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OZET

Fruktozun Olusturdugu Metabolik Sendromda Kardiyak Akt/eNOS Yolag:
Uzerine Lactobacillus Plantarum’un Etkisinin Incelenmesi

Amag: Diyette yaygin sekilde kullanilan fruktozun, metabolik sendrom gelisme
riskini artirdig1 gosterilmistir. Metabolik sendrom oksidatif stres ve inflamatuvar
degiskenlerle iliskili olarak kardiyovaskiiler hastalik riskini artirir. Laktik asit
bakterilerinden olan Lactobacillus plantarum (L. plantarum)’un, antioksidan, antikanser,
antiinflamatuvar, antiproliferatif, obezite karsit1 ve antidiyabetik etkileri bulunmaktadir.
Laktik asit bakterilerinin probiyotik suslarinin fruktoz ile metabolik sendrom olusturulan
modellerde kardiyovaskiiler hastaliklar {izerine etkisini inceleyen siirli sayida ¢alisma
yer almaktadir. Calismamizda, L. plantarum takviyesinin, fruktozla beslenen siganlarin
kalplerinde, Akt/eNOS yolagi tizerindeki etkisi arastirilarak mekanizma irdelenmistir.

Materyal ve Metot: Bu galisma, fruktoz ile metabolik sendrom gelistirilmis
Wistar Albino erkek si¢anlarda yiiriitiildi. Siganlar kontrol, fruktoz ve fruktoz+L.
plantarum olmak tizere ii¢ gruba ayrildi. Fruktoz, 15 hafta siire ile igme suyu igerisinde
%20’1ik ¢6zelti seklinde verilirken; probiyotikler, fruktoz uygulamasinin son 6 haftasinda
giinde bir kez (10° CFU/mI/100 g) olmak iizere gastrik gavaj ile uygulandi. Kalp
dokularindaki Akt, eNOS, iNOS, IRS-1, SIRT1, mTOR, NF-kB ve TNF-a protein
diizeyleri Western Blot analiz yontemleri ile degerlendirildi.

Bulgular: L. plantarum uygulamasmin fruktoz grubuna gore sicanlarin kalp
dokusunda Akt diizeyini %24.7 (p<0.0001), IRS-1 diizeyini %43.7 (p=0.0113), eNOS
diizeyini %25.7 (p<0.0001), mTOR diizeyini %35.1 (p<0.0001), SIRT 1 diizeyini %41.7
(p=0.0031) oraminda yiikselttigi ve iNOS diizeyini %25.0 (p<0.0001), NF-xB diizeyini
%27.6 (p<0.0001), TNF-a diizeyini ise %26.1 (p<0.0001) oraninda diisiirdiigii tespit edildi.

Sonu¢: Caligma, L. plantarum’un kalpte meydana gelen yangiyi
engelleyebilecegi, Akt/eNOS yolagi araciligiyla insiilin duyarliliginin arttirilmasina katki
saglayabilecegi ve metabolik sendrom kaynakli olusabilecek kardiyovaskiiler
bozukluklarin 6niine gecgebilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Akt/eNOS, fruktoz, insiilin, metabolik sendrom,

Lactobacillus plantarum.
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ABSTRACT

Investigation of the Effect of Lactobacillus Plantarum on Cardiac Akt/eNOS
Pathway in Fructose-induced Metabolic Syndrome.

Aim: It has been shown that fructose, which is widely used in the diet, increases
the risk of developing metabolic syndrome. Metabolic syndrome, on the other hand,
increases the risk of cardiovascular disease in relation to oxidative stress and
inflammatory variables. Lactobacillus plantarum (L. plantarum), one of the lactic acid
bacteria, has antioxidant, anticancer, anti-inflammatory, antiproliferative, anti-obesity
and antidiabetic effects. There are a limited number of studies in the literature examining
the effects of probiotic strains of lactic acid bacteria on cardiovascular diseases in models
with fructose-induced metabolic syndrome. In this study, it was investigated whether L.
plantarum supplementation had an effect on the Akt/eNOS pathway in the hearts of
fructose fed rats.

Material and Method: This study was conducted in Wistar Albino male rats with
fructose-induced metabolic syndrome. Rats control, fructose and fructose+L. plantarum
were divided into three groups. While fructose is given as a 20% solution in drinking
water for 15 weeks; probiotics were administered by gastric gavage once a day
(10°CFU/mI/100 g) in the last 6 weeks of fructose administration. Akt, eNOS, iNOS, IRS-
1, SIRT1, mTOR, NF-kB and TNF-a protein levels in heart tissues were evaluated by
Western blot analysis methods.

Results: According to the fructose group of L. plantarum application, Akt level
was 24.7% (p<0.0001), IRS-1 level was 43.7% (p=0.0113), eNOS level was 25.7%
(p<0.0001), mTOR level was 35.1% (p<0.0001) in heart tissue of rats compared to
fructose group. ) increased SIRT 1 level by 41.7% (p=0.0031) and increased iNOS level
by 25.0% (p<0.0001), NF-kB level by 27.6% (p<0.0001), and TNF-a level by 26.1%
(p<0.0001) found to be reduced.

Conclusion: As a result of the study, it has been shown that L. plantarum can
prevent heart inflammation, contribute to increasing insulin sensitivity through
Akt/eNOS pathway, and prevent cardiovascular disorders that may occur due to
metabolic syndrome.

Key Words: Akt/eNOS, fructose, insulin, metabolic syndrome, Lactobacillus

plantarum.
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1. GIRIS

Meyvelerin birgogunda dogal olarak bulunan bir seker olan fruktoz, giinlimiizde
endiistriyel tatlandirici olarak yaygin olarak kullanilmaktadir ve bat1 diyetlerinde yiiksek
miktarda tiiketilmektedir. Yiiksek fruktoz alimi, prediyabet ve metabolik sendrom
gelisiminde giderek daha fazla iliskili olarak kabul edilmektedir. Fruktoz kaynakli
metabolik bozukluklarin altinda yatan mekanizmalar hala tam olarak anlagilamamis olsa
da ¢ozlilmeye baglamistir. Hayvan ve insan ¢aligmalarinda, yiiksek miktarda tiiketilen
fruktozun insiilin direnci, metabolik bozukluklar ve diyabet gelismesine katkida bulunan
yag olusumundan sorumlu bir besin oldugunu gosteren énemli bulgular mevcuttur. Son
yillarda yapilan c¢alismalar bu metabolik degisikliklerde yer alan mekanizmalarin

¢ozlilmesine katki saglamaktadir (1).

Metabolik sendrom, insiilin direnci temelinde ortaya ¢ikan klinik tablosunda
glukoz tolerans bozuklugu, diabetes mellitus, obezite, esansiyel hipertansiyon,
dislipidemi, proinflamatuvar ve protrombotik 0Ogeleri bulunduran, ateroskleroz
baslangicinin yer aldigi, kardiyovaskiiler hastalik riskinin artis1 ile iligkili olan bir risk
faktort toplulugudur. Son 20 yilda, diinya genelinde, obezite ve diyabet yayginligindaki
artisla yakindan iliskili olarak, metabolik sendromlu hasta sayisinda ciddi artis
gozlenmektedir (2). Tirkiye’de ise 35-70 yas arasindaki niifusun yaklasik yarisini
etkileyen oOnemli bir halk saghg sorunudur ve metabolik sendorumun varlig
kardiyovaskiiler olay riskini iki katina ¢ikarmaktadir. Metabolik sendorumun her bileseni
kardiyovaskiiler olay riskini artirir. Bununla birlikte, yliksek kan basinci, yiiksek aclik
plazma glukozu ve yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL)-kolesterol diisiikliigii,

metabolik sendorum ile iligkili kardiyovaskiiler riskinin ana belirleyicileridir (3).

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) 1998°te, diyabet, glukoz tolerans bozuklugu,
bozulmus aglik glisemisi veya insiilin direnci ile beraber hipertansiyon, dislipidemi,
hipertrigliseridemi veya diigiik HDL, obezite veya mikroalbuminiiriden en az ikisinin

bulunmasini metabolik sendrom olarak tanimlamistir (4).

Hareketsiz yasam tarzi ile viicut kitle indeksi (VKI)’nde artis metabolik
sendromun artisin1 6nemli derecede etkilemektedir. Ayrica, diyet, metabolik islev

bozukluklarini 6nlemede ve temel sagligin korunmasinda en dnemli rolii oynamaktadir.



Fruktoz, doymus yag ve ¢oklu doymamis yag asitlerince zengin diyetin metabolik

sendrom gelisimine neden oldugu gosterilmistir (5).

Fruktoz tiiketimi ve bununla birlikte metabolik sendrom goriilme siklig1 son
yillarda garpici bir sekilde artmistir (6). Fruktozun, birgok molekiiler sinyal faktoriiniin

diizensizligi yoluyla metabolik sendroma ilerlemede rol oynadigi gosterilmistir (7).

Bu tez calismasmin amaci, si¢anlarda fruktoz ile olusturulan metabolik
sendromda, kardiyak protein kinaz B (Akt) / endoteliyal nitrik oksit sentaz (eNOS) yolag1
tizerine Lactobacillus plantarum’un etkisinin incelenip insiilin sinyal yolagi ve bagirsak
mikrobiyota iliskisini tanimlamak ve bir probiyotik bakteri olan Lactobacillus
plantarum’un bu sistemler {izerine etkisini arastirmaktir. Fruktozun neden oldugu
metabolik bozuklukta kalp dokusu {lizerine Lactobacillus plantarum’un etkisinin
yeterince incelenmedigi gorlilmistiir. Giiniimiizde, diinya genelinde ¢ok ciddi bir sorun
olan metabolik sendroma yonelik tedavi yaklasimlari halk sagligi icin olduk¢a dnemli bir
yer teskil etmektedir. Bu ¢alisma, ¢agimizda tiim diinyada beslenmenin 6nemli bir
bileseni olan fruktozun neden oldugu metabolik sendromda kardiyak Akt/eNOS yolag:
ile Lactobacillus plantarum iliskisinin anlasilmasi ve bozulan yolaklarin
aydinlatilmasinda islevsel sonuglar ortaya konulmasina ve yeni tedavi alternatifleri

sunulmasina olanak saglayacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Fruktoz

Fruktoz, meyvelerde, balda ve bazi sebzelerde dogal olarak bulunan bir
monosakkarittir. Ancak son zamanlarda fruktoz cogunlukla alkolsiiz icecekler, sekerli
icecekler ve yiiksek fruktozlu misir surubu gibi endiistriyel ve ticari iiriinlerden de
alinmaktadir. Meyve ve sebzeler gibi fruktoz igeren dogal gidalar sadece kiigiik
miktarlarda igerir; ayrica fruktozlar1 yavas emilir. Bu nedenle, bu gidalan tiikettikten

sonra serum fruktoz konsantrasyonundaki artis ihmal edilebilir diizeydedir (8).

2.1.1. Fruktozun Kimyasal Yapisi

Fruktoz, CsH120s kimyasal formiilii ile glukozun izomeri olan bir heksozdur.
Glukoz karbon zincirinin 1. pozisyonunda bir aldehit grubuna kars1 karbon zincirinin 2.
pozisyonunda bir keto bulunmasi sebebiyle glukozdan farklidir (Sekil 2.1). Kristalize
fruktoz, yar1 asetal ve i¢ hidrojen baglarindan dolayi, halkali alti karbonlu bir yapiya
sahiptir. Bu form D-fruktopiranoz olarak adlandirilir. Fruktoz, a-glukoz ile beraber

sukrozun yapisini olusturur (9).

CHH
H % H
[« H ]
Ho N/ on
H  oH OH H
Glukox Fruktoz

Sekil 2.1. Glukoz ve Fruktozun Kimyasal Yapilar

2.1.2. Fruktozun Metabolik Etkileri

Fruktoz, diger karbonhidratlara gore daha lipojeniktir ve glukozdan farkl olarak,
glikolizin 6nemli bir hiz smirlayict yolu olan fosfofruktokinaz yolundan ge¢cmeden
gliserol-3-fosfata dondstiiriilebilir. Bu nedenle, yiiksek fruktoz tiiketimi, kontrol
edilmeyen yollardan trigliserit sentezinin nedeni olabilir. Hayvan c¢aligmalarina gore,
toplam enerji diyetinin %60"min fruktozlu tiiketilmesi obezite, insiilin direnci, dislipidemi

ve hipertansiyon gibi metabolik sendromun bazi bilegenlerine neden olabilir (10).



On haftalik bir klinik ¢alismada fruktozun, dislipidemiye neden oldugu, aglik kan
sekerini ve insiilin seviyelerini artirdig1 ve insiilin direncine neden oldugu tespit edilmistir
(11). Saglikli 74 goniilli erkekte yapilan bir klinik ¢alismada, fruktozun
sistolik/diyastolik kan basincini, aglik trigliseritini, aglik instilinini ve homeostatik model
degerlendirme (HOMA) endekslerini artirdigi ve HDL kolesterolii 6nemli 6lgiide azalttigt

sonucuna varilmistir (12).

2.2. Metabolik Sendrom

Metabolik sendrom, Kkardiyovaskiiler hastaliklarin gelisimini etkileyen glukoz
intoleransi, insiilin direnci, obezite, dislipidemi ve hipertansiyon gibi ¢esitli metabolik

faktorler igerir (13).

2.2.1. Tanim

Metabolik sendrom, diyabet ve kardiyovaskiiler 6liim riskini dogrudan arttiran
fizyolojik, biyokimyasal, klinik ve metabolik degisiklikler olarak tanimlanmaktadir (5).
Metabolik sendrom, obezite, insiilin direnci, dislipidemi ve hipertansiyonu da kapsayan

patolojiler kiimesidir (14).

2.2.2. Metabolik Sendroma Neden Olan Faktorler

3. Ulusal Kolesterol Egitim Programi Eriskin Tedavi Panelinde (NCEP/ATP III),
aclik kan sekeri artisi, abdominal obezite, hipertrigliseridemi, HDL distikligli ve

hipertansiyondan en az lgiiniin beraber bulunmasi metabolik sendrom olarak kabul

edilmistir (15).

Obezite, asir1 yag birikimi ve VKI>30 olarak tamimlanabilir (16). Metabolik
sendrom ise, obezite, insiilin direnci, aterojenik dislipidemi (yiiksek trigliserit, diigiik

HDL) ve hipertansiyonun birlikte ortaya ¢ikmasidir (17).
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Sekil 2.2. Metabolik Sendroma Neden Olan Faktorler

Cocukluk ve ergenlik doneminde metabolik sendromun klinik tanis1 i¢in kriterler;
bel ¢evresi Olciisiiniin fazlalig, a¢lik kan glukozu yiiksekligi, HDL kolesterol duisiikliigii,
kan basinct yiiksekligi ve plazma trigliseritlerin ytiksekligidir. Bu yas grubundaki
metabolik sendromun tanimi, obezite ve beraberinde iki veya ikiden fazla bilesenin

varhigidir (Sekil 2.2) (18).

2.2.3. Fruktoz ve Metabolik Sendrom

Fruktoz ve glukoz, formiilleri birbirine ¢ok benzeyen monosakkaritler olmasina
ragmen, metabolizma yollart hem enterositlerde hem de hepatositlerde farklidir (19).
Fruktoz absorpsiyonuna esas olarak, enterositlerdeki liimen boyunca ince bagirsaktaki

enterositlerin apikal sinirinda eksprese edilen bir fruktoz tastyicist olan GLUTS aracilik
eder (Sekil 2.3) (20).
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Sekil 2.3. Bagirsak ve Karacigerde Fruktoz Metabolizmasi



Fruktoz, ince bagirsakta ketoheksokinaz (KHK) tarafindan fruktoz-1-fosfata (F-1-
P) metabolize edilir. F-1-P daha sonra aldolaz B (ALDOB) tarafindan dihidroksiaseton
fosfat ve gliseraldehite doniistiiriiliir. Gliseraldehit, trioz kinaz tarafindan gliseraldehit 3-
fosfata (GAP) fosforile edilir. GAP ve diger trioz fosfatlar, glukoneogenez yoluyla
glukoza yeniden sentezlenir veya oksitlenen veya lipogenez igin kullanilan laktat veya
asetil-CoA'ya metabolize edilir. Karacigerde, fruktoz, karbonhidrata duyarli element
baglayici protein (ChREBP) ve sterol diizenleyici element baglayici protein 1 (SREBP1c)
transkripsiyon faktorlerini ve bunlarin koaktivatér peroksizom proliferatorii ile aktive
olan reseptor-p'yi (PGC1p) aktive eder. Bu, fruktoliz, glikoliz, lipogenez ve glukoz
tiretimini uyaran yolaklarin diizenlenmesiyle sonuglanir. Toplu olarak, bu artan hepatik
glukoz tiretimi, hepatik insiilin duyarliligini etkileyebilecek lipit ara tirlinlerinin {iretimi,
apolipoprotein C3 (APOC3) ekspresyonunun artmasi ve VLDL nin sekresyonun artmasi
ile sonuglanir (Sekil 2.4). Artan APOC3 ekspresyonu, bir lipoprotein lipaz inhibitorii ve
lipoprotein kalintilarinin hepatik klirensi olan plazma apoC-IIl'in artmasina ve
hipertrigliseridemiye ve aterojenik trigliseritten zengin lipoprotein (TRL) kalintilarinin

birikmesine neden olur (21).

Basit bir ketoz monosakkarit olan fruktoz, dogrudan ince bagirsagin sinir1 boyunca
glukoz tastyicilarindan GLUTS tarafindan enterosit i¢ine emilir, daha sonra enterositlerin

bazolateral kutbunda bulunan GLUT?2 tarafindan kana taginir (22).

2.2.4. Metabolik Sendrom ve Kardiyovaskiiler Hastaliklar Iliskisi

Stres, asir1 caligsma, sigara ile beraberinde yliksek kalorili ve besin degeri diisiik
diyet intestinal dengeyi bozmakta ve viicudun dogal savunma mekanizmalarini
zayiflatmaktadir. Uzun donemde bu durum metabolik sendroma yol agmaktadir.
NCEP/ATP III kardiyovaskiiler hastaliklarla iligkili metabolik sendromun, tanimli, alt1
bilesenini raporlamistir. Bu bilesenler; abdominal obezite, aterojenik dislipidemi,

hipertansiyon, insiilin direnci, proinflamatuvar durum ve protrombik durumdur (23).

Metabolik sendromlu ¢ogu kisi kategorik olarak obezdir (VKI > 30 kg/m?). Bunlar
arasinda, tiist viicut obezitesi baskin olan bireyler metabolik sendroma en yatkin

olanlardir. I¢ organlardaki yaglanma, metabolik sendromla giiclii bir sekilde iliskilidir
(24).
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Sekil 2.4. Fazla enerji ve obezite ile metabolik sendromun risk faktorleri

arasindaki iliskiler

Fazla enerji ve obezite ile metabolik sendromun risk faktorleri arasindaki iliskiler
icin mevcut kanitlar, fazla enerji aliminin ve eslik eden obezitenin, tiim metabolik risk

faktorlerinin ana nedenleri oldugunu gostermektedir (Sekil 2.4) (25).

Metabolik sendrom igin aterosklerotik kardiyovaskiiler hastalik (ASCVD) su
faktorlerden olusur: (i) aterojenik dislipidemi, (ii) yiiksek kan basinci, (iii) diyabet, (iv)

protrombotik durum ve (v) proinflamatuar durum (26).
Aterojenik Dislipidemi

Metabolik sendromu olan ¢ogu kisi aterojenik dislipidemi sergiler (27). Aterojenik
dislipideminin ana nedeni, apolipoprotein (Apo) B igeren lipoproteinlerin yiikselmesidir.
Bunlara diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL), ¢ok diisiik yogunluklu lipoprotein
(VLDL), HDL ve yiiksek trigliseritler dahildir.

Yiiksek kan basinci

Metabolik sendromun ikinci 6nemli etmeni, kan basincindaki yiikselmedir (28),
(26). Yiiksek kan basinci ile obezite ve kalori fazlaligi arasindaki iliskiyi agiklamak igin
cesitli mekanizmalar 6nerilmistir. Bunlar arasinda sodyumun artmis renal reabsorbsiyonu
(muhtemelen insiilin direncinden kaynaklanir), intravaskiiler hacmin genislemesi, renin-
anjiyotensin-aldosteron sistemi ve sempatik sinir sisteminin aktivasyonlari, adipoz
dokudan anjiyotensinojen salinimi ve insiilin direnci vardir. Mevcut fikir birligi, bu

faktorlerin kan basincini yiikseltmek igin birlikte hareket etmesidir (29, 30).
Proinflamatuar durum

Yangi ve metabolik hastaliklar arasindaki baglanti giderek daha fazla kabul
gormektedir. Obezite, diisiik dereceli, sistemik bir yanginin altinda yatabilir (31).
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Makrofajlar, asir1 yag dokusunu istila edip sitokinlerin salinmasina neden olarak sistemik
yangiy1 tetikleyebilirler (32). Bu durum C-reaktif protein (CRP) gibi akut faz
reaktanlarinda bir artisa sebebiyet verebilmektedir (33). Diisiik dereceli yangidan asirt
yag dokusu sorumlu olsa da obeziteden bagimsiz asir1 beslenme de yangisal yanitlara
neden olabilmektedir (34, 35). Yag dokusundan salinan sitokinler, iskelet kasinda insiilin
direncini uyarabilir, hipofiz-adrenal eksenini degistirebilir ve pankreas beta hiicrelerinin
kaybini hizlandirabilir (36). Son olarak, aterosklerotik lezyonlardaki diisiik dereceli
yangl, akut kardiyovaskiiler olaylara neden olarak plaklarda kopma olasiligimni

artirabilmektedir (37).
Protrombotik durum

Obezite ve metabolik sendromu olan bireylerin hemostatik sistemde aterosklerotik
kardiyovaskiiler hastaliga yatkin hale getirebilecek coklu anormalliklere sahip olduklari
goriilmektedir. Bunlar arasinda endotel disfonksiyonu, pihtilasmada artma, fibrinolizde
bozulma ve trombosit islev bozuklugu vardir (38). Spesifik anormallikler, plazminojen
aktivator tip 1, doku faktori, fibrinojen ve faktor VIII aktivitesinin yiiksek inhibitor
seviyelerini igerir (38, 39). Metabolik sendromu olan kisilerde baslangigtaki trombosit
reaktivitesi artar ve aspirine karst daha disiik antitrombositer yanit vardir (40). Son
olarak, bu sendromu olan hastalarin vendz tromboz agisindan daha ytiksek risk altinda

olmas1 muhtemel gériinmektedir (25).

2.2.5. Metabolik Sendrom ve Insiilin Iliskisi

Insiilin

Insiilin, pankreasin beta adaciklarindan salgilanan ve temelde hiicrelerde glukoz
internalizasyonuna neden olan peptit yapili anabolik bir hormondur. Kan glukozundaki
artisa cevap olarak pankreastan salinan insiilin hormonu, ilk olarak portal dolagim yoluyla
karacigere taginir. Saglikli bireylerde yapilan bir ¢caligmada, insiilinin yaklasik %80’ inin
hepatositlerde ilk gecis etkisi ile metabolize edildigi gdzlemlenmistir (41). Insiilinin
metabolize edilmeyen kismi ise sistemik kan dolasimina katilarak hedef dokular1 olan
karaciger, yag dokusu, iskelet kas1 ve diger periferal dokulara taginir. Insiilin karacigerde;
glukolizisi, glikojen sentezini ve lipojenezi arttir, glukoneojenezi ise azaltir (42). Insiilin
yag dokusunda, lipolizi baskilar ve lipogenezi arttirir. Iskelet kasinda ise glikojen

sentezini artirarak glukoz kullanimimi ve depolanmasini destekler (43). Tiim bunlara ek



olarak insiilin; aminoasit sentezini arttirarak protein metabolizmasinda da 6nemli rol

oynamaktadir (44).
Insiilin Sinyal Yolag

Insiilin, tirozin kinaz reseptdrii olan insiilin reseptdrlerine baglanarak etki
gostermektedir. Bu instilin reseptorleri, kinaz etkisi sayesinde instilin reseptor substratlari
olan IRS-1 ve IRS-2’yi fosforile ederek insiilin sinyalizasyonunu baslatmaktadir. IRS-1
ve IRS-2 fosforile olduktan sonra, hiicreici efektdrlerden biri olan fosfoinozitid-3-kinazi
(PI3K) aktive eder ve fosfatidilinozitol difosfatin, fosfatidilinozitol trifosfata (PIP3)
doniistimiinii saglar (42). PIP3 de, Akt’nin fosforilasyon sonucu aktif formu olan fosfo-
Akt (p-Akt)’ye ¢evrilmesini saglar. Akt ise hepatik glukoz ve lipit metabolizmasinda
gorevli proteinlerin fosforilasyonunda gorev alarak insiilin sinyal iletiminde énemli rol
oynamaktadir. Literatiir incelendiginde, Akt’nin hiicre icerisinde bir¢ok metabolik olay1
diizenledigini goriilmektedir (45). Akt aktive olduktan sonra; karaciger dokusu glukoz
tastyicilarindan GLUT2 ve GLUTS’in regiilasyonu ile hiicre igerisine glukoz ve diger
monosakkaritlerin internalizasyonunun saglamasi (42) glikojen sentaz kinaz-3’i
uyararak glikojen sentezinin artirilmasi ve forkhead box proteinlerinin (FOXO)
ekspresyonunu azaltarak glukoneogenezin baskilanmasi bildirilmektedir (46). Yapilan
caligmalar, PI3K/ Akt yolagi, eNOS ve fosfo-eNOS (p-eNOS) arasinda bir iliski
oldugunu gostermektedir. Insiilinin karacigerde bu sinyal yolagi iizerinden farkl
molekiilleri etkileyerek hiicre biiylimesinde gerekli olan proteilerin sentezini arttirdig,
mitokondriyal biyogenezi diizenledigi ve otofajiyi engelledigi de bildirilmistir (47). Akt,
insiilin sinyal iletiminde; hepatik glukoz ve lipit metabolizmasinda gorevli proteinleri
fosforilleyerek Onemli rol oynamaktadir. Hepatik rapamisin protein kompleksinin
memeli hedefinin (MTORC2) knock out hayvanlarda hiperglisemi ve hiperinsiilinemi ile
birlikte Akt’nin ser473 fosforilasyonunu arttirdigini, SREBP1c’nin aktivasyonunun ise
engelledigini ve mTORC2’nin tiim viicut metabolik homeostazini kontrol etmek
amactyla insiilin ile indiiklenen Akt sinyalizasyonu ile hepatik glukoz ve lipid
metabolizmasini diizenledigi gosterilmistir (48). Akt aktivasyonu esas olarak PIP3’iin
baglanmasiyla saglanir. Bu, hiicre zarindaki yukari akis kinaz, 3-fosfoinositide bagimli
protein kinaz 1 tarafindan fosforilasyon ve aktivasyon i¢in Akt'nin kinaz alanini agiga
¢ikaran bir yapisal degisiklikle sonuglanir. Son g¢alismalar sirtuin izoformlarinin, sessiz
bilgi diizenleyici (Silent information regulator)l (SIRT1), SIRT3 ve SIRT6'nin Akt

aktivasyonunun diizenlenmesinde nemli bir rol oynadigini gostermistir (49). SIRT1,



histon deasetilaz siif III (HDAC) protein ailesinin bir itiyesidir. Sinif III HDAC'ler,
enzim aktiviteleri i¢in nikotinamid adenin diniikleotid (NAD+) gereksinimlerine gore
diger smiflardaki HDAC'lerden ayirt edilir (50). SIRT1, PIP3 baglanmasini ve
aktivasyonunu tesvik etmek i¢in Akt'yi deasetil hale getirse de SIRT3 (reaktif oksijen
tiirleri) ROS’in aracilik ettigi Akt aktivasyonunu kontrol eder ve SIRT6, Akt'yi kromatin
diizeyinde transkripsiyonel olarak bastirir (49). Ayrica SIRT1’in pankreas 3 hiicrelerinde
insiilin salgilanmasini artirdigi, yag dokusunda peroksizom proliferator-aktive reseptor
(PPAR)y inhibisyonu yoluyla yag olusumunu baskiladigi ve yag yikimini da degistirdigi
bildirilmektedir (51).

Insiilin Direnci

Bugiine kadar yapilan bir¢cok ¢alisma bize metabolik sendromun altinda yatan
temel nedenin insiilin direnci oldugunu gostermektedir. Tanimlamak gerekirse, insiilin
direnci, mevcut bulunan insiilin konsantrasyonuna ragmen viicuttaki biyolojik yanitta
azalma olarak agciklanabilir (52). Insiilin direnci sonucu hiperglisemi ve
hipertrigliseritemi goriiliip, bunlarin akabinde oksidatif stres artarak organlarda tahribata
ve apoptotik durumlara sebep oldugu tespit edilmistir (53). Insiilin ve glukoz seviyeleri
yiiksekliginin oksidatif stresi arttirdigi ve bunun sonucu olarak da inflamatuvar
faktorlerin uyarildigt ve insiilin sinyalizasyonunda aksamalara sebep oldugu
bilinmektedir. Insiilinin hiicrelerde yeterli yamit olusturmamasindaki temel nedenin
bozulmus sinyalizasyon ile baglantili olabilecegi diistiniilmektedir (43). Bu durum
sonucunda ise insiilin direnci ve yangi arasinda bir dongliye doniisebilecegi goriisii ortaya

cikmustir (54).

DNL de, 6zellikle doymus olan serbest yag asitleri, vaskiiler hiicrelerde NAD(P)H
oksidazin protein kinaz C'ye bagimli aktivasyonu yoluyla ROS iiretimini uyarabilir (55).
Serbest yag asitleri ve trigliserit, diasilgliserol ve seramidler gibi diger lipit metabolitleri,
protein kinaz C, c-jun N-terminal kinaz (JNK) ve niikleer faktor kappa (NF-KB) (IkB)
kinaz inhibitérii dahil proinflamatuar kinazlar1 aktive eder, bdylece hepatik veya
ekstrahepatik dokularda insiilin sinyalini bozar (56). Seramidler sfingosin iiretir, ardindan
sfingosin kinaz (SphK) tarafindan sfingosin 1-fosfat (S1P) iiretir, yiiksek fruktoz
tiketiminin neden oldugu SphK1/S1P sinyalinin sigan karacigerinde NF-xB yolunu
aktive edebilecegini ve bunun da yanginin yani sira insiilin direncini de hesaba kattig1
bulunmustur (57). Gelismis lipoksidasyon son {iriinleri, oksidatif stres kosulu altinda

olusur ve daha sonra proteinlerle eklentiler olusturarak insiilin duyarliligin1 azaltabilir
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(58). Urik asit ise; fruktoz kaynakli iirik asit {iretimi, karaciger, yag, iskelet kas1, bobrek,
aort ve endotel hiicreleri gibi karaciger dis1 dokularda ROS olusumundan sorumludur.
Lokal oksidatif stres hepatik steatozu, iskelet kasi hasarmi, bobrek fonksiyon
bozuklugunu ve pankreas iltihabini tegvik eder (59). Fruktoz kaynakli iirik asit, interlokin
(IL)-1B, timor nekroz faktorii (TNF)-a, doniistiiriicii biiyiime faktorii (TGF)-B1 ve
monosit kemotaktik protein 1'in uyarilmasiyla inflamatuar yaniti tetikleyerek ROS

indiiksiyonu sonucu inflamatuar hasari daha da kotiilestirir (60).

2.2.6. Bagirsak Mikrobiyotasi ve Metabolik Sendrom iliskisi

Bagirsak mikrobiyotasi, ozellikle insan viicudundaki hiicrelerden daha fazla
sayida gastrointestinal sistemi kolonize eden bir dizi mikroorganizmadir (61).
Mikrobiyota, mikroorganizmalarin biiyiik ¢esitliliginden kaynaklanan hastaliklarin
alevlenmesinin yani sira konagin sagligi ile dogrudan iliskilidir ve bu da onu en 6nemli

cevresel unsur yapar (62).

Mikrobiyotadaki bir dengesizligin, azot dongiisiindeki gesitliligini ve miktarini
tehlikeye atacak degisikliklerin bir sonucu olabilecegi bilinmektedir (63).
Mikrobiyotadaki dengesizlik siireci, obez bireylerin bagirsak mikrobiyotasinda iki filum,
Firmicutes ve Bacteroidetes arasinda yeni bir oran olusturabilecegi ileri stirilmiistiir (64)
(65). Ote yandan, mikrobiyotadaki dengesizlik, bugiine kadar aciklanamayan kronik
yangisal hastaliklarin patogenezini daha da kotiilestirebilir (61). Genetik ve g¢evresel
faktorler arasindaki etkilesimler nedeniyle, bagirsak mikrobiyotas1 obezite, diyabet ve
metabolik sendrom insidansina da katkida bulunur (66). Obezite ve iligkili metabolik
bozukluklarla ilgili sistemik diisiik dereceli yangiya bagirsak mikrobiyotasinin katilimina
dair birka¢ kanmit vardir (67, 68). Bu anlamda, mikrobiyotadaki dengesizligin
Onlenmesinin yani sira bagirsak epitel bariyer islevinin korunmasi, metabolik
bozukluklarin ve obeziteye bagli metabolik endotokseminin tedavisi i¢in anahtar rol

oynadig tespit edilmistir (69).

Metabolik endotoksemi, obezitede siklikla gdzlenen yangi dnciisii ve oksidan bir
ortam ile iligkilidir. Bagirsaktan dolasima gegen plazma lipopolisakkaritin (endotoksin)
diisiik dereceli yiikselmesi ile iliskili klinik bir durumdur (70). Calismalar, bu

endotoksinin, belirti gostermeden seyreden yangi siirecinde kronik metabolik
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hastaliklarin patojenitesini siddetlendirdigini ve siklikla tip 2 diyabet, dislipidemi, insiilin

direnci ve obezitesi olan kisilerde gozlendigi bildirilmistir (71).

2.2.7. Metabolik Sendromun Tedavi Yontemleri

Obezite, artan tip 2 diyabet ve kardiyovaskiiler hastalik riski ile iliskili
oldugundan, bu ¢ocukluk ve ergenlik doneminde yetigkinlige kadar devam edebilir. Bu
nedenle, yasam tarzi degisiklikleri, ozellikle kiloyu normal smirlar i¢inde tutmaya
odaklanarak, ¢ocukluk ve ergenlik doneminde metabolik sendromun 6nlenmesi i¢in ana
seceneklerdir (72). Yasam tarzi degisikligi, saglikli beslenme ve uygun miktarda toplam

kalori yemeyi, fiziksel aktiviteyi artirmayi ve dogru kiloyu korumayzi igerir (73).
Yasam Tarz1 Degisikligi
Diyet

Diyet igerisindeki yiiksek kolesteroliin kardiyovaskiiler hastalik, dislipidemi,
alkolik olmayan yagli karaciger hastaligi (NAFLD), alkolik olmayan steatohepatit
(NASH) ve safra tas1 hastaligi igin ciddi bir risk faktoriidiir. Bu hastaliklar ise metabolik
sendrom olusturan ana bilesenlerdir (74). Diyet karbonhidratlar1 genellikle iki tiire
ayrilir: basit ve karmasik. Karmasik karbonhidratlarin giinliik karbonhidrat aliminin
cogunu olusturmasi Onerilir (75). Eklenen sekerlerin ve dogal olarak olusan basit
sekerlerin, kimyasal yapilar1 ayn1 olmasina ragmen, eklenen sekerler daha az vitamin ve
mineral igerir. ilave seker alimi kan sekerini hizla yiikseltir ve insiilin direnci riskini
artirtr. Diisiik glisemik indeksli gidalar hiperlipidemi ve hiperglisemiyi iyilestirebilirken,
yiiksek glisemik indeksli gidalar insiilin direnci ve metabolik sendrom riskini artirabilir.

(76, 77).
Fiziksel Aktivite

Epidemiyolojik arastirmalar, sagliksiz beslenme aliskanliklariyla birlikte
hareketsiz bir yasam tarzinin insiilin direnci, tip 2 diyabet, kardiyovaskiiler hastalik,
NAFLD ve NASH riskini artirdigini ortaya koymustur (78). Diisiik fiziksel aktivitenin
metabolik sendromun artmasi ile iliskili oldugunu, yiiksek fiziksel aktivitenin ise
metabolik sendromun gelisimine karsi koruma sagladigini gosterilmistir (79). Gergekten
de daha yiiksek kardiyorespiratuar kondisyon ve kapsamli fiziksel aktivitenin, glukoz

metabolizmasini ve insiilin duyarhiligini 1yilestirdigi ve kardiyovaskiiler hastalik
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mortalitesinin yani sira tip 2 diyabet, NAFLD ve NASH riskini azalttig1 gosterilmistir
(80).

Farmakolojik

Metabolik sendroma dahil olan bireysel risk faktorlerinin yeterli bir sekilde
diizeltilmesi i¢in ¢ogu zaman ¢oklu farmakolojik miidahaleler gereklidir (81). Bireysel
risk faktorlerini hedef alan ¢esitli farmakolojik miidahaleler, genel popiilasyonda daha

sonraki kardiyovaskiiler hastalik ve mortalite ile ilgili faydalar géstermistir (82).
Aterojenik dislipidemi tedavisi

Apo B igeren lipoproteinler dislipidemi tedavisinin birincil hedefidir. Bu
lipoproteinlerin kabul edilebilir bir 8lgiisii non-HDL-C'dir (83). ikincil énlemede, non-
HDL-C'yi <100 mg/dL'ye diisiirmek mantiklidir; birincil korunmada makul bir hedef
<130 mg/dL'dir. LDL-C igin sirasiyla <70 mg/dL ve <100 mg/dL azalmalarina karsilik
gelirler. Metabolik sendromlu hastalar, ASCVD i¢in yasam boyu yiiksek riskli bir
yoriingeye sahiptir. Ikincil korunma igin, non-HDL olmayan <70 mg/dL'ye en iyi yiiksek

yogunluklu statinlerle (6rn. atorvastatin 80 mg veya rosuvastatin 20-40 mg) ulasilir (84).
Kan basincinin kontrolii

Obezite veya metabolik sendromu olan hastalar igin bazi arastirmacilar (85)
anjiotensin doniistiiriici enzim (ACE) inhibitorlerinin veya anjiotensin reseptor
blokorlerinin (ARB) birinci basamak tedavi olmasi gerektigine inanmaktadir. Bu ilag
gruplari, insiilin direncini veya diger metabolik risk faktorlerini uyarmazlar. Bunlarin
aksine, beta-1 reseptor blokerleri (6rn., atenolol ve metoprolol) insiilin direncini arttirir
ve potansiyel olarak metabolik sendromu kétiilestirir (86) Segici olmayan beta/alfa-1
reseptOr blokerleri (6rn. karvediol) bu olumsuz metabolik etkilere sahip degildir ve
metabolik sendromlu hastalar i¢in tercih edilebilmektedir (87). Tiyazid ditiretikleri
insiilin direncini arttirir, hem tiyazidler hem de beta blokerler ASCVD'yi azaltir. Bu
nedenle metabolik sendromlu hastalarda bu ilaglardan birinin mi yoksa her ikisinin mi

kullanilacagi konusunda klinik kanitlara ihtiyag vardir (88).
Hiperglisemi yonetimi

Metabolik sendromlu hastalarda genellikle bozulmus aglik glukozu, glukoz
intoleranst veya hemoglobin A1C (HbA1C) %5.7-6.4'ten olusan prediyabet vardir. Bu

hastalarda en 6nemli hedef, diyabete doniisiimii 6nlemektir. Tedavinin ilk hedeflerinin
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viicut agirliginin %10'u kadar kilo kayb1 ve fiziksel aktiviteyi haftada en az 150 dk/hafta
orta aktiviteye ¢ikarmak oldugu konusunda genel bir fikir birligi vardir (89). Bu tiir bir
yasam tarzi degisikligi, prediyabetin diyabete doniisiim oranmni yariya indirecektir.
Metformin tedavisi de aymi sekilde prediyabetin diyabete doniisiimiinii yavaslatacaktir,

ancak yasam tarzi degisikliginden daha az etkilidir (90).

2.3. Probiyotikler

Saglik iizerindeki olumlu etkileri nedeniyle tiiketiciler, biyoaktif bilesikleri
fonksiyonel bir i¢erik olarak diyetlerine dahil etmeye giderek daha fazla ilgi duymaktadir.
Bu biyoaktif bilesikler arasinda probiyotik, prebiyotik ve sinbiyotik gidalar fonksiyonel

gida pazarinda en karli olanlar olarak 6ne ¢ikmaktadir (91).

Hill ve arkadaslar1 Uluslararas1 Bilimsel Probiyotikler ve Prebiyotikler Birligi’nde
(ISAPP), probiyotik teriminin dogru kullanimiyla ilgili bir dneride bulundu. “Yeterli
miktarlarda uygulandiginda konakg¢iya saglik yarari saglayan canli mikroorganizmalar”.
Kanada ve Italya’da, saghkli bir bagirsak mikrobiyotasin1 destekleme konusunda
probiyotiklerin yarar1 kabul gérmektedir ve genel yaklasim giinliik 1x10° koloni
olusturan birim (CFU) alimidir (92).

Birgok ticari iiriin 10° ila 10'° CFU/doz arasinda degisen probiyotik tiir miktarlari
sunsa da daha diisiik seviyelerde faydali etkiler gosteren iirlinler vardir, diger {iriinler ise
biiyiik miktarlar gerektirir; bu nedenle probiyotik suslar igeren iiriinler i¢in genel bir doz
belirlemek mimkiin degildir (93). Bu anlamda, saglik yararlar1 igin gereken takviye
stiresi, probiyotik sus ve ilgili doz se¢imi kadar 6nemlidir. Probiyotik mikroorganizma
se¢imi i¢in gereken minimum kriterler sunlardir: (i) probiyotik mikroorganizma, cins ve
sus bazinda belirtilmelidir; (ii) canli bir probiyotik sus i¢ermelidir; (iii) raf dmiirlerinin
sonuna kadar faydali etkileri tesvik etmeye yetecek kadar uygun dozlarda uygulanmalidir
(seriler arasinda minimum farkliliklar ile); (iv) insanlarda etkinligi dogrulayan kontrolli

caligmalar1 gostermelidir (93).

Bilinen baglica patentli probiyotik mikroorganizmalar arasinda, Bifidobacterium
(longum, catenulatum, breve, animalis, bifidum) ve Saccharomyces boulardii.
Enterococcus faecium ve Bacillus (coagulans, subtilis, laterosporus) gibi
mikroorganizmalarin uygulamalar1 da anlatilmaktadir (94). Lactobacillus ve
Bifidobacterium cinslerine ait probiyotik suslar, ticari suslar arasinda daha yaygindir (95,
96).
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2.3.1. Lactobacillus Plantarum’un Ozellikleri
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Sekil 2.5. Lactobacillus plantarum susunun

L. plantarum, fermente gidalarda ve mide-bagirsak yolunda yaygin olarak bulunan
ve potansiyel bir baslangi¢ probiyotik olarak gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilan
bir gram pozitif laktik asit bakterisidir. Son zamanlarda, probiyotiklerle birlikte gida
tilketimi muazzam bir sekilde artmistir. L. plantarum geleneksel olarak siit, et ve sebze
fermantasyonu i¢in kullanilmaktadir. Bu tiir geleneksel kullanimi1 nedeniyle, L.
plantarum, en uzun siiredir kullanilan Lactobacillus tiirlerinden biridir ve “probiyotik”
terimi yayginlasmadan Once bile insanlar tarafindan uzun siiredir gida olarak kabul
edilmektedir. Bunun yani sira laktik asit bakterileri arasinda L. plantarum, antioksidan,
antikanser, antiinflamatuvar, antiproliferatif, obezite karsit1 ve antidiyabetik 6zellikleri
ile tip alanindaki genis uygulamalar1 nedeniyle de birgok arastirmacinin ilgisini ¢gekmistir
(97).

Fizyolojik ve biyokimyasal tanimlama ¢aligmasi, susun katalaz negatif, gram
pozitif oldugunu gosterdi. Bu yeni sus, farkli bir tuz araligina, 6zellikle NaCl ve safra
tuzlarma, pH 4.0-8.0, 28-45 °C sicakliklara ve sirasiyla 37 °C ve pH 7.0'da optimum
hiicre bliylimesine toleransli oldugu tespit edilmistir. Literatiire benzer sekilde tanimlanan
sus, bu ozellikleri ile tist gastrointestinal yolda diisiik pH, litik enzimler ve safra tuzlari
gibi gesitli biyolojik engellerden kurtulmustur (98). Karbonhidrat asimilasyon testi, susun
cok cesitli sekerleri, 6zellikle sirasiyla monosakkaritleri ve disakkaritleri kullanabildigi
sonucuna varmistir. Ayrica, amilaz ve proteaz gibi hiicre disi enzimlerin iiretimi de
avantajli oldugu tespit edilmistir. Yukarida bahsedilen sonuglar yaygin olarak L.

plantarum suslarinda gézlenmistir (Sekil 2.5) (99).

2.3.2. Lactobacillus Plantarum’un Metabolik Etkileri
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Literatiirde, L. plantarum suslarinin tip alanindaki uygulamalari i¢in genis gapta
calisildig gdzlenmektedir. Ozellikle, bu suslarin kardiyovaskiiler hastalik riskinin asag1
reglilasyonuna sahip oldugu (100), bagirsak epitel hiicrelerinde yangi onciisii sitokinler
(101) ve g¢esitli konsantrasyonlarda ekzopolisakkarit tirettigi bildirilmistir. Antikanser
etkilere sahip olmakla beraber (102), bobrek taglarini azaltigi (103), dendritik hiicrelerde
splenositleri arttigt (104) ve yag dokusundaki kolesterol seviyesini diistirdiigi

gosterilmistir (105).

Son yillarda yapilan pek c¢ok calismada, probiyotikler tarafindan bagirsak
mikrobiyotasinin modiilasyonunun bazi parametreleri iyilestirebilecegi gosterilmistir
(106, 107). Bu baglamda insan mikrobiyotasinin 6nemli bilesenlerinden biri olan
Lactobacillus (L.) tiirleri ile takviyenin yliksek fruktozlu veya yiiksek yagli beslenen
sicanlarda ve genetik tip 2 diyabetik farelerde hiperglisemi, hiperinsiilinemi ve
dislipidemiyi smirladig1 tespit edilmistir. Yiiksek fruktozla beslenen sicanlarda, L.
curvatus ve L. plantarum veya L. reuteri GMNL-263'ten olusan bir probiyotikle tedavi,
plazma insiilin ve trigliserit diizeylerinin yanisira lipojenik genler SREBP-1 ve yag asidi
sentazin (FAS) hepatik ekspresyonunu azalttigi goriilmiistiir (108, 109). L. rhamnosus
GG’nin, lipit metabolizmasinda yer alan genlerin hepatik ekspresyonunu diizenleyerek

farelerin karacigerinde fruktoz kaynakli yag birikimini hafiflettigi gosterilmistir (110)

Probiyotikler etkilerin molekiiler mekanizmasi tam olarak aydimnlatilamamis
olmasima ragmen, etkilerin ¢ogu obezite ve ilgili bozukluklarin tedavisinde yardimci
olabilir. L. plantarum HACOI1, yiiksek yagh diyetle (HFD) beslenen obez farelerde
mezenterik yag dokusunun genislemesini baskiladigi (111); L. plantarum MTCC5690,
HFD ile beslenen bir fare modelinde bagirsak biitlinliigiinii iyilestirdigi, sistemik
lipopolisakarit seviyelerini azalttig1 (bir proinflamatuar etki gosterir), glukagon benzeri
peptit-1 seviyelerini arttirdigi, endoplazmik retikulum stresini azalttigi ve ardindan
periferik insiilin duyarliligini iyilestirdigi tespit edilmistir (106). L. plantarum K21, yag
kiitlesi birikimini baskilayarak, bagirsak bariyer fonksiyonunu gii¢lendirmis ve bagirsak

bakterilerinin bilesimini degistirir (112, 113).

Bunlarla birlikte, insan beslenmesinde 6nemli bir konu olan ve yaygin sekilde
kullanilan fruktozlu diyette 6zellikle insiilin sinyalizasyonu ile ilgili olarak laktik asit
bakterilerinin probiyotik suslarinin kardiyovaskiiler etkileri hakkinda bilgiyi artiracak
yeni caligmalar tasarlanmalidir. Burada, L. plantarum takviyesinin, fruktozla beslenen

sicanlarin kalplerinde, Akt/eNOS yolag {izerinde bir etkisi olup olmadigin1 arastirdik.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Deney Hayvanlan

Bu tez calismast Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
Baskanligi’ndan etik kurul yonergesindeki ilkelere uygun olduguna dair onay alindiktan
sonra (G.U.ET-18.080 kod numarali, Evrak Tarih ve Sayis1: 22.11.2018-E155453,
Toplant1 Tarihi: 16.11.2018, Toplant1 Sayisi: 10), etik kurallara uygun bir sekilde hayvan

refah1 ve hayvan haklarina riayet edilerek yiiritildi.

Deneylerde kullanilan sicanlar, Gazi Universitesi Deneysel Arastirmalar
Merkezi’'nden (GUDAM) temin edildi. Calismada 22 Wistar Albino k1 erkek sigan
kullanildi. Sicanlara giinliik 12 saat aydinlik; 12 saat karanlik olacak sekilde bir
aydmlatma periyodu uygulandi. Siganlar, 2242 °C sicaklikta, %5545 nispi nem bulunan
havalandirma sistemine sahip bir ortamda 6zel olarak hazirlanan ve her giin altlar
temizlenen kafeslerde beslendi. Calisma siiresince siganlara standart pelet yem ve su ad
libitum olarak verildi. Tiim gruplardaki siganlar, standart sican yemi (kuru madde: %88,
protein: %23, seliiloz: %7, ham kiil: 8, HCI’de ¢ozililmeyen kiil: %2, kalsiyum: %1.5,
fosfor: %0.9, sodyum: % 0.7, tuz (NaCl): %1, metiyonin: 0.3, lizin:1) ile beslendi. 22
sigan kontrol grubu 8, frukoz grubu 7 ve fruktoz + L. plantarum grubu 7 sican olacak
sekilde rastgele 3 gruba ayrildi. Gruplar ve diyet ile ilgili bilgiler Tablo 3.1°de verilmistir.
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Tablo 3.1. Deney gruplari ve diyet programlari

Gruplar Yem Sivi Liyofilize Bakteri
Kontrol SSY I¢me Suyu
Fruk SSY Igme suyu igerisindeki %20 Fruktoz

2 ml salin icerisinde 1x10°

Fruk+LP SSY Ieme suyu igerisindeki %20 Fruktoz b

(SSY; Standart sigan yemi, Fruk; Fruktoz, LP; Lactobacillus plantarum)

3.2. Deney Gruplan
Hayvanlar 3 gruba ayrildi ve 15 hafta siiresince asagidaki islemler uygulandi,

1) Kontrol Grubu: Herhangi bir uygulama yapilmadi, standart sigan yemi ve

icme suyu (¢esme suyu) verildi (n=8).

2) Fruktoz Grubu: D-fruktozun igme suyu igerisinde %20 oraninda ¢6ziilmesiyle
hazirlanan fruktoz ¢ozeltisi verildi. Fruktoz c¢ozeltisi her giin taze olarak

hazirlandi (n=7).

3) Fruktoz + L. plantarum Grubu: Fruktoz grubuyla ayni dozda ve sekilde
fruktozlu igme suyu verilirken, bu gruba son 6 hafta boyunca L. plantarum
10° CFU/mL/100 g viicut agirhigi dozunda oral gavaj yoluyla uygulandi (n=7).

3.3. Fruktoz Cozeltisinin Hazirlanmasi

Metabolik sendrom modeli olusturmak i¢in sicanlara, igme suyu igerisinde 15

hafta boyunca %20 fruktoz verildi. Fruktoz ¢06zeltisi, igme suyu igerisinde %20
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agirlik/hacim oraninda her giin taze olarak hazirlandi. Cozelti hayvanlara verilmeden

once calkalanarak suluklarina eklendi.

3.4. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneylerde kullanilan kimyasallar Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO)’dan ve
Santa Cruz Biotechnology, Inc.’den temin edildi. Fruktoz, Danisco Sweeteners OY
(Finland) firmasindan temin edildi. L. plantarum suslar1 ise Chr. Hansen (Denmark;
ATCC: 14917) firmasindan temin edildi.

3.5. Lactobacillus Plantarum Suslarinin Cogaltilmasi

L. plantarum suslar1 Man, Rogosa ve Sharpe besiyerine (MRS; Oxoid; Unipath
Ltd., Basing stoke, Hampshire, England) alinarak 150 rpm'de g¢alkalayicida 30°C'de
kiiltiirlendi. Stok kiiltiirleri, %20 (h/h) gliserol igeren MRS besiyerinde -80°C'de saklandi.
20 ml MRS igeren erlenmeyer siseleri, 1.5 ml gliserol stok kiiltiirii ile agilanip ve kiiltiirler
calkalayicida (35 devir/dakika) 35°C+1°C'de inkiibe edildi. 600 nm'de (hiicre yogunlugu)
1.0'lik bir optik yogunluga kadar (1x108 CFU /ml) biiyiitiildii. Kiiltiir, 10 ml tiiplere
(1x10° CFU) béliiniip ve bakteriler 4°C’de 5 dakika boyunca 5000 g'de toplandi. Hiicre
topaklari, izotonik salin ¢6zeltisi ile yikanip ve bir dondurucu kurutucu altinda liyofilize
edildi.

3.6. Western Blot Analizi ile Protein Diizeylerinin Belirlenmesi

Sivi azot ile dondurulan ve -80°C’de stoklanan kalp dokulart (~300 mg) Tris 50
mM (pH 7:4), NaCl 150 mM, EDTA 5 mM, %1 h/h Triton x-100, %0.26 (a/h) sodyum
deoksikolat, 50 mM sodyum florit, 0.1 mM sodyum ortovanadat ve 50 pg/ml PMSF
igeren ¢ozelti icinde homojenize (Tissue RuptureTM, Qiagen, USA) edildi. Homojenatlar
daha sonra 15000 rpm’de 60 dakika boyunca santrifiij edilip ve elde edilen siipernatantta
toplam protein tayini yapildi. Doku homojenati protein denaturasyonunu saglamak icin
2x Laemmli tamponu ile 1:1 oraninda sulandirilip ve 95 °C’de 5 dk boyunca kaynatilarak
ornekler elde edildi. Bu ¢alismada bakacagimiz protein diizeyleri Western blot yontemi

ile Sahin’e (114) gore tespit edildi.

Western blot analizi; elektroforez islemiyle poliakrilamid jelde go¢ ettirilen
proteinlerin, nitroseliilloz membrana transferi ve membrandaki proteinlerin immiinolojik
yontemlerle gosterilmesidir. Blotlama yapilmadan dnce caligilan 6rneklerdeki proteinler

elektriksel ortamda poliakrilamid jel iizerinde go¢ ettirilmektedir. Proteinlerin
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elektroforezleri sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)
yontemiyle gerceklestirilmistir. Western blot teknigi, elektroforez islemini takip eden 4
asamada gerceklestirilir. Bunlar; jeldeki proteinlerin nitroseliilloz membrana aktarimi
(blotlama), spesifik olmayan reaksiyonlar1 engellemek icin nitroselilloz membranda
protein baglanmamis bdlgelerin ilgisiz proteinlerle kaplanmasi (bloklama), 6zgiil

antikorlarla tepkime ve en son agamada ise proteinlerin goriintiilenme asamalaridir.

SDS-PAGE elektoforez jel sisteminde akrilamid monomerlerinden faydalanilir.
Amonyum persiilfat (APS) gibi bir serbest radikal ile tetra metil etilen diamin (TEMED)
gibi stabilizator saglayict ortamda akrilamid monomerleri uzun zincirler olusturacak
sekilde polimerlesmekte ve daha sonra olugan bu uzun zincirler arasinda yanal baglantilar
olusarak jel meydana gelmektedir. Jelin yapisinda yer alan SDS deterjaninin bulunmasi
ile proteinler kendilerini olusturan monomer alt birimlerine ayrilmaktadir. Boylece
protein agregasyonu 6nlenmektedir. SDS molekiillerine baglanan denatiire polipeptidler
negatif yiik kazanirlar. SDS baglantili polipeptid kompleksleri, molekiil agirliklarina
bagli olarak jel igerisinde hareket ederler. Hareket eden molekiillerin agirliklari; ayni jel
tizerinde bulunan bir standartla karsilastirilarak tespit edilir. SDS-PAGE analizinde;
mutasyon gecirmis veya bazi olumsuz ¢evre faktdrleri sonucunda canli organizmanin bir
kisim proteinlerinden normale gore parga kopmasi veya parca ilavesi ya da bazi
proteinlerin yeterince sentezlenmemesi gibi 6zellikler bu jel sisteminde tespit edilmeye

calisilir.

SDS-PAGE ig¢in ilk olarak iki cam levha 0.75 um aralik olusturacak sekilde bir
araya getirilerek sabitlenmistir. Sabitlenen cam levhalar arasina ayirma jeli (Tablo 3.2)
doldurulmus ve polimerlesme gergeklesene kadar beklenistir. Daha sonra ayirma jelinin
tizerine yiikleme jeli (Tablo 3.2) ilave edilerek ve kuyucuk taragi yerlestirildi.
Polimerlesme tamamlandiktan sonra cam levhalar elektroforez kasetlerine yerlestirildi ve
elektroforez tankina koyulduktan sonra kuyucuk taragi cikartildi. Elektroforez tanki
kosturma soliisyonu ile dolduruldu ve kuyucuklara uygun miktarda 6rnek yiiklendikten

sonra 15 dk boyunca 80 voltta ardindan 90 dakika boyunca 100 voltta kosturma yapilda.
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Tablo 3.2. Ayirma ve yiikleme jellerinin igerikleri

Ayirma Jeli (%12), 10 mL Yiikleme Jeli (%4), 10 mL
e 3.35mL saf su e 6.1mLsafsu
e 25mlIL1.5M Tris (pH 6.8) e 25mL0.5M Tris (pH 6.8) [
e 100 pul %10 SDS e 100 pL %10 SDS
e 4 mL Akrilamid (bis %30) e 1.3 mL Akrilamid (bis %30) [J
e 75ulL APS e 60 puL APS
e 15 ulLTEMED e 12 uL TEMED

Elektroforez islemi bittikten sonra jeller cam levhalardan ayrilarak dort asamadan

olusan Western blot islemine ge¢ildi (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Western Blot yontemi agamalari

Birinci agamada jeldeki protein bantlarinin nitroselilloz membrana (Santa Cruz
Biotechnology, sc-201698) aktarimi saglandi (Sekil 3.2). Ayirma jeli ve nitroseliiloz
membran aralarinda bosluk kalmayacak sekilde kars1 karsiya getirilerek sikistirildiktan
sonra blotlama tankina yerlestirildi. Blotlama tanki uygun miktarda blotlama tamponuyla
(3.03 g Tris, 14.4 g Glisin ve 200 mL Metanol 1000 mL’ye tamamlanarak hazirlanir)
dolduruldu ve kapag: kapatilarak gii¢ kaynagina baglandi. Blotlama islemi 80-120 V
arasinda 250 mA akim uygulanarak 90 dk boyunca siirdiiriildii. Tanktan ¢ikartilan
nitroseliilloz membranlar fosfat tampon ¢ozeltisiyle (PBS, 0.075 M Na,HPO4*12H-0,
0.025 M NaH2P04.2H20 ve 1.45 M NaCl karigimi) yikandu.
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Sekil 3.2. Western Blot yontemi blotlama asamasi; jeldeki protein bantlarin

nitroseliiloz membrana aktarima.

Ikinci asamada spesifik olmayan reaksiyonlar1 engellemek igin nitroseliiloz
membranda protein baglanmamig bolgelerin ilgisiz proteinlerle kaplanmasi (bloklama)
islemi gerceklestirildi. Bu amagla, nitroseliiloz membran %5’lik BSA (5gr taze sigir
serum albiimini PBS ile 100 ml’ye tamamlanarak hazirland1) igerisinde 90 dk boyunca

bloklandi (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Western Blot yontemi bloklama asamasi; spesifik olmayan

reaksiyonlart engellemek igin nitroselilloz membranda protein baglanmamis bolgelerin

ilgisiz proteinlerle kaplanmasi.

Uciincii asamada, Akt, eNOS, iNOS, IRS-1, SIRT1, mTOR, NF-kB ve TNF-a
primerlerine uygun sekonder antikor ile tepkime gergeklestirildi. Ayrica esit miktarda
protein yiiklemesinin kontrolii ve yogunluk karsilagtirma analizlerinin yapilabilmesi i¢in
beta-aktin (Santa Cruz Biotechnology, sc-47778) primeri kullanildi. Primer antikorlar
tiretici firmanin belirttigi seyreltme diizeyi kullanilarak Tween20 igeren PBS ile
sulandirildi. Nitroseliiloz membranlar ve sulandirilan primer antikorlar bir gece boyunca
+4°C’de inkubasyona birakildi. Ertesi giin nitroseliiloz membranlar PBS ile yikandiktan
sonra sekonder antikorla (Santa Cruz Biotechnology, sc-516102) 90 dk boyunca muamele

edildi. Western blotlama her parametre i¢in en az 3 kez tekrarland.

Son agamada ise protein bantlar1 goriiniir hale getirildi. 1 mL 1M Tris ve 29 mL
saf su iceren diaminobenzidin (DAB) soliisyonu (%0.05°lik) hazirlandi. DAB
soliisyonunun igerisine 80 pL %10’luk H20: ilave edilerek hazirlanan karisim
nitroseliilloz membranlarin tizerine dokiildii. Protein bantlar1 goriiniir hale geldikten sonra
nitroseliiloz membran saf su ile yikand1 ve kurutuldu. Elde edilen bantlarin yogunluklari,
dijital ortamda bir paket program (Image J; National Institute of Health, Bethesta, A.B.D.)

yazilimi ile incelenip dansitometrik olarak analiz edildi (115).
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3.7. istatistiksel Analizler

Calisma sonunda elde edilen veriler Firat Universitesine ait lisansli IBM SPSS
(IBM Corp. Released 2012. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 22.0. Armonk,
New York, A.B.D.) programi kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirildi. Veriler
ortalama =+ standart hata olarak verildi ve p<0.05 seviyesi 6nemli olarak kabul edildi.
Yapilan analizler, verilerin parametrik olup olmama durumuna goére belirlendi. Veri
dagilimlarinin normalligini belirlemeki¢in Shapiro-Wilk testi ya da skewness ve kurtosis
degerleri kullanilirken, varyans homojenligini test etmek icin ise Levene testi kullanildi.
Normal dagilim gdstermeyen veriler Kruskall-Wallis ve Bonferonni diizeltmeli Mann-
Whitney U (p<0.01) ile test edildi. Normal dagilim gdsteren veriler tek yonlii varyans
analizi (One way ANOVA) ile test edildi. Gruplar arasi karsilagtirmalar yapilirken
varyans homojenligine sahip veriler i¢in post hoc olarak Tukey’s testi, varyanslari
homojen olmayan veriler i¢in ise Tamhane testi kullanildi. Parametreler arasindaki

iligkiyi belirlemek i¢in Pearson korelasyon analizi yapildi.
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4. BULGULAR
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Sekil 4.1. Metabolik sendrom olusturularak siganlarda Lactobacillus plantarum (L.
plantarum) uygulamasi yapilan siganlarin kalp dokusunda protein kinaz B (Akt) protein
diizeylerini gosteren jel goriintiileri ve protein ekspresyonlari. Veriler (kontroliin
ylizdesi) ortalama + standart hata olarak gosterilmistir. 3-Aktin kontrol protein olarak

kullanilmistir ve protein ekspresyonlarinin yiizdesi buna goére hesaplanmastir.

Fruktoz uygulamasi ile metabolik sendrom olusturulan si¢anlarda kalp
dokusundaki Akt diizeyi Kontrol, Fruktoz ve Fruktoz + L. plantarum gruplarinda sirasiyla
100.00+3.98, 61.48+3.01 ve 76.64+3.40 olarak odl¢iildii (Sekil 4.1). Fruktoz grubundaki
kalp dokusu Akt diizeyi Kontrol grubu ile kiyaslandiginda %38.5 oraninda azalma
gosterdi (Sekil 4.1; p<0.0001). Fruktoz uygulanan siganlara alt1 hafta L. plantarum katkisi
yapilmasi ile kalp dokusu Akt diizeyi %24.7 diizeyinde bir artis sagland1 (Sekil 4.1;
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p<0.0001). Fruktoz grubu ile kiyaslandiginda L. plantarum katkis1 yapilan sicanlarda
kalp dokusu Akt diizeyi artis gostermis olsa da kontrol grubuna kiyasla %23.4 oraninda
daha az bulundu (Sekil 4.1; p<0.0001).
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Sekil 4.2. Metabolik sendrom olusturularak siganlarda Lactobacillus plantarum (L.
plantarum) uygulamasi yapilan siganlarin kalp dokusunda insulin reseptor substrat 1
(IRS-1) protein diizeylerini gosteren jel goriintiileri ve protein ekspresyonlari. Veriler

(kontroliin ylizdesi) ortalama =+ standart hata olarak gosterilmistir. f-Aktin kontrol

protein olarak kullanilmistir ve protein ekspresyonlarinin yiizdesi buna gore

hesaplanmustir.
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Metabolik sendrom olusturulan siganlarda, kalp dokusundaki IRS-1 protein
diizeyi Kontrol grubu i¢in 100.00+13.53, Fruktoz grubu i¢in 46.18+9.45 ve Fruktoz + L.
plantarum grubu igin ise 66.36+11.30 olarak tespit edildi (Sekil 4.2). Siganlarda kalp
dokusu IRS-1 diizeyi Fruktoz ve Fruktoz + L. plantarum gruplarinda Kontrol grubuna
gore sirasiyla %53.8 (p<0.0001) ve %33.6 (p=0.0001) diizeyinde diisiis gosterdi (Sekil
4.2). L. plantarum uygulamasi, metabolik sendrom olusturulan siganlarda kalp dokusu
IRS-1 protein diizeyini %43.7 oraninda arttirdi (Sekil 4.2; p=0.0113).
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Sekil 4.3. Metabolik sendrom olusturularak siganlarda Lactobacillus plantarum (L.
plantarum) uygulamasi yapilan si¢anlarin kalp dokusunda endotelyal nitrik oksit sentaz
(eNOS) protein diizeylerini gosteren jel goriintiileri ve protein ekspresyonlari. Veriler

(kontroliin ylizdesi) ortalama + standart hata olarak gosterilmistir. B-Aktin kontrol
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protein olarak kullanilmistir ve protein ekspresyonlarinin yiizdesi buna gore

hesaplanmustir.
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Sekil 4.4. Metabolik sendrom olusturularak siganlarda Lactobacillus plantarum (L.
plantarum) uygulamasi yapilan siganlarin kalp dokusunda indiiklenebilir nitrik oksit
sentaz (iNOS) protein diizeylerini gosteren jel goriintiileri ve protein ekspresyonlart.
Veriler (kontroliin yilizdesi) ortalama + standart hata olarak gosterilmistir. B-Aktin
kontrol protein olarak kullanilmistir ve protein ekspresyonlarinin yiizdesi buna gore

hesaplanmustir.
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eNOS ve iNOS diizeyleri incelendiginde; eNOS diizeyi Kontrol, Fruktoz ve
Fruktoz + L plantarum gruplari i¢in sirastyla 100.00+1.82, 58.99+5.36 ve 74.18+4.35
seklinde belirlenirken (Sekil 4.3), iNOS diizeyi ise 100.00+10.77, 178.55+8.06 ve
133.93+£18.85 seklinde tespit edildi (Sekil 4.4). Kontrol grubuna gore fruktoz uygulanan
sicanlarda kalp dokusu eNOS diizeyi %41.0 oraninda azalirken (Sekil 4.3; p<0.0001),
iNOS diizeyindeise %78.6 oraninda artis oldugu belirlendi (Sekil 4.4; p<0.0001).
Sicanlarda L. plantarum uygulamasi, Fruktoz grubuna gore kalp dokusu eNOS diizeyini
%25.7 oraninda artirirken (Sekil 4.3; p<0.0001), iNOS diizeyinde %25.0 oraninda diisiis
saglamistir (Sekil 4.4; p<0.0001). Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda Fruktoz + L.
plantarum grubundaki kalp eNOS diizeyinin %25.8 daha diistik (Sekil 4.3; p<0.0001) ve
INOS diizeyinin ise %33.9 daha yiiksek (Sekil 4.4; p=0.0004) oldugu bulundu.

Western blot analizleri en az 3 tekrarli sekilde yapildi. Veriler kontroliin yiizdesi
olarak her gruba ait bar grafikte ortalama ve standart sapma olarak sunulmustur. Esit
protein yiiklemesini saglamak i¢in B-aktin proteini kullanilmistir. Gruplarin istatistiksel
karsilastirilmasinda ANOVA ve gruplarin ikili karsilagtirilmalarinda post hoc test olarak
Tukey kullanilmigtir. Gruplar arasindaki istatistiksel anlamlililk p degerleri ile

gosterilmistir (p<0.05).
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Sekil 4.5. Metabolik sendrom olusturularak siganlarda Lactobacillus plantarum (L.
plantarum) uygulamasi yapilan siganlarin kalp dokusunda rapamisin protein
kompleksinin memeli hedefi (NTOR) protein diizeylerini gdsteren jel goriintiileri ve
protein ekspresyonlari. Veriler (kontroliin ylizdesi) ortalama =+ standart hata olarak
gosterilmistir. B-Aktin kontrol protein olarak kullanilmistir ve protein ekspresyonlarinin

yiizdesi buna gore hesaplanmistir.

Fruktoz ile metabolik sendrom olusturulan siganlarda, kalp dokusundaki mTOR
protein diizeyi Kontrol, Fruktoz ve Fruktoz + L. plantarum gruplarinda sirasiyla
100.00+2.84, 55.5745.80 ve 75.10+3.86 olarak olciildii (Sekil 4.5). Fruktoz grubundaki
kalp dokusu mTOR diizeyi Kontrol grubu ile karsilastirildiginda %44.4 oraninda azalma
gosterdi (Sekil 4.5; p<0.0001). Fruktoz uygulanan si¢anlara yapilan L plantarum katkisi,
alt1 haftalik uygulama siiresi sonunda L. plantarum katkis1 yapilmayan Fruktoz grubuna
gore kalp dokusu mTOR diizeyinde %35.1 oraninda bir artis sagladi (Sekil 4.5;
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p<0.0001). Fruktoz grubu ile kiyaslandiginda L. plantarum katkis1 yapilan sicanlarda
kalp dokusu mTOR diizeyinin artis gosterdigi tespit edilse de kontrol grubuna kiyasla
%24.9 oraninda daha az bulundu (Sekil 4.5; p<0.0001).
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Sekil 4.6. Metabolik sendrom olusturularak siganlarda Lactobacillus plantarum (L.
plantarum) uygulamasi yapilan sigcanlarin kalp dokusunda sirtuin 1 (SIRT-1) protein
diizeylerini gosteren jel goriintiileri ve protein ekspresyonlari. Veriler (kontroliin
yiizdesi) ortalama + standart hata olarak gosterilmistir. B-Aktin kontrol protein olarak

kullanilmistir ve protein ekspresyonlariin yiizdesi buna gore hesaplanmistir.

Metabolik sendrom olusturulan siganlarda, kalp dokusundaki Sirtuin 1 (SIRT 1)
protein diizeyi Kontrol grubu i¢in 100.00+12.87, Fruktoz grubu i¢in 47.89+8.59 ve
Fruktoz + L plantarum grubu i¢in ise 67.8746.36 olarak tespit edildi (Sekil 4.6).
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Siganlarda kalp dokusu SIRT-1 diizeyi Fruktoz ve Fruktoz + L plantarum gruplart igin,
kontrol si¢anlarina gore sirasiyla %52.1 (p<0.0001) ve %32.1 (p<0.0001) diizeyinde
azalma gosterdi (Sekil 4.6). L plantarum uygulamasinin, fruktoz ile metabolik sendrom
olusturulan si¢anlarda kalp dokusu SIRT-1 protein diizeyini %41.7 oraninda yiikselttigi
bulundu (Sekil 4.6; p=0.0031).
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Sekil 4.7. Metabolik sendrom olusturularak siganlarda Lactobacillus plantarum (L.
plantarum) uygulamasi yapilan siganlarin kalp dokusunda niikleer faktor kappa B (NF-
kB) protein diizeylerini gosteren jel goriintiileri ve protein ekspresyonlari. Veriler
(kontroliin ylizdesi) ortalama =+ standart hata olarak gosterilmistir. B-Aktin kontrol
protein olarak kullanilmistir ve protein ekspresyonlarinin yiizdesi buna gore

hesaplanmuistir.
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NF-kB diizeyleri Kontrol, Fruktoz ve Fruktoz + L plantarum gruplarinda sirasiyla
100.00+11.85, 213.81+16.92 ve 154.82+6.15 olarak olgiildi (Sekil 4.7). Fruktoz
grubundaki kalp dokusu NF-«kB protein diizeyi Kontrol grubu ile kiyaslandiginda %113.8
oraninda artis gosterdi (Sekil 4.7; p<0.0001). Fruktoz + L plantarum grubundaki kalp
dokusu NF-kB diizeyi, Fruktoz grubuna gore gore %27.6 oraninda diisiis gosterdi (Sekil
4.7; p<0.0001). L plantarum katkisi yapilan sicanlar, kontrol grubuyla kiyasladiginda ise
kalp dokusu NF-«xB diizeyinin %54.8 daha yiiksek oldugu saptandi (Sekil 4.7; p<0.0001).
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Sekil 4.8. Metabolik sendrom olusturularak siganlarda Lactobacillus plantarum (L.
plantarum) uygulamasi yapilan siganlarin kalp dokusunda tiimor faktor alfa (TNF-a.)

protein diizeylerini gosteren jel goriintiileri ve protein ekspresyonlari. Veriler (kontroliin
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yiizdesi) ortalama + standart hata olarak gosterilmistir. B-Aktin kontrol protein olarak

kullanilmistir ve protein ekspresyonlarinin yiizdesi buna gore hesaplanmustir.

Kalp dokusu tiimor nekroz faktor alfa (TNF-a) diizeyi, Kontrol, Fruktoz ve
Fruktoz + L plantarum gruplarinda sirasiyla 100.00+7.56, 200.17+11.34 ve 147.96+8.57
olarak tespit edildi (Sekil 4.8). Kontrol grubu ile kiyaslandiginda kalp dokusu TNF-a
proteini diizeyinin Fruktoz grubunda %100 (Sekil 4.8; p<0.0001), Fruktoz + L plantarum
grubunda ise %48 oraninda artis gosterdigi bulundu (Sekil 4.8; p<0.0001). Kalp dokusu
TNF-o diizeyinde Fruktoz + L plantarum grubunda, Fruktoz grubuna gore %26.1
oraninda diistis tespit edildi (Sekil 4.8; p<0.0001).

Western blot analizleri en az 3 tekrarli sekilde yapildi. Veriler kontroliin yiizdesi
olarak her gruba ait bar grafikte ortalama ve standart sapma olarak sunulmustur. Esit
protein yiiklemesini saglamak i¢in B-aktin protein kullanilmistir. Gruplarin istatistiksel
karsilastirilmasinda ANOVA ve gruplarin ikili karsilagtirillmalarinda post hoc test olarak
Tukey kullanilmigtir. Gruplar arasindaki istatistiksel anlamlilik p degerleri ile

gosterilmistir (p<0.05).
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5. TARTISMA

Insanlarda ve hayvanlarda gergeklestirilen klinik ve deneysel calismalar asiri
miktarda fruktoz tiiketiminin metabolik sendroma neden oldugunu ve bununla birlikte

diyabete olan yatkinligi arttirdigini gostermistir (1).

Metabolik sendrom pro-trombotik durum, arterosklerozis ve kalp krizine neden
olan faktorlerin meydana gelmesinde etkili olabilmektedir (25). Diger yandan intestinal
disbiyozis neticesinde obezite, diyabet ve metabolik sendrom gibi kronik yangisal
bozukluklar daha siddetli bir seyir gosterebilir. Cesitli probiyotik takviyeleri intestinal
mikrobiyotay1 diizenlemeye yardimc1 olarak metabolik sendromun olumsuz sonuglarinin
Ontine gegebilir (96). Bu ¢alismada fruktoz ile metabolik sendrom indiiklenen siganlarda
kalpte meydana gelen olumsuzluklara karsi L. plantarum’un molekiiler diizeyde

diizenleyici bir etki sergiledigini gosterdik.

Daha once gerceklestirilen deneysel ¢alismalar fruktoz uygulamasinin deneysel
metabolik sendrom modeli olusturmak i¢in uygun bir yontem oldugunu gostermistir.
Korkmaz ve ark. bizim galismamizla uyumlu olarak 15 hafta boyunca %20’lik fruktoz
¢ozeltisi kullanarak metabolik sendrom modeli olusturduklarini fruktoz grubunda kontrol
grubuna gore plazma glukoz, insiilin, trigliserit, VLDL, MDA (malondialdehit) ve
kreatinin degerlerindeki anlamli artis ile gostermislerdir. Kumar ve ark. siganlarda
fruktoz ile indiiklenen metabolik sendrom sonucunda deney sonu beden agirliklarinin
degismedigini ve serum aglik glukoz, insiilin, VLDL ve trigliserit diizeylerinin ise kontrol
grubuna gore belirgin bir sekilde yiikseldigini bildirmislerdir. Yiiksek kolesterol koroner
kalp hastaliklarinin ana nedenlerinden biri olarak kabul edilmekte ve total kolesterol

seviyesinin dengede tutulmasi kalp hastaliklarinin 6niine gecilmesinde rol oynamaktadir

(116-118).

Probiyotikler ince bagirsaklardaki kolesterolii baglayabilme yetenekleri sayesinde
hipokolestrolemik bir etki gosterebilirler (119). Aminlari ve ark. (120) yiiksek kolesterol
verilen siganlara yapilan L. plantarum uygulamasmin VLDL seviyesini disiirdigiini
HDL seviyesini ise arttirdigini tespit etmislerdir. Arastirmacilar L. plantarum’un bu
etkisini kolesterol diislirtici etki goOsterme yetenegine ve bagirsak epiteline
kolonizasyonlarinin kolay olmasina baglamiglardir. Réggami ve ark. serumdaki
antioksidan enzim diizeylerinin fruktoz ile indiiklenen metabolik sendrom nedeniyle

azaldigini, MDA seviyesinin ise belirgin bir sekilde arttigini ortaya koymuslardir (117).
36



Yangisal reaksiyonlar, kardiyovaskiiler hastaliklarin patogenezinde 6nemli bir rol
oynar. Metabolik sendromda CRP, IL-6 ve TNF-o gibi parametrelerin yiikseldigi
gosterilmistir (121). Yiiksek diizeyde fruktoz tiiketimi de NF-kB aracili yangisal
reaksiyonlari olusumunu tetiklemekle birlikte hem kalpte hem de serumda TNF-a, IL-
1B, IL-18 ve IL-6 gibi sitokinlerin diizeyini arttirabilmektedir (122). Bizim
sonuglarimizla uyumlu olarak Xie (123) tarafindan gergeklestirilen bir ¢aligmada yiiksek
fruktoz beslemesi yapilan farelerde kalpteki NF-kB, IL-1B ve TNF-a diizeylerinin
calismamizla benzer bigcimde kontrol grubuna gore belirgin bir sekilde arttigi
bildirilmistir.

Bagirsak mikrobiyotasinda meydana gelen disbiyozis obezite, diyabet ve
metabolik sendromun nedenlerinden biridir. Ciinkii bagirsak  disbiyozisinde
lipopolisakkarit seviyesi artmakta ve bu artis metabolik endotoksemi ile
sonu¢lanmaktadir. Metabolik endotoksemi ise NF-«kB ile birlikte IL-153, IL-6 ve TNF-a
gibi sitokinlerin salinimini arttirarak yangisal reaksiyonlari siddetlendirebilmektedir (96).
Probiyotik katkilar fruktoz ile indiiklenen metabolik sendrom sonucunda meydana gelen
kardiyak yangiy1 kalp-bagirsak aksisini kontrol ederek hafifletmede etkili olabilmektedir.
Daha once farkli Lactobacillus tiirlerinin yiiksek fruktoz uygulamasi yapilan deney
hayvanlarinda oksidatif stres, insiilin direnci ve yangisal durumu azalttig1 gosterilmistir
(122). L. plantarum NF-xB, IL-1pB, IL-6 ve TNF-a seviyelerini azaltarak, IL-10 gibi
sitokinlerin ise salinimlarini arttirarak bagirsaklarda lipolisakkarit ile indiiklenen yangiy1
onleyebilmektedir (97). Mukozal, hiimoral ve hiicresel bagisiklik tepkilerini onemli
Olclide uyardig: ve irritabl bagirsak sendromu semptomlarina karsi korudugu ve bununla
birlikte NF-xB gibi sitokinlerin iiretimini ve aterosklerotik plak yangisini ise baskiladigi
gosterilmistir (124-126).

Calismamizdan elde ettigimiz sonuglar serum, karaciger (127) ve bagirsak (128)
gibi farkli dokular tizerinde duran galismalarla benzer bigimde, L. plantarum’un friiktozla
indiiklenmis metabolik sendromda kalp dokusundaki NF-kB ve TNF-o seviyelerini

azaltmaya yardimci oldugunu ortaya koymustur.

Vaskiiler tonusun diizenlenmesinde Onemli bir rol oyan eNOS’un asagi
regiilasyonu, metabolik sendrom ve diyabet dahil olmak iizere bir¢ok vaskiiler bozuklukta
meydana gelmektedir (129). Tam aksine yangisal belirteglerden biri olan iNOS ise
fruktoz ile indiiklenen metabolik sendrom sirasinda yiikselebilmektedir (130).

Caligmamizda fruktoz uygulamasi ile kalp dokusundaki eNOS seviyesi azalirken, iNOS
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seviyesi ise muhtemelen artan yangisal faktorlere bagli (TNF-o ve NF-kB) olarak kontrol
grubuna gore goreceli bir artis sergilemistir (131). L. plantarum uygulamasi TNF-a ve
NF-xB seviyesinin azalmasini saglayarak eNOS seviyesinin artmasini, iNOS seviyesinin
ise azalmasini saglamis olabilir. Ayrica L. plantarum takviyesi sonucunda metabolik
sendrom kaynakli azalan eNOS ekspresyonun ve/veya aktivitesin ve yine bu durum ile
iligkili iNOS ekspresyonunun yukari regiilasyonun iyilesme gostermis olmasi

muhtemeldir.

Metabolik sendrom olusturulan deney hayvanlarinda Akt kinaz aktivitesi ve eNOS
fosforilasyonunun azalmasi kardiyovaskiiler bozukluklara yol agan insiilin direncinin
sekillenmesine neden olabilmektedir (132). Farelerde yiiksek yagli ve yiiksek fruktozlu
diyet ile indiiklenen metabolik sendrom sonrasinda meydana gelen insiilin direncinin,
esas olarak IRS-1/PI3K/Akt sinyal yolunun sekteye ugramasindan kaynaklandigi
bildirilmistir (133). Akt eNOS fosforilasyonunda énemli rol oynamaktadir. Dolayisiyla
IRS-1/PI3K/Akt yolaginin bozulmasi vaskiiler endoteldeki eNOS aktivitesini énemli
Olglide azaltabilmektedir (134). Oral L. plantarum uygulamalari, pankreasin beta
hiicrelerini koruma, insiilin duyarliligmi arttirma ve serumdaki insiilin ve leptin
seviyelerinin dengeli hale gelmesini saglamada etkili olabilmektedir (135).
Calismamizdan elde ettigimiz sonuglar metabolik sendrom olusturulan siganlarda IRS-1
ve Akt proteini seviyelerinin literatlir ile uyumlu olarak azaldiini ortaya koymustur
(133). Bu siganlara yapilan L. plantarum katkisi muhtemelen kalpte IRS-1/Akt/eNOS
yolagint diizenleyici etkisine bagli olarak bu proteinlerin seviyelerinin artmasini
saglamistir (136). Ayrica L. plantarum uygulamasi ile azalan serum insiilin seviyesi bu
probiyotik bakterinin insiilin direncini azaltici etkisi olabilecegini desteklemektedir.
Fruktozla indiiklenmis metabolik sendromda L. plantarum’un uygulamasimin deney
hayvanlarimin genel karakteristikleri {lizerine olan etkisi, laboratuvarimizda yapilan

caligmalar ile gosterilmistir (116, 136).

Rapamisin protein  kompleksinin memeli hedefinin (MTOR) metabolik
hastaliklarinda onemli bir rol oynadigi ve bu yolagin inhibisyonunun hayvan
modellerinde yasam siiresini uzatabilecegi bildirilmigtir (137). Yiiksek fruktoz
uygulamalar karacierde mTOR yolaginin aktivasyonunun artmasina ve buna baglh
olarak hepatik insiilin direnci ve yangisal reaksiyonlarin tetiklenmesine neden
olabilmektedir (138). Diger yandan Akt, mTOR’un fosforilasyonunu saglamaktadir.

Sicanlarda diyet ile indiiklenen obezite sonrasinda kalpte insiilin sinyal yolagindaki
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Akt/mTOR yolaginin aktivasyonu azalmaktadir (139). Ancak mTOR aktivasyonunun ya
da inhibisyonun farkli patolojik durumlarda ayni degisimi gosterip gostermedigi
belirsizdir (140). Fruktoz ile indiiklenen metabolik sendrom sonrasinda L. plantarum
uygulanmasi1 muhtemelen kalpte insiiline bagli olarak IRS-1/Akt/mTOR yolagini
diizenlemis ve mTOR aktivasyonunu arttirmistir (141). Calismamizda L. plantarum
uygulanmasi sonrasi artan IRS-1, Akt seviyesi ve insiilin duyarliliginin sonucunda bu
sinyal yolagi ile iliskili olarak mTOR seviyesi yiikselmistir. Bu durum kardiyovaskiiler

fonksiyonlarin iyilestirilmesi i¢in umut vaat edebilir.

Sirtuinler  (SIRT-1-7) enerji metabolizmasinin  diizenlenmesinde  gorev
almaktadirlar. SIRT-1 kalp dokusu dahil olmak iizere bircok dokuda NF-«B aracili
yangisal durumun 6nlenmesinde etkili olabilmektedir. Obezite, metabolik sendrom ve
diyabetik durumlarda meydana gelen insiilin direnci ve TNF-0, IL-6 ve iNOS

seviyelerinin artmasi sonrasinda SIRT-1 aktivasyonu azalabilmektedir (142).

Deneysel caligsmalar siganlarda kisa ya da uzun siireli fruktoz uygulamalarinin
karaciger ve kalpteki SIRT-1 proteinin ekspresyonunu azalttigini bildirmislerdir (143,
144). Bizim ¢aligmamizda kalp dokusunda L. plantarum uygulamasi ile artan SIRT-1
diizeyi metabolik sendrom modelinde kullanilan L. plantarum ile Akt diizeyindeki
iyilesme sonucu, sitoprotektif faktorlerin uyariminin artmasi ve L. plantarum’un yangi
onleyici etkilerine bagli olarak kalpteki SIRT-1 proteini seviyesini arttirmis olabilir (127,
128).
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6. SONUC VE ONERILER

Elde edilen veriler si¢anlarda fruktoz ile indiiklenen metabolik sendrom modeline
karst uygulanan L. plantarum’un (ATCC: 14917) kalpte meydana gelen yangiyi
engelleyebilecegini, IRS-1/Akt/eNOS yolagi aracilifiyla insiilin duyarliliginin
arttirilmasina katki saglayabileceini ve kalpteki SIRT-1 seviyesini arttirarak metabolik
sendrom kaynakli olusabilecek kardiyovaskiiler bozukluklarin Oniine gecebilecegini
gostermistir. Ancak bu bulgularin desteklenmesi adina klinik diizeyde calismalarin
gerceklestirilmesi ve L. plantarum’un farkli suslarinin etkilerinin agikliga kavusturulmasi

gerekmektedir.
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