalama 2518,8 ml 3618,0 mi 3905 ml 3447 ml 3463 ml

4500 A

4000
3500
3000
2500
2000
1500
1000

500

B Grup-
H Grup:
m Grup-
H Grup:

H Grup:

Grup 1: Kontrol Grup 2: Sham, Grup 3: HFCS, Grup 4: L-karnitin, Grup 5: Trans-

salkon

Sekil-14: Gruplarin su tiiketim miktarinin haftalik grafiksel gosterimi



Tablo 2: Gruplarin haftalik ortalama kilo degisimi
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Hafta Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Ort+SD Ort+SD Ort+SD Ort+SD Ort+SD
1.hafta 307,1+ 38,4 269,8+32,4 254+25,7 308,2+33,1 302+36,7
2.hafta 308,3+ 40,04 286,1+29,9 264,2+25,4 311,5+149 312+36,2
3.hafta 307,1+ 40,9 298,2+34,3  279,7£19,7 314,5£30,4 321,5%45,1
4.hafta 308,5+ 38,2 306,5+£33,8 280,7+22,2 327,7£28,07 324,5t44)9
5.hafta 309,5+ 40,5 305,2+31,8 287+25,5 339,7+29,4  321,5+36,6
6.hafta 308,7+34,4 305,5+£34,9  298,7+30,2 343,2+24,5 319,7+43,02
7.hafta 307,1+48,3 307,6£10,9 317,1+23,5 341+£29,4 317,2+38,3
8.hafta 308,2+38,6  307,3t12,3 356,5+25,2 354,5+30,7 328,7+48,4
9.hafta 310,5+32,3  310,7+17,11 361,7%£39,2 353+£28,5 328,7+48,1
10.hafta 311+16,9 320,5+£21,06 383,5+31,8 356,5+26,2 331,5+23,1
11.hafta 315+39,9 329,3+6,9  400,1+36,6 355,5+34,5 323,7+26,2
12.hafta 324,75+37,6 343,2+8,8 415+26,15  358,5+28,2 326+31,2
450
400
350 e
300 -
—o—Grupl
250 1 —I—Grupz
200 Grup3
150 Grup4
100 Grup5
50
0 . . . . . . . . .
& FFEEEEE q@@@@“ &

Grupl: Kontrol, Grup 2: Sham, Grup 3: HFCS, Grup4: L-karnitin, Grup 5: Trans-

salkon

Sekil-15: Gruplarin haftalik kilo ortalamalarinin grafiksel gosterimi
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Gruplarin haftalik ortalama kilolar1 karsilastirildiginda Grup 2 ve Grup 3’iin
haftalik ortalama kilo degisimi dikkatimizi ¢ekmistir. Calisma sonunda en yiiksek
ortalama kiloya sahip grup Grup 3’tiir. igme suyu ile beslenen Grup 1, Grup-5’in
ortalama kilo degisimleri Grup 2, Grup 3, Grup 4’¢ gore diisiiktiir (Tablo-2).

Sekil-15’te gosterildigi gibi Grup 3’tin si¢anlarinin haftalik ortalama kilosu
gittikge artmaktadir. Grup-4 ve Grup-5 siganlarinin ise haftalik ortalama kilolarinin

arttigini, fakat Grup 3 gibi artmadigimi gérmekteyiz.

415
324, 343.25 322 326

500

400 307 271, »5 308. 302
300
200
100
0

Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Grup5

B Deney baslangici  ® Deneyin sonu
Grup 1 % kilo degisimi: %5,73 (p=0,380) Grup 4 %kilo degisimi: %16,30

Grup 2 % kilo degisimi: %26,38 (p=0,001)  (p=0,022)
Grup 3 % kilo degisimi: %63,38 (p=0,001)  Grup 5 % kilo degisimi: %7,94
(p=0,270)

Grup 1: Kontrol, Grup 2: Sham, Grup 3: HFCS, Grup 4: L-karnitin, Grup 5: Trans-
salkon
Sekil-16: Deney gruplarinin ¢alisma basinda ve sonundaki ortalama kilolarinin grafiksel

gosterimi.

Calismamizda biitiin gruplarda kilo artiglar1 goriilmiistiir. Calismanin basindan
ve c¢alisma sonuna kadar Grup 1 ve Grup 5’in % kilo degisimleri anlamh degildir
(p=0,380; p=0,270). Fakat ¢alisma basindan ¢alisma sonuna kadar Grup 2, Grup 3ve
Grup 4’lin % kilo degisimleri anlamlidir (Sirasiyla p=0,001, p=0,001, p=0,022) (Sekil-
16).
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Grup 1’in sicanlarindan birinin 12 hafta
sonraki gorunima
Bu gruptaki siganlar icme suyu ve standart

yem ile beslenmistir.

Grup 3’in siganlarindan birinin 12
hafta sonraki gorianum
Bu gruptaki siganlar standart yem ve
HFCS ile beslenmistir.

Sekil-17: Calisma sonunda Grup-1 ve Grup-3’iin si¢canlarindan fiziksel goriiniim

Tablo 3: Gruplarin haftalik yem tiiketim miktar1

Hafta Grup 1(n=8) Grup 2(n=8) Grup 3(n=8) Grup 4(n=8) Grup 5(n=8)
1.hafta 1399 g 889 g 1000 g 988 g 9829
2.hafta 1418 g 921 g 1050 g 9259 9629
3.hafta 1402 g 820 g 1015¢g 9399 1100 g
4 hafta 1426 g 850 g 1004 g 952 g 1084 ¢
5.hafta

1458 g 1040 g 588 g %09 8449
6.hafta 1436 g 889 ¢ 584 g 954 ¢ 7429
7.hafta 1410 g 814 g 592 g 718 ¢ 980 g
8.hafta 1352 g 901 g 756 ¢ 901g 801¢g
9.hafta 1431 g 882 g 756 g 882 g 9039
10.hafta

1402 g 899 g 840 ¢ 89449 ey
11.hafta 1356 g 714 g 794 g 950 g 890 ¢g
12hafta joeg 650 g 750 g 894 g 964 g
Ortalama 1395 g 855,75 g 810,75 g 913,08 g 919¢

Grup 1: Kontrol, Grup 2: Sham, Grup 3: HFCS, Grup 4: L-karnitin, Grup 5: Trans-

salkon
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Grup 1’in deney sonunda haftalik ortalama yem tlketimi diger gruplarla (Grup
2, Grup 3, Grup 4, Grup 5) karsilastirildiginda oldukga yiiksek oldugu gozlenmistir.
Grup 1’in ortalama yem tiiketim miktar1 ve diger gruplarin yem tiiketim miktarlar
karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p <0,001). Gruplarin haftalik
yem tiiketim miktar1 Tablo-3 ve Sekil- 18’de verilmistir.

1600

1400 -

1200 -

1000 H Grupl
800 W Grup2
600 m Grup3
400 B Grup4

B Grup5

200

Grup 1: Kontrol Grup 2: Sham, Grup 3: HFCS, Grup 4: L-karnitin, Grup 5: Trans-salkon

Sekil-18: Gruplarin yem tiiketim miktarinin haftalik grafiksel gosterimi

4.2. Biyokimyasal Analiz

4.2.1. Serum TG, Total Kolesterol, HDL, LDL, VLDL Duzeylerinin
Belirlenmesi:
Serum lipit parametrelerinin diizeyleri mg/dl olarak 6lculmiistiir. Sonuglar Tablo

4’te gosterilmistir.



Tablo 4: Serum TG, total kolesterol, HDL, LDL, VLDL dzeyleri
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Grup Total kolesterol LDL HDL VLDL TG

(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
Ort+SD Ort+SD Ort+SD Ort+SD Ort+SD

Gruplar F r F r F r F r F r

arast 16,8 | <0,001 | 3,7 | 0,012 | 0,59 | 0,669 | 9,6 | <0,001 | 9,55 | <0,001

karsilastirma

Grupl 32,57+9,36 8,60£2,72 41,95+6,9 7,62+4,3 37,68+22,0

(n=8)

Grup 2 45,3+9,02 9,46+2,08 39,2489 10,6+3,2 52,65+12,1

(n=8)

Grup 3 62,2+5,55 12,56+1,62 | 41,3+4,40 17,3+2,97 86,60+15,5

(n=8)

Grup 4 47,245,7 10,49+1,85 | 39,8+4,33 9,25+2,4 46,65+15,0

(n=8)

Grup 5 37,68+22,0 9,46%2,64 37,6%5,21 12,12+3,7 61,09+18,56

(n=8)

lvs?2 0,012 0,936 0,904 0,411 0,416

p degeri

1vs3 0,001 0,009 1,00 <0,001 <0,001

p degeri

1vsh 0,019 0,936 0,651 0,084 0,068

p degeri

2vs4 0,984 0,886 1,00 0,927 0,954

p degeri

2vs5 1,00 1,00 0,987 0,902 0,859

p degeri

3vs4 0,001 0,353 0,990 <0,001 <0,001

p degeri

3vs5 <0,001 0,061 0,768 0,031 0,038

p degeri

4vs5 0,956 0,886 0,955 0,454 0,452

p degeri

Grup 1: Kontrol, Grup 2: Sham, Grup 3: HFCS, Grup 4: L-karnitin, Grup 5: Trans-salkon
VS: versus: -e karst
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Tablo 4’de gruplara gore galisma sonunda sonunda sigan serumlarindaki, total
kolesterol, HDL, LDL, VLDL ve TG seviyeleri verilmistir.

HFCS ile beslenen gruplarin TG seviyeleri ile igme suyu beslenen Grup 1’e gore
anlamli sekilde artmistir. Grup 3’ in TG seviyesi en yuksektir. (86,60+15,5). Grup 4 ve
Grup 5’in TG seviyeleri anlaml sekilde azalmistir (Sirasiyla 46,65+ 15,0 61,09 £18,56
p <0,001, p=0,038). Grup-2’nin (52,65+12,1) TG seviyesi Grup 4 (46,65 15,0) ve Grup
5’in (61,09+18,56) TG seviyeleriyle karsilastirildiginda anlamli degildir.

Gruplarin total kolesterol seviyeleri incelendiginde; Grup 3’tin (62,2+5,55) total
kolesterol seviyesi en yiiksek bulunmustur. igme suyu ile beslenen Grup 1’e
(32,57+9,36) gore anlamli sekilde artmistir (p=0,001). Grup 4 (47,2£5,7) ve Grup 5’in
(37,68+22,0) total kolesterol seviyeleri Grup 3’e goOre anlamli sekilde azalmistir
(Sirasiyla p=0,001; p<0,001). Grup-2’nin (45,3+9,02) total kolesterol seviyesi Grup-4
(47,215,7) ve Grup 5’in (37,68+22,0) total kolesterol seviyeleriyle karsilastirildiginda
anlaml1 degildir (Sirasiyla p=0,984; p=1,00).

Gruplarim LDL seviyeleri incelendiginde; Grup 3’iin (12,56+1,62) LDL seviyesi
icme suyu ile beslenen Grup 1’e (8,60£2,72) gore anlamli sekilde artmistir (p= 0,009).
Grup 4 (10,49+1,85) ve Grup 5’in (9,46£2,64) LDL seviyeleri Grup 3’e (12,56+1,62)
gore azalmistir. Fakat anlamli degildir (Sirasiyla p=0,353; p=0,061). Grup 2’nin LDL
seviyesi Grup 4 ve Grup 5’in LDL seviyeleriyle karsilastirildiginda anlamli degildir
(Sirasiyla p=0,886; p=1,00).

4.2.2 Kiloile LDL, HDL, Total Kolesterol, TG Korelasyon Analizi

Tablo-5: Kilo ile LDL, HDL, total kolesterol, TG arasindaki korelasyon analizinin

gosterimi

LDL HDL Total Kolesterol TG

r p r p r p r p
KiLO 0,366 | 0,020 | -0,061 | 0,711 0,557 | 0,000 0,501 0,001

Gruplarin kilolartyla LDL seviyeleri arasinda zayif pozitif korelasyon vardir ve
anlamlidir (r= 0,366 p= 0,020) (Tablo-5).

Gruplarm kilolartyla total kolesterol seviyeleri arasinda orta derecede pozitif
korelasyon vardir ve anlamlidir (r= 0,557 p < 0,001) (Tablo-5).




vardir ve anlamlidir (r=0,557, p=0,001) (Tablo-5).
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Gruplarin kilolariyla TG seviyeleri arasinda orta derecede pozitif korelasyon

4.2.3 Karaciger Dokusunda Oksidatif Stres Parametreleri:

Calisilan parametrelerin ort+=SD degerleri Tablo 6°de gosterilmistir.

SOD, CAT, GSH-Px aktiviteleri MDA, PC ve NO diizeyleri gruplar arasi
karsilagtirildiginda SOD, GSH-Px aktiviteleri, MDA, NO diizeyleri gruplar arasinda

istatistiksel olarak farkli bulunmustur (Sirastyla p=0,035; p<0,001; p<0,001 ve p=0,003

). CAT aktiviteleri ve PC diizeyleri gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bigimde

farklidir (Sirasiyla p=0,588 ve p = 0,252). Bu parametrelerin grup i¢i karsilastirmalari

ise asagidaki gibidir.

004

ilig

SOD.DOKU

0017

10 20 Kl 400 50
Gruplar

GSH Px DOKU

Sekil-19: Gruplarda doku SOD ve GSH-Px aktivitesinin grafiksel gosterimi
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Tablo 6: Karaciger dokusunda oksidatif stres parametreleri

Grup SOD CAT GSH-Px MDA PC NO pmol/g
U/mg k/g protein U/g protein nmol/g yas nmol/mg yas doku
protein Ort+SD Ort+SD doku protein Ort+SD

Ort+SD Ort+SD Ort+SD
Gruplar F r F r F r F r F r F r
arasi 29 0,035 0,714 0588 6,78 <0,001 728 <0001 14 025 50 0,003

Grup 1 0,026+0,005  1,94+0,94 4,69+1,19 11,38+4,25 0,23+0,05 3,53+0,11
(n=8)

Grup 2 0,0207+0,003  1,31+0,95 2,13+1,0 13,55+2,75 0,26+0,07 3,69+0,10
(n=8)

Grup 3 0,0214+0,005  1,41+0,98 2,79+0,89 16,11+3,69 0,28+0,07 3,81+0,08
(n=8)

Grup 4 0,024+0,004  1,85+0,76 3,54+0,79 10,03+0,18 0,204+0,08 3,67+0,20
(n=8)

Grup5 0,0260+0,002  1,43+0,35 3,35+1,14 8,31+0,27 0,240+,08 3,76+0,09
(n=8)

1vs2 0,110 0,681 <0,001 0,656 0,948 0,133
p degeri
1vs3 0,195 0,803 <0,001 0,041 0,607 0,002
p degeri
lvs5 1,00 0,825 0,109 0,326 0,996 0,013
p degeri
2vs4 0,557 0,787 0,068 0,196 0,539 0,996
p degeri
2vs5 0,098 0,999 0,171 0,019 0,996 0,853
p degeri
3vs4 0,735 0,887 0,597 0,004 0,184 0,236
p degeri
3vs5 0,175 1,00 0,830 <0,001 0,821 0,943
p degeri
4vs5 0,829 0,904 0,996 0,825 0,759 0,653
p degeri

Gruplarin Karaciger dokusunda SOD aktiviteleri incelendiginde; Grup 3’ iin
(0,0214+0,005) SOD aktivitesi Grup 1’e (0,026+0,005) gore azalmistir. Fakat anlaml
degildir (p=0,195). Aymi durumda Grup 4’Un (0,024+0,004) ve Grup 5’in
(0,0260£0,002) SOD aktiviteleri Grup 3’e gore (0,0214+0,005) artmasina ragmen
anlamli degildir (Sirasiyla p= 0,735 ve p = 0,175 ). Grup 2’nin (0,0207+0,003) SOD
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aktivitesi Grup 4 (0,024+0,004) ve Grup 5’in (0,0260+0,002) SOD aktiviteleriyle
karsilastirildiginda anlamli degildir (Sirastyla p=0,557; p=0,098) (Sekil-19 ve Tablo-6).

Gruplarin karaciger dokusunda GSH-Px aktiviteleri incelendiginde; HFCS ile
beslenen gruplarin GSH-Px aktiviteleri Grup 1’e (4,69£1,19) gore azalmistir. Grup 3’lin
(2,79%0,89) azalis1 anlamhidir (p<0,001). Grup 4 (3,54+0,79 ) ve Grup 5’in (3,35+1,14)
GSH-Px aktiviteleri Grup 3’e gore (2,79+0,89) artmuistir ve Grup 1’ e yaklagsmistir.
Fakat bu anlamli degildir. Sirasiyla (p= 0,59 ve p=0,830). Grup 2’nin (2,13£1,0) GSH-
Px aktivitesi Grup 4 (3,54+0,79) ve Grup 5’in (3,35+1,14) GSH-Px aktiviteleriyle
karsilastirildiginda anlamli degildir (Sirastyla p=0,068 p=0,171) (Sekil-19 ve Tablo-6).

Gruplarin karaciger dokusunda CAT aktiviteleri incelendiginde; Grup 3’iin
(1,41£0,98) CAT aktivitesi Grup 1’e (1,94 0,94) gore azalmistir. Fakat bu azalis
anlamli degildir. (p=0,803) Grup 4 (1,85t 0,76) ve Grup5’in (1,43+0,35) CAT
aktivitesi Grup 3 (1,41+0,98) gore artmistir. Fakat bu artig anlamli degildir. Grup 2’nin
(2,13£1,0) CAT aktivitesi Grup 4 (1,31+0,95) ve Grup 5’in (1,43%+0,35) CAT
aktiviteleriyle karsilastirildiginda anlamli degildir (Sirastyla p=0,787; p=0,999) ( Tablo-
6).

Gruplarin karaciger dokusunda MDA seviyeleri incelendiginde; Grup 3’iin
(16,11+3,69 ) MDA seviyesi Grup 1’e (11,38+4,25) gore anlamli sekilde artmistir
(p=0,041). Grup 4 (10,03+0,18) ve Grup 5’in (8,31+0,27) MDA seviyeleriyle Grup 3’e
(16,11+3,69) gore anlamli sekilde azalmistir (Sirasiyla p= 0,004 ve <0,001). Grup-
2’nin (13,55+2,75) MDA seviyesi ile Grup-4’in  (10,03£0,18) MDA seviyesi
karsilastirildiginda anlamli degildir (p=0,196). Grup-2 (13,55%+2,75) MDA seviyesi
Grup 5’in (8,31+0,27 ) MDA seviyesiyle karsilastirildiginda anlamhidir (p=0,019).
(Sekil-20 ve Tablo-6).

Gruplarmn karaciger dokusunda PC diizeyleri incelendiginde; Grup 2 (0,26+0,07)
ve Grup 3’tin (0,28+0,07) PC duzeyleri Grup 1’¢ (0,23+0,05) goére artmistir. Fakat bu
artis anlamli degildir Sirasiyla (p=0,948, p= 0,607). (Sekil-20 ve Tablo-6).

Gruplarin karaciger dokusunda NO seviyeleri incelendiginde; Grup 3’iin
(3,81+0,08) NO seviyesi Grup 1’e (3,53+0,11) gore anlamli sekilde artmistir (p=0,002)
(Tablo-6).
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Sekil-20: Gruplarda doku MDA ve PC dizeyinin grafiksel gosterimi
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4.2.4 Gruplarmm Doku ve Serum Glutatyon Duzeyi: Doku ve serumda

calisilan GSH dlizeyinin ort+SD degerleri Tablo 7°de gésterilmistir.

Tablo 7: Gruplarin doku ve serum GSH dizeyi

Grup GSH-Doku GSH-Serum nmol/ml

nmol/mgprotein Ort+SD
Ort+SD

Gruplar arasi F r F r

karsilastirma 3,92 0,010 3,878 0,012

Grup-1 1,07+ 0,23 172,9+19,1

Grup-2 0,89 +0,16 158,6+4,1

Grup-3 0,69+0,10 152,246,5

Grup-4 0,95+0,28 164,07+8,89

Grup-5 0,81+0,19 158,2+8,15

1vs 2 p degeri 0,821 0,090

1vs 3 p degeri 0,007 0,04

1vs 5 p degeri 0,146 1,00

2 Vs 4 p degeri 1,00 1,00

2 Vs 5 p degeri 1,00 0,328

3 Vs 4 p degeri 0,173 1,00

3 Vs 5 p degeri 1,00 1,00

4vs 5 p degeri 1,00 1,00

Grup 1: Kontrol, Grup 2: Sham, Grup 3: HFCS, Grup 4: L-karnitin, Grup 5: Trans-

salkon, vs: versus : -e kars1

Gruplarin doku ve serum Ornekleri gruplar arasi karsilastirildiginda GSH

dizeylerinde anlamli degisiklik bulunmustur. Grup i¢i karsilastirmalarda ise hem

dokuda hem de serumda HFCS verilen Grup-3’tin GSH dizeyi Grup 1’e gore anlamli

sekilde azalmigtir. Sirasiyla (p=0,007, p =0,04). Buna ek olarak hem doku hem serum

orneklerinde; Grup-4 ve Grup-5’in Grup-3’e gore GSH duzeylerinde artis olmasina

ragmen istatistiksel olarak anlamli bulunamamustir.



o1

4.25. Gruplarin Karaciger Dokusunda GRP-78, XBP-1, SREBP-1c
Duzeyleri ve FAS Aktiviteleri

ELISA yontemi ile ng/ml olarak belirlenmistir ve ort=SD degerleri Tablo 8’de

gosterilmistir.

Tablo 8: Doku GRP-78, XBP-1, SREBP-1c dlzeyleri ve FAS aktiviteleri

Grup GRP-78 XBP-1 FAS SREBP-1c

ng/mi ng/ml ng/ml ng/ml
Ort+SD Ort+SD Ort+SD Ort+SD

Gruplar arasi F r F r F r F r

karsilastirma 9,06 ~ <0,001 12,35 <0,001 3,40 0,019 10,49 <0,001

Grupl (n=8) 37,0221 2,27+0,09 17,44+1,09 1,81+0,20

Grup 2 (n=8) 40,944 ,4 2,46x0,12 19,1+1,73 2,17+0,46

Grup 3 (n=8) 44,6+2,97 2,54+0,085 20,05+1,21 2,44+0,3

Grup 4 (n=8) 36,6+3,15 2,24+0,138 19,09+1,42 1,71+0,14

Grup 5 (n=8 37,8+2,81 2,18+0,159 18,99+1,62 1,67+0,21

lvs2p 0,122 0,036 0,153 0,12

degeri

1vs3p <0,001 0,001 0,008 0,001

degeri

1lvs5p 0,983 <0,001 1,34 0,858

degeri

2vs4dp 0,069 0,012 1,00 0,025

degeri

2vs5p 0,319 0,001 1,00 0,012

degeri

3vs4dp <0,001 <0,001 0,681 <0,001

degeri

3vs5p 0,001 <0,001 0,768 <0,001

degeri

4vs5p 0,930 0,828 1,00 0,098

degeri

Grup 1:Kontrol, Grup 2: Sham, Grup 3: HFCS, Grup 4: L-karnitin, Grup 5: Trans-salkon
VS: versus : -e karsi
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GRP-78, XBP-1, SREBP-1c duzeyleri ve FAS aktivitesi gruplar arasi
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamlidir (Sirasiyla p<0,001, p<0,001, p= 0,019
p<0,001) (Tablo-8). Bu parametrelerin grup ici karsilastirmalar1 asagidaki gibidir.

Gruplarin karaciger dokusunda GRP-78 seviyeleri incelendiginde; Grup 3’lin
(44,6+2,97) GRP-78 seviyesi Grup 1°e (37,02+2,1) gore anlamli sekilde artmistir (p<
0,001). Grup 4 (36,6+3,15) ve Grup 5’in (37,8+2,81) GRP-78 seviyeleri Grup 3’e
(44,6£2,97) gore anlamli sekilde azalmistir (Sirasiyla p<0,001 ve p= 0,001). Grup-
2’nin (40,9%4,4) GRP-78 seviyesi ile Grup-4 (36,6+3,15) ve Grup-5’in (37,8+2,81)
GRP-78 seviyelerindeki degisim anlamli degildir (Sekil-21 ve Tablo-8).

Gruplarin karaciger dokusunda XBP-1 seviyeleri incelendiginde; Grup 3’iin
(2,54+0,085) XBP-1 seviyesi Grup 1’e (2,27+0,09) gore anlamli sekilde artmistir (p=
0,001). Grup 4 (2,24+0,138) ve Grup 5’in (2,18+0,159) XBP-1 seviyeleri Grup 3’e
(2,54+0,085) gore anlamli sekilde azalmistir (Sirasiyla p<0,001, p<0,001). Grup-2’nin
(2,46x0,12) XBP-1 seviyesi ile Grup-4 (2,24+0,138) ve Grup-5’in (2,18+0,159) XBP-1
seviyelerindeki degisim anlamlidir (Sirasiyla p=0,012; p=0,001) (Sekil-21 ve Tablo-8).
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Sekil-21: Gruplarin doku GRP-78 ve XBP-1 diizeylerinin grafiksel gosterimi
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Gruplarin karaciger dokusunda FAS aktivitesi incelendiginde; Grup 3’iin
(20,05+-1,21) FAS aktivitesi Grup 1’e (17,44%1,09) gore anlamli sekilde artmistir (p=
0,008). Grup 4 (19,09£1,42) ve Grup 5’in (18,99% 1,62) FAS aktivitesi Grup 3’e gore
(20,05£1,21) azalmistir. Fakat anlamli degildir. Sirasiyla (p= 0,681; p = 0,768 ). Grup-
2’nin (19,1+1,73) FAS aktivitesi ile Grup-4 (19,09+1,42) ve Grup 5’in (18,99+1,62)
FAS aktivitelerindeki degisim anlamli degildir (Sirasiyla p= 1,00, p= 1,00) (Sekil-22 ve
Tablo-8).

Gruplarin karaciger dokusunda SREB-1c seviyeleri incelendiginde; Grup 3’lin
(2,44+0,3) SREB-1c seviyesi Grup 1’¢ (1,81+ 0,20 ) gore anlamli sekilde artmistir (p=
0,001). Grup 4 (1,71+0,14) ve Grup 5’in (1,67%0,21) SREB-1c seviyeleri Grup 3’e
(2,44+£0,3) gore anlamli sekilde azalmistir (Sirasiyla p<0,001; p< 0,001). Grup 2’nin
(2,17%0,46) SREB-1c seviyesi ile Grup 4 (1,71+0,14) ve Grup 5’in (1,67%0,21) SREB-
1c seviyeleri karsilagtirildiginda anlamlidir. (Sirasiyla p= 0,025 p= 0,012) (Sekil-22 ve
Tablo-8).
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Sekil-22: Gruplarda doku FAS aktivitesinin ve SREB-1c diizeylerinin grafiksel
goOsterimi
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4.2.6 Kilo ile LDL, HDL, Total Kolesterol, TG ile Doku GRP-78, XBP-1,
SREBP-1c Duizeyleri, FAS Aktiviteleri Arasindaki Korelasyon Analizi:

Gruplarin kilolartryla GRP-78 duzeyleri arasinda zayif derecede pozitif
korelasyon vardir ve anlamlidir ( r= 0,464, p=0,003).

Gruplarm kilolartyla XBP-1 dlizeyleri arasinda zayif derecede pozitif korelasyon
vardir ve anlamlhidir ( r= 0,433, p=0,005).

Gruplarin kilolartyla FAS aktiviteleri arasinda ¢ok zayif derecede pozitif
korelasyon vardir ve anlamli degildir ( r= 0,189, p= 0,243).

Gruplarin kilolartyla SREBP-1c dlzeyleri arasinda orta derecede pozitif
korelasyon vardir ve anlamlidir ( r= 0,424, p= 0,006).

Gruplarin LDL seviyeleri ile GRP-78 diizeyleri arasinda orta derecede pozitif
korelasyon vardir ve anlamlidir ( r= 0,464, p= 0,003).

Gruplarin LDL seviyeleriyle XBP-1 diizeyleri arasinda ¢ok zayif derecede
pozitif korelasyon vardir ve anlamli degildir ( r= 010 p= 0,583).

Gruplarin LDL seviyeleriyle FAS aktiviteleri arasinda ¢ok zayif derecede pozitif
korelasyon vardir ve anlamli degildir ( r= 0,193 p= 0,223).

Gruplarin LDLseviyeleriyle SREBP-1c duzeyleri arasinda zayif derecede pozitif
korelasyon vardir ve anlamli degildir ( r= 0,235 p= 0,145).

Gruplarin HDL seviyeleri ile GRP-78 duzeyleri arasinda ¢ok zayif derecede
pozitif korelasyon vardir ve anlamli degildir ( r= 0,108 p=0,508).

Gruplarin HDL seviyeleri ile XBP-1 duzeyleri arasinda ¢ok zayif derecede
pozitif korelasyon vardir ve anlamli degildir ( r= 0,11 p=0,498).

Gruplarin HDL seviyeleri ile FAS aktiviteleri arasinda ¢ok zayif derecede
negatif korelasyon vardir ve anlamli degildir ( r=-0,81 p= 0,620).

Gruplarin HDL seviyeleri ile SREB-1c diizeyleri arasinda ¢ok zayif derecede
pozitif korelasyon vardir ve anlamli degildir ( r= 0,103 p=0,529).

Gruplarin total kolesterol seviyeleriyle GRP-78 dizeyleri arasinda zayif
derecede pozitif korelasyon vardir ve anlamlidir ( r= 0,400 p=0,012).

Gruplarin total kolesterol seviyeleriyle XBP-1 diizeyleri arasinda zayif derecede
pozitif korelasyon vardir ve anlamli degildir ( r= 0,290 p=0,073).

Gruplarin total kolesterol seviyeleriyle FAS aktiviteleri arasinda ¢ok zayif

derecede pozitif korelasyon vardir ve anlamli degildir ( r= 0,262, p= 0,107) .
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Gruplarin total kolesterol seviyeleriyle SREBP-1c diizeyleri arasinda ¢ok zayif
derecede pozitif korelasyon vardir ve anlamlhidir ( r= 0,334 p=0,037).

Gruplarin TG seviyeleriyle GRP-78 diizeyleri arasinda zayif derecede pozitif
korelasyon vardir ve anlamli degildir ( r= 0,310 p= 0,052).

Gruplarin TG seviyeleriyle XBP-1 diizeyleri arasinda ¢ok zayif derecede pozitif
korelasyon vardir ve anlamli degildir ( r= 0,153 p= 0,347).

Gruplarin TG seviyeleriyle FAS aktiviteleri arasinda ¢ok zayif derecede pozitif
korelasyon vardir ve anlamli degildir ( r= 0,058 p=0,078).

Gruplarin TG seviyeleriyle SREBP-1c aktiviteleri arasinda zayif derecede
pozitif korelasyon vardir ve anlamli degildir ( r= 0,224 p=0,164).

Kilo, LDL, HDL, total kolesterol, TG ve doku GRP-78, XBP-1, FAS, SREBP-

1 ¢ arasindaki korelasyon analizi Tablo 9°da gosterilmistir.

Tablo-9: Kilo ile Serum LDL, HDL, total kolesterol, TG ile doku GRP-78, XBP-1,

SREBP-1c dizeyleri, FAS aktiviteleri arasindaki korelasyon analizi

Kilo LDL HDL Total Kolesterol TG
r p r p r p r p r p
GRP-78 0,464 0,003 0,283 0,077 0,108 0,508 0,400 0,012 0,310 0,052
XBP-1 0,433 0005 010 0503 0,11 0,498 0,290 0,073 0,153 0,347
FAS 0,189 0,243 0,193 0,223 -0,81 0,620 0,262 0,107 0,058 0,073

SREBP-1c 0,424 0,006 0235 0,145 0,103 0,529 0,334 0,037 0,224 0,164

4.2.7. Doku SOD, CAT, GSH-Px Aktiviteleri, MDA, PC, GRP-78, XBP-1,
SREBP-1c Duzeyleri, FAS Aktiviteleri ve Kilo Arasindaki Korelasyon Analizi

Kilo ile doku SOD, CAT, GSH-Px, FAS Aktiviteleri MDA, PC, GRP-78, XBP-
1, SREBP-1c Diizeyleri Arasindaki Korelasyon Analizi Tablo-10’da gosterilmistir.

Gruplarin SOD aktivitesiyle GRP-78 duzeyleri arasinda zayif derecede negatif
korelasyon vardir ve anlamlidir ( r=-0,374 p= 0,048).

Gruplarin SOD aktivitesiyle XBP-1 dUzeyleri arasinda orta derecede negatif
korelasyon vardir ve anlamlidir ( r=-0,413 p=0,008).

Gruplarin SOD aktivitesiyle FAS aktiviteleri arasinda zayif derecede negatif
korelasyon vardir ve anlamlidir ( r=-0,393 p=0,012).
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Gruplarin SOD aktivitesiyle SREBP-1c dizeyleri arasinda zayif derecede
negatif korelasyon vardir ve anlamlhidir ( r=-0,357 p=0,024).

Gruplarin SOD aktivitesiyle kilo bulgular1 arasinda ¢ok zayif derecede negatif
korelasyon vardir ve anlamli degildir ( r=-0,110 p= 0,501).

Gruplarin MDA diizeyiyle GRP-78 duzeyleri arasinda zayif derecede pozitif
korelasyon vardir ve anlamlidir ( r= 0,438 p= 0,001).

Gruplarin MDA diizeyiyle XBP-1 diizeyleri arasinda orta derecede pozitif
korelasyon vardir ve anlamlidir ( r= 0,579 p= 0,001).

Gruplarin MDA diizeyiyle FAS aktiviteleri arasinda zayif derecede pozitif
korelasyon vardir ve anlamli degildir ( r= 0,262 p= 0,103).

Gruplarin MDA diizeyiyle SREBP-1c diizeyleri arasinda orta derecede pozitif
korelasyon vardir ve anlamlidir (r= 0,499 p=0,001).

Gruplarin MDA diizeyiyle Kilo bulgular1 arasinda zayif derecede pozitif
korelasyon vardir ve anlamlidir.( r= 0,318 p=0,046).

Gruplarin PC diizeyiyle GRP-78 dizeyleri arasinda zayif derecede pozitif
korelasyon vardir ve anlamlidir (r= 0,345 p=0,029).

Tablo-10: Kilo ile doku SOD, CAT, GSH-Px, FAS aktiviteleri, doku MDA, PC, GRP-
78, XBP-1, SREBP-1c diizeyleri arasindaki korelasyon analizi

SOD CAT GSH-Px MDA PC

r p r p r p r p r p

GRP-78 | -0,374 | 0,048 | 0,051 | 0,754 | -0,25 | 0,118 | 0,438 | 0,001 | 0,345 | 0,029

XBpP-1 | -0,413 | 0,008 | -0,081 | 0,620 | -0,27 | 0,092 | 0,579 | 0,001 | 0,23 | 0,144

FAS -0,393 | 0,012 | 0,037 08 |-022 | 0161 | 0,262 | 0,103 | 0,08 | 0,612

SREBP- | -0357 | 0,024 | 0,017 09 |-023| 0,150 | 0,499 | 0,001 | 0,284 | 0,075
1c

Kilo -0,110 | 0,501 | -0,132 | 0,418 | -0,19 | 0,22 | 0,318 | 0,046 | 0,227 | 0,160

4.2.8 Serum SOD, GSH-Px Aktiviteleri ve MDA, PC, NO Duzeyleri

Serum SOD, GSH-Px aktiviteleri, MDA, PC, NO diizeyleri Tablo-11"de gosterilmistir.
SOD, GSH-Px, MDA, PC ve NO parametrelerinde hem gruplar arasi hemde
grup i¢i karsilagtirmalarda anlamli bulunmamistir (p>0,05). Fakat Grup 3’iin MDA, PC,
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NO dizeyleri diger gruplara gore yiiksektir. Grup 4 ve Grup 5’in SOD, GSH-Px

aktiviteleri icme suyu ile beslenen Grup-1’e yaklagmistir. Anlamli olmasa da karaciger

doku verileriyle uyusmaktadir.

Tablo 11: Serum SOD, GSH-Px aktiviteleri, MDA, PC, NO diizeyleri

Grup SOD GSH-Px MDA PC NO
Ort+SD Ort+SD Ort+SD Ort+SD Ort+SD

Gruplar F p F p F p F p F p

arasi 040 08 209 010 176 015 202 011 0508 0,730

karsilastirma

Grup 1 11,05+1,05 1015,2+ 3124 0,25+0,05 361,6+69,1 194,8+10,1

(n=8)

Grup 2 10,95+2,24  1012,2+307,2 0,31+0,11 392,7£112,1 193,0+6,5

(n=8)

Grup 3 10,46+1,65 710,9+301,9 0,36+0,10 470,4+£152,1 196,1+9,54

(n=8)

Grup 4 10,24+2,01  1027,2+ 145,7 0,27+0,13 342,6+63,8 193,5+4,81

(n=8)

Grup 5 11,36+2,06  905,4+185,04 0,25+0,06 365,5+72,00  191,08+5,35

(n=8)

Grupl: Kontrol, Grup 2: Sham, Grup 3: HFCS, Grup4: L-karnitin, Grup 5: Trans-

salkon
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5 TARTISMA

Son yillarda sukroz, fruktoz ve yiiksek fruktoz misir surubunun (HFCS)
endokrin ve potansiyel saglik etkileri ile ilgili ciddi bilimsel tartismalar hareretli sekilde
devam etmektedir. Geriye doniik olarak, bu sekerlerin {igiinde de muazzam bir bilimsel
literatir mevcut olmasina ragmen, son giinlerde yayinlanan makaleler Ozelikle
HFCS’nin bir¢ok iilkede yasanan obezite sorununda benzersiz bir rol oynayabilecegini
diistindiirmektedir [135].

HFCS tiketimi, Birlesik Devletlerde ortalama toplam giinliik enerji alimimnin%
15'ine kadar cikmakta olup kilo alimi ve obezite ile iliskilidir. Diyet bilesenleri,
metabolik sendrom, obezite ve tip 2 diyabetin gelismesinde ve insllin direncinde
onemli bir rol oynar. Iceceklerde mevcut olan HFCS’nin tiketimi kilo aliminda
yiikselise ve obeziteye neden oldugu gosterilmistir [26, 27]. Batililarin diyetinde de,
toplam kalorinin yaklasik % 10’u fruktozdan saglanir (yaklasik olarak 55 gr/giin) [1].

Fruktoz enterositler tarafindan emildikten sonra, karacigere dogrudan portal
dolagim ile tasinir. Karaciger, kandaki fruktozun temel hedef organmidir. Aktif hepatik
enzim sistemi hizla fruktozu metabolize eder. Fruktoz hepatik metabolizmada trioz
fosfotlara doniisiir ve glikoz metabolizmasinda énemli rol oynayan bir peptid hormon
olan insiilinden etkilenmez. Fruktoz, karacigerde fruktokinaz enzimi ile fosforillenerek
fruktoz-1 fosfata doniistiiriiliir. Bu molekiilden ise gliseraldehit, dihidroksiaseton fosfat
ve gliseraldehit-3-fosfat dretilir. Bdylece fruktozdan enzimatik basamaklarla (¢
karbonlu (trioz) ara iirlinler olusur. Besinlerle alinan glukoz hem karaciger glikojen
depolarint hem de kan sekerini arttirdig1 i¢in, fruktoz metabolizmasi genellikle de novo
TG sentezine yonlendirilir. Karaciger tarafindan TG, c¢ok kiigiik dansiteli lipoprotein
(VLDL) olarak kana wverilir. Kanda bulundugu siirede VLDL lipoprotein lipaz
tarafindan non-esterifiye yag asitlerine ve monoagil gliserole hidrolize edilir. Adipoz
doku bu ara drinleri alarak yeniden TG sentezler ve depo eder. Bu nedenle yiiksek
fruktoz tuketiminin kan yag asit diizeyini yiikselttigi ve insiilinden bagimsiz olarak yag
depolanmasina sebep olarak obeziteye yol agtig1 belirtilmektedir [136, 137].

Karacigerde depolanan TG miktarin1 dengeleyen faktorlerden biri mitokondride
gerceklesen yag asit B-oksidasyonudur. Yag asit oksidasyonu; mitokondri, peroksizom

ya da mikrozomlarda gergeklesen katabolik bir yolaktir. Kisa, orta ve uzun zincirli yag
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asitleri genellikle mitokondride okside olurken, ¢ok uzun zincirli yag asitlerinin
peroksizomlarda okside oldugu bilinmektedir [138]. Fruktozun de novo lipogenezi
arttiricr etkisinin yani sira, uzun zincirli yag asitlerinin mitokondriyal B-oksidasyonu
lizerine inhibe edici etki gostererek de intrahepatik lipid miktarim1 arttirabildigi
bilinmektedir [139].

L-karnitin, lipit metabolizmasinda onemli bir fizyolojik rol oynamaktadir.
Karnitin hiicrede enerji Gretimi icin beta-oksidasyona ugrayacak olan uzun zincirli yag
asitlerinin mitokondri matriksine tasinmasinda Onemli rol oynayarak, kilolarinin
azaltilmasima yardimct olur. L-karnitin, bir antioksidandir ve lipid oksidasyonun nihai
urtnlerinin birikimini onler [111].

Cesitli farkli salkon iskeletlerinin, anjiyotensin doniistiiriicii enzim, kalsiyum /
potasyum kanallari, TG sentezi, diagilgliserol agiltransferaz, kolesteril ester gibi gesitli
kardiyovaskiiler hedefleri inhibe ettigi bildirilmistir. Trans-salkon yapisi, flavonoidler
ve salkon bilesiklerinin Onciiliglinlii yapmaktadir ve antioksidan, sitotoksik, antikanser,
antimikrobiyal, antiprotozoal, antililser, antihistaminik ve anti-inflamatuar gibi bir dizi
terapGtik Ozellige sahiptir [121, 122]. Ayrica Trans-salkon yag asidi sentaz ve a-
amilazin inhibitoriidiir [122, 123].

HFCS ile beslenenen gruplarin kilolar1 kontrol gruba gore anlamli sekilde arttigi
gozlemlenmistir. Jurgens ve ark. Farelerde, 73 giin, % 15°1lik fruktoz, % 10’luk sukroz
ve sentetik tatlandiriciyla hazirlanmig ii¢c farkli igecekle viicut agirliginin nasil
etkilendigini aragtirmislardir. Fruktoz grubu farelerinin viicut agirligi diger gruplara
kiyasla anlamli derecede arttigini rapor etmislerdir [140]. Light ve ark. yaptiklari
calismada siganlara 8 hafta boyunca % 13’ lik glukoz, sukroz, fruktoz ve HFCS
vermiglerdir. Calisma sonunda, sukroz verilen sicanlarin viicut agirligt kontrol
grubunun siganlarinin viicut agirhgma goére anlamli artmazken, HFCS grubu
siganlarinin viicut agirliginda anlamli bir artis oldugunu bildirmislerdir [141]. Lee ve
ark. yiiksek yagh diyetle beslenen siganlarda, L-karnitin takviyesinin adipoz doku
birikimini ve viicut agirhgmi énemli 6lglide azalttig1 rapor etmislerdir [142]. 12 haftalik
HFCS ile beslenme HFCS grubu (Grup-3), sham grubu (Grup-2), L-karnitin grubunda
(Grup-4) anlamli kilo artisina neden olmustur. Calismamizda trans-salkon grubunun %
kilo artist kontrol grubu gibi anlamli bulunamistir. Bu veri trans-salkon molekilinin

kilo aldirmadig1 yorumunu akla getirmistir. Fakat Jalalvand ve ark. yaptiklari caligmada
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8 hafta boyunca yiiksek yagli diyetle beslenen farelere trans-salkon vermis ve ¢alisma
sonunda trans-salkon verilen grubta anlamli kilo kaybi olmadigini rapor etmislerdir
[143]. Bu rapor c¢alismamizla c¢elismektedir, ¢alismamizin bulgularmma gore trans-
salkonun’un HFCS ile beslenmede viicut agirligi Uzerine etkisi oldugu kanaati
olusmustur.

Jurgens ve ark. igeriginde % 10 sukroz ve %15 fruktoz oraninda hazirlanmis su
verilen farelerin yem tiiketiminde azalma oldugunu rapor etmislerdir. Jurgens ve ark.
farelerin gerekli enerjiyi icme suyunda bulunan yiksek karbonhidrattan sagladigi, bu
yiuzden yem tuketiminde azalma oldugunu seklinde yorumlanmistir [140].
Calismamizda HFCS ile beslenen gruplarin su tiiketimi, kontrol grubuna gore ciddi
oranda artmistir. Fakat HFCS ile beslenen gruplarin yem tiiketimi kontrol grubuna gore
azalmistir. Bu bulgular 1518inda HFCS ile beslenen gruplarin yem tiiketiminin
azalmasimin, artan HFCS tiiketiminden kaynaklandigi ve sicanlarin enerji ihtiyacini
HFCS’den karsiladig1 kanatindeyiz.

Bocarsly ve ark. 7 ay siiren farkli konsantrasyonlarda HFCS uygulanan
sicanlarda HFCS'nin kisa (8 hafta) ve uzun vadeli (6-7 ay) etkilerini, viicut agirhigini ve
TG diizeylerini incelemislerdir. Calisma sonunda kilo alimi ve TG’in asir1 artigini
gozlemlemislerdir. Dolayisiyla asir1 HFCS tiiketiminin obeziteye neden olabilecegi ve
hayvanlarin HFCS ile beslendiginde kalori ihtiyacint HFCS’den karsiladigir sonucuna
varmuslardir [144]. Zhang ve ark. disi CD-1 farelerine 8 hafta boyunca% 30 fruktoz
cozeltisi vermis, HFCS ile beslenen gruplarin yem tiiketimi miktarinda neredeyse yari
yart azalma gOzlemlemislerdir. Calismalarinda HFCS ile beslenen farelerin
serumlarinda LDL, total kolesterol seviyelerinde anlamli sekilde artis saptamislardir
[145]. Jalalvand ve ark. yaptiklari caligmada 8 hafta boyunca yiiksek yagli diyetle
beslenen farelere trans-salkon vermis ve ¢alisma sonunda trans-salkon verilen grubun
TG, total kolesterol seviyelerinin azaldigi, HDL seviyesinin arttirgmi bulmuslardir
[143]. Rajasekar ve ark.zengin fruktozlu diyetle besledikleri siganlarda karnitin
uygulamasinin TG seviyesini anlamli sekilde azalttigini rapor etmislerdir [117].
Calismamizda 12 haftalik HFCS tiiketiminin siganlarin serumlarinda total kolesterol,
LDL, TG seviyelerini 6nemli 6lgiide degistirmistir. Asir1 HFCS ile beslenmenin lipit
profilini olumsuz sekilde degistirdigi kanaatindeyiz. Sham grubunun total kolesterol,
LDL, TG seviyeleriyle L-karnitin ve trans-salkon grubunun total kolesterol, LDL, TG
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seviyeleri karsilagtirildiginda bir anlamlilik bulunamamistir. Bundan dolay1 L-karnitin
ve trans-salkon molekdllerinin lipit profillerini  diizeltmede yeterli katkida
bulunmadigini diistindiirmiistiir. Bunun sebebi bu molekiillerin diisiik dozda verilmis
olmasindan kaynaklanmis olabilicegini akla getirmektedir.

Oksidatif stres; ROS ile antioksidan sistem arasindaki dengenin oksidan yonde
bozulmasi ile gergeklesir. Oksidatif stres dogal bir siire¢ olup bu stresi kontrol altinda
tutan 6zellesmis mekanizmalar mevcuttur. Bu mekanizmalarin yetersizligi durumlarinda
oksidatif hasar olusur [5]. ROS =zararli etkilerine en ¢ok maruz kalan biyolojik
molekiiller lipitlerdir. Coklu doymamis yag asitlerinden oldukca zengin olan hiicre
membrani serbest radikallerle hizla reaksiyona girebilmektedir. Yag asitlerinde bulunan
doymamis baglar serbest radikallerle reaksiyona girerek peroksidasyona sebep olurlar.
Membran akiskanlhiginin, lipitlerin yan zincirlerinde bulunan doymamis yag asitleri
tarafindan saglanmasi sebebiyle bu yapilarda olusan hasar memran akiskanligini da
olumsuz etkiler. Membran yapisindaki bu peroksidasyon hiicre zar akiskanliginda
degisiklige, fonksiyonlarinda bozulmaya, Kalsiyum, Sodyum ve Potasyum kanallarinda
disfonksiyona ve neticesinde bozulmus sinyal iletimine sebep olabilir. Lipit
peroksidasyonu, lipit hidroperoksitlerinin aldehid ve diger karbonil bilesiklere
doniismesiyle son bulur [146]. ROS‘un proteinlerle etkilesimleri arjinin, histidin, lizin
ve prolin gibi ¢ok sayida aminoasit kalintisinda ve/veya peptid omurgasinda hasara ve
bunun sonucunda da protein karbonilleri tiriinlerinin agiga ¢ikmasina sebep olur [147].

Oberzite ile oksidatif stres arasinda da iliski varligin1 gosteren bircok mekanizma
ileri surulmektedir. Lipit ve glukoz metabolizmasinin degisimi, doku disfonksiyonu,
hiperleptinemi ve yemek sonrast ROS olusumu bunlardan bazilaridir. Adipositlerde
ROS olugsumu insiiline yanit olarak ortaya ¢ikar. Peroksizomal yag asidi metabolizmasi,
sitokrom P450 mikrozomal tepkimeleri, inflamasyon ve mitokondriyal oksidatif
fosforilasyon gibi oksidatif stresi ortaya ¢ikaran patofizyolojik kosullarda ROS iiretimi
artar. Yilmaz ve ark. obez ¢ocuklar tlizerinde yaptiklar1 ¢calismada MDA seviyelerini
kontrol grubuna gore anlamh diizeyde yiiksek bulmuslardir [148]. Obezitede oksidatif
stres nedeniyle ROS iiretiminin artmasinin yani sira yiikksek TG derisiminin de adenin
niikleotitlerin translokasyonunu inhibe ederek stiperoksitlerin olusumuna neden oldugu
bildirilmistir. Ayrica obez bireylerde SOD, GSH-Px, CAT gibi antioksidan enzimlerin

aktivitelerinde azalma rapor edilmistir [146]. Kalori kisitlamasi ve / veya egzersiz ile
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kilo kaybi1 oksidatif stres durumunu azaltabilir gibi goriisler mevcuttur. Ya da oksidatif
stresin asirt artmasi, anti-oksidan mekanizmalarin yetersiz tretimi ile birlikte hiicresel
yapilara zarar verir ve bu da obezite sonucu olusan komplikasyonlarin gelisimine yol
acar [149, 150].

Obezitenin disinda, HFCS ile beslenmenin fruktoz metabolizmasinin yiikiiniin
bir sonucu olarak oksidatif strese neden oldugu disiiniilmektedir [151, 152]. Literatlre
baktigimizda Saygin ve ark 10 hafta boyunca % 30’luk HFCS ile beslenmis siganlarda
kardiyovaskiiler sistem iizerine etkilerini arastirmislardir. Saygin ve ark HFCS ile
beslenen grubun kardiyak dokuda MDA dizeyinin arttigii ve CAT aktivitesinin
azaldigin1 goézlemlemiglerdir ve HFCS’nin oksidatif stresi arttirdigi  sonucuna
varmiglardir. Farkli bir ¢alismada Reddy ve ark. 60 gun boyunca yuksek fruktozla
besledikleri si¢anlarin anti hiper-lipidemik, antioksidan 06zelligi olan T.cordifolia
bitkisinin insilin direnci Uzerine etkisini incelemislerdir. Calismada yiiksek fruktozla
beslenen gruplarin kilolarinda ve su tiiketimlerinde normal beslenen gruplara gore artis
gozlemlemislerdir. Yiiksek fruktozla beslenen gruplarin karaciger dokusunda oksidatif
stres parametrelerinden MDA ve PC diizeyinin arttigini, SOD, GSH-Px, CAT gibi
antioksidan enzimlerin aktivitelerinin ise azaldigin1 gozlemlemislerdir. Onlar yiksek
fruktozla beslenmenin oksidatif stresi arttirdigi sonucuna varmiglardir [152]. Hussein ve
ark. Yiiksek Fruktozlu diyetle besledikleri siganlarda L-karnitin uygulamasinin MDA
diizeyini anlamli sekilde azalttigini rapor etmislerdir [153]. Bizim ¢alismamizda ise
HFSC grubunun hepatik MDA dizeyi, kontrol grubuna gore anlamli sekilde artmistir.
Trans-salkon grubunun hepatik MDA dizeyi sham grubunun hepatik MDA diizeyine
gore anlamli azalma gostermistir. Ancak bu durum L-karnitin grubunda gézlenmemistir.
MDA diizeyinin artiginin HFCS ile beslenmenin sonucu mu yoksa kilo artiginin sonucu
mu oldugu tartisilabilir. MDA diizeyindeki artisin nedeninin kilo artis1 olabilecegini
diistinliyoruz. Calismamizda kilo ile hepatik MDA dizeyi arasinda anlamli derecede
pozitif korelasyon bulunmustur. Kilo artisginin ve hepatik MDA duzeyinin en gruplar
sham grubu ve HFCS grubudur. Sekil-17" de gosterildigi L-Karnitin grubunun ¢aligma
basinda ve sonunda % kilo degisimi % 16,30 iken, trans-salkon grubunun % kilo
degisimi % 7,94’tiir. L-karnitin grubundaki kilo artis1 trans-salkon grubuna gére daha
yiksek oldugundan L-karnitin grubunun hepatik MDA dizeyi daha yuksek
bulunmustur. Bu veriler HFCS’ye baglh olarak kilo artisinin hepatik MDA dlzeyini
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arttirdigin1  desteklemektedir. Oksidatif stres LDL’yi okside ederek aterosklerozu
ilerletmektedir. LDL’nin oksidasyonu sonucunda endotel hiicre toksisitesi, endotele
l6kosit adezyonu ve subendotel bosluga 16kositlerin migrasyonu olusmaktadir. Tiim bu
olaylar endotel fonksiyon kaybi siirecinde yer almaktadir. Bu nedenle ROS olusumunun
vaskiiler homeostaziste ve aterosklerozda ¢ok sayida etkileri oldugu diisiiniilmektedir
[154, 155]. HFCS grubunun kilo bulgulari ve hepatik MDA duzeyleri, LDL
duzeylerinin, kontrol grubunun kilo bulgulari ve hepatik MDA dlzeyleri, LDL
duzeylerine goére anlamli artis, HFCS’nin kilo artisina bagli olarak vaskiiler
homeostaziste ve aterosklerozda etkisi olabilecegini akla getirmektedir. Trans-salkon
kilo azaltic1 6zelligiyle artan lipid peroksidasyon tiriinii ve oksidatif stres biyobelirteci
MDA diizeyini azaltmada etkili olabilecegi kanaatindeyiz.

GSH-Px enzimi H>O2’i ve lipit hidroperoksitlerinin  bozunumunu (lipit
peroksidasyonunda zincir kirict etki) katalizler. GSH-PX enzimi reaksiyon esnasinda
rediikte GSH’u elektron alicist olarak kullanir [156]. GSH, birincil olarak ROS’a kars1
koruyucudur. ROS tarafindan {iretilen lriinlerin detoksifikasyonunu saglar. Bu amacla
serbest radikalleri stpurur ve H202’yi azaltir. Hiicrelerde oksidatif stresin etkisiyle
olusan H2O2, GSH- Px ve GSH’1n etkisiyle suya yikilir [157]. Yapilan ¢alismalarda
fruktozla zenginlestirilmis diyetle beslenen siganlarin GSH duzeyleri ve GSH-Px
aktiviteleri kontrol grubuna nazaran daha diisiik bulunmustur [151, 158]. Calismamizda
HFCS grubunun hepatik GSH dizeyi ve hepatik GSH-Px aktivitesi kontrol grubuna
gore anlamli sekilde azalmistir. GSH diizeyi ve GSH-Px aktivitesi antioksidan savunma
sisteminde ©nem arzeder [159]. L-karnitin ve trans-salkon grubunun hepatik GSH
dizeyleri ve hepatik GSH-Px aktiviteleri sham grubunun hepatik GSH diizeyleri ve
GSH-Px aktivitelerine gore anlamli fark bulunamamistir. Asir1 HFCS tiikketimi
antioksidanlar lehine ¢alisan GSH dlizeyi ve GSH-Px aktivitesini azaltarak antioksidan
kapasiteyi azaltmistir.

Fruktoz, yag asit sentezinde yer alan ¢esitli genlerin ekspresyon diizeylerini
arttirarak  etki  gosterebilmektedir. Diyet enerjisinin - % 65-75’inin  fruktozdan
karsilandig1 bazi deneysel c¢aligmalarin sonuglari; FAS gibi lipogenik enzimlerin
aktivitesi ile serum ve hepatik TG diizeylerinde artis oldugunu saptamistir [160]. FAS,
hiicrelerdeki 16 karbonlu yag asidi olan palmitat sentezinde multifonksiyonel bir

enzimdir [68]. FAS ekspresyonu, memeli dokularinda genis bir dagilima sahip degildir.
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Sadece birkag¢ dokuda, ¢ogunlukla karaciger ve yag dokusu iginde eksprese edilir. FAS,
karbohidrat-duyarli eleman baglayici proteinin ve SREBP-1c¢’nin bir hedef genidir [161,
162]. Yag asitlerinin sentezinden FAS'n sorumlu oldugu uzun zamandan beri
bilinmesine ragmen, yakin zamana kadar FAS'in metabolizma regilasyonu tzerindeki
etkileri biliyiik oranda net degildi. Ancak son yillarda yapilan calismalar FAS’ i
beslenme davraniginin kontroliinde rol oynadigi istah ve viicut agirhiginin kontrolii igin
terapotik bir hedef olabilecegine dair goriisler mevcuttur [163]. Malonil CoA, FAS'in
substrat1 ve Asetil-CoA Karboksilaz (ACC)’in 0runtdir. Bu nedenle FAS inhibisyonu
ile birikir ve  ACC 'nin tersine dulzenlenmesine neden olan Malonil CoA, ACC
inhibisyonu ile azalir. Malonil CoA'nin gida aliminin ve yag asidi oksidasyonunun
diizenlenmesinde bir sinyal molekiilii oldugu gosterilmistir [164]. FAS aktivitesinin
vicut yag seviyesi ile pozitif yonde korelasyon gosteren ve bunun da FAS ve obezite
arasinda yakin bir baglanti1 oldugunu sdyleyen ¢alismalar mevcuttur. Loftus ve ark. FAS
inhibitord olan C75'i sentezlemislerdir. Farelere C75’in intraperitoneal injeksiyonu ile
C75’in yag asitlerine **C-asetat katilmada % 95'lik bir azalmaya ve FAS'nm ana
substrat olan hepatik malonil-CoA duzeyinde % 110'luk bir artisa neden oldugu, kilo
kaybinin arttigit gozlenmistir. Ek olarak, C75'in, yag asidi p-oksidasyonunu
hizlandirdig1 sonucuna varilmstir [163]. 2011 yilinda Tian ve ark. birgok bitki tiriinde
FAS inhibitorii oldugu iddia edilen etken maddelerin varligini rapor etmislerdir. Ursolic
acid, EGCG, quercetin, kaempferol, morin, isorhamnetin gibi etken maddelerin FAS
inhibitorti oldugunu bildirmislerdir [165]. Kao ve ark. EGCG verdikleri farelerde,
EGCG’nin kilo kaybina yol agtigin1 bildirmisler fakat ¢alismalarinda mekanizmay1 net
olarak ortaya koyamamiglardi. Sonralar1 Tian ve ark.yaptiklari ¢alismada EGCG’n Kilo
kaybina neden olmasinin sebebini EGCG’nin bir FAS inhibitéri oldugundan kilo
kaybina neden oldugunu agiklamislardir [163, 165, 166].

[165]. Calismamizda HFCS grubunun hepatik FAS aktivitesi Kontrol grubuna
gore anlamli sekilde artmistir. Calismamizda asirt HFCS tiiketimi lipogenik enzim olan
hepatik FAS aktivitesini artirarak yag asidi sentezini hizlandirmis olabilir. Artan yag
asidi sentezi TG seviyesinin artmasina neden olmus olabilir. Ancak L- Karnitin grubu
ve trans-salkon grubunun hepatik FAS aktiviteleri sham grubunun hepatik FAS
aktivitesiyle karsilastirildiginda bir anlamlilik gézlenmemistir. L-karnitin grubunun ve

trans-salkon grubunun hepatik FAS aktivitesinin sham grubuna gore azalmayisini,
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verilen L-karnitin ve trans-salkon’un doz miktarinin yetersizliginden kaynakli olarak
diistinebiliriz. Yeni bir ¢alisma ile L-karnitin ve trans-salkon doz miktarlar1 arttirilarak,
L-karnitin ve trans-salkon’un FAS aktivitesi (zerine etkisi arastirilabilir.

SREBP-1c, yag asidi sentezi i¢in enzimlerin ekspresyonunu diizenleyen en
onemli transkripsiyon faktoridir. Aclik sirasinda SREBP-1c ifadesi bastirilirken,
hayvanlara yiiksek bir karbonhidrat diyeti uygulandiginda belirgin bir sekilde artar.
SREBP-I1c¢ transkripsiyonunun indiiklenmesi hem ER membrana bagli prekiirsériin hem
de transkripsiyon faktoriiniin niikleer formunun ekspresyonunda paralel bir artisa neden
olur [167]. Zhang ve ark HFCS ile beslenen farelerde HFCS, hepatik SREBP-1c
aktivasyonunu, SREBP-1c hedef genlerin ekspresyonunu arttigini ve SREBP-1c'nin iki
hedef geni olan yag FAS ve ACC aktivitesini artirdigini rapor etmislerdir [145].
Aragnove ark. bati tipi yiiksek yaglh diyet + fruktoz ile besledikleri siganlarin karaciger
dokusunda SREB-1c seviyesinin anlamli sekilde arttigini rapor etmislerdir [168].
Calismamizda HFCS grubunun hepatik SREBP-1c seviyesi kontrol grubunun hepatik
SREB-1c seviyesine goére anlamli sekilde artmistir. SREBP-1c, hiicrelerdeki yag
asitlerinin sentezinden sorumlu enzimleri kodlayan ¢oklu genlerin transkripsiyonunu
aktive eder [55]. HFCS grubunun TG seviyesinin kontrol grubunun TG seviyesine gore
yiikksek olmast HFCS tiiketiminin SREB-Ic ekspresyon artigina neden oldugunu
diistinmekteyiz. HFCS grubunun TG ve SREBP-1c seviyeleri, FAS aktivitesi, kontrol
grubunun TG ve SREBP-I1c seviyeleri, FAS aktivitesine gore anlamli artis gostermesi
HFCS tiiketiminin lipit biyosentezini arttirdigi ihtimalini akla getirmektedir. L-karnitin
ve trans-salkon grubunun hepatik SREBP-1c seviyeleri sham grubuna gore anlamli
azalmistir. L-karnitin ve trans-salkon grubunun TG seviyelerinin sham grubuna gore de
anlamli azaltigin1 bulmustuk. L-karnitin ve trans-salkon grubunun hepatik FAS
aktivitesinin sham grubunun hepatik FAS aktivitesine gore azalmamasinin, L-Karnitin
ve trans-salkon molekdllerinin FAS inhibitori olmama ihtimalini akla getirmektedir ya
da calismada daha oOnce bahsedildigi gibi doz miktarlarinin yetersizligini akla
getirmektedir. Bu bilgiler 1s1ginda SREB-1c¢’in kontroliiniin beslenmede ve metabolik
hastaliklarin riskinin azaltilmasinda 6nemli rol oynayabilecegi kanaatindeyiz.

Son yillarda artan kanitlar, ER stresinin ve UPR aktivasyonunun, 6zellikle lipit
metabolizmasmdaki siirecte onemli rol oynayabilecegini gostermektedir [169]. Asiri

besin fazlalig1 altinda protein sentezi talebinin artmasi, hepatositlerde ve adipositlerde
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ER stresine neden olur. Non alkolik karaciger yaglanmasi olan insanlar ve hayvanlar
kronik hepatik ER stresli olarak tanimlanmistir [47]. Lipid homeostazisindeki
bozulmalarin ER stresi {lizerindeki etkisine Ozellikle dikkat edilmistir. Nitekim ER
stresi, ¢esitli lipotoksik kosullara yanit olarak memeli hiicrelerinde varoldugu
bildirilmistir. Ornegin, ER stresi, obez bireylerde insiline direncli tip 2 diyabet
olusturabilen bir siire¢ olan pankreatik 3 hiicrelerinde kronik esterlenmemis doymus yag
asidi maruziyeti nedeniyle ER stresin indiiklendigi bildirilmistir. Prion hastaligi,
Alzheimer hastalig1 ve Parkinson hastalig1 gibi protein agregasyon hastaliklarinin yani
sira diyabet, metabolik sendrom hastaligi, inflamasyon ve ateroskleroz gibi katlanmamis
protein ile iligkili bircok hastalikta rol oynar [170]. ROS, mitokondrideki oksidatif
fosforilasyon gibi oksijen kullanan hiicresel metabolik siirecler esnasinda ortaya ¢ikar.
ER, golgi bélmesine gegmeden dnce protein katlama ve distilfid bag olusumu igin essiz
bir oksitleyici ortam saglar [171]. GRP-78 veya BIP; ER'nin protein kalite kontroliinde
kritik 6nem tasiyan ve ER-transmembran sinyal molekiillerinin aktivasyonunu kontrol
eden 6nemli bir ER saperon proteinidir [172]. GRP-78, antiapoptotik ¢zelliklere sahip
biiyiik bir ER saperonu roliiniin yan1 sira UPR sinyalizasyonunun aktivasyonunu kontrol
etme kabiliyeti nedeniyle ER stresi icin ana dizenleyicidir [173]. GRP-78, ER
homeostazinin anahtar regulatoridir. ER liimeninde protein katlanmalari normal
sekilde devam ederse, GRP-78, PERK, ATF6 ve IREl'e baglanir ve bunlar1 inaktif
halde tutar. Fakat yanlis yonlendirilen proteinler ER liimeninde birikirse, GRP78 yanlis
baglanmis proteinleri baglar ve boylece PERK, IRE1 ve ATF6 iizerinde freni birakir.
GRP78 PERK, ATF6 ve IREl proteinlerinden ayrilarak aktivasyonlarina ve
katlanmamis protein cevabina yol acar [174, 175]. Insanlarda kilo kaybi, adipoz ve
karaciger dokusunda ER stresi gostergelerinin tersine donmesine neden olur. Gregor ve
ark. 11 obez erkek ve kadin’da, gastrik bypass ameliyatindan Onceki karaciger ve
adipoz dokusunda ve ameliyattan 1 yil sonraki karaciger ve adipoz dokusunda GRP-78
diizeylerini arastirmislardir. Calismalarinda hastalarin ameliyattan bir yi1l sonraki
kilolarinda ameliyattan onceki kilolarina goére % 3949 oraninda azalma
gozlemlemislerdir. Hastalarin ameliyat sonrasinda karaciger ve adipoz dokusunda
ameliyat Oncesindeki bu dokularin GRP-78 mRNA duzeylerinde 6nemli azalma

gozlemlemiglerdir. Calisma sonunda kilo kaybina bagli olarak GRP-78 mRNA
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diizeyinin azaldigi ve ER stres biyobelirteglerinden GRP-78 diizeyinin obeziteyle iliskili
oldugu sonucuna varmislardir [176].

Asir1 kolesterol ER stresi indiikler [177]. Normal kosullarda ER’daki kolesterol
konsantrasyonlar diistiktiir. Ancak kolesterol konsantrasyonlarini arttiran kosullarda ER
stresi ve SERCA (sarco/endoplasmic reticulum Ca®** -ATPase) aracili Ca'?
homeostazinin bozulmasina neden olur [178]. Calismamizda HFCS grubunun hepatik
GRP-78 duzeyi ile kontrol grubuna gore anlamli sekilde artmistir. Calismada total
kolesterol seviyesiyle hepatik GRP-78 duzeyi arasinda anlamli pozitif korelasyon
bulunmustur. Bununla beraber hepatik GRP-78 seviyesi kilo bulgular1 arasinda da
anlamli pozitif korelasyon bulunmustur. Artan kilonun veya asirt HFCS tiiketiminin
GRP-78 diizeyini arttirmis olabilecegini diisiinmekteyiz.

Asirt beslenme, oksidatif stres, kimyasal toksisite, hepatik viral enfeksiyon,
metabolik bozukluklar ve uyusturucu ve alkol gibi faktorlerle ile ER stresi
indlklenebilir [9, 179]. Asin tiketimi fruktoz tiiketimi ER stresi tetiklemis olabilir.
Calismamizda HFCS grubunun hepatik GRP-78 diizeyi kontrol grubunun hepatik GRP-
78 diizeyine gore yiiksek bulunmustur. Asirt HFCS tiiketiminin ER homeostazisinin
bozmus olabilecegi ve bu durumda ER fonksiyonunun azalabilecegi ve dolayisiyla ER
stres veya katlanmamis protein yanitt (UPR) nin tetiklenebilecegi kanaatine varilmistir.
Ornegin yeni sentezlenen proteinlerin katlanma kapasitesini asmasi gibi katlanmamis
proteinlerin ER'de birikmesi, katlanma kapasitesini arttirmak ve katlanan yiikii azaltmak
amaciyla sinyal yolaklarinin aktivasyonuna yol agar [180].

Zhang ve ark. asir1 fruktoz tuketiminin hepatik ER stresi tetikledigini HFCS ile
beslenen farelerin hepatik GRP-78’in diizeyinde artis oldugunu rapor etmislerdir [145].
Bhuvaneswari ve ark. yiiksek fruktozlu yagh diyetle (HFFD) besledikleri farelerde
BiP’in yani GRP-78 dizeyinin artigim gozlemlemislerdir [181]. Bu sonugclar
calismamizi desteklemektedir.

Bagka bir tartisma konusu ise HFCS grubunda artan oksidatif stres biyobelirteci
MDA ve ER stresi biyobelirteci GRP-78 diizeyleri arasindaki yaklagimlardir.
Calismamizda HFCS grubunun MDA ve GRP-78 dizeyleri kontrol grubuna gore
yiiksek bulunmustur. Ayrica gruplarin MDA diizeyiyle GRP-78 diizeyi arasinda anlamli
pozitif korelasyon bulunmustur. Calismamiza gore oksidatif stres ER stresi tetiklemis

olabilir. Oksidatif stres, sitoplazmik kalsiyumun indiksiyonu ya da mitokondrideki
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ROS diizeylerini arttirir. Oksidatif strese bagli olarak artan ROS, hiicre dis1 ortamdan
membrana bagl kanallar yoluyla veya ER/Sarkoplazmik Retikulumdan'den ER /SR-
lokalize kanallar yoluyla sitoplazmaya Ca? * akisina neden olur [94]. Sitoplazmada artan

2+ ¢

Ca 2* konsantrasonu, Ca un ¢ekirdege ve mitokondriye akisimi tesvik eder [80].
Mitokondri de artan Ca ?* mitokondriyal metabolizmay: uyarir ve akabinde ROS
tiretimi artar. Mitokondri kaynakli ROS, elektron transfer sisteminden sizan
elektronlardan tiretilebilir. Mitokondriyal ROS, ER stresi tepkisini arttirir [182]. HFCS
grubunun GRP-78 diuizeyinin kontrol grubuna gore yiiksek bulunmasi, oksidatif stres ve
ER stres arasindaki iliskiyi tekrar akla getirmektedir.

Nukleusa transloke olan ATF-6 transkripsiyon faktori, XBP-1s transkripsiyon
faktorunin ekspresyonunu saglamaktadir. XBP-1s, ERSE (endoplasmic reticulum stress
element) ve UPRE (unfolded protein response element) DNA bdlgelerini iceren genlere
baglanarak ER genislemesinde, katlama kapasitesinin artmasinda ve ER iligkili yikim
yolunun aktivasyonunda rol alan genlerin transkripsiyonunu uyarir ve ER’un {izerine
binen talep yiikiinlin karsilanmasini saglar. Boylece ER iizerine binen yiik azalir ve ER
homeostazisi korunmus olur. XBP-1s’nin ER stresi azaltmada ¢ok 6nemli bir rol
istlendigini gosterilmistir. XBP1, ER stresi tepkisinin anahtar diizenleyicisidir [35, 42,
183].

Calismamizda HFCS grubunun hepatik XBP-1 dizeyi, kontrol grubunun
hepatik XBP-1 dlzeyine gore anlamli sekilde artmustir. L-Karnitin ve trans-salkon
gruplariin hepatik XBP-1 dlzeyleri sham grubunun hepatik XBP-1 diizeyine gore gore
anlamli sekilde azalmistir. Asir1t HFCS tiiketimi hepatik XBP-1 dlzeyini arttirmistir.
Lee, A.H ve ark. XBP-1 proteinini ER stres tepkisinin anahtar diizenleyicisi oldugu ve
lipojenik transkripsiyon faktorii olarak tanimlar. Karbonhidratla beslenen farelerde
XBP-1 proteini ekspresyonunun yiikseldigini ve XBP-1’in yag asidi sentezinde yer alan
kritik genlerle iliskili oldugu diisinmektedirler [184]. Liu X ve ark. XBP-1 proteininin
Nonalkolik karaciger yaglanmasi patogenezinde koruyucu 6nemli role sahip oldugunu
diisinmektedirler [185]. GRP-78, katlanmamis protein yanitinda ATF6 ve XBP-1
transkripsiyon faktorleri ile iliskilidir [186]. XBP-1 mRNA'sinin ATF6 tarafindan
baglatildig1 gosterilmistir. ATF6 ER stresine yanit XBP-1 genlerinin indiksiyonunu
baglatir [187]. HFCS grubunun hepatik GRP-78 ve hepatik XBP-1 diizeylerinin kontrol
grubunun hepatik GRP-78 ve hepatik XBP-1 yiiksek olmast HFCS ile beslenmenin
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tizerinde ylik olusturdugunun gostergesi olabilir. Liu X ve ark. Yaptiklari ¢aligma
sonucunda XBP-1 proteininin farmakolojik veya genetik tedaviler igin potansiyel bir
terapotik hedef olabilecegini savunmaktadir [185]. Calismamizda trans-salkon ve L-
karnitin grubunun hepatik XBP-1 dlzeylerinin sham grubuna gére anlamli azalmasi,
Fakat trans-salkon ve L-karnitin grubunun hepatik GRP-78 diizeylerinin sham grubuna
gore anlamli azalmamasi bu goriisii destekler niteliktedir. L-karnitin ve trans-salkon
hepatik GRP-78 dlizeylerinin sham grubuna goére azalmamasini, GRP-78’in sadece ER
stresin bir belirteci oldugunu, terapétik hedef olamayacagini kanaati olusturmustur.
Ancak bu bulgular 1s181nda XBP-1 proteininin farmakolojik veya genetik tedaviler igin
potansiyel bir terapotik hedef olabilecegi kanaatine varilmistir.

Baz1 kaynaklarda XBP-1 protein ekspresyonunun artisinin oksidatif stresi
azaltabilecegini rapor edilmistir. Liu Y ve ark. XBP-1'in oksidatif strese karsi koruyucu
bir rol oynadigini ve CAT ekspresyonunun pozitif diizenlenmesinin bu islevi en azindan
kismen agikladigini rapor ettiler [188]. Bu rapor ¢alismamizla celismektedir. Clnki
bulgularimizda XBP-1 protein’in artisi antioksidan enzim olan SOD aktivitesinde
azalmaya neden olurken, oksidatif stres biyobelirteci MDA dizeyi ylksek bulunmustur.
Bu verilerden biz, HFCS ile beslenmenin ¢evresel diyet stresi olusturdugunu, hepatosit
XBP-1 seviyelerinin sinyallemesini arttirdigini ve calismamiz i¢in onem tasidigini
diistinmekteyiz. XBP-1 protein ekpresyonunun obezite, lipit profili ve oksidatif stres ile
iliskili oldugunu fakat bu konuda daha fazla arastirma yapilmas: gerektigini
diistinmekteyiz.

5.1. Sonuglar

1. Standart yem ve HFCS ile beslenen gruplarin yem tiikemi, Standart yem ve
icme suyu ile beslenen gruplara gore azalmistir. 12 hafta boyunca igme suyu ile
beslenen kontrol grubu en fazla yem tiiketen gruptur. HFCS ile beslenen gruplarin yem
tlketimi igme suyu ile beslenen kontrol grubuna gore diistiktiir. HFCS’li beslenmede
enerjinin (kalorinin) biiyiik kismi1 karsilandigindan lifli gidalardan (yem) uzaklastirdig
tespit edilmistir. Giinlilk hayatta meyve sulari, ¢ikolata, kek, sekerleme tiirleri, recel
marmelat ve diger jole gibi gidalarm HFCS igerdigi bilinmektedir. Ozellikle cocuklarin
cok tiikettigi bu gidalar saglikli beslenmeyi ve enerji (kalori) homeostazini 6nemli

sekilde degistirebilir.
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2- HFCS ile beslenen gruplar ile kontrol grubuna gore neredeyse iki kati
miktarda sivi tiiketmislerdir. Tiiketilen HFCS’li su miktar1 artttkga yem miktari
azalmistir. Gruplarin kilo degisimi incelendiginde HFCS’li su ile beslenen gruplarda
(6zellikle sham ve HFCS grubu) ile kontrol grubuna gére onemli sekilde kilo artist
gOrulmiistiir. Bu nedenle HFCS’nin asir1 tiiketiminin, HFCS kullanimindaki artig ile
baglantili olarak "obezite gelismesinde onemli bir faktér oldugunu diisiinmekteyiz.
Ayrica trans-salkon grubunda kilo degisimi ¢ok fazla goriilmemistir. Trans-salkon
grubunun kilo degisimi kontrol grubu ile neredeyse aymi oranda kilo degisimi
gozlenmistir. Bu ylzden trans-salkon’un kilo azaltici 0Ozellige sahip oldugunu
diistinmekteyiz.

3- Asirt HFCS tiiketiminin lipit profili parametreleri olan TG, total kolesterol ve
LDL seviyelerini arttirdig1 tespit edilmistir.

4- Kilo artis1 lipid peroksidasyon fiirliinii ve oksidatif stres biyobelirteci olan
MDA diizeyini artirmistir. HFCS artan kiloya bagh olarak ROS’u tetiklemis,
antioksidan kapasiteyi azaltmig olabilir. Calismamizda trans-salkon MDA duzeyini
azaltmistir. Bu biyoaktif molekil kilo azaltic1 6zelligi nedeniyle lipid peroksidasyonu
azaltarak hiicresel hasar1 engelledigi kanaatindeyiz.

5- HFCS grubunun FAS aktivitesi kontrol grubunun FAS aktivitesine gore
yuksek bulunmustur. HFCS, 0Ozellikle sham ve HFCS grubunda FAS aktivitesini
atirmigtir.  L-karnitin ve trans-salkon verilen gruplarda FAS aktivitesi yeterince
azalmamistir. Yine de FAS'in beslenme davranigi ve viicut agirh@inin kontrolii igin
terapotik bir hedef olabilicegini diisiindiirmiistiir. Bu amagla farkli dozlarda L-karnitin
ve trans-salkon verilen ¢alismalar yapilarak FAS aktivitesi tizerine nasil etki ettigiyle
ilgili gaigmalar yapilabilir.

6- HFCS grubunun SREBP-1c seviyesi kontrol grubunun SREB-1c seviyesine
gore anlamli sekilde arttigi bulunmustur. L-karnitin ve trans-salkon gruplarinin SREBP-
1c seviyeleri sham grubunun SREB-1c seviyelerine gore anlamli sekilde azalmistir.
HFCS grubunun SREBP-1c seviyesinin kontrol grubuna gore ylksek olmasi HFCS ile
beslenmenin SREBP-1c’yi tetikledigi kanaati olusturmustur. Bununla beraber SREBP-
Ic seviyesinin azaltilmasi, metabolik hastalik riskini azaltabilecegi kanaati olugsmustur.

Bunun i¢in Trang-salkon ve L-karnitin gibi biyoakyif molekiller kullanilabilir.
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7- Gruplarda ER stresi biyobelirteci hepatik GRP-78 dizeyleri en yiksek olan
HFCS grubunda tespit edilmistir. Kilo artis1 veya asirt HFCS tiiketimi katlanmamig
proteinleri biriktirmis ya da artan MDA proteinlerin redoks diizeninde degisiklik
yaparak ER homoestazi bozmus olabilir. Bulgularimiz, beslenmede ER’un 6nemli
organel olabilecegi hipotezini desteklemektedir.

8- HFCS ile beslenme ER stresin ana duzenleyicilerinden biri olan XBP-1
diizeylerinde artis meydana getirmistir. Trans-salkon ve L-karnitin grubunun XBP-1
duzeylerini sham grubuna gore anlamli azaltmistir. XBP-1 proteininin farmakolojik
veya genetik tedaviler i¢in potansiyel bir terapotik hedef olabilecegi kanaatine
varilmigtir.

9- Giiniimiiz en 6nemli saglik problemlerinden obezite ve iligkili hastaliklarin
onlenmesinde HFCS iceren gidalar tiiketilmemelidir. Ozellikle kardiyovaskiiler
hastaliklara ve metabolik hastaliklara sahip bireyler diyetlerinden bu tiir gidalar
cikartarak hiperlipidemi, oksidatif stres ve ER stresi gibi hiicre i¢i ve hiicre disi
homeostazi bozan durumlara karsi 6nlem almis olurlar.

10- Bu konuda ER stres yollarini bloklayan ilag¢ ¢alismalari, farkli doz L-karnitin
ve trans-salkon etkisini inceleyen ¢alismalarin yapilmasinin faydali olacagi

kanaatindeyiz.

5.2. Oneriler

e Bu calismanin parametreleri GRP-78, XBP-1, SREBP, FAS, SOD, CAT, GSH-
Px western blot teknigiyle ¢alisilabilir.

e Hiicre kiltiirii ile galigabilir. Ayrica bu parametrelerin gen ifadeleri mRNA
diizeyleri bakilabilir.

e Trans-salkon molekiiliiniin kilo azaltict molekiil oldugunun desteklenmesi igin
daha farkli diyetle beslenen (yiiksek yagli diyet gibi) hayvan calismalar
yapilabilir.

e ER stresinin in vivo tetikleyicileri nelerdir? Hayvan modelleri gelistirilebilir.

e ER stresi ve iflamasyon arasindaki iliskiden yola ¢ikarak L-karnitin ve Trans
salkon’un inflamasyon durumunu nasil etkiledigi belirlenebilir.

e ER stresin takibi i¢in biyolojik belirtecler veya araglar gelistirebilir miyiz?
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FAS, Dbeslenme duzenlemesinde o6nemli bir baglantiyr temsil edebilir ve
potansiyel bir terapétik hedef olabilir.

FAS inhibitorii aday1 olan molekiiller arastirilabilir.

XBP-1 yeni rutin parametre olabilecek mi? Takip edilebilir.

Obezite ve diyabet patogenezinde XBP-1'in doku ve hiicre tipine 6zgu
fonksiyonlar1 nelerdir? Bu konular iizerinde arastirmalar yapilabilir.

FAS aktivitesinin yaninda malonil-CoA diizeyi bakilabilir. Ciinkii FAS substrati
Malonil-CoA‘dir. Malonil CoA dizeyi HFCS ile beslenen siganlarda nasil
etkilenir?

L-karnitin ve trans-salkon’un etkilerine doz miktarlar1 arttirilarak ¢alisma bu
tekrarlanabilir.

Calismanin stiresi 12 haftadan 24 haftaya ¢ikarilarak L-karnitin ve trans-
salkon’un daha uzun siireli etkinligine bakilabilir.

L-karnitin ve trans-salkon intraperitoneal uygulama yoluyla degil oral yolla
verilmesi denenerek terapotik potansiyelleri daha iyi arastirilabilir.
Trans-salkon’un 6zellikle kilo kaybi, antioksidan etkilerinin ortaya ¢ikarilmasi
icin insanlara yonelik Faz-O ilag arastirmalari yapilmasinin faydali olabilecegini

kanaatindeyiz.
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