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1. OZET

Insiilin direnciyle baslayan metabolik sendrom (MetS); abdominal obezite,
diabetes mellitus, dislipidemi, hipertansiyon (HT) ve koroner arter hastaligi
(KAH) gibi sistemik bozukluklarin birbirine eklendigi bir sendrom olarak
tammmlanmistir. Metabolik sendrom; insilin direnci sendromu, polimetabolik
sendrom, sendrom X, dliimciil dortlii ve uygarlik sendromu gibi farkli terimlerle
de adlandirilmaktadir.

Abdominal obezitedeki sitokin iiretimi MetS un patogenezinde ki 6nemli
rol oynayacagi ileri siiriilmiistiir.

MetS’un prevalansindaki artislar sebebiyle bilim insanlari bu konuda daha
fazla arastirma yapmaya gereksinim duymuslar. Bu c¢alismalarda fruktoz
metabolizmasinin obezite, insiilin direnci, inflamasyon, HT ve karaciger
yaglanmasi iizerine etkisinin oldugunu ve bu nedenle MetS gelistirme riskini de
arttirdigini  diisiiniildiigii i¢in 6nemli bilesenlerin gelistigi deneysel modellere
gereksinim duyulmustur.

Biz bu c¢alismada; fruktoz diyeti ile metabolik sendrom olusturulmus
siganlarda, Tribulus terrestris ekstrakti’nn  metabolik sendromun ve
prelevansiminin artisa yol agan mekanizmalara olan etkilerini arastirip, AFABP ve
Ox-LDL diizeylerinin elde edilecek veriler ile literatiire katki saglamayi
amacladik.

Calismada, 240-260 gram agirliginda Sprague-Dawley cinsi 21 rat
kullanild1. Ratlar her bir grupta 7 rat olmak {izere li¢ gruba ayrildi. Grup 1:
Kontrol grubu 10 hafta boyunca standart beslenme uygulandi. Grup 2: Fruktoz ile

MetS olusturulan grup 10 hafta boyunca standart beslenme ve %10 oraninda



fruktoz uygulandi. Grup 3: MetS olustuktan sonra 8 hafta boyunca Tribulus
terrestris bitki ekstrat1 verilen grup. Calisma tamamlandiktan sonra ratlar dekapite
edilerek alinan kan Orneklerinden numunlerde; serum glukoz, Total kolestrol,
HDL, LDL, IL-6, TNF-a, Ox-LDL diizeyleri ve ratlardan alinan karaciger ve yag
dokusu orneklerinden AFABP ekspresyonu ve Tribulus terrestris bitkisinin bu
parametreler lizerine etkileri incelendi.

MetS grubunda serum insiilin, glukoz, HOMA-IR, trigliserid, total
kolesterol, LDL-K, TNF-a, IL-6 ve Ox-LDL diizeyleri olgiildiigiinde kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek iken; HDL-K diizeyleri kontrol
grubuna gore anlamli sekilde azaldigi tespit edilmistir (p<0,01). Ox-LDL, LDL,
insiilin ve HOMA-IR diizeyleri MetS olustuktan sonra Tribulus terrestris bitki
ekstraktr verdigimiz gruplarda anlamli (p<0,05) diisiik iken; HDL-K diizeyleri
anlamli ( p<0,05) sekilde artmistir. MetS olustuktan sonra Tribulus terrestris bitki
ekstrakti verdigimiz gruplarda serum glukoz, total kolesterol, trigliserid, TNF-a
ve IL-6 degerlerinde diisiis gozlendi, fakat bu diisiis istatistiksel olarak anlamli
degildi (p>0,05).

Calisma sonucu elde edilen verilere gore gruplar arasinda Kruskal Wallis,
ikili karsilastirmalar da Mann Whitney-U testi ve en diisiik istatistiksel anlamlilik
diizeyi olarak p<0,05 degeri kullanildu.

Sonug olarak, Tribulus terrestris bitki ekstratinin karaciger ve yag dokusu,
insiilin metabolizmasi ve lipid profili lizerine olumlu etki yapabildigi ve MetS’lu
hastalarda kullaniminin yararh olabilecegi kanisina varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Metabolik Sendrom, Tribulus terrestris, Ox-LDL,

AFABP



2. ABSTRACT

INVESTIGATION OF EFFECTS OF TRIBULUS TERRESTRIS ON THE
LEVEL OF ADIPOCYTE FATTY ACID BINDING PROTEIN AND
OXIDIZED LDL IN THE RATS WITH INDUCED METABOLIC
SYNDROME

The metabolic syndrome (MetS), occurs with co-development of insulin
resistance, abdominal obesity, diabetes mellitus, dyslipidemia, hypertension and
coronary artery disease is added to each other is defined as a syndrome of
systemic disorders. MetS is also called insulin resistance syndrome,
polymetabolic syndrome, syndrome X, deadly quartet, and civilization syndrome.

It has been proposed that cytokine production in abdominal adipose tissue
can play a prominent role in the pathogenicity of MetS.

Science people, owing to the increase in prevalence of MetS, they need to
do more research on this topic. In this study of fructose metabolism in obesity,
insulin resistance, inflammation, hypertension and fatty liver effects, and therefore
increases the risk of developing considering that of the important components for
the Mets developed experimental models were needed.

In this study, we had the purpose to contribute to the literatiire with the
data to be obtained from investigating the mechanisma of the reason of increase of
the development and the prevalence of the tribulus terrestrist extract metabolic
syndrom, AFABP and Ox-LDL, having a metabolic syndrom formed in rats with
a fructose diet.

In the study, 21 Sprague-Dawley rats about weight of 240-260 g have been

used. The rats were seperated to 3 groups, each of which has 7 rats. Groupl,;



control group (10 weeks), Group2; MetS with fructose (10 weeks), Group3; given
Tribulus terrestris after MetS progress (10+8 week) in created. Rats were
decapited after the study. Blood samples were taken, the glucose, total cholesterol,
HDL, LDL, IL-6, TNF-a and Ox-LDL levels, Liver and adipose tissue samples
taken from the rats were measured in the serum, and the effects of Tribulus
terrestris on these parameters were examined.

Serum insiilin, glucose, HOMA-IR, triglyceride, total cholesterol, LDL-C,
TNF-a, IL-6 and Ox-LDL levels measuring were compared to the control group
found statistically significantly higher and the HDL-C levels was compared to
compared to the control group found statistically significantly lower in the
metabolic syndrome groups ( p<0,01). After the formation of MetS, that we gave
the Tribulus terrestris plant extract groups Ox-LDL, LDL, insiilin ve HOMA-IR
levels significantly different (p<0,05) were lower whereas the HDL-C levels
significantly different (p<0,05) were higher. After the formation of MetS, that we
gave the Tribulus terrestris plant extract groups serum glucose, total cholesterol,
triglyceride, TNF-a. ve IL-6 levels were lower, but the decrease did not have a
statistical significiance (p>0,05).

According to data obtained as a result of the study, Mann Whitney-U test
and Kruskal Wallis the value of p<0,05 was used as a level of statistical
signifiance in a pair wise comparision between the groups.

Consequently, Tribulus terrestris plant extract have a positive effect on the
liver and adiposet issue, insiilin metabolisman lipid profile which can be useful to
in the patients with MetS and it looks like a promising option has been concluded.

Keywords: Metabolic Syndrom, Tribulus terrestris, Ox-LDL, AFABP



3. METABOLIK SENDROM

3.1. Tamim ve Tarih

Metabolik sendrom (MetS); hipertansiyon (HT), hiperglisemi ve gut
hastaliginin birlikte varolusu ile ilk kez 1923 yilinda tanimlanmistir. Obezite,
diyabet, ateroskleroz ve gut hastalig1 ile iliskili olabilecegi 1940’in sonlarinda
bildirilmistir (1). Diyabet Arastirmalari Avrupa Birligi (ESAD)’ nin 1965°de yillik
toplantisinda, MetS HT, hiperglisemi ve obezite den olusan bir sendrom olarak
bildirildi (2). 1970'i yillarda, ilk kez Alman arastirmacilar MetS terimini kullanip
ateroskleroz ile iliskisi arastirildi. Reaven ilk kez 1988 yilinda sendrom X olarak
adlandirdigr ¢esitli risk faktorlerinin birarada bulundugunu gézlemlemis ve buna
bagli olarak kardiyovaskiiler hastaliklarin arttigini1 belirtmistir (3).

Insiilin direnciyle baglayan MetS; diabetes mellitus, abdominal obezite,
hipertansiyon, koroner arter hastaligt (KAH) ve dislipidemi gibi sistemik
bozukluklarin birbirine eklendigi bir sendrom olarak tanimlanmistir. MetS ayni
zaman da; insiilin direnci sendromu, polimetabolik sendrom, sendrom X ve
Olimciil dortlii gibi farkli terimlerle de adlandirilmaktadir(4).

3.2. Tam Kriterleri

Metabolik Sendrom sikligi kriterlere ve toplumlara gore degiskenlik
gostermektedir (3). Diinya Saglhk Orgiitii (WHO), Uluslararas1 Diyabet Cemiyeti
(IDF) ve Ulusal Kolesterol Egitim Programi (NCEP) MetS tami kriterleri

onermislerdir (Tablo 1) (5).



Tablo 1. Metabolik Sendrom Tani Kriterleri

Risk Faktorii ~ Diinya Saglik Orgiitii Uluslararast Diyabet Ulusal Kolesterol

(WHO) Cemiyeti (IDF) Egitim Programi
(NCEP)

VKI VKI>30 kg/m?

Bel/kal¢a orani

Kadin\Erkek >0,85 >0,90

Bel ¢evresi

Kadin\Erkek >80 cm, >94 cm >88 cm, >102 cm

Trigliserid >150 mg/DlI >150 mg/dL >150 mg/dL

(TG)

Kadinlarda <40 mg/dL <50 mg/dL <50 mg/dL

HDL

Erkeklerde <35 mg/dL <40 mg/dL <40 mg/DI

HDL

Kan  basinct KB >140/90 mm Hg KB>130/85 mm Hg  KB>135/85 mm Hg

(KB)

Glukoz Bozulmus glukoz Aclik glukozu >100 Aglik glukozu >110
toleransi veya Tip 2 mg/dl veya tip 2 DM  mg/DI
DM

Diger Mikroalbuminiiri

Tani Kriterleri

Bozulmus glukoz
toleransi veya
dogrulanmus tip 2 DM
ve yukaridaki

kriterlerden herhangi iki

tanesi

Abdominal obezite
ve yukaridaki
kriterlerden herhangi

ikisi

Yukaridaki herhangi
ti¢ kriter

DM, diabetes mellitus; VKI, viicut kitle indeksi; HDL, yiiksek yogunluklu lipoprotein

2004 yilinda WHO, metabolik sendromu; Bozulmus glukoz toleransi veya

dogrulanmus tip 2 DM ile birlikte; VKI, bel ¢evresi ve kalga oran1, TG, HDL, KB

ve mikroalbuminiiri gibi kriterlerinden herhangi ikisinin bir arada olmasi;



NCEP'na gore; Bel ¢evresi, trigliserid, HDL, kan basinci ve glukoz gibi
kriterlerden herhangi ii¢liniin bir arada olmasi;

IDF'ne gore ise; abdominal obezite ile birlikte, bel ¢evresi, TG, HDL, KB
ve glukoz gibi kriterlerden herhangi ikisinin bir arada olmasi olarak tanimlamistir
(5).

3.3 Epidemiyoloji

Son yillarda MetS sikliginin giderek arttig1 gézlenmistir. Amerika Birlesik
Devletleri (ABD)'nde NCEP sonuglarina gore yapilan bir aragtirmada kadinlarda
MetS sikligr %35,4 iken bu oran erkeklerde %33,7 olarak belirlenmistir, ancak
IDF sonuglarma gorekadinlarda ki MetS sikligr %38,1 iken erkekler de %39,9
olarak belirlenmistir (6). Tiirkiye genelinde "Tiirk Erigkinlerinde Kalp Hastaliklar
ve Risk Faktorleri (TEKHARF)" ¢aligmasia gore; 2000 yilindan itibaren 30 yas
ve lizerindeki yas grubunda MetS gozlenmistir (7). Tiirkiye Metabolik Sendrom
Arastirmast (METSAR) tilkemizde yapilan ¢aligmalardan en etkin olanmidir. 2004
yilinda yapilan METSAR sonuglarina gore yapilan bir arastirmada kadinlarda
MetS siklig1 % 41 iken erkekler de bu oran % 28,8 olarak belirlenmistir (5). 2010
yilinda yapilan Metabolik Sendrom Dernegi Tirkiye Saghk Calismasi'nin
verilerine gore bel ¢evresi, kadinlarda > 80 cm, erkeklerde ise > 94 cm alinmustir;
kadinlardaki MetS siklig1 %43,5 iken erkeklerde %41,4 olarak belirlenmistir (8).

3.4 Etyopatogenezi

MetS’un iilkemizde ve diinyada eriskin toplumun tigte birinde bulunmasi
ve yas ile orantili olarak artmasi metabolik sendromu giderek artan toplumsal

saglik sorunu haline getirmektedir (4).



MetS etyolojisinde; genetik faktorler, edinilmis nedenler ve insiilin direnci

onemli rol oynamaktadir. Genetik faktorler MetS patogenezine ve ilerlemesine

neden olabilir. Edinilmis nedenler; dengesiz beslenme, stres, yas, obezite, fiziksel

inaktivitedir (9). Hareketsiz yasam tarzinin benimsenmesi ve yliksek kalorili

beslenme sonucu obezite gelisimi insiilin direncine neden olur. Insiilin direnci,

MetS’un temelini olusturur (10). Insiilin direnci; dislipidemi, hiperglisemi,

hipertansiyon ve obezite gibi MetS’u olusturan patolojilerde 6nemli rol oynar

(11,12).

Visseral Adiposit |«

Dogal immiinite

Sitokinler
TNF-c
IL-6
IL-10
IL-18
IL-12
Resistin

. AKut 1az
Ic:t:: PaC prot_cinleri
Adiponektin - .,
Reg?sn'n 7 Insiilin direnci
Serbest yag asitleri ( HDL digildigi >
INF- o TG yiikseklig
IL-6 “\Hipcrtansiyon -/
PAI-1 »L
Aterosklerozis
Monosit veya endotelial ‘l’
etkilegimler Plak riptilril veya
Trombozis
ICAM-1, VCAM, CD-40 J,
Selektinler -
Metalloproteinazlar Kardiyovaskiiler
olaylar

Platelet aktvasyonu
veya tromhaozis

P-selektin
CD-40 ligand
PAI-1
Tromboksan

Sekil 1. Metabolik Sendrom Fizyopatolojisi (13)




4. METABOLIK SENDROM BiLESENLERI

MetS bilesenleri; insiilin direnci, obezite, hipertansiyon, dislipidemi,
diabetes mellitus, Tip2 DM, koroner arter hastaligi, non-alkolik yaglh karaciger,
endotel disfonksiyonu, polikistik over sendromu ve subklinik inflamasyon’dur

(4,5).

p— {
Subklinik " Koroner arter

i Inflamasyon hastalig1

Endotel
Disfonksiyonu

Polikistik
over

- sendromu

Non-alkolik yagl
karaciger

Sekil 2. Metabolik Sendrom Bilesenleri (13)

4.1 Insiilin Direnci

Metabolik a¢idan insiilin direnci, insiilinin hiicre diizeyindeki metabolik
olaylara etkisinin azalmasi olarak ifade edilmektedir.

Viicutta insiilin direncinin baslamasiyla kaslarda glukoz aliminda bozulma,

karacigerde artan glikojen yikimi ve glukoneogenez ile karacigerden glukoz



cikisinda artma olmakta ve bu artan kan glukoz seviyelerini dengelemek i¢in daha
fazla insiilin {retilir ve sonucta hiperinsiilinemi meydana gelmektedir. Pankreas
beta hiicreleri, insiilin konsantrasyonunu kanda stirekli yliksek diizeyde tutmak
zorunda olduklar1 i¢in zamanla sentez ve sekresyon kapasitesini kaybetmekte ve
artan kan sekeri pankreas beta hiicrelerinde duyarsizlastirmaya neden olmaktadir
(14).

Obezite ve fiziksel inaktivite gibi faktorler; insiilin direnci gelisimine
neden olmaktadir. Subkutan yag dokusu ve visseral gibi hiicrelerde insiilin
reseptor etkilesmesinin bozulmasi sonucu insiilin direnci olusur. Fruktoz diyeti ile
ilgili yapilan calismalar sonucu rat modellerin de obezite olusturulmus ve bunun
sonucu olarak insiilin direncinin gelistigi gbzlenmis olup ve bu rat modellerin de
glukoz intoleransi, plazma serbest yag asidi ve yag hiicre sayisindaki artisi,
hiperinsiilinemi, hipertrigliseridemi ve HT gozlenmistir (15,16).

Tip 2 diyabet patogenezinde; insiilin direnci ve yag dokusundaki artigin
bir arada oldugu gozlenmis olup insiilin direncinde; plazma lipoprotein lipaz
(LPL) aktivitesi azalip plazma TG ve Kkaracigerde LPL aktivitesinin artmasiyla
HDL-K’nin yikimi hizlanarak dolasimda ki yag asitlerini azaltip bir ¢cok dokuda
amino asitlerin hiicre icine girisini ve protein sentezini uyarmaktadir. Sonug
olarak, insiilin diizeyi azalmakta, kan glukoz diizeyleri ise artmaktadir (17).

4.1.1. Insiilinin Etki Mekanizmasi

Saglikli bireylerin kas, yag ve karaciger doku hiicrelerindeki glukoz
transportu, glukoz tasiyicilarinin rol aldigi kolaylastirilmis difiizyonla olmaktadir.
Insiilinin hiicre zarlarinda bulunan insiilinin reseptorlere baglanmasi ile olusan

sinyallerin iletiminde tirozin kinaz etkin rol oynar ve reseptordeki spesifik tirozin
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rezidiilerinin otofosforilasyonu sonucunda, fosforile trozin rezidiilerine sahip
aktive olmus insiilin reseptorii hiicre i¢i sinyal iletimini baglatir (18). Sinyal
iletimininde rol alan anahtar proteinler; IRS 1-2, Shc (Src Benzeri Protein, ) ve
Grb2 (bliyiime faktorii reseptorii bagl protein 2) dir. IRS (insiilin reseptor
substrat) protein grubunda 4 ana protein vardir. intraselliiler sinyal ileti sisteminde
en etkin rol oynayan proteinler IRS 1 ve IRS 2 olup, IRS1 adipoz dokuda IRS 2
karacigerdeki glukoz tasinimindan sorumlu iki farkli fonksiyonu olan
proteinlerdir.

Insiilin sinyali icin iki temel yol vardir (19);

1) Fosfotidil inozitol-3 kinaz yolu (P1-3K);

2) Mitojen aktiveli protein (MAP) kinaz yolu ;

1) Fosfotidil inozitol 3 kinaz yolu (P1-3K); PI-3K yolu, insiilin reseptor
substratlarinin (IRS-1,2,3.4) tirozin fosforilasyonu ile baslamakta ve PI-3K’nin
diizenleyici tinitesi olan p85 ile iliski halindedir. PI-3K, fosfotidil inositol 3,4,5
trifosfat (PIP3 ) artisin1 saglar. Bu da akt’in aktivasyonu ve glukoz tasiyici-4
(GLUT4)’lin hiicre i¢ine tasiyan metabolik yollarin dogrudan azalmasina neden
olur.

2) Mitojen aktiveli protein (MAP) kinaz yolu; MAP kinaz yolu ise
She’nin fosforilasyonu ile baslamakta, Shc (Src Benzeri Protein), Grb 2’ye bagh
ve mSOS aracili@i ile Ras uyarilmasini saglamaktadir. Ras’in baglanmasi ile
oncelikle Raf, daha sonra MEK-1 (Mitojen Aktiveli Protein Kinaz-1) aktive olur.
Bu aktivasyon sonucunda glikojen sentezi, hiicre biiyiimesi ve GLUT4’{in myosit,

adiposit ve plazma membranlarina gegisi saglanmaktadir. MEK-1 hiicre dis
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sinyal diizenleyici kinazi (ERK-1 ve 2) uyarir, bunlarda insiilinin mitojenik ve

proinflamatuvar etkilerinden sorumludur.

Metabolik sendromda PI-3K yolunun uyarilmasi, insiilin reseptdriiniin
veya IRS proteinin; serin veya treonin amino asitlerinin fosforilasyonu veya
defosforilasyonuyla engellenmisken, MAP kinaz yolu ise asir1 duyarhidir (20).

Boylece uygun serin veya treonin kinaz antagonistlerinin kullanimi MAP-K ve PI-

3K sinyal yolu arasindaki dengeyi diizenlerler.

. =l LKp
PI-3 kinaz L i " hiicre yiizewyi
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e
proinflamatunar etkdiler

Sekil 3. Insiilinin ana yollar1(21)

Son zamanlarda, insiilin direncinde yag dokusunun etkileri Onem
kazanmaya baslamistir. Yag dokusundan salinan serbest yag asitlerinin; timor
nekroz faktor-a (TNF-a) ve interlokin-6 (IL-6) gibi sitokinlerin insiilin direncini
etkiledigi ortaya atilmistir. Obez kisilerde artan TNF-a hiicre i¢i kalsiyum

seviyesini artirarak GLUT-4 ekspresyonu inhibe eder, boylece glukozun tutulmast
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bozulur. Ayrica TNF-a insiilin reseptor tirozin kinaz ve fosforilasyon ile IRS-1’in
aktivasyonunu artirip bunu bir reseptor inhibitorii haline getirmektedir (22).

MetS’un temel 6zelligi yag hiicrelerinden serbest yag asitlerinin iiretimi ve
saliniminin normal insiilin diizeyleri ile baskilanamamis olmasidir (21). MetS’ lu
bireyler Tip 2 diyabet agisindan yiiksek risk tasimakta ve bu risk faktorlerinin
temelini insiilin direnci ve abdominal obezite olusturmaktadir. Insiilin
yetersizliginin gelisti§i obez kisiler Tip 2 diyabet olusumuna daha duyarh
olmalarindan dolay1 obezitenin insiilin direnci olusumunun etkin sebebi oldugu
iddia edilmistir (23,24). insiilinin eksikligine bagli olarak hedef dokularda
karbonhidrat, yag ve protein metabolizmalarinda da bozukluklar meydana gelir.
Tip 2 diyabetiklerde insiilin direncinin olmadig1 durumlarda, DM veya bozulmus
glukoz toleransinin varligit MetS tani kriterlerinin ilk asamasini olusturdugu igin
artik insiilin direncinin varlig1 aranmaz.

Insiilin duyarliligini 6lgmek icin insulin duyarlilik indeksleri, oral glukoz
tolerans testi, insiilin glukoz C-peptid oranlar1, hiperinsulinemik 6glisemik klemp
testi, insiilin direncinin degerlendirildigi homeostatik model (HOMA -IR) gibi
cesitli teknikler kullanilmistir. Bunlar arasinda altin standart insiilinin intravenoz
olarak sabit bir hizda infiize edildigi ve kan glukozun diizeylerinin sik sik
Olctldiigi oglisemik klemp teknigidir. Ancak bu yontem c¢ok zaman alict olup
deneyimli kisilerin varligim1 gerektirdiginden sik kullanilamamaktadir. Bu
nedenlerden dolayr Matthews ve arkadaslari tarafindan belirlenen ve kolay olan

HOMA-IR formiilii gelistirilmistir (23,25,26).

HOMA-IR =Ag¢lik glukoz diizeyi (mmol/l)xAclik insiilin diizeyi (WU/ml) /22,5
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4.2 Obezite

MetS’un gelisiminde obezite merkezi bir rol oynamak ve viicutta asiri
yagin birikmesiyle obezite olusmaktadir. Obezite, ¢evresel ve genetik faktorlerin
etkilesmesi sonucu meydana gelen kronik bir hastaliktir. Kiiltiirel, fiziksel, sosyal
ve genetik faktorlerin etkilesimi sonucu gelismistir (27,28).

Ortalama viicut agirligina sahip kadinlarda viicut yagr %25-30 iken bu
oran erkekler de ise %15-20’dir. Bu oranin iistiine ¢ikilmasi obezite olduguna
isaret etmektedir. 2010 yilinda Tiirkiye’ de yapilan Tiirkiye beslenme ve saglik
arastirmasi raporuna gore; erkeklerde ki obezite sikligi %20,5 iken; kadinlarda bu
oran %41,0’dir. Toplamda ise %30,3 olarak saptanmistir. WHO obeziteyi

belirlemek i¢in VKI’ni kullanmaktadir.

VKi= Viicut agirhgi(kg) / Boy (m?)

VKI < 18.5 kg/m? ise zayif

VKI = 18.5-25 kg/m? ise normal

VKI > 25-30 kg/m? ise preobez olarak kabul edimekte ve VKI >30 ise
obeziteyi isaret etmektedir (26,28,30).

Obezite; HT, Tip 2 diabetes mellitus, dislipidemi, KAH, osteoartrit,
solunum problemleri, prostat ve kolon kanseri gibi bir ¢ok saglik sorununun
olusmasina yol agmistir (29,30).

Obezite; HDL kolesterol diizeyleri ile negatif iliski gosterirken; kan
basinci, aglik kan glukozu ve insiilin degerleri ile pozitif iligki gostermektedir

(27). Obezitenin metabolik sendromdaki rolii Sekil 4’de gosterilmistir (31).
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Sekil 4. Metabolik Sendromda Obezitenin Rolii (31)

Obezite tek bagina insiilin direncine neden olabiliyorken insiilin direnci de
obeziteyi hizlandirir. Obez bireylerin iskelet kaslarinda bazi yetersizlikler ve
sorunlar olugsmaktadir. Obez hastalarda, adipoz dokudan salgilanan esterlesmemis
yag asitleri (NEFA), inflamatuar sitokinler, adiponektin ve leptin gibi bazi
faktorler MetS ve insiilin direncinin olugsmasini kolaylastirir (14, 31-35). Genetik
olarak bazi bireylerde insiilin direncinin olmasi ve buna bagli olarak aglik
durumunda insiilin diizeylerinin yliksek olmas1 adipoz dokudaki lipolizin siirekli
olarak baskilanmasina sebep olmaktadir. Adipoz doku; TNF-a ve IL-6 gibi bir
¢ok inflamatuar sitokini de {iretmekte ve bu sitokinler karaciger, kas ve arter
duvarlar1 gibi diger dokularda inflamatuar reaksiyonlari baslatabilmektedirler.
Sitokinlerin {iretiminin sebeplerinden biri obezitedir (33).

Obez bireylerde; adipoz dokudan salgilanan ve istahin baskilanmasina
neden olan leptin hormonu diizeyinin yiiksek olmasi sonucu insiilin direnci
artmaktadir. Leptin hormonunun merkezi sinir sistemine etki etmesi sonucu,

karacigerdeki yag asidi oksidasyonu gelisir ve dolayisiyla leptin hormonuna

15



direncli olan dokularda hem insiilin direnci hem de metabolik sendromun
olusmasi kolaylagsmaktadir (33,36).

4.3. Hipertansiyon (HT)

Hipertansiyonun etkin faktorii insiilin direncidir. Normal kilolu bir insana
insiilin verildigi zaman damarda vazodilatasyon etki olmaktadir fakat instilin
direncinde; insiilinin vazodilatator etkisi yok olmaktadir (37,38). Hem insiilinin
hem de insiilin direncinin bobrekten sodyum tutulumu iizerine etkisi vardir (39).
Sodyum tutulumu kardiyak verimini artirir, periferal vazodilatasyon ise kan
basinci normal seviyeye getirip denge saglanir (Sekil 5). Fakat insiilin direncinin
oldugu durumlarda periferal vazodilatasyon bozulur ve dolayisiyla sodyum

tutulumu gergeklesir ve kan basinci artar (40).

/ Artnus kardiyak Verim \

Sodyum Tutulumu

Periferal Vazodilatasyon

*Sempatik adrenarjik
aktivitede arts
_— *Artius endotelin
renin-anjiotensin
aktivasyonu

INSULIN DIRENCH

Yiiksek Kan Basincl Diisiik Kan basmci

Sekil 5. Metabolik Sendromda Hipertansiyon Patogenezi (40)
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MetS’un tanimlanmasinda kullanilan yiiksek kan basinci, ile olan iligkisi
karmasiktir. Cok degiskenli teknikler, HT’un MetS’da ki diger degiskenlerin
bagimsiz bir sekilde ayrilmasi egiliminde oldugunu gostermektedir. Yine de, cogu
uzman hipertansiyonun tani kriterlerinde secgeneklerden biri olarak kalmasi
gerektigi ile aym fikirdedirler. Hipertansiyon ve viicut agirhig arasinda ki
korelasyon, insiilin direnci ve hipertansiyon arasindaki negatif korelasyon,
diyabetik hastalardaki hipertansiyonun sikligindaki artig, aterosklerotik riskte gibi
diger faktorler ve hipertansiyonun interaktif rolii bu tartismanin kilit noktalarini
icerir. Obezitenin aterosklerozdaki interaktif rolii yeterli olmayabilir, ¢iinkii LDL
kolesterol sinerjistik olarak aterosklerotik riskini artirir fakat biiyiik 6lclide diger
korelasyondan yoksun ve MetS’un pargasi olarak kabul edilmez (41-43).

4.4. Dislipidemi

Plazmadaki lipid fraksiyonlarinin (kolesterol-trigliserid) normal araliklarin
disinda seyretmesine denir. Kardiyovaskiiler riskinin en 6nemli unsurlarindan biri
dislipidemidir. Giiniimiizde epidemiyolojik veriler, kardiyovaskiiler riskini tahmin
etmeye yarayan 6l¢eklerin olusmasina sebep olmustur (44).

Ateroskleroza bagli kardiyovaskiiler hastaliklar diinyada 6liim nedenleri
arasinda ilk sirada yer alip ve tiim global Gliimlerin %30’u kardiyovaskiiler
hastaliklar ile baglantilidir. Ateroskleroz i¢in bilinen en 6nemli risk faktorlerinden
biri dislipidemidir. Kan yaglarinin oranlarinin saghigr olumsuz etkileyecek
yondeki degisiklikleri; plazma lipoprotein ve TG diizeyinin yiikselmesi sonucu
dislipidemi olusmaktadir. TG yiiksekligi, HDL kolesterol disiikliigii ve LDL

yiiksekligi ile korelasyon gosterir (45).
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Viseral obesitede viseral yag dokusundan karacigere fazla miktarda serbest
yag asitleri (SYA) akimi oldugu i¢in SY A’lerinden karacigerde endojen trigliserid
sentezi meydana gelir ve ¢ok diisiik yogunluklu lipoprotein kolesterol (VLDL-K)
olarak dolasima katilir. Insiilin direnci oldugunda VLDL-K sentezi ve dolasima
gecisi artar. Dolasimda fazla miktarda VLDL-K’nin bulunmasi diisiik LPL
aktivitesine ragmen normal diizeyde LDL-K vardir (46).

Dislipidemi tan1 ve tedavisinde; KAH, lipoprotein diizeylerinin ve LDL-K
risk faktorleri belirlenip bu kriterlere gore; LDL kolesterol diizeyi saptanan
degerin {stlinde ise tedavi amagl yasam tarzi degisiklikleri ve gerekirse ilag
tedavisinin baglatilmas1 gereklidir (45).

4.5. Diabetes Mellitus

Cevresel ve kalitimsal etkenlerin birlesimi ve kan glukoz seviyesinin asir1
derecede yiikselmesi sonucu olusan metabolik bir bozukluktur (47).

Tip 1-2 diyabet olmak tizere 2 tiirii vardir.

Tip 1 diyabet; insiiline bagimli diabetes mellitus (IDDM) olarak
adlandirilan ve omiir boyu siiren bir hastaliktir. Bu hastalikta, pankreasin beta
hiicrelerinin tirettigi insiilin hormonunun ¢ok az iiretildigi veya hig liretilemedigi
icin kandaki sekerin hiicre icine girmemesi sonucu kanda glukoz seviyesi
yiikselmektedir. Artan kan sekerine yanit olarak pankreasta insiilin iireten
hiicreler, insiilin hormunu salgilar ve viicudun kendi bagisiklik sistemi tarafindan
zarar gormesiyle Tip 1 diyabet olusur. Tip 2 diyabet ise; insiilinin etkisine kars1
diren¢ kazanmasi sonucu insiilin sentezi ve salgilanmasinda azalma ya da

tamamen yok olmasi sonucu olusur.
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Insiilin hormonu normalde; glukozun hiicrelerin igine girmesini ve
yakilarak diger dokulara enerji ulastirilmasini saglar boylece bir taraftan enerji
saglanirken O6te yandan kandaki seker seviyesi diiser ve kan sekeri normal
seviyeye geldik¢e pankreastan kana verilen instilin miktar1 azalmis olur.

Tip 1 diyabette ise; pankreas adacik hiicreleri tahrip olduklarindan instilin
iiretilemez ve glukoz kullanilmak yerine kanda birikmeye baslar boylece glukoz
miktarmin asir1 ylikselmesi ile diyabet komas1 (diyabetik ketoasidoz) gibi hayati
komplikasyonlar olusur.

Tip 2 diyabette ise; viicut yeterli miktarda insiilin salgilayamadigi i¢in
glukozun hiicrelerin i¢ine girmesi engellenir ve insiilin direnci olusur. Boylece
kanda fazla miktarda sekerin birikmesi diyabet gibi hayati tehdit eden
komplikasyonlara sebep olabilir (48).

Diabetes Mellitus Tam1 Simiflama ve izlem ilkeleri

Yetiskin bireyler; demografik ve klinik 6zelliklerine gore tip 2 diyabet risk

faktorleri bakimindan analiz edilmelidir (49).
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Sekil 6. Eriskinlerde tip 2 diyabet taramasi ve tanilama (49)
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VKI: Viicut kitle indeksi, APG: Ag¢lik plazma glukoz, OGTT: Oral glukoz
tolerans testi, 2.stPG: OGTT’de 2.saat plazma glukoz, IGT: Bozulmus glukoz
tolerans1, IFG: Bozulmus aclik glukozu, AI1C: Glikozillenmis HbAlc, YRG:
Yiiksek risk grubu DM: Diabetes mellitus

Tip 2 DM diinya ¢apinda son on yilda artmis durumdadir. Amerika
Birlesik Devletleri'nde yetiskinlerin yaklasik olarak % 8’1 etkilenmektedir (50).
Diyabet, gelismekte olan tilkeler de %5 iken bu oran gelismis tilkeler de %10’dur.
Diyabete bagli olarak hastalik ve 6liim orani giderek artmaktadir. 40-49 yaslari
arasinda diyabet olan kisiler de 7-10 y1l iken bu oran 60-69 yaslar1 arasinda 3-5 yil
yasam siiresini azaltmaktadir (51).

Tiirkiye’de DM’nin sikligr ise; Tirk Yetiskin Risk Faktor Caligsmasi
(TEKHARF) ve Tirkiye diyabet epidemiyoloji projesi (TURDEP)’ne gore
obezite ile birlikte beklenmeyen sekilde artis gozlenmistir (52-54).

4.6. Koroner arter hastahg (KAH)

Koroner arterlerin aterosklerozun etkisinden dolayr daralmasi veya
tikanmasi sonucu olusan klinik sendromdur. Koroner damarlarda, kolesterol ve
kalsiyum gibi maddelerin birikmesi sonucu damarlarda daralma ve tikanma
meydana gelir bunun sonucu olarak da; kalbin beslenmesi, kasilmasi ve ritmik
caligmasinda sorunlar olur, gerekli onlemler alinmazsa miyokart enfarktiisiine
neden olabilir.

TEKHAREF calismast’ na gore; iilkemizde yilda yaklasik olarak 230 bin
yeni koroner hastaligt meydana geldigi ve hastalik sonucunda yaklagik 61.000

kadinin ve 66.000 erkegin hayatin1 kaybettigi tahmin edilmektedir (55).
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Kardiyovaskiiler hastaliklar 20.yy’da diinyada meydana gelen 6liimlerin
yaklasik olarak %10’undan sorumlu iken, 21.yy’da ise gelismis {iilkelerde
Olimlerin yaklasik olarak yarisinda gelismekte olan iilkelerin ise %25’inden
sorumlu olmaktadir. 2020 yilinda ise; koroner kalp hastaliginin diinyada bir
numaral1 6liim ve sakatlik nedeni olabilecegi 6ngoriilmektedir (56).

Dislipidemi ile KAH arasindaki baglanti bilimsel calismalarla
kanitlanmistir.  HDL-K’iin azalmasi ve LDL-K’iin artmasi ile risk artig
gostermektedir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda; TG yiiksekligi, Enflamasyon
belirtecleri gibi yeni koroner risk faktorleri aterosklerozun bagslangicinda ve
ilerlemesinde 6nemli roller oynamaktadir (57,58).

Ateroskleroz (damar sertligi) viicut atardamarlarinda goriilen bir
hastaliktir. Kalp, beyin, bobrek, géz ve bacak atardamarlarinda sik goriilmektedir.
Ateroskleroz sonucu koroner damarlarda tikanma olur, kalp kasma yeterli
miktarda kan ulasamaz ve buna bagl olarak kalp kasi islevlerini yerine
getiremedigi i¢in etkilenen organa gore ciddi hastaliklar ortaya ¢ikabilir.

Amerikan Kalp Dernegi (AHA) ne gore siniflandirilmast; sekiz tipe ve 5
evreye ayrilmistir (59).

Evre 1; kiiciik bir lezyondur ve Tip I-11I lezyonlar bu evreye girer.

Evre 2; bu evrede bir aterom plagi meydana gelmistir. Hiicre disi
birikintilerin birleserek lipid ¢ekirdek olusturmasi sonucu Intimanin temel yapisi
bozulmustur.

Evre 3; trombiis olusur.

Evre 4; tip VI lezyonlar vardir. Tip VI lezyon, trombiis i¢eren bir lezyon

olup evre 3'tekilerden farki ise trombiisiin biiyiikliigiidiir.
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Evre 5; evre 3 ve 4 iin etkileri bir arada gortiliir.
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Sekil 7. Amerikan Kalp Dernegi’ne gore plak evreleri (59)

Ik olusan lezyon Tip I lezyon’dur ve monositler endotel yiizeyine
yapigarak arter liimeninden intimaya geger. Tip II lezyon, lipidlerin makrofajlar
tarafindan alimmas: ile yagh c¢izgilenmeler seklinde kopiik hiicreleri olusur.
Aterosklerotik plak olarak tanimlanan Tip III lezyon, Tip II’den farkli olarak
kopiik hiicrelerinin yani sira ekstraselliiler lipid birikimlerinin de olmasidir. Tip

IV lezyon, ekstraselliiler lipid miktar1 artarak lipid g¢ekirdegi olusturur. Tip V

22



lezyon, bag dokusundan olusan fibréz doku olusur. Tip VI lezyon, trombiis i¢ceren
lezyondur. Tip VII plaklarda yogun kalsifikasyon vardir. Tip VIII plaklarin

neredeyse tiimii kollajen ve diiz kas hiicrelerinden olusur. Ilk 4 evre erken evre

son 4 evre ise geg evredir (60).
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Sekil 8. Temel Ateroskleroz Siireci

Lipoprotein partikiilleri okside olarak modifie olur ve intimada birikir.
Okside olan LDL, makrofajlar tarafindan yag lezyonlar seklinde kopiik hiicreleri
olusur. Makrofajlarin yok olmasiyla lipidler agiga ¢ikarak c¢ekirdegi olustururlar
(59).

4.7. Endotel Disfonksiyonu

Son zamanlarda, endotel fonksiyonu damar sagligi ve hastalig
calismalarinda ki 6nem artis gostermistir. Endotel vaskiiler dengede, vaskiiler

toniis diizenlenmesinde, vaskiiler diiz kas hiicre poliferasyonu, trans-endotelyal
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l16kosit gogii, tromboz ve trombolizis dengesinde onemli rol oynar. Endotel
hiicreler ¢ok sayida vazoaktif maddelerin sentezi ve yayilmasi, biiylime
modiilatorleri ve diger faktorler bu islevlerin ger¢eklesmesini saglar (61).

Endotel disfonksiyon; vazodilator ve vazokonstriktor arasindaki dengenin
kismi yada tamamen bozulmasi, biiytimenin desteklenmesini engelleyen faktorler,

proaterojenik ile anti-aterojenik faktorler ve pro-koagiilan faktorler olarak

tanimlanabilir (61).

EDRF EDCF
NO ET-1
PGI2 Superoksit
Bradikinin PGH2/TXAZ2

Anjiyotensin [l

Vazodilatasyon Vazokonstriksiyon

Sekil 9. Endotel tabakasinin goérevini yerine getirebilmesi igin endotel
kaynakli kasici (EDCF) ve endotel kaynakli gevsetici (EDRF) maddelerin
dengede olmas1 gerekir (62).
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Endotel disfonksiyonda ilk gergeklesen olay Nitrik oksit (NO) ile
vazodilatasyonun bozulmasidir. NO aktivitesinde ki bozukluk sonucu; KAH, HT,
kalp yetmezligi, MetS, DM, obezite gibi bir ¢ok hastaligin olugsmasina sebep olur
ve aterosklerotik siirecin ilk evresinde gerceklesir ve klinik olarak koroner
arterlerde aterosklerotik plaklar tanimlanabilir. Ayrica diyabette ki mikrovaskiiler
komplikasyonlar1 gelisiminde 6nemli bir olay olarak kabul edilmistir (63-66).

Ludmer ve ark asetilkolin testi kullanilarak yaptiklar1 ¢alismada,
aterosklerozun oldugu durumlarda endotel bagimli vazodilatasyonun bozulmasi
insanlarda ilk kanit olarak ispatlanmistir (67).

Koroner arterdeki endotel disfonksiyon, koroner dolagimda ki endotel
disfonksiyonu ile oldukg¢a iligkili olup kardiyovaskiiler risk faktorii icin bagimsiz
bir risk olarak ortaya ¢ikmaktadir (68).

Endotel fonksiyonun endotelial aktivitelerinin markerlariin plazma
seviyelerini 6lgmek icin; ¢ozilinlir vaskiiler hiicre adezyon molekiilii (sVCAM),
¢oziilen hiicreler arasi yapigsma molekiilii (SICAM), endotelin 1 (ET-1), E-selectin
ve digerleri, PAI-1, doku plazminojen aktivator, ya da von Willebrand faktor
(VWF) gibi koagiilasyon/fibrinolizis’in markerlari, C-Reaktif protein (CRP), IL-6,
IL-1 ve TNF-a gibi diisiik dereceli inflamasyon markerlar1 kullanilir.

4.8. Non-alkolik yagh karaciger (NAYKH)

Non-alkolik karaciger hastaligi, ¢cok az yada hi¢ alkol tiiketmeyen bireyler
de alkol kaynakli karaciger hastaligi histolojik bir hastaliktir. Bu tanim, kendi
icerisinde bazi alt gruplart igerir.

1. Steatoz: (Nonalkolik karaciger yaglanmasi): Karacigerde yaglanma

goriiliirken iltihabi infiltrasyon yoktur.
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2. Nonalkolik steatohepatit (NASH): Karacigerde yaglanma ile birlikte

iltihabi infiltrasyonun oldugu hastaliktir (69).

—— -

P il T
Stestoz / / [NAYKH
\"
\ \ -

Sekil 10. Nonalkolik yagh karaciger hastaliginin klinik spektrumu (69)

NAYKH’nin baslangici trigliserid sentez ve yikimi arasindaki dengenin
bozulmasidir. Genel niifusun %3 ile %?25’in1 etkiler. NASH’li hastalarin
%40’1inda diyabet, %20’sinde ise bozulmus glukoz toleransi oldugu goriilmiistiir.
Diyabetli hastalarin yaklasik %50’sinde non alkolik karaciger hastaligi ve bu
hastalarin %20’sinde de NASH oldugu ve tedavisinin obezite ve insiilin direncine
yonelik oldugu saptanmistir (70). Histolojik olarak NAYKH araliklar1 basit
yaglanmadan steatohepatit ( NASH ), fibroz, siroz ve hepatoselliiler kansere
kadardir (71,72).

NAYKH genellikle obezite, tip 2 diabetes mellitus, hiperlipidemi, ¢6lyak
hastaligi, ¢esitli ilaglar ve toksinler ve cerrahi yontemlere maruz kalma gibi birgok
hastalik ile iliskilidir (73-75).

NAYKH'nn patofizyolojisinde 2 adimin gerekli olduguna inanilir. ilk
adim yaglanmanin gelismesine neden olan insiilin direncidir. Tkinci adim NASH’e

neden olan ve enflamatuara cevap veren oksidatif strestir (76-78). Insiilin direnci,

26



oksidatif stres, mitokondrial disfonksiyon gibi faktorler NAYKH’mn
ilerlemesinden sorumludur (70). Sanval ve arkadaslarinin NASH ile ilgili yapmis
olduklar1 bir ¢alismada, SYA’larin artmis mitokondiyal B-oksidasyonun SOR
kaynagi i¢cin 6nemli olabilecegini vurgulamislar (79).

4.9. Polikistik over sendromu (PCOS)

PCOS, ilk defa 1935°de Dr. Stein ve Dr. Leventhal tarafindan obezite,
polikistik overler, hirsutizm birlikteligi seklinde tanimlanir. En sik olarak
dogurganlik cagindaki kadinlarda goriiliir ve prevalansi yaklasik %6-8 olan
endokrin bir bozukluktur (80).

Polikistik over sendromunun patogenezindeki anahtar rol; insulin direnci
ve overlerde luteinizan hormona bagimli androjenin artigidir. PCOS’nin insiilin ile
olan iligkisi nedeniyle tip 2 diyabet ve kardiyovaskiiler hastaligin gelisme riski
artmis durumdadir. Kirkli yaslardaki polikistik over sendromlu kadinlarin
yaklasik %40’ mda bozulmus glukoz tolerans testi gozlenmistir (81-83). Insiilin
duyarhi§inmi artiran ajanlar ve yasam tarzi degisimleri ile tedavide olumlu sonuglar
alinmaktadir.

4.10. Subklinik inflamasyon

Subklinik inflamasyon MetS’da énemli rol oynar. Insiilin direncinde ve
aterosklerozun ilerlemesinde Onemli rol almistir. Abdominal obezite, HDL-
distklugi, trigliserid yiiksekligi ve kan glukozu gibi MetS bilesenleriyle yakin
iliskisi vardir (4).

1. Adiposit Yag Asidi Baglayic1 Protein (AFABP)

Yag asidi baglayici protein (FABP)’ler doymus ve doymamis uzun zincirli

yag asitleri, eikosanoidler ve diger lipidleri yiiksek affiniteyle baglanan
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sitoplazmik proteinlerdir (84,85). Ik kez 1972 de kesfedilmistir ve dokuz adet
doku spesifik sitoplazmik FABP tanimlanmistir. Bunlar L (karaciger), H (kas ve
kalp), A (adiposit), I (intestinal), E (epidermal), 1l (ileal), M (miyelin), B (beyin),
ve T (testis)’dir (84,86,87).

AFABP, yag asidi baglayici protein siiper ailesine ait olup molekiil agirligi
14-15 kDa’dur. AFABP baskin sitozolik bir proteindir, total proteinin yaklasik
%6’s1n1 olusturur ve sistemik insiilin direnci, lipid ve glukoz metabolizmasinin
onemli bir diizenleyicisidir (88). AFABP, yag asitleri i¢in tasiyici bir proteindir.
Ayrica aP2 ve FABP4 olarak adlandirilir. Ozellikle adiposit ve makrofajlarda
ifade edildi. AFABP serum konsantrasyonlar1 c¢esitli calismalarda damar
hastaliklar1 ve metabolik sendromun markerlari ile olumlu bir sekilde iliskilidir.

Yag asidlerinin intraselliiler alicis1 olan yag asidi baglayici proteinlerin,
PPAR (Peroksizom proliferator-aktive reseptorler)’larin  ligand bagimlh
transaktivasyonu tiizerine etkisi vardir. PPAR’larin tanimlanmis 3 grubu var,
PPARa, PPARB ve PPARg’dir. A-FABP’in yag asitleri, PPARg ve insulin
tarafindan regiile edildigi adipositlerle yapilan invitro ¢alismalar sonucunda
gosterilmistir (89).

AFABP eksikligi olan fareler de makrofajlarda kolesterol ¢ikist arttig1 icin
hiperinsiilinemi, hiperglisemi ve insiilin direnci gelisiminden korunmalidir (88).

AFABP’1In MetS, kronik inflamasyon ve obezite ile olan iliskisi ve
eksikliginde TNF-a, IL1- Beta ve IL-6 gibi inflamatuar sitokinlerin, indiiklenebilir
nitrik oksit sentaz (iNOS) ve COX2 gibi proinflamatuar enzimlerin {iretiminin

baskilandig1 hayvanlar {izerinde yapilan ¢alismalarla kanitlanmistir (84,90,91).
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AFABP, dolagimda bol miktarda bulundugu halde biyolojik olarak aktif
olup olmadigi kanitlanmamistir. AFABP eksikligi olan fareler den elde edilen
adipositlerde lipolizisin invitro ve invivo etkinligi azalmistir (92,93). Bu ¢alisma
baslangigta AFABP’1 baglama ve hormona duyarl lipaz (HSL)’ yi aktive etme
yetenegine katki saglamamistir. Ancak AFABP ve HSL aktivasyonu arasinda ki
iliski invivo da 1spatlanmamistir. Ayrica AFABP eksikliginde lipolizisdeki

degisikliklerin potansiyel mekanizma olup olmadig: goriilebilir.

a Adipocyte TNF—q and other Fatty acid
Insulin/IGE cytokine receptors
receptos plb g “OE800588558>
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©
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Sekil 11. Adiposit ve makrofajda ki AFABP’1n rolii (84)
AP1: Adaptor Protein 1, IGF: Insiilin-benzeri biiyiime faktorii, LXR: Liver X Reseptor,

IRS: Insiilin Reseptdr Substrati, TNF: Tumor Necrosis Factor, ER: Endoplazmik

Retikulum JNK: ¢-Jun N-terminal kinases, IKK: Kappa Kinaz Inhibitorii
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FABP’in genel islevi AFABP’in HSL ile etkileserek Kkatalitik etkisini
diizenlemektir. Adipositte ki ve insiilin aktivitesinin inhibitdrii JNK/IKK
adipositteki insiilin aktivitesinin araciligiyla enflamatuar yanitlar1 kontrol eden
¢cok sayida sinyal agimi birlestirir. AFABP, adiposit lipit hormonu iiretimi
kontroliinde 6nemli islevlere sahiptir (84). AFABP, makrofajlarda ise IKK/NF-Kb
yolu ile hem enflamatuar yanitlar1 kontrol etmede hem de PPARg nin ve LXR
inhibisyonu {lizerine etkilidir. Hem makrofaj hem de adipositler de AFABP
ozellikle Endoplazmik Retikulumda (ER) organellere yanit veren lipit sinyallerini
birlestirmede O6nemli rol oynar (84,94). AFABP, metabolik ve inflamatuar
yolaklarin integrasyonunu saglayarak MetS bilesenleri arasinda anahtar bir rol
oynamaktadir (95). Invitro calismalarda AFABP ekspresyonunun; yag asitlerinde,
PPAR-g, TZD (Tiazolidinedionlar) ve insiilin direnci tizerin de olumlu
diizenlemelerinin oldugu goriilmektedir, bu caligmalar obez ratlar iizerinde de
kanitlanmigtir (96-101).

2. Okside-LDL (OX-LDL)

LDL, serbest radikalin etkisi ile modifiye olur ve oksidasyon hem hiicre i¢i
hem de hiicre disinda gerceklesmektedir. LDL miyeloperoksidaz, reaktif nitrojen
tiirleri, metal iyonlariyla veya lipooksijenaz ile okside olabilmektedir.

LDL’nin metal iyonlariyla oksidasyonu 3 asamadan olusur;

1.Antioksidan miktarinin azalmasi

2.Lipid peroksitlerinin oksidasyonu

3.Aldehit tirtinlerin olugmasi (102).
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hidroperoksitler
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Sekil 12. LDL oksidasyon mekanizmalar (102)
NO;: Nitrojen dioksit, NO: Nitrik oksit, HOCL: Hipoklor6z asit

ApoB-100’de ki lizin kalintilariyla reaksiyona giren Aldehitler, LDL

oksidasyonuna neden olurken NO ise;

bakir metal iyonu ile meydana gelen

oksidasyon iizerinde etkili olup inhibe eder. Lipooksijenaz ve miyeloperoksidaz

enzimleri monosit/makrofaj

hiicrelerinde

Lipooksijenaz,

lipid

peroksidasyonunda onemli rol oynarken myeloperoksidaz ise HOCL ve NOzi

olusturarak LDL proteinlerini ve lipidlerini oksitleyebilir (103).
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OX-LDL, Scavenger ve CD36 reseptorleri ile hiicre i¢ine alinir (104-106).
Hiicre i¢inde ki kolesterol diizeyi reseptorler tarafindan diizenlenmedigi icin
makrofajlar biliyiik miktarda Ox-LDL’yi alarak kopiik hiicreyi olustururlar (106-
108). Ox-LDL ayni1 zamanda makrofajlar iizerinde kemostatik etki gostererek
dolasima katilmalarini1 saglayarak aterosklerotik siirecinin hizlanmasina etki eder
(109).

Holvoet ve arkadaslarinin metabolik sendromlu hastalarda yaptiklari
calismada ox-LDL’nin koroner kalp hastaligi riskinin bagimsiz bir belirteci
olmadigi, ancak yiiksek okside LDL diizeylerine sahip olanlarin miyokard
infarktiisiine daha yatkin olduklar1 sonucuna varilmistir (110).

Derosa ve arkadaslarmin yaptiklart klinik ¢alismada MetS’lu hastalarda
pioglitazonun TZD grubu i¢inde en etkili ajan oldugu tespit edilmistir. Tedavi
stirelerinin 9 ve 12 ay olarak belirlendigi iki gruptan 12 ay pioglitazon verilen
grupta daha belirgin olmak tizere aglik glukoz ve insiilin diizeylerinde belirgin
azalma oldugu gozlenmistir. Yine TK, LDL -K, HDL-K ve TG diizeylerinde de
onemli diizelme saptanmistir (111).

3. Tribulus Terrestris (Demir Dikeni)

Diinyada kimyongiller ailesine ait yaklasitk 20 tiir Tribulus vardir.
Hindistan’da sik rastlanan Tribulus cistoides, Tribulus terrestris (TT) ve Tribulus
alatus olmak iizere 3 tiiri vardir (112). Avrupa ve Afrika’nin giiney kisminda,
Asya’nin bati kisminda, Cin, Japonya, Kore’de yaygin olarak bulunan bir bitkidir.
Demir dikeni adi1 disinda ¢oban ¢okerten, carik dikeni, demir bitiragi ve deve

cOkerten gibi isimler ile de anilmaktadir (113).
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Sekil 14. Tribulus terrestris meyvesi (114)
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TT, ¢ogu iilkeler de bir¢ok hastalik i¢in halk ilac1 olarak taninmustir.
Gelencksel Cin tibbinda TT, koroner kalp hastaligini ve yiiksek kan basincini
tedavi etmek igin kullanilmistir (115-117).

TT afrodizyak, antiurolithic, immiinomodiilator, antihipertansif,
antihiperlipidemik, antidiyabetik, hepatoprotektif, antikanser, antelmintik,
antibakteriyel, analjezik ve anti—inflamatuar gibi fitokimyasal ve farmakolojik
etkileri i¢in ayrintili bir sekilde agiklanmistir. Bitki ditiretik, antihiperlipidemik ve
kardiyoprotektif aktivitelerinden dolay1 etkili kan basinct kontrolii i¢in bitkisel
tipta yaygin olarak kullanilmaktadir (114).

TT, Antik Yunan ve Hindistan’da kozmetikte, Cin’de ise karaciger ve
bobrek rahatsizliklar: i¢in kullanilmistir. Kemikleri gili¢lendirmesi ve karaciger
tarafindan belirli hormonlar1 iiretmek icin kullanilan temel yag asitlerinin
emilimini kolaylastirir ayn1 zaman da geleneksel tipta, anti-inflamatuar, anti-artrit
etkileri ile bagisiklik sistemini giiglendirici ve bobrek tasi Onleyici olarak da
kullanilmaktadir (118,119).

Demir Dikeni Bitkisi ile Hayvanlar Uzerinde Yapilan Calismalar

Li ve arkadaglarinin 10 mg/kg/giin sulu tribulus ekstrakti kullanilarak
yapilan calismada, kobay hayvanlar ile kontrol grubu kiyaslandiginda tribulus
terrestrisin  antihipertensif etkilere sahip oldugu gozlenmistir (120). Aym
aragtirma grubunun saglikli kobay farelerini kullanarak yaptiklar1 bir bagka
calismada  tribulus  terrestris  extraktinin  glikometabolizmi  etkiledigi,
glukoneojenezisi belirgin sekilde diisiirdiigii, total Kolesterol diizeylerini ve

trigliserid seviyesini diislirdiigii gézlemlenmistir.
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Arcasoy ve arkadaslarinin Tribulustan izole edilen saponin bilesikleri
kullanilarak yapilan calismada peristatik hareketlerde belirgin azalmaya sebep
olan doza bagli antispazmatik aktivite elde edilmistir (121). Hong ve
arkadaglarinin yaptiklar1 ¢alismada COX-2 inhibisyon aktivitesi belirlenmis olup
antienflamatuvar olarak kullanilmasi 6nerilmistir (122).

Philips ve ark. , fareler iizerinde yapilan bir ¢alismada; KCI kullanilark
artirilan kan basincina karst TT’in su ve metanol ekstraktlarinin verilen doza bagl
oranlarda damar genisletici etkisi ve kan basincinin diistigii gézlemlenmistir. Su
ile elde edilen ekstraktin metanol ile elde edilen ekstrakta oranla daha fazla damar
gevsetici etkisinin oldugu kanitlanmastir (123).

Grigorova ve ark. , demir dikeni (Tribulus terrestris) ticari kapsiil ekstrakti
ile beslenen beg tavuklarinin yumurta sarisinda fosfolipid, toplam lipid, kolesterol
ve yag asitleri; serumda kolesterol iceriklerini belirlemek icin 12 hafta siiresince
10 mg/kg demir dikeninin yeme karistirilarak verilmesi sonucunda yumurta
sarisinin toplam lipid ve fosfolipid degerleri lizerine etkisinin olmadigini ancak 12
hafta siiresince sadece 10 mg/kg demir dikeni ile beslenen hayvanlarin
serumlarindaki ve yumurta sarisindaki total kolesterol diizeylerinin 6nemli
derecede diistligli ancak, yumurta sarisinda linoleik asit miktarlarinin arttigi
gbzlemlenmistir (124).

Bu calismada, Tribulus terrestris’in, MetS olusturulmus ratlarda, AFABP
ve Ox-LDL diizeyleri ile diger biyokimyasal parametreler {lizerine etkilerini
arastirmak ve calisma sonucunda elde edilecek veriler ile MetS ve tedavi siireci ile

ilgili literatiire katki saglayabilmeyi hedefledik.
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. Deney Hayvanlari ve Deneysel Calismasinin Diizenlenmesi

Firat Universitesi Deney hayvanlari Calismalar1 Etik Kurulu’ndan onay
alindiktan sonra (Tarih: 08.01.2014 ve 01 nolu karar ) ¢alisma standart deneysel
hayvan caligsmalar etik kurallarina uygun bir sekilde yapildi.

Caligmada, 8 haftalik yaklagik 240-260 gram agirliginda Sprague-Dawley
cinsi 21 rat kullamildi. Ratlar, Frrat Universitesi Deneysel Arastirmalar
Merkezi’nden temin edildi ve bakimlar1 ayn1 merkezde yapildi. Deney oncesi ve
deney sirasinda tiim hayvanlar 12 saat aydinlik 12 saat karanlik fotoperiyodunda
22-24 °C sabit 1s1daki odalarda barindirildi.

Hayvanlarin beslenmesinde standart pellet yemi ve ¢esme suyu kullanildi.
MetS olusumu i¢in % 10 oraninda fruktoz kullanildi (125).

Ratlar her bir grupta 7 rat olmak iizere {i¢ gruba ayrildi. Her bir grup 3’li
ve 4’1i birsekilde kafeslere birakildi. Ratlara ¢alisma siiresince standart rat diyeti,
fruktoz (MetS olusturmak i¢in D-Fruktoz BioShop Canada inc. ,) ve Tribulus
terrestris ekstrati oral olarak verildi.

Grup 1: Kontrol grubu 10 hafta boyunca standart beslenme uygulandi.

Grup 2: Fruktoz ile MetS olusturulan grup 10 hafta boyunca standart
beslenme ve %10 oraninda fruktoz uygulanda.

Grup 3: MetS olustuktan sonra 8 hafta boyunca Tribulus terrestris bitki
ekstrat1 verilen grup.

Deney siiresi boyunca ratlarin agirliklart haftalik olarak Olciiliip

kaydedildi. Deney sonunda (Grup 1, 2 deney baslangicindan 10 hafta sonra, Grup
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3, 18 hafta sonra) tiim ratlar dekapite edildi ve c¢alismanin sonuglarinin
incelenecegi parametreler i¢in uygun kan ve doku érnekleri alindi.

5.2. Tribulus terrestris Bitkisinin Hazirlanis ve Uygulama Sekli

Tribulus terrestris ekstrati su ile c¢oOziinerek hazirlandi. Calisma
gruplarindan Tribulus terrestris ekstrati verilen gruplara, 2 g/kg viicut agirlig
dozunda bitki ekstrati oral yoldan verildi (126).

5.3. Orneklerin Hazirlanmasi ve Saklanmasi

Biyokimyasal incelemeler Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya
Anabilim Dali Laboratuvar’inda yapildi. Deney hayvanlarindan alinan kan
ornekleri aprotininli ve diiz biyokimya tiiplerine alinarak serum ve plazma
ornekleri elde edilerek bu &rnekler calisilincaya kadar -80°C de saklandi. ELISA
ve Western Blot calismalarinda kullanilmak iizere karaciger ve abdominal bolge
yag dokusu alindi. Aliman doku oOrnekleri fosfat tamponu iceren c¢ozeltiden
gecirildikten sonra analiz giiniine kadar -80 C’ de saklandi.

5.4. Dokularin Homojenizasyonu

Calismadan 6nce kontrol, MetS ve MetS + TT gruplarina ait karaciger ve
yag dokulari i¢in toplamda 40 tane eppendorf her grup i¢in ayr1 ayr1 adlandirildi.
Daha sonra numaralandirilmis eppendorflara RIPA Lysis Buffer System (Santa
Cruz Biotechnology, Inc, USA) igerisinde bulunan RIiPA Lysis Buffer’dan her bir
eppendorfa 600’er uL eklendi. Bunlarin iizerine de 10 uL. PMSF soliisyonundan,
10 uL Na-orthovanadate soliisyonundan ve 10 pL protease inhibitor koktail
soliisyonundan olacak sekilde her bir eppendorfa konuldu. Caligma giinii gruplara
ait dokular -80°C’den alindiktan sonra herbir grubun karaciger ve yag dokulari

200 mg olacak sekilde tartildi. Bu dokular steril bistiiriler ile ince parcalar halinde
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kesildikten sonra daha oOnce hazirlanan numaralandirilmis eppendorflara
yerlestirildi. Bunlarin {izerine de yaklasik 100 puL 0,5 mm zirconium oxide
boncuklardan ~ konuldu.  Hazirlanan bu  Ornekler  Bullet  Blender
Homojenizasyonuna (Next Advance, Inc, USA) yerlestirildi. Cihazin hiz1 8, siiresi
3 dk olacak sekilde ayarlanip calistirildi. Bullet Blender Homojenizasyon
cihazindan alinan ornekler +4 °C’de 10000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.
Siipernatantlar ayr1 eppendorflara alindi. Bu hazirlanan siipernatantlar ELISA ve
Western Blot ¢alismalarinda kullanildi.

5.5. Biyokimyasal Parametrelerin Ol¢iimii

Rutin biyokimyasal analizler Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
merkez laboratuvarinda yapildi (Glukoz, HDL-K, LDL-K, TK, TG ). Ox-LDL,
IL-6, TNF-a ve insiilin diizeyleri ticari kitler kullanilarak ELISA yontemiyle
calisildi. Frrat Universitesi, Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvari’nda
bulunan Bio-tek EIX50 ( BioTek Instrument, USA) marka otomatik plate yikama
cihaz1 sayesinde yikama iglemleri gergeklestirilip, Bio-tek EIx800 ( BioTek
Instrument, USA) marka ELISA plate okuyucusunda okutuldu.

HOMA-IR = Acghk glukoz diizeyi (mmol/L)xAg¢lik insiilin diizeyi
(LU/mL) / 22,5 olarak hesaplanmis olup insiilin direnci i¢in esik deger; HOMA-
IR>2,5 olarak kabul edilmistir (23, 25, 26).

Serum Ox-LDL diizeyleri Ox-LDL Elisa kiti ( YH Biosearch laboratory,
katalog no:YHBO817Ra ) kullanilarak ve kit kullanim kilavuzuna uygun olarak
calisildi. Absorbanslar 450 nm’de alindi ve sonuglar pg/ml olarak verildi. Kit
sensivitesi: 0,016 pg/ml, 6lgtim araligr: 0,03-9 ug/ml, intra-assay Coefficient of

variation (CV): < %10, inter-assay CV:<%12 ‘dir.
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Serum IL-6 diizeyleri sigan IL-6 Elisa kiti ( YH Biosearch laboratory,
katalog no:YHBO0630Ra ) kullanilarak ve kit kullanim kilavuzuna uygun olarak
caligildi. Absorbanslar 450 nm’de alindi1 ve sonuglar ng/L olarak verildi. Kit
sensivitesi: 2,49 ng/L, Ol¢iim araligi: 5-1000 ng/l,intra-assay Coefficient of
variation (CV): < %10, inter-assay CV:<%12 ‘dir.

Serum TNF-a diizeyleri sigan TNF-a Elisa kiti ( YH Biosearch laboratory,
katalog no:YHB1098R2 ) kullanilarak ve kit kullanim kilavuzuna uygun olarak
calisildi. Absorbanslar 450 nm’de alindi ve sonuglar ng/L. olarak verildi. Kit
sensivitesi: 2,51 ng/L, 6l¢tim araligi: 5-1000 ng/l, intra-assay Coefficient of
variation (CV): < 3,3, inter-assay CV:<6,9 “dir.

Serum insiilin diizeyleri sican insiilin Elisa kiti (Sunred, katalog
no:CUS10016) kullanilarak ve kit kullanim kilavuzuna uygun olarak calisildi.
Absorbanslar 450 nm’de alind1 ve sonuglar mIU/L olarak verildi. Kit seviyesi:
0,102 mlU/L, intra-assay Coefficient of variation (CV): < %10, inter-assay
CV:<12 ve 6l¢iim araligi: 0,2-40 mIU/L’dir.

Tablo 2. ELISA calismasi i¢in gerekli cihaz ve malzeme listesi

1) ELISA yikayicisi, okuyucusu ve yazicist

2) 10-100-1000 mikrolitre hacimleri alabilecek nitelikte otomatik
pipetler ve pipet uglari

3) 100 mikrolitrelik 8 kanalli otomatik pipetler ve pipet uglari

4) Inkiibator

5) Standartlar1 hazirlamak i¢in eppendorf tiipler

6) 100 ve 500 mL’lik beher ve erlenmayerler

7)  Kurutma kagidi

8) Distile su
9) Vorteks
10) Benmari

AFABP’ da Western Blot kiti ( Invitrogen, katalog no:WB7103, WB7105, WB7107) kullamlarak
ve kit kullanim kilavuzuna uygun olarak calisildi.
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5.6. Istatistiksel Degerlendirme

Gruplarda elde edilen veriler OrtalamatStandart sapma olarak verildi.
Gruplardaki  verilerin ~ degerlendirilmesinde ~ gruplar  arasinda  ikili
karsilastirmalarda Kruskal Wallis testi ve Mann Whitney-U testi kullanild.

Istatistiksel anlamlilik diizeyi olarak p<0,05 degeri kabul edildi.

40



6.BULGULAR

6.1 Bazal ve Haftahk Agirhik Olciimleri

Elde edilen verilere gore ilk ve son agirliklar agirlik ortalamasi agisindan
degerlendirildiginde grup 2’nin grup 1’e gore sayisal deger olarak arttig1 gozlendi
(10 hafta uygulama). Grup 3 ile uygulanan TT ekstraktinin (8 hafta) diger
gruplara gore ve ozellikle grup 2’ de ki agirlik artisini durdurdugu gézlenmistir
(Tablo 3).

Gruplar arasinda sigan agirliklar: arasindaki iliski tablo 3’de verilmistir.

Tablo 3. Gruplara Ait Sigan Agirliklart Farki

Gruplar Agirhiklar Agirliklar Agirliklar P
Bazal Son Degerler  Arasi
Degerler Fark
Grup 1 235,42 344,85 109,42+19,74  p<0,05
Grup 2 238,85 383,57 144,71£34,66  p<0,05
Grup 3 235,42 346,42 111,00+40,28 p<0,05
p p>0,05 p>0,05 p>0,05

6.2. Biyokimyasal Olciimler

6.2.1. Rutin Biyokimya Testleri, Lipid profili, Achk Kan Glukozu
Diizeyleri

Calisma sonucu elde edilen verilere gore biyokimya testleri, lipid profili ve
aclik kan glukozu diizeyleri istatistiksel olarak karsilagtirildi.

Serum glukoz diizeylerine bakildiginda kontrol grubuna (99,00+10,7

mg/dl) gore, MetS olusturulan grupta (124,30+12,68 mg/dl) anlamli olarak bir
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artis gozlendi (p<0,01) (Tablo 4). TT ekstraktinin uygulandigi 3.grupdaki

(108,74+9,36mg/dl) glukoz diizeylerinde ise MetS olusturulan 2.gruba kiyasla

diisiis gortilmesine ragmen istatistiksel anlamda farklilik gézlenmedi (p>0,05).

Tablo 4. Deney Sonu Serum Glukoz, Lipid Parametreleri, Insiilin ve HOMA-IR

Diizeyleri
Grup 1 Grup 2 Grup 3 b
(n=7) (n=7) (n=7)

Glukoz (mg/dl)  99,00+10,7 124,30+12,68 108,74+9,36 Grup 1-2 p<0,01

T. Kolesterol Grup 1-2 p<0,01
64,59+5,80 85,21+£8,91 76,28+3,30

(mg/dlI)

Trigliserit Grup 1-2 p<0,01
57,14£7,08 93,749,80 83,91+3,63

(mg/dlI)

HDL Grup 1-2 p<0,01
15,41+1,84 12,25+1,75 13,91+1,25

(mg/dlI) Grup 2-3 p<0,05

LDL Grup 1-2 p<0,01
37,75+5,72 54,21+7,90 45,5842,33

(mg/dlI) Grup 2-3 p<0,05

Ox-LDL Grup 1-2 p<0,01
2,71+0,44 3,98+0,44 3,5140,186

(ug/ml) Grup 2-3 p<0,05

TNF-a Grup 1-2 p<0,01
464,29+30,54 587,58+49,24 550,26+30,16

(ng/L)

IL-6 Grup 1-2 p<0,01
417,99+30,54 605,59+30,29 585,78+36,23

(ng/L)

Insiilin Grup 1-2 p<0,01
8,10=0,65 10,18+0,55 8,71+0,56

(mlU/L) Grup 2-3 p<0,01

Grup 1-2 p<0,01
HOMA-IR 1,96+0,12 3,12+0,30 2,34+0,28

Grup 2-3 p <0,01

Grupl: Kontrol, Grup2: Fruktoz(MS), Grup3: MS+TT ekstrakti

Serum total kolestrol diizeylerine bakildiginda kontrol grubuna

(64,59+5,80 mg/dl) gore, MetS olusturulan grupta (85,21+8,91 mg/dl) anlamli
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olarak bir artis goézlendi (p<0,01). TT ekstraktinin uygulandigi 3.grupdaki
(76,28+3,30 mg/dl) total kolestrol diizeylerinde ise MetS olusturulan 2.gruba
kiyasla istatistiksel anlamda farkliik go6zlendi (p<0,01). TT ekstraktinin
uygulanmis oldugu grup 3’te MetS ile yiikselmis kolesterol degerinin diisiik
ciktig1 gortlmiistiir (Tablo 4).

Serum trigliserid diizeyleri; grup 2° de (93,73+9,8 mg/dl) kontrol grubuna
(57,14+7,08 mg/dl) ve MetS olusumu sonrast TT ekstrakt1 verdigimiz grup 3’e
(83,91+3,63 mg/dl) gore anlamh olarak (p<0,01) yiiksek bulundu. Kontrol grubu;
grup2 ve grup 3’e gore anlaml olarak (p<0,01) diisiik bulundu. Gruplar kendi
aralarinda kiyaslandiklarinda da anlamli istatistiksel farkliliklar  oldugu
gortilmektedir (Tablo 4).

Serum HDL kolestrol diizeyleri; MetS olusturulmus grup 2°de (12,25+1,75
mg/dl), kontrol grubuna (15,41+1,84 mg/dl) gore anlamli bir sekilde istatistiksel
diistis goriilmiistiir (p<0,01). TT ekstrakti verdigimiz grup 3’de (13,91+£1,25
mg/dl) grup 2’ ye goére anlamli bir artis gézlenmistir (p<0,05). Grup3 ve kontrol
grubu arasinda istatistiksel agisindan farklilik olmamistir (p>0,05). Gruplar kendi
aralarinda kiyaslandiklarinda da anlamlhi istatistiksel farkliliklar oldugu
goriilmektedir (Tablo 4).

Serum LDL kolestrol diizeyleri; MetS olusturulan  grup2’de
(54,21£7,90mg), kontrol grubuna (37,75+5,72 mg/dl) gbére anlamli bir sekilde
istatistiksel diisiis gortilmustiir (p<0,01). MetS olusturulduktan sonra TT ekstrakti
verigimiz grup 3 (45,58+2,33 mg/dl) kontrol grubuna gore istatistiksel artis

gozlendi (p<0,05). MetS ve Grup3 arasinda anlamli bir azalis gozlenmistir
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(p<0,05). MetS olusumu sonucu LDL kolestrol diizeyindeki artisin TT
ekstraktinin tedavisiyle kontrole yakin bir degere dondiigii gériilmiistiir (Tablo 4) .

Serum Ox-LDL diizeylerikontrol grubuna (2,71+0,44ug/ml) gore, MetS
olusturulan 2.grupta (3,98+0,44ug/ml) ve TT ekstrakti verdigimiz 3. Grupta
(3,51+0,186ug/ml) anlamli bir artis gozlendi (p<0,05). MetS olusturulan 2. Grup
(3,98+0,44ug/ml), TT ekstrakti verdigimiz grup 3 (3,51+0,186ug/ml) ‘e gore
anlaml1 bir azalma goriilmiistiir (p<0,05) .

Serum TNF-a diizeylerikontrol grubuna (464,29+30,54 ng/L) gore, MetS
olusturulan 2.grupta (587,584+49,24 ng/L) ve TT ekstrakt1 verdigimiz 3. Grupta
(550,26+30,16ng/L) anlamli bir artis gozlendi (p<0,01) (Tablo 5). MetS
olusturulan 2. Grup (587,58+49,24 ng/L), TT ekstrakti verdigimiz grup 3
(550,26+30,16ng/L) ‘e gore anlamli olmayan bir diislis goriilmiistiir (p>0,05) .

Serum IL-6 diizeyleri kontrol grubuna (417,99430,54 ng/L) goére, MS
olusturulan 2.grupta (605,59+£30,29 ng/L) ve TT ekstrakti verdigimiz 3. Grupta
(585,78+36,23 ng/L) anlamli bir artis gozlendi (p<0,01) (Tablo 4). MetS
olusturulan 2. Grup (605,59+30,29 ng/L) , TT ekstrakti verdigimiz grup 3
(585,78+36,23 ng/L) ‘a gbre anlamli olmayan bir azalma goriilmiistiir (p>0,05) .

Serum insiilin diizeyleri kontrol grubuna (8,10+0,65 mIU/L) gore, MetS
olusturulan 2.grupta (10,18+0,55 mIU/L) anlamli bir artis gozlenirken (p<0,01)
3.grupta anlamli olmayan bir artis gozlendi (Tablo 4). TT ekstrakti verdigimiz
grup 3’daki (8,71£0,56 mIU/L) insiilin diizeyleri MetS olusturulan 2.gruba kiyasla
anlaml bir azalis gozlendi (p<0,01). Gruplar kendi aralarinda kiyaslandiklarinda

da anlaml istatistiksel farkliliklar oldugu goriilmektedir.
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HOMA-IR diizeyleri kiyaslandiginda ilk goze c¢arpan kontrole
(1,96+0,12mg/dl) kiyasla 2. gruptaki (3,12+0,30mg/dl) artis istatistiki acidan
anlamhidir (p<0,01). MetS grubuna kiyasla TT ekstrakti uygulanan grup 3’de
(2,34+0,28 mg/dl) de istatistiksel olarak anlamli diisiis gézlenmistir (p<0,01).
Kontrol grubuna gore anlamli sekilde artisin gozlendigi tedavi grubu olan TT
grubuyla istatistiksel olarak diisiis gostermistir (p<0,05). Gruplar kendi aralarinda
kiyaslandiklarinda da anlamli istatistiksel farkliliklar oldugu goriilmektedir.

6.2.2 Western Blot Analizi

Bilimsel ¢alismalarda proteinleri ayirmak ve tanimlamak icin kullanilan
bir metottur. Bu teknikte bir protein karisimi iceren ornekler jel elektroforezi
yardimiyla proteinlerin molekiiler agirliklarina bagli olarak ayrilma islemi
gerceklestirilir. Ardindan jeldeki proteinler bir destek membranina transfer
edilerek bloklama islemi gergeklestirilir. Calisilan maddeye 6zgii spesifik antikor
araciliftyla membran inkiibasyona birakilir. Baglhi olmayan antikorlari

uzaklastirmak i¢in yilkama asamalarindan sonra bantlar goriiniir hale gelir.
Caligmamizda western blot yontemiyle sirastyla agsagidaki islemler yapildi.
1) Orneklerdeki protein miktarlarinin belirlenmesi
2) Jele yiiklenecek protein karisiminin hazirlanmasi
3) Dikey jel elektroforezinin gerceklestirilmesi
4) Jeldeki proteinlerin nitroselliilloz membrana transferi

5) Kromojenik immiindeteksiyon Kkiti ile bantlarin gériilmesi
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Tablo 5: Western Blot ¢alismasinda kullanilan malzemelerin listesi

Malzeme Listesi

1 Bullet Blender homogenizer ( Next Advance, Inc, USA)

2 RIPA Lysis Buffer System ( Santa Cruz Biotechnology, Inc, USA)
3 0,5 mm zirconium oxide beads ( Next Advance, Inc, USA)

4 Mikrosantrifiij (Eppendorf, Hamburg, Germany)

5 Qubit Flourometre ( Invitrogen, USA)

6 Qubit Protein Assay Kit ( Invitrogen, USA)

7 Qubit Assay Tiip 500pul ( invitrogen, USA)

8 Thermal Cycler ( Bio-Rad Laboratories, USA)

9 Elektroforez Glig Kaynagi ( Bio-Rad Laboratories, USA)

10 XCell SureLock Mini-Cell Electrohorepsis System (Thermo Fisher
Scientific Inc, USA)

11 NuPAGE MES SDS Buffer Kit ( Bis-Tris jel i¢in) ( Invitrogen, USA)
12 NUPAGE Novex 4-12% Bis-Tris jel 15 kuyucuklu ( invitrogen, USA)
13 SeeBlue Plus2 Pre-Stained Standard ( Invitrogen, USA)

14 iBlot Transfer Stack Nitrocellulose, regular-size ( Invitrogen, USA)
15 iBlot Dry Blotting System ( Invitrogen, USA)

16 WesternBreeze Cromogenic Kit Anti-Rabbit ( Invitrogen, USA)

17 Anti-Adipose fatty acid binding protein antikoru ( Invitrogen, USA)
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6.2.2.1 Qubit Fluorometre ile Protein Miktar Tayini

Hazirlanan doku homojenatlarindan elde edilen siipernatantlarda ve

plazma oOrneklerinde protein Olgiimleri Qubit protein kiti kullanilarak Qubit

Fluorometer cihazinda (Invitrogen, USA) tespit edildi (127).

6.2.2.2 Ol¢iim prosediirii

1.

Olgiimde kullanilacak olan Qubit protein reagent 200 kat konsantre
oldugu i¢in oncelikle quant-it reagant Qubit protein buffer ile 1/200
oraninda diliie edildi. Ornekler ve ii¢ tane standart icin toplam 43 tane
eppendorf numaralandirildi. 40 tane 6rnek ve standartlar i¢in 7 tane de
hata pay1 hesaba katilarak 50*199=9950uL qubit protein buffer 15
mL’lik plastik santrifiij tiipline yerlestirildi. Bunun iizerine standartlar,
ornekler ve hata payr basina diisen 1 uL olacak sekilde qubit protein
reagant eklendi ve 1/200 oraninda diliie edilmis olan c¢alisma
soliisyonu elde edilmis oldu.

Kit igerisinde ii¢ ayr1 protein standart ¢dzeltisi mevcuttu. 0,5 mL’lik
lic ayr1 eppendorf standart 1, standart 2, standart 3 olacak sekilde
numaralandirildi. Bu eppendorflarin her birine yukarida hazirlanan
calisma soliisyonunda 190 uL konuldu. Daha sonra sirasiyla protein
standart 1, protein standart 2, protein standart 3 ¢6zeltilerinden 10’ar
puL alinip standart 1, 2 ve 3 olarak numaralandirilmis eppendorflarin
icerisine konulup 2-3 saniye vorteks ile calkalandiktan sonra 15
dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.

Orneklerin ~ konulacagi  eppendorflar  1°den  40’a  kadar

numaralandirildi. Bunlarin her birine 199 pL ¢alisma soliisyonunda ve

47



1ul’ de orneklerden eklenip 2-3 saniye vorteks ile g¢alkalandiktan
sonra 15 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildu.
4. Qubit Fluorometer cihazi acildiktan sonra protein Olgiim metodu
secildi. Inkiibasyon siiresi tamamlanan standartlar sirasiyla standart 1,
2 ve 3 olacak sekilde cihazda okutulup kalibrasyon yapildu.
Tablo 6: Kontrol ve MetS gruplarina ait karaciger ve yag dokusu 6rneklerindeki

protein miktarlari

Ornek numarasi Karaciger dokusu Yag dokusu
(mg/mL) (mg/mL)

Kontrol 1 4,78 3.07
Kontrol 2 4,48 51
Kontrol 3 52 3.5
Kontrol 4 4,07 52
Kontrol 5 4,90 3,63
Kontrol 6 4,81 317
Kontrol 7 4,60 50
MetS 1 3,86 )
MetS 2 276 310
MetS 3 3,05 3.48
MetS 4 2,94 1.04
MetS 5 4,81 0,667
MetS 6 4.43 0.355
Tedavi 1 4,32 1,71
Tedavi 2 3.82 3.95
Tedavi 3 3,66 3,71
Tedavi 4 3,81 3,63
Tedavi 5 50 354
Tedavi 6 3,59 0,89
Tedavi 7 4,07 0,904
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5. Kalibrasyonun ardindan sirasiyla oOrnekler okutulip ¢ikan sonuglar
diliisyon faktoriiyle carpilacak ekrana gelip ¢arpildiktan sonra kayit altina

alind1 (Tablo 6).

Orneklerdeki protein miktarlar1 6l¢iim esnasinda degerlendirilemediginde
1/10 distile su ile diliie edilip tekrardan ¢aligma soliisyonu ile ayni islemlere tabi

tutulup Sl¢iim yapildi. Cikan sonuglar 10 ile carpilip tabloda yerlerine yazildi.

6.2.2.3 Jele Yiiklenecek Protein Orneklerinin Hazirlanmasi

Calisma gruplarindaki protein miktarlar1 kayit altina alindiktan sonra jele
yiiklenecek ornek miktarlar1 belirlendi. Calismada 15 kuyucuklu %4-12 Bis-Tris
gradyan jeller kullanildi. Her bir kuyucuga 20 pL’lik karisim eklendi. Bu
karisimin i¢ine 6rnek, NuPAGE Sample Reducing Agent (10X), NuPAGE LDL
Sample Buffer (4X) ve hesaplanan miktarda distile su eklendi. Western blot
asamasinda kullanilan kitteki tespit yontemi kromojenik deteksiyon yontemi
oldugu i¢in en az 30 pg olmalidir. Hazirlanan ¢alismalar 200 pL’lik eppendorf
tiiplerine konuldu. 10 dakika 70°C’de denatiire edildikten sonra -20 °C’de 3-5 dk

bekletildi.

6.2.2.4 Dikey Jel Elektroforez Sistemi Kullanim
1. %4-12 Bis-Tris Jeli posetinden c¢ikaripiizerindeki tampon ¢ozelti

hafifce sallayarak dokiildii.

2. Jel kaseti lizerinde yer alan en alt kisimdaki beyaz bant sokiiliip ve jel
kuyucuklar1 bozulmadan jel taragi dikkatli bir sekilde ¢ikarilip
kuyucuklar igerisinde kalan siviyr bosaltmak igin jel ters gevrilip

kurutma kagidi lizerinde silkelendi.
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10.

Jel kaseti dikey jel tanki igerisine yerlestirilip jel sikistirma aparati

takilarak jel kaseti sikigtirildi.

MES SDS Running Buffer (20X)’dan 25mL alinip bir mesura
konuldu. Uzerine de 475 mL distile su konuldu. Béylece 1XMES

SDS Running Buffer elde edildi.

Dikey tankin jelin oldugu orta bdliimiine hazirlanan 1XMES SDS
Running Bufferdan dokiildii. Dokiilen bu buffer’in kuyucuklarin
tizerini 0,5 cm gecene kadar ilave edildi. Tankin orta bdliimiindeki bu
tampon ¢Ozeltinin sizip sizmadiglr kontrol edilip daha sonra kalan
buffer ilave edilir. Sadece jelin bulundugu orta kisim olacak sekilde

500 pL antioksidan konuldu.

Ornekler yiiklenmeden o6nce 100 pL ‘lik bir pipet yardimiyla
hazirlanan tampon ¢ozelti aracilifiyla her bir kuyucuga pipetaj

yaparak temizleme islemi gerceklestirildi.

Ik ve son kuyucuga SeeBlue Plus2 Pre-stained Protein Standardindan

5 uL eklendi. Kalan kuyucuklara 6rneklerden 20 uL ilave edildi.

Dikey jel elektroforezinin kapagi kutup baslar1 yerine oturacak sekilde

kapatildu.

Glic kaynagi 165 V sabit akim olacak sekilde 55 dk ayarlanip

elektroforez baslatildi.

Elektroforezdeki yiiriitme islemi sonrasinda giic kaynagi kapatildi.

Dikey jel elektroforez tankinin kapagi kaldirildi.
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11. Jel sikistirma aparat1 acilarak jel kaseti yerinden ¢ikartildi.

12. Jel kaseti jel bicagi kullanilarak kenarlarindan baglanti noktalar

kirilarak hafifce ayrildi.

13. Jelin kuyucuk ¢ikintilar1 ve jelin alt tarafinda bulunan kalin jel

birikintisinin oldugu yer jel bigag1 yardimiyla uzaklastirildi. icerisinde
distile su bulunan temiz bir kap igerisinde jeli kasetten ayirma islemi

gerceklestirildi.

6.2.2.5 iblot Dry Blotting System ile Blotlama islemi

1.

Cihazin fisi takilip arka tarafinda buluna agma kapama diigmesi ile

cihaz ¢alistirilir.

iBlot Transfer Stack, nitrocelluloce kitinden bir adet anod, bir adet

katod, bir adet slinger ve bir adet de kurutma kagidi alindu.

Anod’un tizerindeki jeletin agilip plastik kabiyla birlikte en alta

konuldu.

Distile su igerisinde yer alan jel dikkatlice alinip diizgiin bir sekilde

nitrocelluloz membran igeren anod tabakasinin iizerine yerlestirildi.

Kit icrisinde yer alan filtre kagidi distile su ile 1slatild1 ve 1slatilan
filtre kagidi jel ftzerin dikkatli bir sekilde yerlestirilip roller

kullanilarak hava kabarciklar1 uzaklastirildi.

Katot’un lizerindeki jelatin agilip plastiginden uzaklastirilir ve bakir

yiizey yukari, jelimsi yiizey 1slak filtre kagidina bakacak sekilde filtre
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kagidinin tlizerine dikkatli bir sekilde yerlestirildi. Roller kullanilarak

hava kabarciklar tekrar uzaklastirildi.

Son olarak siinger tlizerindeki metal kisim cihazin kapak kisminda yer

alan elektroda denk gelecek sekilde yerlestirilip kapak sikica kapatildi.

Program diigmesinden P3 secilip 8 dakikaya ayarlanip cihaz
tizerindeki  start/stop  diigmesine basilarak  transfer islemi
gerceklestirildi. Ayarlanan silirenin  sonunda cihazin alarm sesi
duyuldu, tekrar start/stop diigmesine basilarak cihaz durduruldu.
Cihazin kapag agilarak siinger, katot tabakasi, kurutma kagidi ve jel

ortamdan uzaklastirildi.

Anod tabakasinin lizerinde yer alan nitroselliiloz membran steril bir

bistliri yardimiyla alindi.

6.2.2.6 Kromojenik Western Blot immiindeteksiyon Kit Prosediirii

1.

Transferi gergeklestirilen membran steril distile su igerisine alinarak
SDS kalintilar1 uzaklastirildi. Bloklama soliisyonu, antikor yikama
soliisyonu ve antikor sulandirma sollisyonunun hazirlanig1 tablo

verildi.
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Tablo 7: Western blot ¢alismasi igin soliisyonlarin hazirlanisi

Soliisyon Nitrosellilloz membran i¢in
Ultra filtre edilmis su 14ml
Bloklama soliisyonu Blocker/Diluent A 4 ml
Blocker/Diluent B 2ml
Total Volume 20 ml
Primer Antikor 10 mL bloklama soliisyonunun
Diliienti igerisinde primer antikor 1/1000

oraninda diliie edildi.

Antikor Yikama Ultra filtre edilmis su Antikor 150 mL
Soliisyonu Yikama soliisyonu (16X) 10 mL
Total Volume 160 mL

2. Kit ile birlikte verilen plastik kutucuklarin igerisine membran
yerlestirildikten sonra yukarida hazirlanan bloklama soliisyonunundan
10 mL membranin iizerine dokiildi. 30 dakika oda sicakliginda

shakerda sallama islemi gergeklestirildi.

3. Membran iizerindeki bloklama soliisyonu dokiildiikten sonra iizerine
20 mL distile su ilave edilip shakerda 5 dakika yikandi. Bu islem iKi

kez yapildi.

4. Primer antikor (Anti-Adipose fatty acid binding protein) bloking
sollisyonunun igerisinde 1/1000 oraninda diliie edildikten sonra bu

primer antikor membran iizerine dokiiliip oda 1sisinda 1 saat inkiibe

edildi.
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5. Primer antikor soliisyonu dokiildiikten sonra 20 mL antikor yikama
soliisyonu ilave edilip shakerda 5 dakika yikandi ve bu islem dort kez
tekrarlandi. Her defasinda primer antikor dokiiliip yenisi ile
degistirildi.

6. Membran shakerda 10 mL sekonder antikor ile 30 dakika oda

sicakliginda inkiibasyona birakildi ve daha sonra sekonder antikor

dokiildii.

7. 20 mL antikor yikama soliisyonu ile shakerda yikama islemi 5 dakika

yapildi ve bu islem 4 kez tekrarlandi.

8. 2 dakika 20 mL distile su ile membran temizlendi ve bu islem 3 kez

tekrarlandi.

9. 5 mL kromojenik substrat ilave edilip inkiibasyona birakildi. 10-15
dakika igerisinde pembe renkli bantlar goriilmeye baslaninca 20 mL
distile su ile 2 dakika boyunca shakerda yikama yapildi. Her seferinde
membranda ki su dokiiliip yenisi ile degistirildi ve islem 3 kez

tekrarlandi.

10. Daha sonra membran kurutma kagidinin iizerinde kurumaya birakildi.
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Karaciger ve yag dokusundaki AFABP ekspresyonu Western Blot yontemi

ile tespit edilip degerlendirildi.

Sekil 15. MetS ve kontrol grubundaki yag dokusunda AFABP’in western

blotlama yontemiyle gosterilmesi

Sekil 16. Tedavi grubundaki yag ve karaciger dokusundaki AFABP’in

western blotlama yontemiyle gosterilmesi



7. TARTISMA

Insiilin direnciyle baslayan MetS; iilkemizde ve diinyada giderek artan ve
cok sayida insami etkileyen Onemli mortalite ve morbidite nedeni oldugu ve
temelinde ise; fiziksel inaktivite, beslenme aliskanliklari, yaslanma, abdominal
obezite, CHO igerigi yiiksek diyetlerin tliketimi ve genetik faktorler oldugu
goriilmektedir (128).

Sendromun tedavisi hastalia etken olan bu bilesenlerin ortadan
kaldirilmasina yonelik olmalidir. Insiilin direncine neden olan risk faktorlerinin
yasam sekli degisiklikleri ile kontrol altina alinmasi1 ve gerekli kosullarda ilag
tedavisinin uygulanmasidir. En uygun tedavi yontemi, diizenli egzersiz ile kilo
kayb1 ve saglikli beslenmedir.

MetS’un prevalansindaki artiglar sebebiyle bilim insanlar1 bu konuda daha
fazla arastirma yapmaya gereksinim duymuglar. Bu c¢aligmalarda fruktoz
metabolizmasinin obezite, insiilin direnci, inflamasyon, HT ve karaciger
yaglanmasi iizerine etkisinin oldugunu ve bu nedenle MetS gelistirme riskini de
arttirdigini  diisiiniildiigii i¢in 6nemli bilesenlerin gelistigi deneysel modellere
gereksinim duyulmus ve bu amagcla 3 farkli model kullanilmigtir (129). Birinci
modelde genetik olarak obez fare ve siganlar (Zucker diabetic fatty rats, Otsuka
Long-Evans Tokushima fatty rats, db/db mice, ob/ob mice, 11B3-HSD-1 over-
eksprese rats, vs.) kullanilmustir (129-132). ikinci modelde ise; alloksan ve
streptozotosin gibi kimyasal maddeler kullanilarak MetS olusturulmak istenmis,
fakat bu modelde MetS’un bileseni olan obezite ve hipertansiyon bulgular
gozlenmemistir. MetS olusturmak icin en yaygin kullanilan yontem ise deney

hayvanlarii fruktozca zengin bir diyetle beslemektir. Baz1 ¢aligmalar da friiktoz
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yeme karistirilarak verilirken, bazi caligmalar da ise friikktoz; igme suyuna
kanigtirilarak verilmistir (133-136). Calismalarda fruktoz kaynagi olarak sukroz,
yiiksek fruktoz iceren musir surubu ve kristal halde fruktoz kullanilmaktadir
(137,138). Calismamizda fuktoz igme suyuna karistirilarak verilmistir.

Fruktoz karacigerde metabolize edilirken kontrol basamagi olan
fosfofruktokinaz =~ Karacigerde  Fruktozdan  fruktoz-1-fosfat  olusurken
fosfofruktokinaz basamagi pas ge¢mesi ve kontrol edilemedigi asir1 fruktoz
tilkketimi serbest yag asitleri diizeyinde bir artisa ve obeziteye yol agar ve direkt
olarak hepatik lipit metabolizmasina etki eder. Bu durum, hepatik VLDL-
kolesterol ve trigliserit sentezinin artmasina ve sonugta da aterojenik lipit
profilinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Yiiksek dozda fruktoz alimi ile
SY A’lerinin artmasi sonucu hepatik yag oksidasyonu artar ve bu yag asitlerinin
karacigerde birikmesi hem oksidatif strese hem de pro-inflamataur sitokinlerin
transkripsyonlarini arttirarak inflamasyona neden olmaktadir. (139-141). Ayrica
fruktozun metabolizmasi nedeniyle tokluk sinyallerini olusturmamasina ve daha
cok tiiketilmesine ve dolayisiyla obeziteye neden olmaktadir. Fruktoz bu
ozelligiyle viicuttaki bir¢ok metabolik aktiviteyi etkilemekte ve kronik hastaliklar
i¢in gizli bir tehdit olusturmaktadir (142).

%10’luk Fruktoz uygulamasi yapilan bir ¢alisma da MetS’lu ratlarin
kontrol grubuna goére viicut agirligimin ve kan glukozunun onemli derecede
(p<0,001) artt1g1 gézlenmis, ayrica Nigella Sativa ya da Garlic’in tek basina ya da
birlikte 8 hafta verilmesi; viicut agirligi ve kan glukozun da 6nemli derecede
azalma oldugu gozlemlenmistir. %?20°lik Fruktoz uygulamasit yapilan bir

calismada ise; Deneyin baslangicinda ve sonunda Olgililen agirlhik artiglar
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degerlendirildiginde, kontrol grubuna gore MetS grubunda artis oldugu tespit
edilmis ancak bu artigta anlamli bir farklilik gozlenmemistir (143). Calismamizda
kullandigimiz fruktoz diyetiyle olusturulan MetS modeline benzer sekilde %20°lik
fruktoz diyetiyle yapilan deney sonrasi siganlarda, sonuglarimizi destekleyecek
sekilde uyumluluk gostermistir.

Calismamizda agirhik artislarina baktigimizda; kontrol grubu ve MetS
olusturulan grupta baslangi¢ ve son agirlik arasinda anlamli agirlik artis1 olmadigi
gbozlemlenmistir. TT uygulanan tedavi grubunda da baslangic ve son agirlik
arasinda anlamli agirlik azalmasi goézlemlenmemistir. Fruktozun etkilerinden
dolay1 agirlik artisinin oldugu sdylenebilir.

Metabolik Sendrom olusumu ve gelisim siirecinde kan glukoz
diizeylerindeki degisiklikler ve insiilin direnci 6nemli yer almaktadir. Grigorova
ve arkadaslarinin W. Plymouth Rock-mini erkeklerle yaptiklar1 c¢alismada
Tribulus terrestris bitkisi verilen grupta serum glukoz diizeyinin kontrol grubuna
gore Onemli derecede distiigiinii ifade etmislerdir (144,145). Ancak bizim
calismamizda TT ekstraktinin uygulandig: 3.grupdaki (108,7449,36mg/dl) glukoz
diizeylerinde; MS olusturulan 2.gruba kiyasla diisiis goriilmesine ragmen
istatistiksel anlamda (p>0,05) bir farklilik g6zlenmedigi i¢in bu ¢alisma bizim
sonuglarimiz1 destekleyecek sekilde uyumlu degildir. Calismamizda kontrol
grubunda deneysel uygulamalar sonucunda olusan aglik kan glukozu diizeyleri
99,00+10,7 mg/dl iken gore, MetS olusturulan grubun aglik kan glukozu diizeyleri
124,30+12,68 mg/dl oldugu anlamli artis gozlendi (p<0,01). MS grubunda kontrol
grubuna gore anlamli olarak artan aclik kan glukozu diizeylerinde ki artisin

sebebinin enerji fazlalig1 olabilir.
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Fruktoz gibi gidalarla beslenme asir1 miktarda yag asidi olusmasina neden
olmakta ve insiiline duyarli dokularda substrat fazlaligi olustugu i¢in insiilin
direncine neden olmaktadir. Fruktoz ile beslenme; Esterlenmemis yag asitlerinin
dolasimda hem yeniden esterlesmesini hem de yag asidinin novo sentezini
uyararak lipogenezi ve hepatik trigliserid {iretimini saglamaktadir (146).

MetS’un gelismesinde insiilin direnci 6nemli yer aldigi i¢in insiilin
hormon diizeylerinde ki degisimleri gozlenmis. Tripathy ve arkadaglarinin
yaptiklar1 bir ¢aligmada insiilin direncinin hesaplanan HOMA-IR testi ile degeri
belirlenmistir. Normal glukoz toleransi olanlar ile bozulmus glukoz toleransi olan
durumlar kiyaslanmig olup ve bozulmus glukoz toleransinin oldugu durumlarda
insiilin direncinin anlamli derecede fazla oldugu goriilmiistiir (147). Haffner ve
arkadaslarinin yapmis olduklar1 bir calismada insiilin direnci olan kisilerde
aterojenik risk faktoriinliin fazla oldugu gozlemlenmis ve insiilin direncinin
diyabete bagli kardiyovaskiiler hastaligin patogenezinde temel faktor oldugu
belirlenmistir (148). Chan ve arkadagslarinin yapmis olduklar1 ¢alisma da 562 yeni
tan1 almis tip 2 diyabetik hastayla yaptigi bir ¢alismada HbAlc diizeylerinin
HOMA-IR ile degerlendirilen insiilin direnci Ol¢limleri ile pozitif korelasyon
(p<0,001) goriilmiistiir (149).

Calismamizda HOMA-IR diizeyleri degerlendirildiginde kontrol grubuna
(1,96+0,12 mg/dl) kiyasla 2. gruptaki (3,12+0,30 mg/dl) artis istatistiki acidan
anlamlidir (p<0,01). MS grubuna (grup 2) kiyasla TT ekstrakti uygulanan grup
3’de (2,34+0,28 mg/dl) de istatistiksel olarak anlamli diisiis gozlenmistir (p<0,01).
Kontrol grubuna gore anlamli sekilde artisin gozlendigi tedavi grubu olan TT

grubuyla istatistiksel olarak diisiis gostermistir (p<<0,05). Diisiik HOMA-IR insiilin
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direncinin gelistigini gostermektedir. HOMA-IR diizeylerinin TT ektraktinin
uygulanmas1 sonucu azalmasi plazmada ki serbest yag asitlerini baskilayan bir
mekanizma ile insiilin diizeylerini de azalttig1 ifade edilebilir.

Le ve ark. saglikli gen¢ erkekler iizerinde yapmis olduklar1 1 haftalik
fruktoz diyetinin karaciger de lipit birikimini artirdigin1 gézlemlemisler ve bu
dokulardaki lipit birikimi sonucu insiilin direncinin gelistigini dolayisiyla
lipolizde bozulmalara neden oldugunu gézlemlemislerdir (150). Akar ve ark.
diyabetli tavsanlar iizerinde yaptiklari calismada 8 hafta resveratrol uygulamasinin
kontrol ve diyabet olusturulan gruplara gore insiilin seviyesi 6dnemli derece de
artmistir ancak artisin sebebi tam olarak agiklanmamaktadir (151).

Calismamizda insiilin diizeyleri degerlendirildiginde kontrol grubuna
(8,10£0,65 mIU/L) gore, MS olusturulan 2.grupta (10,18+0,55 mIU/L) anlaml
bir arti gozlenirken (p<0,01) 3.grupta anlamli olmayan bir artis gozlendi. TT
ekstrakti verdigimiz grup 3’daki (8,71£0,56 mIU/L) insiilin diizeyleri MS
olusturulan 2.gruba kiyasla anlamli bir azalis gézlendi (p<0,01). Insiilin direncine
bagli olarak plazmada ki serbest yag asitleri artarak trigliserid tiretimi de
artirmaktadir. Insiilin direnci lipoprotein lipazin aktivitesinde artisa yol agarak
serbest yag asidi salinmasini arttirmaktadir.

Metabolik sendromun gelismesinde insiilin direnci ve abdominal obezite
onemli bir yer tutmaktadir. Insiilin direnci ve lipid profili ile ilgili yapilan
calismalarda yiiksek LDL-kolesterol, diisiik HDL-kolesterol ve yiiksek trigliserid
diizeyleri ile insiilin direnci arasinda iliski bulunmustur. Insiilin direnci; plazma

serbest yag asitlerinde ve trigliseridde artisa, karacigerde trigliserid birikimine ve
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lipoprotein lipaz aktivitesinde artma sonucu HDL-kolesterol yikiminda
hizlanmaya yol agar (152).

Resveratrol’in koruyucu etkisi iizerine yapilan bir calismada; HOMA
indeksi, insiilin, trigliserid ve kolesterol degerlerinin kontrol seviyelerine yakin
degerlere inmesi, yiiksek fruktoz alan siganlarda fruktoz alimina bagli olarak
gelisen insiilin direnci, hiperinsiilinemi ve hiperlipidemi {izerine olumlu etki
oldugu saptanmistir. Resveratrol beta hiicrelerinden insiilin salgilanmasinin
artmasi nedeniyle insiilin duyarliliginin iyilestirilmesinden sorumludur (153,154).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda insiilin direnci gelisimi ve barsak
lipoprotein metabolizmasinin deregiilasyonu arasinda iligski saptanmustir. Fruktoz
ile besleme hem lipid sentezini hem de mikrozomal trigliserid transfer proteini
kiitlesi (MTP) ve aktivitesini artirarak B48 — iceren lipoprotein partikiilleri
formunda apolipoprotein salgilanmasini uyarir ve bu durum, insiilin direncli veya
diyabetik hayvanlarda aglik lipoproteinlerinin salgilanmasindan sorumlu bir
mekanizma olabilece8ini  gostermektedir (155,156). MS’lu  grupta lipid
parametrelerinde gozlenen bu durumun, deneysel olarak MS olusturmak ig¢in
deneklere verilen fruktozdan ve bu nedenle buna bagli olarak gelisen metabolik
sendromdan kaynaklandigin1 diistinmekteyiz. Cilinkii Fruktoz metabolizmasi
karacigerde ger¢eklesmektedir. Fruktoz burada fosfofruktokinaz enzimi tarafindan
fosforilasyona ugratilarak fruktoz-1-fosfata, daha sonra aldolaz enzimlerinin etkisi
ile triozlara doniismekte ve olusan triozlarda yag asitlerine doniistiiriilmektedir.
Fruktozun yag asidi reesterifikasyonu ile VLDL-trigliserit sentezini destekleyerek
hepatik lipit oksidasyonunu inhibe eder. VLDL metabolizmasi sirasinda LDL

partikiilleri olusurken HDL ise kullanilmaktadir.

61



Grigorova ve arkadaslarinin W. Plymouth Rock-mini erkeklerle yaptiklari
calismada Tribulus terrestris bitkisi verilen grupta kontrol grubuna gore toplam
kolestrol miktarinin % 9,24 oraninda diistiigiinii (p<0,05) ve bu bitkinin etkisinin
8 hafta boyunca devam ettigini sOylemislerdir (144).

Yapilan bir meta analiz calismasinda Kanadali bir grup; Saglikli, bozulmus
aclik glukozu olan, tip 2 diyabetli, koroner kalp hastaligi acisindan yiiksek risk
altinda bulunan ve herhangi bir tiirde hiperlipidemisi olan bireyler ¢alismaya dahil
edilerek; diyabetli bireylerde fruktozun izokalorik olarak farkli karbonhidrat
tiirleriyle yer degistirmesinin trigliserit diizeyleri lizerine etkisini gérmek i¢in 725
arastirma icerisinden kriterlere uygun olan 14 arastirmay1 belirleyerek bu ¢alisma
lizerinde analiz edilmislerdir. Fruktozun izokalorik olarak diger karbonhidrat
tirleriyle yer degistirmesi TG diizeyleri iizerinde anlamli bir degisiklik olmadig1
gozlemlenmis ancak; Tip 1 diyabetlileri, tip 2 diyabetli bireylerden ayirarak
yapilan daha ileri bir analizde, fruktozun sadece tip 2 diyabetli bireylerde TG
diizeylerini arttirdig1 goriilmiistiir. Bu etki kisa donemde (< 4 hafta) yiliksek dozda
fruktoz alindiginda (>65 g/giin) ve fruktozun yerine nisasta gectiginde daha da
belirginlesmesine ragmen (157,158) Fruktoz tliketimi yerine sakkaroz
kullanildiginda bdyle bir etki gozlenmemistir (159-161). Elde edilen bu
caligmalara gore; diyabetli bireylerde orta diizeyde fruktoz aliminin (<50 g/giin ya
da metabolize edilebilen enerji aliminin %10’u) kabul edilebilir olabilecegi
diistiniilmiistiir (162-164). Calismamizda; yiiksek fruktozu sularina ekledigimiz
siganlarda kolesterol ve aclik trigliserid degerlerinde artis yani dislipidemi
olusumu, sigan ve diger kemirgenler {izerinde yapilan daha 6nceki ¢alismalar ile

paralel oldugu gozlenmistir.
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Nar Bitkisinin (Punica granatum) sulu ekstresinin uygulandigi bir
calismada; oral yoldan 21 giin boyunca 250 mg/kg ve 500 mg/ kg dozda
uygulanmasi sonucu kontrol gruplariyla diyabetik gruplar kiyaslandiginda, total
kolesteroliin, kan glukozunun, trigliserit ve LDL kolesterolii hizli bir sekilde
diisiirdiigi;, HDL kolesteroliiniin, doku lipit peroksidasyonunun ve antioksidan
enzimlerinin arttirdigi  saptanmustir  (165). Khan ve arkadaglarinin targin
kullanarak yaptiklar1 ¢calismaya gore; tarcinin aglik kan glikozu, LDL kolesterolii
ve trigliserid degerlerini 6nemli Olclide azaltmasina ragmen HDL kolesterol
seviyesinde onemli bir degisiklik olusturmadigr gézlenmistir (166). Jayagopal ve
arkadaglarinin Glycine max (soya fasiilyesi) lizerinde yaptig1 ¢alismada bitkinin
insiilin direncini artirdigi, total kolesterol ve LDL kolesterolii diisiirdiigii, serbest
tiroksin diizeyini artirdigi sonucuna varilmig ancak HDL Kolesterol ve trigliserit
tizerinde bir etkisi olmadig1 gozlemlenmistir (167).

Bocarsly ve ark. yaptiklart bir ¢alismada, farelere belli siirelerde Yiiksek
Fruktoz Meyve Srubu (YFMS) ve sakaroz verilip farelerin viicut agirhigi, yag ve
trigliserit lizerine olan etkisi arastirilmis ve elde edilen verilere gore; zengin
YFMS ile beslenen farelerin agirliginda, trigliserit seviyelerinde anormal artis ve
yag birikimi saptanmistir. Bu ylizden YFMS’nin asir1 derecede tiiketilmesi
obesitenin temel faktor olabilecegi vurgulanmistir (168).

Rocha ve ark. Resveratrol’in koruyucu etkisi iizerine yapilan bir
caligmada; yiiksek yagli diyet uygulanan sicanlarda igme suyu yoluyla verilen 1
mg/kg resveratrol tedavisinin total, LDL ve VLDL kolesterol konsantrasyonlarini
onemli derecede azalttigi saptanmustir (169).Yuan ve ark. Fareler {izerinde

yaptiklar1 ¢alismada; Ginseng yaprak ekstrakti kullanilmasi sonucu yiiksek yagl
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diyetle beslenmeye bagli olarak artan serum trigliserid ve total kolesteroliin
onemli derecede azaldigini gozlemlemislerdir (170). Li ve arkadaslarmin (171)
saglikli kobay farelerini kullanarak yaptiklar1 calismada tribulus terrestris
extraktinin  glikometabolizmi etkiledigi, glukoneojenezisi belirgin sekilde
distirdiigli, total Kolesterol diizeylerini ve trigliserid seviyesini diisiirdiigi
gbzlemlenmistir. Bizim ¢alismamizda da TT uygulandiktan sonra total kolesterol,
trigliserit ve LDL diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiise
geemis HDL diizeyleri istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmistir.
Calismamizda o6zellikle lipid profilleri olarak TK, TG, LDL-K degerleri
acisindan MS grubunda kontrol grubuna gore anlamli (p<0,01) artis gozlenirken,
HDL-K diizeylerinde ise anlamli (p<0,01) diizeyde diisiis oldugu gozlendi. TT
kullanilan grup ile karsilastinldiginda TK,TG,LDL-K diizeylerinde anlamli
azalma meydana geldigi HDL-K diizeylerinde ise anlamli artis gdzlenmistir. Grup
2 ve Grup 3’te ki TK ve TG diizeylerinde istatistiksel farklilik olmamistir
(p>0,05). Grup 3 ve kontrol grubu arasinda ise HDL diizeylerinde istatistiksel
farklilik olmamistir (p>0,05). MetS olusumu sonucu LDL kolestrol diizeyindeki
artisin TT ekstraktinin tedavisiyle kontrole yakin bir degere dondiigii goriilmiistiir.
Deney hayvanlariyla yapilan ¢alismalarda, fruktozun adipoz doku gibi
metabolik dokularda da 6nemli etkisi olmustur. MS iizerine yapilan ¢alismalardan
biri de adiponektin diizeyinin diismesi ile ateroskleroz siirecinin hizlanmasidir
(172). Cesitli ¢aligsmalarda, Ox-LDL’nin aterosklerozda proinflamatuvar olaylarin
baslama ve ilerlemesinde onemli rol oynadigi ¢esitli ¢alismalarla kanitlanmistir

(173).
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Holvoet ve ark. ile Sigurdardottir ve ark. yaptiklar1 ¢alismalarda, MS’lu
hastalarin ox-LDL diizeylerinin MS olmayan gruba gore daha yliksek oldugunu ve
oksidan stresin arttigini belirtmisler (110,174). Bizim ¢alismamizda MS grubunda
(3,98+0,44 ug/ml) ox-LDL diizeyinin kontrol grubuna (2,71+0,44 ug/ml ) gore
anlamli bir artis saptandi. Ox-LDL diizeylerinin yiiksek olmasimin sebebinin;
Antioksidan kapasitesinin diisiik olmasi ile baglantili olabilecegini diisiinebiliriz.
Lipid oksidasyonu arttig1 i¢in antioksidan kapasitesi zayiflamistir.

Resveratroliin LDL oksidasyonunu {izerinde ki olumlu etkisi ilk kez
Frankel ve ark. tarafindan kanitlanmis olup, resveratrolin Cu++ gibi metal
iyonlartyla inkiibasyon sonucu indiiklenmis insan LDL’lerinin oksidasyonunu
azalttigi saptanmistir. Resveratrol; askorbik asit ve a- tokoferol gibi
antioksidanlardan ¢ok daha giiclii bir sekilde LDL oksidasyonunu inhibe ettigi
gbzlemlenmistir (175). Calismamizda da TT’in koruyucu etkisi anlamli bir sekilde
gorilmiistiir.

AFABP son zamanlarda MS’un biomarker olarak tanimlanmistir. Klinik
oncesi ve klinik ¢aligmalar; AFABP’in inflamasyon, lipit metabolizmast ve
inslilin direncinin merkezi olabilecegini gostermistir (176). Serum AFABP
seviyeleri bozulmus glukoz metabolizmasi ile yakindan iligkili olup Tip-2 DM ‘un
gelismesinin gostergesi olarak kullanilabilir (177). AFABP ve CRP’nin iliskisinin
siklikla obezite ile iliskisi oldugu agiklanmistir. Bazi calismalar da CPR ve
AFABP ana faktoriin obezite olabilecegini (178,179) ancak bazi ¢alismalar da da
aradaki baglantinin obezite den bagimsiz oldugunu ifade etmislerdir (180).

Xu ve ark. , larinin yaptiklar: calismada A-FABP gen defekti olan farelerin

hem genetik hem de obezitenin oldugu durumlarda instlin direnci, dislipidemi,
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hiperglisemi ve yagli karaciger hastalifinin gelismesini onlediklerini saptamislar
(181).

Invitro ¢alismalarda AFABP ekspresyonunun; yag asitlerinde, PPAR-g,
TZD ve insiilin direnci tizerinde olumlu diizenlemelerinin oldugu goriilmektedir,
bu ¢alismalar obez ratlar iizerinde de kanitlanmistir (182-186).

Insiilin direnci, ayn1 zamanda proinflamatuar oldugu i¢in Hiperinsiilinemi
IL-6, TNF-0, ve CRP gibi inflamatuar faktorlerin saliniminin artmasina sebep olur
(187,188). Obezlerde IL-6 diizeylerinin artmis olmasini agiklayan mekanizma;
yag dokusunun IL-6 iiretip, salgilayabilmesidir (189-191). IL-6, obez olgularin
yag hiicrelerinden yiliksek oranda salgilanmakta ve insiilin metabolizmasin
diizenlemede 6nemli bir hormonal role sahiptir. Anti-inflamatuar 6zellik gosterir.
Yapilan bir ¢alismada insan yag dokusundan salgilanan IL- 6 diizeylerinin insiilin
direnci ile anlamli bir iliski oldugu saptanirken, obezite ile yakindan iligkili
oldugu saptanmistir (192).

Calismamizda; Serum IL-6 diizeyleri kontrol grubuna (417,99+30,54
ng/L) gore, MS olusturulan 2.grupta (605,59+£30,29 ng/L) ve TT ekstrakti
verdigimiz 3. Grupta (585,784+36,23 ng/L) anlamli bir artis gozlendi (p<0,01). MS
olusturulan 2. Grup (605,59+£30,29 ng/L), TT ekstrakti1 verdigimiz grup 3
(585,78+36,23 ng/L) ‘a gore anlamli olmayan bir azalma goriilmiistiir (p>0,05)
TT’in koruyucu etkisi vardir ancak anlaml diisiis gézlenmemistir.

Obezite ile birlikte artan TNF-a konsantrasyonu insiilin-reseptor
fonksiyonunu bozarak ve GLUT mRNA sentezini inhibe ederek insiilin direncine
yol acar. TNF, hiicre 6liimii ile adiposit yikimini kolaylastirip lipogenesizi inhibe

eder ve lipolizi arttirip obesite iizerinde koruyucu etki géstermektedir. Son yapilan
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arastirmalara gore, glikoz metabolizmasinin diizenlenmesinde etkili olan sitokin
TNF-o’dir. TNF-a apoptotik etkili olup insiilin reseptdr sayisini azaltarak insiilin
direnci olusturur ve insiilin reseptdriiniin tirozin kinaz aktivitesini bozarak
hiicrelerin glikoz alimini azaltmaktadir. Hayvanlar tizerinde yapilan ¢alismalarda;
TNF-o’nin etkisinin bloke edilmesi ile obezitenin gelismesi azalmis, insiilin
diizeyleri ise diismiistiir (193,194). Yi ve ark yiiksek oranda yag igeren diyetle
beslenen tavsanlarda serum total kolesterol ve trigliserid diizeylerinde belirlenen
artiglarla beraber serum TNF-o diizeylerinde de Onemli artislar oldugunu
saptamislar. Panax notoginseng saponinleri uygulamasi ile de TK, TG ve TNF-a
parametreleri lizerinde 6nemli bir azalma meydana geldigi gbzlemlenmis ve bu
diisiisiin  sebebinin ise postheparin LPL aktivitesindeki artisa bagli oldugu
belirlenmistir (195). Calismamizda da Serum TNF-a diizeyleri kontrol grubuna
(464,29+30,54 ng/L) gore, MetS olusturulan 2.grupta (587,58+49,24 ng/L)
anlaml (p<0,01) bir artis gdzlenirken, MetS olusturulan 2.Grup (587,58+49,24
ng/L)’da TT ekstrakti verdigimiz grup3 (550,26+30,16 ng/L)‘e gore anlamh
olmayan bir azalma gostermistir (p>0,05). Elde edilen bu sonug¢ bize
kullandigimiz bitkinin MetS olustuktan sonra koruyucu etki gostermedigini ortaya
koymaktadir.

Sonug olarak; fruktoz verilerek MetS olusturdugumuz ratlarda Tribulus
terrestris ekstratt uygulanmasi ile; lipid profilinde ve serum diizeylerinde goze
carpan bir diizelme gozledik. Tribulus terrestris ekstraktinin kullanimi; MetS ve
benzeri hastaliklarin gelisimini dnlemede ve tedavisinde umut verici bir segenek

olarak goriinmektedir.
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