T.C.
MUS ALPARSLAN UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

KAFETERYA DIYETI VE SCD PROBiYOTIK TAKVIYESININ SICAN
KARACIGERI GLUTATYON SiSTEM ENZIMLERi VE METABOLITLERI
UZERINE ETKIiSININ ARASTIRILMASI
Nurdan ABA
YUKSEK LISANS TEZi

Biyoloji Ana Bilim Dah

Agustos-2023
MUS
Her Hakki Sakhidir



T.C.
MUS ALPARSLAN UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

KAFETERYA DIYETI VE SCD PROBiYOTIiK TAKVIYESININ SICAN
KARACIGERI GLUTATYON SiSTEM ENZIMLERi VE METABOLITLERI
UZERINE ETKIiSININ ARASTIRILMASI
Nurdan ABA
YUKSEK LISANS TEZi
Biyoloji Ana Bilim Dah

Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Enver Fehim KOCPINAR
Ikinci damsman: Dr. Ogr. Uyesi Taha CEYLANI

Agustos-2023
MUS
Her Hakki Sakhidir



TEZ KABUL ve ONAYI

Nurdan ABA tarafindan hazirlanan “Kafeterya Diyeti ve SCD Probiyotik
Takviyesinin Sican Karacigeri Glutatyon Sistem Enzimleri ve Metabolitleri
Uzerine Etkisinin Arastirllmas1” adl yiiksek lisans tez calismas1 12/07/2023 tarihinde
asagidaki jiiri tarafindan oy birligi ile Mus Alparslan Universitesi Fen Bilimleri
Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dali’nda YUKSEK LiISANS TEZI olarak kabul edilmistir.

Juri Uyeleri Imza

Baskan ieeereeeseeetisnens
Dog. Dr. Hamid CEYLAN

Atatirk Universitesi,

Fen Fakdltesi,

Molekdiler Biyoloji ve Genetik Boltimi

U W A e s A................
Dog. Dr. Uyesi Ahmet SAVCI

Mus Alparslan Universitesi,

Fen Edebiyat Fakultesi,

Molekdiler Biyoloji ve Genetik Bolumi

Uye e
Dr. Ogr. Uyesi Fuat YETISSIN

Mus Alparslan Universitesi,

Teknik Bilimler Meslek Yiiksekokulu

Bitkisel ve Hayvansal Uretim Bolumii

U
Dr. Ogr. Uyesi Necattin Cihat ICYER

Mus Alparslan Universitesi,

Mihendislik-Mimarlik Fakiiltesi

Gida Miihendisligi Bolimii

Damsman  iieeeeeeesecesnens
Dr. Ogr. Uyesi Enver Fehim KOCPINAR

Mus Alparslan Universitesi,

Saglik Hizmetleri Meslek Yuksekokulu,

T1ibbi Hizmetler ve Teknikler Boliimii

Yukaridaki sonug;
Enstiti  Yonetim Kurulu / / tarih ve / nolu karar1 ile
onaylanmustir.

Dog. Dr. Sedat BOZARI
FBE Mudur

Bu tez calismasinda kullanilan karaciger dokular1 Bing6l Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylanan 29.06.2021
tarihli ve 03/01 karar sayilietik kurul raporu kapsaminda kullanilmistir. Dr.
Ogr. Uyesi Taha CEYLANI bu tez ¢calismasinin ikinci danigsmanidir.



TEZ BILDIiRIiMi

Bu tezdeki bitln bilgilerin etik davranis ve akademik kurallar ¢ercevesinde elde
edildigini ve tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu ¢aliymada bana ait

olmayan her tirli ifade ve bilginin kaynagina eksiksiz atif yapildigin1 bildiririm.

DECLARATION PAGE

I hereby declare that all information in this document has been obtained and
presented in accordance with academic rules and ethical conduct. | also declare that, as
required by these rules and conduct, | have fully cited and referenced all material and

results that are not original to this work.

Nurdan ABA
Tarih: 12/07/2023



OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

KAFETERYA DIYETI VE SCD PROBiIYOTIK TAKVIYESININ SICAN
KARACIGERi GLUTATYON SiSTEM ENZIMLERi VE METABOLITLERI
UZERINE ETKIiSININ ARASTIRILMASI

Nurdan ABA

Mus Alparslan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlsu
Biyoloji Anabilim Dalh

Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Enver Fehim KOCPINAR
ikinci damsman: Dr. Ogr. Uyesi Taha CEYLANI

Kilo artisi, diinyada hizla yayilan ve obezite, diyabet ve kanserinde dahil oldugu pek ¢ok
hastaligin primer patolojisini igeren 6nemli bir durumdur. Obezitenin primer olgularini igeren kilo
artisinin metabolik seviyede neden oldugu degisimleri aydinlatmak bilyiik éneme sahiptir. Probiyotikler
bagirsak diizenlemesi amaciyla recete edilen en yaygin tedavi seklidirler ve probiyotiklerin bagisiklik
sisteminin giiclenmesini de kapsayan bilinen yararh etkileri cogunlukla igerdikleri veya iirettikleri ikincil
metabolitlere dayandirilir. Yanlis beslenme kilo artiginin en 6nemli nedenlerinden biridir. Giiniimiizde
titketilen islenmis, kizarmis ve fastfood olarak bilinen besinleri i¢ine alan beslenme seklinin kilo artist ve
obezitenin en biiyiik nedenleri arasinda gosterilir. Kafeterya diyeti (CAF) olarak bilinen beslenme tiiri
deney hayvanlarina uygulanan hizli kilo artisi ve obezitenin tetiklenmesine neden olan bati diyet
kiiltiirtiniin iyi bir modelidir. Obezite, kanserinde dahil oldugu birtakim hastaliklar aracili olarak
antioksidanlar ile iligkilidir. Dolayisiyla kafeterya diyetinin metabolizma {izerindeki etkilerinin
aydinlatilmasi1 6nemlidir. Antioksidanlar hiicresel reaktif oksijen tiirlerini (ROS) diizenleyerek hiicresel
redoks dengesinin saglikli sekilde diizenlenmesinde etkilidirler. Glutatyon déngusu, glutatyon peroksidaz
(GPx) ve glutatyon rediiktaz (GR) antioksidan enzimlerini, redikte glutatyon (GSH) ve okside glutatyon
(GSSG) metabolitlerini icerenredoks dengesinin dizenlenmesi icin elzemdir. Bu iki metabolit, enzimlerin
aktivitesi ile siirekli olarak birbirine dontisiir. Bu sayede kurulan redoks dengesi sayesinde hem sinyal
iletim mekanizmalar1 ilerler hem de hiicre saglig1 oksidasyon kaynakli hastaliklara karsi korunur. Ayrica
Glutatyon S-transferaz enzimi GSH’1 kullanarak zenobiyotiklerin giderilmesi ve radikal diizenlenmesinde
etkili oldugundan glutatyon dongiisiinii dogrudan etkileyen 6nemli enzimlerden biridir. Bu ¢aligmada
kontrol ve deney gruplar1 Wistar sican karacigerlerinde glutatyon sistemi enzim ve metabolitlerinin nasil
diizenlendigi arastirildi. Bu amacla normal kemirgen diyetine ek olarak kafeterya diyeti ile beslenen sigan
karaciger dokularinda, kemirgen diyeti ve kafeterya diyetine ek olarak ticari ismi SCD Probiotics olan 11
farkli probiyotik bakteri icerigine sahip besin takviyesi verilen si¢an karaciger dokularinda ve son olarak
kemirgen diyetine ek olarak SCD Probiotics takviye gida ile beslenen sigan karaciger dokularinda
glutayon sisteminin qPCR ile mRNA seviyesinde ve kinetik enzim aktivite olgtimleri ile protein
seviyesindenasil diizenlendigi arastirildi. Sonug¢ olarak hem gen seviyesinde hem de protein seviyesinde
kafeterya diyetinin glutatyon metabolizmasi iizerinde 6nemli olumsuz etkilerinin oldugu ancak SCD
Probiotics takviyesi ile glutatyon metabolizmasinin biiyiik oranda yeniden diizenlenebildigi tespit edildi.

2023, 79 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Enzim aktivitesi, Glutatyon sistemi, Kafeterya diyeti, MRNA
ekspresyonu, SCD Probiotics



ABSTRACT

MS THESIS

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF CAFETERIA DIET AND SCD
PROBIOTICS SUPPLEMENTATION ON RAT LIVER GLUTATHIONE
SYSTEM ENZYMES AND METABOLITES
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Weight gain is an important condition spreading rapidly in the world and includes the primary
pathologies of many diseases including obesity, diabetes, and cancer.In addition, weight gain includes the
primary phenomena of obesity, and illumination of these phenomena at the metabolic level is of great
importance.Probiotics are the most common form of treatment prescribed for the health of the
gastrointestinal tract and their beneficial effects, such as boosting the immune system, are attributed to the
secondary metabolites they contain or produce.Malnutrition is one of the most important causes of weight
gain.The diet that includes processed, fried, and fast foods consumed today is among the biggest causes
of weight gain and obesity.The type of diet known as the cafeteria diet (CAF) is a good model of the
western diet culture, which causes rapid weight gain and obesity in experimental animals. Obesity is
associated with antioxidants through several diseases, including cancer. Therefore, it is important to
clarify the effects of the cafeteria diet on metabolism. Antioxidants regulate cellular reactive oxygen
species (ROS) and ensure a healthy redox balance in the cell. The glutathione cycle is under the influence
of glutathione peroxidase (GPx), glutathione reductase (GR), and Glutathione S-transferase antioxidant
enzymes, and the metabolites reduced glutathione (GSH) and oxidized glutathione (GSSG). The health of
this cycle is essential for the regulation of the redox balance in a cell. These two metabolites are
constantly converted into each other by the activity of enzymes. Thanks to the redox balance established
by this way, signal transduction mechanisms progress correctly and thus cell health is protected against
oxidation-induced diseases. Glutathione S-transferase enzyme is one of the important enzymes that
directly affects the glutathione cycle using the GSH to remove the xenobiotics and radical regulation. In
this study, a group of Wistar rats were fed with normal rodent diet and cafeteria diet. The other group was
fed with cafeteria diet and SCD Probiotics supplement. One of the groups was fed normal rodent diet and
SCD Probioticssuplement. In conclusion, how the glutathione system enzymes and metabolites were
regulated at the mMRNA level by gPCR and at the protein level by kinetic enzyme activity measurements
were investigated.As a result, it was determined that cafeteria diet has significant negative effects on
glutathione metabolism at both gene level and protein level, but these effects can be reversed at
acceptable rates with SCD Probiotics supplementation.

2023, 79 Pages

Keywords: Antioxidant, Cafeteria diet, Enzyme activity, Glutathione system, mRNA
expression, SCD Probiotics
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Simgeler

O :Superoksit

O21] :Singlet (tekil) oksijen

02> :Peroksit

OH" :Hidroksil radikali

H202 :Hidrojen peroksit

HOCI :Hipokloroz Asit

-SH ‘Reaktif Stlfidril

RCOO :Organik peroksit radikali

RO :Alkoksil radikali

ROOH :Organik peroksitler
Kisaltmalar

AA :Askorbik asit

BHA :Biitillenmis Hindroksianisol
BHT :Biitillenmis Hidroksitoluen
BSA :Bovin Serum Albumin

CAT ‘Katalaz

CFU :Koloni olusturan Unite

EDTA :Etilendiamin Tetraasetik Asit
FAD :Flavin Adenin Dintkleotit
GIS :Gastrointestinal Sistem

GPx :Glutatyon peroksidaz enzimi
Gpx :Glutatyon peroksidaz geni

GR :Glutatyon rediiktaz enzimi

Gr :Glutatyon rediiktaz geni

GSH ‘Redukte glutatyon

GSSG :Okside glutatyon

GST :Glutatyon S-transferaz enzimi
Gst ‘Glutatyon S-transferaz geni
MDA :Malondialdehit

MPO :Miyeloperoksidaz

NADPH :Nikotinamid Adenin Dintkleotid Fosfat
NCBI :National Center for Biotechnology Information
PLGSH-Px :Fosfolipid Hidroperoksit Glutatyon Peroksidaz
ROS :Reaktif Oksijen Turleri

SCD Probiotics :11 farkli bakteri susu igeren besin (Ticari isim)
SOD :Slperoksit Dismutaz

TBHQ :Tersiyer butil hidrokinon

TBA :Tiyobarbutirik asit

uv :Ultraviyole

HDL 'Y lksek yogunluklu lipoprotein
LDL :Diisiik yogunluklu lipoprotein
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1. GIRIS

Metabolizmamiz giinlik yasantimizi ve canliligimizi siirdiirmek igin elzem ve
belirli bir diizenle koordine olmus reaksiyonlar biitiinlidiir. Metabolizma siirecine dahil
olan enerji iiretim reaksiyonlar1 oksijeni kullanir ve kullanilan oksijen molekiiliiniin
indirgenmesi sirasinda Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve yiiksek reaktiviteye sahip
serbest radikal olarak bilinen bir takim kimyasal tlirler meydana gelebilir. Olusan bu
kimyasal tiirler hiicreye ve dolayisiyla organizmaya zarar verme potansiyeline sahiptir
(Karabulut ve Gilay, 2016b).

Serbest radikallerin viicutta artis1 ¢esitli hastaliklarin olusum siirecine etki eder.
Antioksidanlar ROS konsantrasyonunu belirli diizeyde tutmaya yardimci basit veya
kompleks  molekiillerdir.  Saglikli  organizmalarda antioksidan molekiillerin
konsantrasyonu ROS’u kontrol altinda tutabilecek seviyelerdedir. Hiicresel serbest
radikaller reaktivitesine bagli olarak antioksidanlar tarafindan tamamen ortadan
kaldirilarak Onlenebilir veya sinyal iletim mekanizmalar1 acisindan elzem olabilecek
serbest radikallerin konsantrasyonlari antioksidanlar ve antioksidan sistemler tarafindan
duzenlenebilir. Glutatyon peroksidaz (GPx), Glutatyon rediiktaz (GR) ve Glutatyon S-
transferaz (GST) enzimlerinden miitesekkil olan glutatyon sistemi bu mekanizmanin en
iyi orneklerinden biridir. Vicutta bulunan mevcut antioksidan molekuller ve beslenme
ile disaridan alinabilen antioksidanlar, antioksidan savunma mekanizmasina katki
saglar. Yapilan ¢aligmalar sonucunda probiyotiklerin dogal antioksidan olduklar1 ve
antioksidan sistemi destekledikleri belirtilmistir. Probiyotikler disaridan alinan en
onemli besinler arasinda gosterilir ve antioksidan etkileri ile viicutta olusabilecek

oksidasyon reaksiyonlarini diizenledikleri bilinir (Baser, 2002a).

1.1. Kafeterya (CAF) Diyeti

CAF diyeti genellikle yag ve karbonhidrat oran1 %40’ Uzerinde, protein degeri
%20’nin altinda, posa olarak bilinen lif ve mikro besin degeri agisindan fakir ve az
miktarda vitamin ve mineral iceren beslenme tipi olarak bilinir (Rosenheck, 2008;
Scoaris ve ark., 2010; Buytkdere, 2018). CAF diyeti yiiksek sekerli veya yiiksek yagh
ya da her ikisini bir arada bulunduran "Bati diyeti" olarak nitelendirilen yiksek kalorili
besinlerden olusur. Bu besinler oldukca lezzetli, enerji yogunlugu yiliksek ve
sindirilmesi kolay {riinlerdir. Kiiresellesen diinyada tliketimi hizla artis gosteren

sagliksi1z bu diyet tipi asir1 islenmis, paket gida seklinde tiiketilen atigtirmalik tiirleride



kapsar. Cips, cikolata, salam, biskiivi, sekerlemeler, marshmallow vb. {irlinler 6rnek
olarak verilebilir (Rothwell ve Stock, 1982; Pini ve ark., 2017; Leigh ve ark., 2019).

Arastirmalara gore CAF diyeti ile beslenen kemirgenlerin; daha yiiksek enerjili
olduklari, besin alimlarinin yiiksek oldugu, yiiksek oranda obez olduklari, glikoz,
insiilin degerlerinde degisim meydana geldigi belirtilmistir (Ozgaliskan Ilkay ve
Ozcaliskan llkay, 2020).

1970'lerde Obezite ile ilgili arastirmalar yapan bilim insanlar1 CAF diyetini
kullanarak deneysel model olusturmaya baglamiglardir (Sclafani ve Springer, 1976).
Abur cubur tarzi sagliksiz besinlerden olusan CAF diyeti insanlarda obezitenin
olusumunda merkezi bir rol oynamaktadir (Rogers ve Blundell, 1984). Kemirgenlerde
obeziteyi tetikleme iizerine yapilan c¢alismalara gore CAF diyeti obezitenin
tetiklenmesinde en etkili uygulamalardan biridir (Reuter, 2007). Obezite, tiketicinin
besin alimi ile organizmada meydana gelen enerjinin, harcanan enerjiden yiiksek olmasi
sonucu viicuttaki yag kitlelerinin, mevcut yagsiz kitlelere oranla daha fazla miktarda
bulunmasi ile olusum gosteren kronik bir hastalik tiiriidiir. Kiiresellesen diinyada asir1
kilolu ve obez bireylerin sayis1 ciddi bir artis géstermekte ve obezite kronik bir hastalik
haline doniismektedir (Altunkaynak ve Ozbek, 2006).

Kontrollii sartlar altinda CAF diyeti ile beslenen kemirgenlerde fiziksel
davraniglar, metabolik ve molekiiler aktiviteler arastirmacilar tarafindan incelenmis ve
onemli ilerlemeler kaydedilmistir. CAF diyeti deney hayvanlarinda genellikle kontrol
yemi ile birlikte kullanilir ve CAF diyeti i¢in ultra islenmis gidalar tercih edilmistir
(Warden ve Fisler, 2008). Arastirmacilarin ¢alismalar1 sonucunda elde edilen verilere
gore sicanlarin CAF diyetini, standart diyetlere oranla daha fazla tercih ettikleri
belirtilmistir (Cook ve ark., 2017).

CAF diyetinin kullanildig1 obezite ¢calismalarinda kullanilan besinlerin seker ve
yag miktarinca zengin yiiksek kalorili, olmasinin disinda hedonik 6zellik gosteren
iriinlerden segilmesine oOzen gosterilir. Segilen {riinler bati diyeti tarzinda
atistirmaliklar olup hiperfajiyi tetikler (Leigh ve ark., 2019; Karakas ve Saka, 2021).
CAF diyetinin agir1 tiikketimi beyinde hem duygusal bolimii hem 6diil bolgesini uyarir
boylece beynin yiyecek alma bdlgesine de uyari iletilir ve yeme isteginde artis meydana
gelir (Leigh ve Morris, 2018).

CAF diyeti insanlarda oldugu gibi kemirgenlerde de hiperfajiyi arttirmaktadir.

Hiperfajinin yiikselmesi viicuttaki yag oraninin artmasiyla asir1 kilo artigina, glikoz ve



insiilin intoleransina sebebiyet verir (Reuter, 2007; Sampey ve ark., 2011; Mucellini ve
ark., 2014; Hall ve ark., 2019). CAF diyeti ile beslenen deney hayvanlarinda yasl ve
geng siganlarin genelinde yag ve enerji miktarinda artis gozlemlenmis ancak yash
sicanlarda gen¢ siganlara gore daha fazla kilo artist meydana geldigi belirtilmistir

(Rothwell ve Stock, 1982).

1.2. Reaktif Oksijen Turleri (ROS)

Molekiiler oksijen, yasantisini aerobik kosullarda gerceklestiren canlilar igin
elzem bir molekil olmakla birlikte tehdit potansiyeli tasiyabilmektedir (Kavas, 1994).
Canlilardaki toksik etkinin temel nedenlerinden birisi dis orbitallerinde eslesmemis
elektron bulunduran serbest oksijen radikalleridir (Poljsak ve ark., 2013). Serbest
radikallerin ve reaktif oksijen tiirlerinin olusumunda sadece hiicrede meydana gelen
metabolik olaylar degil ayn1 zamanda kullanilan ilaglar, atmosferin kirliligi, yiiksek
atmosfer basinci, ultraviyole (UV) 1sinlar1, sigara, uyusturucu etkiye sahip kimyasallar,
zirai ilaglar, alkol, asir1 fiziksel aktivite, zorlu is ve yasam standartlar1 gibi pek cok
cevresel faktorlerde etkilidir (Sen ve ark., 2010).

Toksik etki sebebi olan bu bilesenler serbest radikal ve reaktif oksijen turlerinin
hiicresel konsantrasyonlarinin artisina neden olur. Bu duruma oksidatif stres
denilmektedir. Oksidatif stres durumunu agiga ¢ikaracak bilesenlerin konsantrasyonlar1
ise agsagida verilen ¢esitli sonuglar1 dogurur (Akpoyraz ve Durak, 1995; Moldovan ve
Moldovan, 2004; Lopez-Alarcén ve Denicola, 2013).

e Nikleik asitlerde (DNA/RNA) tek ve ¢ift baglarda kirilmalar meydana getirebilir.

e Bazicermeyen bdlgelerin olusumuna neden olabilir.

e Lipitlerde; capraz baglanmalara, yag hicrelerinin ve kolesterol oksidasyonuna neden
olabilir.

e Organel ve hiicrelerde capraz baglanmalara sebebiyet verebilir.

e Proteinlerin ¢ift baglarina saldirarak mekanik yolaklarini bozabilir veya proteinlerde
capraz baglanmalar meydana getirebilir.

e Peptid baglarinin kopmasina neden olarak protein denatlirasyonuna ve dolayisiyla
fonksiyonel proteinler olarak bilinen enzimlerin inhibe olmasina neden olabilir.

e Polisakkaritlerin depolimerizasyonuna neden olabilir.

e Hucre morfolojisini bozarak iliskili baz1 mekanizmalarda degisimlere neden olabilir.



e DNA'da yikimlar meydana getirerek sinyal yolaklarini tahrip edebilir, mutasyon
olusturabilir veya cesitli kimyasal modifikasyonlar meydana getirebilir.
e Hucrelerin 6limiine sebep olur.

Hucresel konsantrasyonunun asir1 birikimi ile oksidatif strese neden olan reaktif
oksijen turlerine 6rnek olarak Sekil 1.1°de gosterilen Hidrojen peroksit (H,O,), Peroksit
(02%), Superoksit (O, ), Singlet (tekil) oksijen (& 1|), Organik peroksit radikali
(RCOO), Alkoksil radikali (RO), Hipoklor6z asit (HOCI) ve Hidroksil radikali (OH")
verilebilir (Kohen ve Nyska, 2002; Lobo ve ark., 2010).

Dioksijen Superoksit Peroksit Oksit
e” -~ e” 2- e~ 3- - e” 2=
0; = 0; —»0; — 0; —0—>0

l lH+ le+ le* lH+ le+
302 HO2> H20: H20 OH H20

Singlet oksijen  perhidroksil Hidrojen peroksit Hidroksil iyonu

Sekil 1.1 Oksijenin indirgenerek ROS olusturma mekanizmasi (Civelek, 2018)

Siperoksit dismutaz (SOD); ROS ve superoksit anyon radikallerine karsi ilk
savunma hattin1 olusturmaktadir. SOD enzimatik reaksiyon sonucunda O2’ni daha az
reaktif olan O, ylkseltgenmesi ve H,O,'e indirgenmesi tepkimelerini katalizlemektedir
(Luis ve ark., 2018). SOD'un tiim formlar1 O27ni dismutasyon tepkimelerini
katalizlemektedir (Buettner ve ark., 2006). SOD tarafindan olusturulan H,O;'in
detoksifikasyonu CAT enzimi ile gergeklestirerek H,O ve O,'e katalizleyen tetramerik
yapidaki enzimdir (Limon-Pacheco ve Gonsebatt, 2009). Katalaz (CAT) enzimi pek cok
enzime nazaran turnover sayisinin daha yiiksek oldugu bilinir. Bu sayede CAT enzimi
saniyede milyonlarca H,O;'i parcalayabilmektedir (Radi ve ark., 1991; Ighodaro ve
Akinloye, 2018).

Organizmalarda ROS olusumu endojen ve eksojen kaynaklar tarafindan
meydana gelir. Mitokondri, Peroksizomlar, Lipoksijenazlar, NADPH, Oksidazlar ve
Sitokrom-p450 endojen olarak ROS'larin iiretimine katkida bulunurken UV isinlar,
iyonize radyasyon, sigara, hava kirliligi ve inflamatuar sitokinler ise ekzojen olarak
ROS'larin iiretimine katkida bulunur (Karabulut ve Gilay, 2016b; Aslanko¢ ve ark.,
2019).



Serbest radikaller gen seviyesinde DNA ve RNA'da baz modifikasyonlarina ve
cesitli mutasyonlara neden olabildigi gibi biiyiik ¢apta zincir kirilmalarina da neden
olabilir. Ayrica niikleik asitler disinda, serbest radikaller hiicre membraninda lipid
peroksidasyonuna neden olarak membranin gegirgenligini arttirabilir ve biitlinliglini
bozabilir. Buna ek olarak proteinlerin peptid zincirlerini kirarak protein
denatiirasyonuna ve fonksiyonel proteinler olan enzimlerin aktivitelerinin azalmasina da
yol acabilir (Akpoyraz ve Durak, 1995).

Pek c¢ok makromolekiiliin hasarlanmasina yol agcan ROS’un pek ¢ok kronik
hastaligin olusumunda etkili olabildigi gibi, kanser ve down sendromu gibi biiyiik
oranda genetik faktorlere dayali olan hastaliklar, Alzheimer ve Parkinson gibi
norodejeneratif hastaliklar, aterosklerozu da kapsayan kardiyovaskiiler hastaliklar ve
astim, alerjik rinit gibi bircok inflamatuar hastaliklarin patofizyolojisinde rol aldig: veya
bu hastaliklar ile iliskili oldugu bilinmektedir (Meagher ve Rader, 2001; Gandhi ve
Abramov, 2012; Pisoschi ve Pop, 2015).

1.2.1. Hidrojen peroksit (H203)

H,0,, 0,.”in dismutasyonu sonucu olusmaktadir (Sekill 1.2). H,0,, (O2.)'in
yoriingesindeki elektronlardan birini almas1 veya O;'nin yoringesindeki elektronlardan
ikisini almasi ile meydana gelen peroksit molekiiliiniin iki proton ile birlesmesi

sonucunda meydana gelmektedir (Kohen ve Nyska, 2002).

O, +e +2H">H.0,
O, +2e +2H"—>H).0,

Sekil 1.2 Hidrojen peroksit olusumu

H,0, kendi basina serbest bir radikal olmamasina karsin serbest radikal

biyosentezinde énemli bir role sahiptir (Kohen ve Nyska, 2002).

1.2.2. Superoksit radikali (O2)

Biyolojik sistemlerin énemli radikallerinden birisi olan O,". molekdler oksijene
bir elektron transferi sonrasinda olusan bir kimyasal tiirdiir. O,". oksijenli solunum

sirasinda oksijenin indirgenme yolagmin ilk adiminda meydana gelen ve pek ¢ok



molekiile hasar verme potansiyeline sahip bir radikal olsa da belirli miktar1 diger

R

O

S

| 202" + 2H+ — H202+ O2

a Sekil 1.3 Stiperoksit radikalinin hidrojen peroksite déniisiimii

Duman, kontrolsiiz ila¢ kullanim1 ve stres gibi ¢esitli ekzojen faktorlerin etkileri
gonucu metabolik reaksiyonlar aracili olarak meydana gelebilir. Pentoz fosfat yolu,
ETS, ksenobiyotikler, fagasitik molekiillerin g¢esitli aktiviteleri ve g¢esitli biyokimyasal
pikimlar gibi bazi endojen faktorler aracili olarak olusum gosterebilir (Ghosh ve Myers,
1998).

%.2.3. Hidroksil radikali (OH")

i OH" yiliksek reaktivitesi ile ROS molekiillerinin en aktif olanidir. Dis
yoringesinde eslesmemis elektron bulunan OH", elektron alma ilgisi sayesinde pek ¢ok
molekiil ile reaksiyon verebilir (Sekil 1.4). Bu etkisi sebebiylelipit peroksidasyonuna
peden olabilir (Weitberg, 1990; Kog ve ark., 2007).

S

e

I HQO — OH + H'+ e- — H202
Fe*?+ H,0,— Fe™ + -OH + OH"

h Sekil 1.4 Hidroksil radikali olusumu

0

2.4, Singlet oksijen (O21))

€
0,1/, molekiiler oksijenin yiiksek enerjili bir formudur ve dogada O, halinde

bulunan molekiiler oksijene enerji aktarilmasi sonucu eslesmeyen elektronlarindan bir
S
tanesinin baska bir orbitale kendi spininin tersi yoniinde yerlesmesi sonucu meydana
gelmektedir. O,1]’in ortaklanmamis elektronu bulunmaz. Bu nedenle radikal sinifina
a

alimmayan ancak mutajenik bir ROS tiiriidiir (Barber ve Harris, 1994).
z



1.3. Antioksidan ve Organizma

Yukseltgenme onleyici olarak da bilinen antioksidanlar genel anlamda
oksidasyon reaksiyonlarini elimine edebilen molekuller olarak bilinir (Karabulut ve
Gllay, 2016a). Antioksidanlarin yaglarin oksidasyonunu yavaslattiklar1 ve reaktivitesi
yiksek radikallerin olusumlarinin oniine gectigi bilinir (Yildiz ve Turan, 2021). Bu
kapsamda protein ve lipid molekiilleri bakimindan zengin ve bunlarin yap: ve
organizasyon bakimindan koordineli sekilde ¢alisarak organizmayi olusturduklar1 g6z
online alimacak olursa organizma agisindan biiylik dneme sahip oldugu agik sekilde
anlasilir. Bununla ilgili olarak antioksidanlarin hasar verme potansiyeline sahip olan
serbest radikaller gibi molekiillere elektron aktarma veya onlarla bag kurma vasitasiyla
potansiyel hasarin dniine gectikleri ve boylece hem hiicre yikimi1 hem de kanserlesme
surecini engelledikleri bilinir (Kogpinar, 2015).

Antioksidan kavrami genellikle ROS veya serbest radikal kavramlari ile birlikte
anilirlar. Organizmalarda serbest radikal iiretimi dogal bir siire¢ olarak devam eder. Bu
molekiiller belirli konsantrasyonun iizerine ¢iktiginda saglikli hiicrelere ¢esitli hasarlar
verebilir. Antioksidanlar, organizmada serbest radikalleri dizenleyerek hasara neden
olabilecek reaksiyon olusumlarini engellerler ve boylece olusabilecek muhtemel zararin
oniline gegmis olurlar. Ortamdaki aktif oksijen tirlerinin kontrolsiiz olusumunu baskilar
veya yogunlugunu azaltir. Katalitik metal iyonlarini uzaklastirir. ROS'lar1 ortamdan
uzaklastirir ya da etkilerini azaltir (Gutteridge, 1995; Dlndar ve ark., 1999).

Cizelge 1.1°de goriildiigii gibi endojen antioksidanlar ve ekzojen antioksidanlar

olarak antioksidanlar iki gruba ayrilir (Akkus, 1995; Sen ve ark., 2010).

Cizelge 1.1 Antioksidanlarin siniflandirilmasi

ENDOJEN OLARAK URETILEN EKZOJEN OLARAK ALINABILEN
ANTIOKSIDANLAR ANTIOKSIDANLAR
Enzimatik Antioksidanlar Vitamin Ekzojen Antioksidanlar

Siiperoksit dismutaz (SOD), Katalaz (CAT), | Askorbik asit (C vitamini), a-tokoferol (E
Glutatyon  Peroksidaz  (GPx), Glutatyon-S- | vitamini), -Karoten (A vitamini), Folik asit (B9
Transferaz (GST), Glutatyon Rediktaz (GR), | vitamini)

Sitokrom oksidaz

Nonenzimatik Antioksidanlar Ila¢ Olarak Kullamlan Ekzojen Antioksidanlar

Glutatyon, Urik asit, Karotenoidler, Retinol, | Sitokinler, Trolox-C, Demir selatorleri, Alblimin,
Glikoz, Ubikinon, Bilirubin, Melatonin, | Mannitol

Seruloplazmin, Transferrin, Ferritin, Albimin,
Haptoglobilinler, Laktoferrin




Viicutta dogal olarak olusum gosterebilen antioksidanlara CAT, GPx, GR, SOD
ornek verilebilir. Bunlar DNA aracili olarak kodlanan fonksiyonel enzimlerdir. Viicutta
bulunan antioksidan etkili kiicik molekdllere askorbik asit, glutatyon, urik asit, metal
baglayicilar 6rnek olarak verilebilir. Bunlar ise ya dogrudan ya da bir enzim aracilig: ile
ROS dizenleyici olarak gorev alabilirler.

Antioksidanlar hiicrede dogal sekilde olusabilmelerinin yani sira disaridan
besinler ile de alinabilmektedirler (Lobo ve ark., 2010). Disaridan alinan antioksidanlar
dogal olanlar ve sentetik olanlar olmak iizere simiflandirilabilir. Besin kaynag1 olarak
kullanilan sentetik antioksidanlara Biitillenmis Hikroksianisol (BHA), Biitillenmis
Hidroksitoluen (BHT), Tersiyer btil hidrokinon (TBHQ), Propilgallat, Kuersetin 6rnek
olarak verilebilir.

1940’11 yillarda sentetik olarak bilinen BHA ve gallik asit esterlerinin
oksidasyonu Onlediklerinin anlasilmasiyla gida katki maddesi olarak kullanilmaya
baslanmistir (Yavaser, 2011). Antioksidan molekdller pek ¢ok mikroorganizmada, pek
cok bitki ve turevlerinde mevcuttur (Kullisaar ve ark., 2002; Diken, 2009; Ayvaz,
2021). Bitkiler, serbest radikallerin meydana getirebilecekleri oksidatif hasara karsi
savunmada zengin antioksidan molekiiller iceren kaynaklaridir. Diyetle bitkisel
kaynaklardan aldigimiz antioksidanlara fitokimyasal antioksidanlar denir. Ozellikle
bitkisel besin diyeti ile aldigimiz dogal antioksidanlara ise Polifenoller, Tokoferoller,
Karotenoidler, Likopen, p-Karoten, Lutein, Fenoller, Fenolik asitler, Flavonoidlar,
Antosiyaninler, Proantosiyanidinler, Katesinler (Flavanoller), Katesinler 6rnek olarak
verilebilir (Yavaser, 2011; Kasnak ve Palamutoglu, 2015). Ozellikle taze sebze ve
meyveler, yagli tohumlu bitkiler, tahillar, kuru baklagiller, kabuklu cerezler antioksidan
bilesen igerigi yoniinden zengin besinlerdir. Sarimsak, sogan, ¢ay (Camellia sinensis),
kepekli ekmek, yulaf, bugday, bal, Uzim, sarap, zeytinyagi, yer fistig1, susam, biberiye,
elma, kestane, kayist ve pek cok taze besinin giinliik olarak uygun dozlarda
kullanimiyla viicut igin gerekli olan antioksidan ihtiyac1 karsilanabilmektedir.
Viicumuzu serbest radikal molekiillerine kars1 giigclendirebilmenin en etkili yollardan
biri antioksidan igerigi yiiksek gidalar1 uygun dozlarda tiiketerek immiin sistemimizi
desteklemektir (Sies ve Cadenas, 1985; Velioglu ve ark., 1998; Ou ve ark., 2002; Lee ve
ark., 2004; Kahlon ve Smith, 2004).



1.4. Fonksiyonel Antioksidanlar ve Glutatyon Sistemi

Fonksiyonel proteinler genel olarak enzimler veya hormonlar olarak bilinir.
Bunlar viicudun doku veya hiicre kisimlarinda spesifik islevlerden sorumlu, 6zellikle
metabolik bazi reaksiyonlarin dogru ilerlemesine katki yaparak hiicre ve organizma
sagliginin devam etmesi icin elzem molekillerdir. Metabolik yolaklarda hicresel ROS
konsantrasyonlarinin diizenlenmesine katki yapan fonksiyonel proteinlere genel olarak
antioksidan proteinler veya antioksidan enzimler denir. Glutatyon sistemi, antioksidan
enzim sistemine dahil, koordineli olarak ¢alisan GR, GPx enzimlerini ve GSH, GSSG
metabolitlerini kapsar. GST bu dongii ile dogrudan ilgili olan fonksiyonel bir enzimdir.
Bu nedenle GPx, GR ve GST enzimleri bu dongiiye birinci dereceden katki yaparak

duzgin ilerlemesinden sorumlu olan antioksidan enzimlerdir (Demirtas ve ark., 2012).

1.4.1. Glutatyon S-transferaz (GST)

GST insanlar, bitkiler ve bakteriler gibi pek ¢ok canlhida gorev alan
multifonksiyonel antioksidan 0zellikte enzimlerdir. Enzimler 6zellik ve fonksiyon
bakimindan uluslararasi bir siniflandirilmaya tabi tutulmustur. Enzim komisyonu (EC)
siniflandirilmasina gére GST enzimi E.C.2.5.1.18 seklinde smiflandirilmistir. GST'ler
ayrica kendi i¢inde Sitoplazmik olanlar, Mitokondriyal olanlar ve Mikrozomal olanlar
olarak guruplandirilir. Bu gruplar kendi i¢lerinde birbirine benzer yapiya sahip olan a,
T, 6, 0, o, u, { gibiisimler alir (Hayes ve Strange, 2000).

GST’ler faz II detoksifikasyon mekanizmasinda gorev alan bir enzimdir
(Sheehan ve ark., 2001). GST enzimi GSH molekdllerini kosubstrat olarak kullanarak,
eksojen ve endojen etkinin sonucunda dretilen hicresel toksisiteye neden olan
metabolitlerin detoksifikasyonunda yer alir (Raza, 2011). Ayrica GST'ler dokular1
oksidatif stres sonucu hasar meydana getirebilecek molekillere kars1 koruma altina alir.
Hiicreleri sitotoksik ve genotoksik etki olusturmada rol alan ROS molekiillerden
arindirir. Hiicre membranini lipit peroksidasyonundan korur (Oguztiiziin ve ark., 2011;
Pandey ve ark., 2015). Pek ¢ok ksenobiyotik ¢esidinin zehirsizlestirilmesinde etkilidir
(Gyamfi ve ark., 2004). GST'ler niikleofilik katilma tepkimelerinde de rol alir (Labbé ve
ark., 2011).
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1.4.2. Glutatyon peroksidaz (GPx)

GPx proteini enzim smifinda olan fonksiyonel bir proteindir ve ilk kez 1957
yilinda memeli eritrositlerinde Mills tarafindan tespit edilmistir (Mills, 1957). Ardindan
molekil agirliginin 85000 Dalton oldugu saptanmistir. Akcigerde ve endotel hicrelerde
en yiksek etkiyi gostermektedir (Firat, 1997; Yanbeyi, 1999). GPx'in biyosentezinde
selenyum atomuna gereksinim duyulmaktadir ve selenyumu kofaktdr olarak kullanan
GPx selenoprotein grubunda yer alan hiicre i¢ci enzimdir (Knapen ve ark., 1999).

Selenyum atomu translasyon asamasinda selenosistein aminoasidi halinde enzim
sistemine dahil olurlar. Hiicreleri oksidatif strese karsi korumada etkili bir role sahip
olan GPx'e ayn1 zamanda igerigindeki selenosisteinden otiirii selenosistein peroksidaz
da denilmektedir (Epp ve ark., 1983). 3, 14, 5, 19, 6, 6, 1 ve 5. kromozomlarda yer alan
toplamda sekiz tip GPx bulunmaktadir (Morén ve Castilla-Cortazar, 2012). GPx enzimi
tetramerik bir yapida olup her dort alt biriminde bir selenyum atomu igcermektedir
(Karabulut ve Gilay, 2016b). Memeli tirlerinde GPx'in GPx-1, GPx-2, GPx-3 ve GPx-4
olmak tizere dort izozimi mevcuttur. Ttm hucrelerde eksprese olabilen ve hicrelerde en
fazla bulunan GPx-1 tipik hucre i¢i GPx rolundedir. GPx-1 karaciger, bobrek ve
eritrositlerde eksprese olur ve tipik GPx aktivitesinde etkili rol almaktadir. GPx-2
Gastrointestinal sistemde (GIS) yuksek oranda bulunurken, GPx-3 bdbreklerde ve
glikoprotein seklinde ekstra seliiler sivilarda etkili rol alir. Genel olarak tetramerik
yapida olusum gostermelerine ragmen GPx-4 monomerik bir olusum gostermektedir.
Fosfolipit hidroperoksitlerin par¢alanmasinda GPx-4 enzimi etkiye sahip tek enzimdir.
Peroksizomlarda sperm olgunlasmasinda etkiliyken mitokondriyal izoformda apoptozik
cevap olusturmada araci role sahiptir. GPx-5 ve GPx-6 selenyum atomundan bagimsiz
olarak aktivitelerini gergeklestirdikleri i¢in diger GPx enzimlerinden farklilik
gostermektedirler (Ho ve ark., 1997; Ighodaro ve Akinloye, 2018).

GPx enzimi hicrelerde olusan hidroperoksitlerin uzaklastirilmasinda etkilidir.
Selenyum iceren ve antioksidan bir enzim roliinde olan GPx mitokondride bazen de
sitozolde rediksiyon tepkimelerinde elektron vericisi olarak aktivite gdstermektedir.
GPx, GSH’inda yardimiyla serbest radikalleri ve H,0,, organik peroksitler (ROOH)
gibi ROS'lar1 su ve alkol molekiillerine indirgeyerek detoksifikasyonda gorev
almaktadir. Buna bir ornek olarak Fosfolipid Hidroperoksit Glutatyon Peroksidaz
(PLGSH-Px) hiicre membraninda da fosfolipid hidroperoksitlerini alkole indirger.
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Glutatyon dongiisiiniin ilerlemesi agisindan da elzem olan GPx, katalitik
aktivitesi sayesinde ortamdaki GSH'"1 ylikseltgeyerek GSSG'ye doniistiiriir ve bu esnada
ortamdaki peroksitleri su ve alkole doniistiiriir. Reaksiyon esnasinda ayni1 zamanda GPX,
H,O, ve ROOH gibi molekilleri gidererek bu molekdllerin detoksifikasyonunda rol
oynar (Halliwell ve Gutteridge, 1990; Fattman ve ark., 2003; Memisogullari, 2005;
Nollet ve Toldrd, 2012). Bu reaksiyon Sekil 1.5’te gosterilmistir.

H:0> +2GSH —CSPX »GSSG + 2H:0

ROOH +2GSH —CPX » GSSG + ROH + H:0

Sekil 1.5 Glutatyon peroksidaz (GPx)’in hidroperoksitleri indirgemesi

GPx enzimi endotel hiicrelerde akcigerde ve karacigerde en ¢ok etkiye sahip
enzimlerdendir (Mungan, 1996). GPx, aktivitesi ile gergeklestirdigi indirgenme
reaksiyonlar1 sayesinde asil olarak hiicre ve dolayisiyla dokuyu oksidatif stres aracili
olarak olusmasi muhtemel olan lipit peroksidasyonuna karsi koruma saglamaktir.
Eritrositleri oksidasyondan koruyarak hemoglobin yapilarinin sagligini korumak ve
hemolizlerini engellemekte GPx’in peroksit indirgeme aktivitesinin geri planindaki
onemli sonuglardan biridir (Halliwell ve Gutteridge, 1990; Cnubben ve ark., 2001;
Karatas ve ark., 2006; Murray ve ark., 2009). Ayrica hiicrede E vitamini eksikliginde
membranda meydana gelecek  peroksidasyona karst  savunulmasinda  ve
ksenobiyotiklerin zehirsizlestirilmesinde de etkili rol alir (Sarikaya ve Dogan, 2020).
Oncelikli olarak GPx-1 olmak iizere GPx'ler, kanserinde dahil oldugu apoptosis iliskili
hastaliklar ve kardiyovaskiiler bazi hastaliklarin olusumunun engellenmesinde 6nemli

etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Rayman, 2005).

1.4.3. Glutatyon rediiktaz (GR)

GR enzimi enzim komisyonu (EC) tarafindan yapilan smiflandirmaya gore
E.C.1.8.1.7 seklinde siniflandirilmistir. GR enziminin tanimlanmasi ilk defa 1951'de
yapilmistir (Sentirk ve ark., 2008). Yapisinda iki FAD molekiilii bulunduran
flavoproteindir. GR enzimi H,0,'in hiicresel konsantrasyonunun yiikseldigi durumlarda
olusan, bu konsantrasyonu diizenlemek i¢in GSH havuzu olusturmada gorev alan

flavoproteindir. Ortamdaki H,O;’nin eliminasyonu ve fizyolojik agidan yuksek
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konsantrasyonunun faydali oldugu bilinen GSH konsantrasyonunun artisini

gergeklestirmesi yoOniiyle onemli bir antioksidan enzim olarak varsayilir (Dalal ve

Khanna - Chopra, 2001; Young ve Woodside, 2001; Nordberg ve Arnér, 2001).

GR enziminin eksikligi ROS molekiillerinin artisina sebep olur. Bu nedenle GR
enzimi NADPH'a bagimli olarak GSSG'yi GSH'a katalizler. Hiicre igerisindeki serbest
radikallerin uzaklastirilabilmesi icin NADPH hidrojen dondrii olarak kullanilip
NADP’ye yiikseltgenir. Bu sirada GR enzimi GSSG molekulunun tekrar GSH formuna
doniisimiini gerceklestirir (Sekil 1.6). Sonu¢ olarak GR’nin bu 6nemli enzimatik
katalizi sayesinde GSH/GSSG orani uygun seviyede tutulur ve GSH/GSSG orani
diyabet, kanser, Alzheimer ve bir¢cok hastalikla iliskilidir (Rayman, 2005; Sentiirk ve
ark., 2008). Bahsedilen bu 6nemli doniisiim sayesinde hiicre i¢i redoks homeostazisi

saglanmis olur ve ROS'larin meydana getirebilecegi hiicre ici tahribatlar 6nlenmis olur

(Kurokawa ve ark., 1996; Krauth - Siegel ve ark., 2005; Zhao ve ark., 2009).

GS-SG + NADPH + HY —GR . 2GsH + NADP*

Sekil 1.6 GR enziminin GSSG molekilini indirgemesi
1. 5. Antioksidan ve ROS iliskisi

Saglikli hiicrelerde hiicresel ROS ve antioksidan konsantrasyonu arasinda
yiiksek hassasiyete sahip bir oran vardir. Hicrenin nérodejeneratif veya kanser gibi
cesitli hastaliklara yakalanma riskini elinde bulunduran bu oranin, hiicre kaderi Gizerinde
bliyiik etkisinin oldugu bilinir (Kogpinar, 2015). Bu nedenle hem hiicre dis1 hem de
hiicre i¢ginde DNA temelli olarak iretilen fonksiyonel antioksidanlarin
konsantrasyonlar1 ve diizenlenmesi yiiksek derecede Onem arz eder. Nitekim bu
diizendeki bozulma hiicresel ROS konsantrasyonlarini degistirdigi bilinir (Sies ve
Cadenas, 1985). Bu nedenle ROS diizenlenmesinde etkili olan antioksidanlarin
konsantrasyonu hiicre saghigi acgisindan ¢ok elzemdir. Ciinkii antioksidan
konsantrasyonunun gereginden ¢ok yiiksek olusu da ortamdaki ROS’un fazla diismesine
neden olma riski tasidigindan bazi sinyal iletim mekanizmalarinin gerekenden daha
yavag ilerlemesine neden oldugu ve dolayisiyla dokusal apoptozis oraninin degismesine
yol actig1 ile ilgili bazi sonuglara ulagilmistir (Kogpinar, 2015). Buna ek olarak

antioksidanlar detoksifikasyon mekanizmasi sayesinde ROS fazlaligini1 gidererek hem
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hiicresel toksisiteyi engelleme hem de ROS aracili olarak olusmas1 muhtemel oksidatif
stresin Oniine gecer. Kisacasi koordineli olarak calisan antioksidanlar ROS’u tamamen
bitirmek i¢in degil aksine hiicresel ROS konsantrasyonunun belirli bir diizeyde
tutulmas: amaciyla DNA aracili olarak {iretilen, metabolik yolaklar araciligiyla

duzenlenen kompleks enzim sistemleridir.

OKSIDATIF DENGE Yaslanma
inflamasyon

Yiiksek 02 basinci
Kimyasal ajanlar
Radyasyon
iskemi-reperfiizyon

Anﬁoksidanlar ?

Oksidatif hasar

Serbest radikaller

) 050

Niikleik asitler

I

Membran lipidleri

Proteinler

Sekil 1.7 Antioksidanlar ve Oksidatif denge (Ozcan ve ark., 2015)

Viicutta antioksidan ve ROS'lar arasindaki denge ROS yodnlne Kkayarsa
organizmada metabolik pek ¢ok hasar meydana gelir ve bir¢ok hastaligin olusmasinda
basamak olusturur (Sekil 1.7). ROS'lar; Kanser, kalp hastaliklari, Alzheimer, Diyabet,
ALS, Huntington, Parkinson ve immiin sistem rahatsizliklar1 gibi pek ¢ok hastaligin
patofizyolojisinde rol alir. Bu hastaliklarin yami sira yaslanmaya ve katarakt,
ateroskleroz gibi yaslanmaya bagli ¢esitli hastaliklarin olusumuna da sebep oldugu
vurgulanmaktadir (Percival, 1997; Moldovan ve Moldovan, 2004; Pisoschi ve Pop,
2015). Ayrica antioksidanlarin, serbest radikaller ile ¢esitli tepkimelere girerek timor

olusumunu baskiladig1 bilinir (Bager, 2002b).
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Insan sagliginin devami igin dncelikli olarak olumsuz etki yaratan faktdrlerin
elimine edilmesi ve meydana gelebilecek hastaliklarin olusumunun O6nceden
engellenmesi gerekmektedir. Nitekim insan viicudunda hem eksojen hem de endojen
kaynakli etkiler ile meydana gelen ROS'larin diizenlenmesine yonelik tepkimeler
stirecinde mitokondride yiiksek oranda antioksidana ihtiya¢ duyulmaktadir. Bunun igin
onemli etkiye sahip antioksidan igerikli dogal besinlerin tiiketilmesine Onem
verilmelidir (Kavas, 1994; Aksoy, 2002; Kanat ve Akdemir, 2014b; Pisoschi ve Pop,
2015; Karabulut ve Gulay, 2016a; Temel ve ark., 2017).

Antioksidanlar serbest radikallerin olusturabilecekleri muhtemel hasari ortadan
kaldirabilmek i¢in antioksidanlardan serbest radikallere elektron transferi gergeklesir ve
genellikle fonksiyonel enzim serisinden olusan antioksidan savunma sistemi serbest
radikalleri stipiiriir ve hiicresel tahribati Onler. Antioksidanlar; serbest radikallerin
olusumunu engelleyebilirler veya olusan serbest radikalleri etkisiz hale getirebilirler.
Antioksidanlar serbest oksijen radikallerinin olusumunu engelleyebilmek igin;
reaksiyonu baslatacak reaktif oksijen tiirlerini uzaklastirabilir, katalitik metal iyonlarinin
ortamdan elemine edebilir, ortamdaki oksijeni uzaklastirabilir veya ortamdaki oksijen
oranin1 diisiirebilir. Antioksidanlar olusan serbest oksijen radikallerini etkisiz hale
getirebilmek i¢in dort farkli yol izlemektedir; onarici etki ile serbest radikallerin
olusturduklar1 hasar1 onararak ortadan kaldirabilir, zincir kirici etkisi sayesinde serbest
oksijen radikallerinin zincirlerinde kiriklar meydana getirerek olusturacaklari etkilere
engel olabilir, bastirici etkisi ile serbest oksijen radikalleriyle tepkimeye girip inaktif
hale doniistiirebilir, toplama etkisi ile serbest oksijen tiirevli radikalleri yakalayabilir
veya onlar1 reaktivitesi diisiik molekiiller haline doniistiirebilir (Sies ve Cadenas, 1985;

Giray Kurt, 2007; Lobo ve ark., 2010).

1.6. ROS ve Glutatyon Sistemi

GSH guclu bir antioksidan molekulidir (Kanat ve Akdemir, 2014a). Glutatyon
moleklli Glutamat, Sistein ve Glisin aminoasitlerinin bir araya gelmesiyle meydana
gelen tripeptittir. Tripeptit yapida olan GSH bir tiyol grubu, bir amin grubu ve iki
karboksil grubundan meydana gelir (Kanat ve Akdemir, 2014a). GSH molekulu ilk
olarak 1888'de maya hiicrelerinde kesfedilmistir. 1921 yilinda Hopkins GSH
molekiiliinii saf bir sekilde elde edip karakterizasyonunu yapmistir (Acan ve Tezcan,

1989). Bu molekul yapist sayesinde sulu soliisyonlarda ve polar ¢ozuculerde yiksek
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¢coziintirliige sahiptir (Kanat ve Akdemir, 2014a). GSH molekdlleri en fazla karacigerde

olmak iizere tiim organlarda ve memeli dokularinda mevcuttur. GSH, hiicre alt1

partlarinda sitozolde, mitokondride ve diger organellerde yer alir. Ancak genellikle

sitozolde daha yiiksek oranda bulunur (Martensson ve ark., 1990).

GSH'in yapisinda yer alantiyoller c¢esitli metabolik fonksiyonlar ve biyolojik
aktivitelerden sorumludurlar. Tiyoller bilesiklerin stresten korunmasinda etkili olan en
onemli faktorlerden birisidir. Tiyoller dizenleyici gorevindedirler (Kanat ve Akdemir,
2014a; Poole, 2015; Raya ve Bandyopadhyay, 2018). GSH'in yapisinda yer
alansisteindeki sulfidril grubu distlfit baglarin1 indirgeyerek bir elektron verici gibi
davranir ve GSH'a indirgeyici bir 6zellik saglar. Bu sayede serbest radikallerin elemine
edilmesini de saglamaktadir (Kanat ve Akdemir, 2014a). Glutamik asit ve sistein
arasinda y-glutamil bagi vardir. Bu bag amid baglarini hidrolize eder ve bilesigin
proteazlar tarafindan pargalanmasini engellemek suretiyle GSH molekiiliiniin
par¢alanmasini zorlastirir ve tripeptid yapisinin korunmasinda yardime1 olur (Smirnova
ve Oktyabrsky, 2005; Duman ve Kurt, 2017).

GSH'in baslica etkileri sunlardir;

e Apoptoziste ve gen ekspresyon seviyeleri incelendiginde birincil antioksidan etkiye
sahiptir (Manukyan ve ark., 2008).

e Ksenobiyotiklerin zehirsizlestirilmelerinde rol alir (Tak, 2018).

e Detoksifiye edici etkiye sahip olup ROS gibi toksik maddeleri uzaklastirir (Akdz ve
ark., 2000).

e Serbest radikal stpirici ve hiicre savunmasinda antioksidan aktivite sahip olan
onemli rolii vardir (Karafakioglu, 2010).

e Aminoasit transportunda, DNA ve protein sentezlerinde gorev alir (Aksoy, 2002).

e Proteinlerin yapilarinda bulunan siilfidril gruplarinin  indirgenmis sekilde
bulunmalarini saglar. Bu etki ile proteinlerin konformasyonlarini degistirebilme
yetenegi vardir (Taylan ve Resmi, 2010).

e Eikosonoidlerin sentezinde gorev alir (Fidan ve ark., 2019).

e Enzim aktivitesini kontrol eder (Meister ve Anderson, 1983).

e (Cesitli kanser tlrlerinin olusumunu ve yayilmasini engeller (Ak6z ve ark., 2000;
Tozkoparan ve Aytag, 2007; Kiran, 2009).

e Vicudu koruyarak immun sistemin guglenmesinde etkili olur ve bagisikligi destekler
(Fidelus ve Tsan, 1987; Wu ve ark., 1994).
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e Insiilin duyarlilifin1 arttirrp seker hastaligini ve insiilin direncini geriletir. Distlfit
baglarini koparir (Deveci ve ark., 2005).

e Eksikliginde; karaciger hastaliklar1 (Altomare ve ark., 1988), akciger hastaliklari
(Rahman ve MacNee, 2000), Alzheimer (Pocernich ve ark., 2001), Parkinson(Jha ve
ark., 2000), Ateroskleroz (Stamler ve Slivka, 1996) gibi pek ¢ok hastaligin olusumu
tetiklenebilir.

e Yaslanmay:1 engeller vehiicrelerin canliliginin siirdiiriilebilmesi ac¢isindan 6nemli
etkiye sahiptir (Imanishi ve ark., 1985).

GSH hayvanlarda, bitkilerde ve bazi prokaryotlarda sayisiz hiicresel isleme
katilmaktadir. GSH molekiilii Escherichia coli oncelikli olmak (zere pek ¢ok gram
negatif bakteride ve birka¢ gram pozitif bakteride tespit edilmistir (Smirnova ve
Oktyabrsky, 2005). Endojenik veya ekzojenik pek cok stres faktoriiyle karsilasan
bakterilerde hiicre mekanizmasinda ve fonksiyonlarinda olumsuz bir¢ok etki meydana
gelmistir (Storz ve Hengge-Aronis, 2011). Bakterilerde GSH molekilu hicreyi 6zellikle
oksidatif strese ve pek ¢ok ekzojenik ve endojenik stres faktoriine karsi korumakta
onemli bir role sahiptir (Masip ve ark., 2006). Farkli stres kosullarinda (Diisiik pH,
Ozmotik Stres, Klor Bilesikleri, Hidrojen Peroksit, Is1 Soku) GSH"in roli incelendiginde
bakterilerin kendilerini koruyabilmek icin ¢esitli mekanizmalar gelistirdikleri
gozlenmistir (Smirnova ve Oktyabrsky, 2005). Bakteriler karsilastiklar1 pek ¢ok stres
faktoriine karsi farkli yanit olustururlar. Bakteriler strese cevap olarak ya dlebilirler ya
da daha biiyiik oranda direng¢ gelistirebilirler. Strese adapte olan canlilar yanit olarak;
stresin olustugu yeri onararak yasamina devam edebilir, stres faktorlerini uzaklastiracak
sekonder metabolitler gibi molekiiller Tretebilir, stres ajanlarina kars1 direng
olusturabilir, spor formuna doniisiim gosterebilir, kiltire alinamayacak halde canliligini
surdurebilir (Dikici, 2009).

GSH’inda dahil oldugu antioksidan savunma sistemi hicresel ROS’u kaldirarak

hiicresel hasarin dntine gecer. GSH molekuli hicredeki ROS'u stipurir (Sekil 1.8).
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Sekil 1.8 GSH’1n disulfit bagi ile GSSG’ye doniisiimii (Kogpinar, 2015).

GSH molekilu bu eliminasyon islemini molekiler yapisinda bulunan tiyol grubu
araciligiyla gerceklestirir. ROS'un elemine edebilmek i¢cin GSH molekiili GSSG
formuna gecis yapar. Ancak GSH’1in GSSG’ye orani hiicresel oksidatif stres riskinin
seviyesini dolayisiyla oksidatif strese aracili hastaliklarin olusumlari1 agisindan 6nem arz
eder. Bu nedenle hiicre hayatinin saglikli sekilde siirdiiriilebilmesi i¢cin bu oranin
korunmasi1 6nemlidir. Diisik GSH/GSSG orani bize hiicrelerin oksidatif stres altinda
oldugunu gostermektedir. Farkli tepkimeler i¢in gerektiginde GSSG molekiilii GSH' a
donitisebilir. Glutatyon dongii sisteminde bulunan GPx, GR ve dogrudan iliskili GST
enzimlerinin koordineli ¢alismasi sayesinde belirli diuzeyde tutulan GSH molekili
serbest radikallerin olusturduklari zararlara karsi koruma islemini siirdiiriir (Chai ve

ark., 1994; Schafer ve Buettner, 2001; Sen ve ark., 2010; Schafer ve Werner, 2011).

1.6.1. Rediikte glutatyon (GSH) ve okside glutatyon (GSSG)

Glutatyon dokularda indirgenmis GSH ve yikseltgenmis GSSG olarak
birbirlerine doniisebilen formlarda bulunur. Yapisinda selenyum icerdigi bilinen GPx

enzimi tarafindan Katalizlenen reaksiyonla intraseltler Glutatyon, H,0, veya ROOH ile
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reaksiyona girip bu molekillerin detoksifikasyonunu gergeklestirirken kendisi ise bagka
bir GSH ile distlfit koprisii olusturarak GSSG formuna geger (GSH+H;0;--->
H,O+GSSG). Hiicre icerisindeki serbest radikallerin uzaklastirilabilmesi igin
Nikotinamid Adenin Dintikleotid Fosfat (NADPH) Hidrojen dondrii olarak kullanilarak
GR enzimi araciligityla GSSG formundan tekrar GSH formuna geri doniisiimii
gerceklestirilir (Arrick ve Nathan, 1984; Nollet ve Toldra, 2012; Karabulut ve Giilay,
2016a; Coteli ve ark., 2017). Bu dontisiimiin tamami1 Sekil 1.9°da gosterilmistir (Valle
ve ark., 2010).

H,0,
2GSH NADP"
Glutatyon Peroksidaz Glutatyon Rediiktaz
Y GSSG NADPH+ H'
H,O

Pentoz Fosfat Yolu

Sekil 1.9 Glutatyon metabolizmasi enzimleri ve metabolitleri (Valle ve ark., 2010)

Pentoz fosfat yolunun glutatyon dongist icin NADPH kaynagi oldugu iyi bilinir
(GSSG + NADPH + H* --->2GSH + NADP*) (Murray ve ark., 2009). GR enziminin
hiicre icerisinde amact GSH havuzu olusturmaktir. Flavin Adenin Diniikleotid (FAD)
iceren flavoprotein yapidaki GR enzimi, NADPH’1t NADP+’ya yiikseltgeyerek
GSSG’nin GSH’a indirgenmesini saglar. Hicresel H,O, konsantrasyonunun gerekenden
fazla ylikselmesi durumlarinda bu yol un devami olarak GPx enzimi H,0,'in H,O’ya
doniisimiinti saglar. Boylece ortamda korunmasi gereken redoks dengesi siirdiiriilmiis
olur (Ozkan ve Fiskin, 2004; Giray Kurt, 2007; Sen ve ark., 2010).

GR enziminin en Onemli hedeflerinden biri de GSH/GSSG oranini
koruyabilmektir. GSH/GSSG oraniortalama 100 civarinda olmasi hiicrenin saglikli
oldugunun isaretidir. Oksidatif stres halindeki hiicrelerde bu deger azalarak 10 kata
kadar diigebilir. Yani GSH/GSSG oranindaki gorulen azalma oksidatif stresin varliginin

bir igareti olarak kabul edilmektedir (Owen ve Butterfield, 2010).
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1.7. Probiyotikler ve Organizma

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiiti ve Diinya Saghk Orgiitii
probiyotikleri "yeterli miktarda uygulandiginda konak¢iya saglk yararlari saglayan
canli mikroorganizmalar" olarak tanimlamaktadir (Hemarajata ve Versalovic, 2013).
Esasen probiyotiklerin varlig1 insanlik tarihi kadar eskidir. Ancak probiyotik terimini
caligmalariyla ortaya koyan ilk kisi immiinolojinin babasi1 olarak bilinen Elie
Metchnikoff'dur. Metchnikoff, Bulgar koyliilerininbelirgin sekilde saghikli ve uzun
Omiirlii olduklarini goézlemlemistir. Yaptigi incelemeler sonucunda siitii laktik asit
bakterileriyle mayalayarak elde ettikleri yogurdu fazla tiiketmelerine bagli olarak
saglikli ve uzun 6miirli olduklarimi anlamigtir (Hill ve ark., 2014; Yurdakok, 2015).
Probiyotik mikroorganizmalarin en Onemlilerini laktobasiller, bifidobakterler ve
enterokoklardir (Dunne, 2001; Maragkoudakis ve ark., 2006).

Insanlar ve hayvanlar igin probiyotik kaynagi olarak kullanilmakta olan Bacillus
spp sporlar;; UV radyasyon, c¢esitli enzim ve c¢oziiciiler, yiiksek sicaklik, besin
yetersizligi gibi pek ¢ok ekstrem kosula karsi dayaniklidir (Chapman ve ark., 2011;
Cutting, 2011; AIGburi ve ark., 2016). Probiyotik bakterilerin kullanilabilir olmalar1
icin; patojenik olmamali, insan kaynakli olmali, antimikrobiyal etkiye sahip olmali,
irtinlerde ve klinikte giivenle kullanilabilmeli, canli mikroorganizma orani yiiksek
olmali, raf omrii uzun olabilmeli, ilave edildigi {iriiniin tadin1 bozmamali, GIS'de
aktivitesini devam ettirebilmeli, asidik ortama ve safra tuzlarina direngli olmali,
bagisiklig1 giiclendirebilmeli, barsak epitel dokularina saglam yapisabilmelidir (Ozden,
2006).

Tiiketiciye fonksiyonel olarak ve klinik yonden fayda saglamakta olan
probiyotik bakimindan zengin olan besinlere 6rnek olarak; probiyotik yogurt, peynir,
dondurma, siit tozu, boza, kefir, kimiz, ayran, tereyagi, tursu gibi pek ¢ok besin drnek
olarak gosterilebilmektedir (Anal ve Singh, 2007; Leite ve ark., 2013; Foolad ve ark.,
2013). Tiiketilen probiyotiklerin biyoyararliligi, icerdikleri antioksidan orani besinin
maruz kalmis oldugu, 1s1, 151k, nem, iklim 6zelligi gibi yetistirilme sartlarina, besinin
cinsine, gidanin iretilme, hazirlanis, saklanma tarzina, hasat edildigi doneme, hasat
edilme sekline, bireylerin tiiketme tazina gore degisim gosterebilmektedir (Moure ve
ark., 2001).

Probiyotiklerin pek ¢ok yararli etkileri bulunmaktadir. Bu yararlar genel olarak

su sekilde siralanabilir;
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Laktoz intolerans1 izerinde olumlu etkileri bulunmaktadir (Ozdemir, 2015).

Serum kolesterol seviyesini diisiirmede etkilidir ve kan basincini azaltir (Duygu ve
Ertlirkmen, 2017).

Bagirsak florasini ve bagisiklik sistemini modiile ederek ROS'larin {iretimini
baskilar. Bagirsakta ve mide mukozasinda patojen bakterilerin olusumunu engeller.
Karacigerde ve bagirsakta inflamatuar sitokin etkisini distiriir (Gu ve ark., 2019).
Antibiyotik  kullanimi  sonucunda olumsuz etkilenen bagirsak florasinin
diizenlenmesine yardimci olur ve bagirsak mikrobiyotasindaki zararli bakterileri
kontrol altina alarak sindirim sistemimizin saghkli bir sekilde islevini yerine
getirebilmesini saglar.

Antibiyotige karsi direng gelistirebilen bakterilere karsi antibiyotik etki amaciyla
kullanilabilir. Boylece daha dogal tedavi islemi gergeklestirilmis olur (Plummer ve
ark., 2005; Can ve ark., 2007; Tripathi ve Giri, 2014).

Alerji olusumunu engelleme ve 6telemede etki gosterir (Drisko ve ark., 2003).
Probiyotikler kanser olusumunun engellenmesinde etkilidirler. Probiyotikler kanser
olusumuna neden olan enzimleri ve diger kanserojen etkenleri uzaklastirirlar.
Immiin sistemi giiclendirir. Ozellikle bagirsak kanserini 6nlemede etkilidir (Ozden,
2006; Shida ve Nomoto, 2013).

Antimikrobiyal etki mekanizmasiyla patojen bakterilerin artisini engeller (Farnaud
ve Evans, 2003).

Osteoporozun olusumunun engellenmesinde pozitif etki yapar. Hiper kolesterol
olusumunu engelleyen nitelige sahiptir. Kabizlik, ishal, idrar yolu iltihaplanmasi
tedavisinde rol alir (Venturi ve ark., 1999; Lourens-Hattingh ve Viljoen, 2001;
Rafter, 2002; Mattila-Sandholm ve ark., 2002).

Cilt giizelligini olumlu yonde etkiler, cilt parlakligini arttirir, yaralarin erken
iyilesmesinde etki orani yiliksektir (Ersoy ve ark., 2018).

Probiyotik ve prebiyotiklerin kullanim1 sonucu bagirsak florasinin diizenlenmesiyle
obezite ve obezite sonucunda agiga ¢ikan yan etkiler tedavi edilebilir, kilo artisi
engellenebilir. Enerji ile ilgili protein ekspresyonlarina pozitif sekilde etki
etmektedir (Arslan, 2014).
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1. 8. Probiyotikler ve CAF Diyeti Iliskisi

Oksidatif stres sonucunda vicutta meydana gelen ROS molekilleri; DNA'da
mutasyonlar olusturur, membrana ve lipit tabakasinda ¢esitli hasarlar meydana getirir.
ROS'larin viicutta etkilerinin azaltilmasinda GR, GPx, SOD, CAT gibi c¢esitli
fonksiyonel oOzellige sahip antioksidanlar rol alir (Akpoyraz ve Durak, 1995).
Antioksidanlar hiicrede dogal sekilde olusabilmelerinin yan1 sira disaridan da besinler
ile alinabilmektedirler (Lobo ve ark., 2010). Son zamanlarda yapilan g¢aligmalar,
probiyotiklerin, bakteriyel postbiyotiklerin vb. {riinlerin dogal bir antioksidan
olduklarii veya antioksidan ozellikleri olumlu yonde tesvik ettiklerini bildirmektedir
(lzuddin ve ark., 2020; Chang ve ark., 2021). Bazi antioksidan enzimlerin iiretiminde
rol alan probiyotikler ROS'larin siipiiriilmesinde etkilidirler. Probiyotikler NADPH
oksidazin ¢ogalmasini baskilayarak ROS olusumunu engeller. Laktik asit bakterileri
enzimatik ve enzimatik olmayan reaksiyonlarda etkili olmasi yoniiyle de ROS'larin
azalmasinda etkilidir. Laktik asit bakterileri CAT enziminin iiretiminde etkili olup
H,0,'1 detoksifiye etmektedir. Probiyotikler metalleri baglama 6zelligine sahiptirler
(Hur ve ark., 2014; Mishra ve ark., 2015; Oztiirk, 2022).

Probiyotiklerin antioksidan mekanizmalari; (Ejtahed ve ark., 2012)

o ROS'larin detoksifikasyonu
o Metal iyonlarini selatlama
. Bazi enzimleri inhibe etme
o Askorbatoto oksidasyonunda ve inhibisyonunda rol alma

Antioksidanlar insan sagligi iizerinde olumlu etkiler gosteren besleyici ve
metabolizmadaki fonksiyonlar1 diizenleyici role sahip maddelerdir. Bu nedenle
antioksidan bakimindan zengin besinlerin iiretiminde artis saglanmalidir. Tiiketicilerin
konu ile ilgili bilinglenmesi kendi yasam kalitelerini arttirmak ve saglikli bir yasam
surdurebilmeleri icin yuksek derecede elzemdir (Meral ve ark., 2012). Antioksidan
sistemini giiglendirebilecegimiz en Onemli unsurlardan biri tiikettigimiz besinlerdir
ornegin; sarimsak, sogan, cay (Camellia sinensis), kepekli ekmek ve bal, {iziim, sarap,
elma, kiraz, kestane, domates, incir, kayis1 gibi pek ¢ok taze besinin; kekik, biberiye,
zerdegal, adagayi, karabiber, karanfil gibi bazi baharatlarin giinliik olarak uygun
dozlarda kullanimiyla viicut i¢in gerekli olan antioksidan ihtiyaci karsilanabilmektedir
(Sies ve Cadenas, 1985; Ogiit, 2014). Ozellikle fermente besinlerin igerdigi

probiyotikler antioksidan etkiye sahip olan bircok faydasi bulunan drinlerdir. Bu
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fermente besinlere 6rnek olarak yogurt, kefir, kimiz, peynir, tursu, salgam, sira, sucuk
ornek olarak verilebilir (Celtik ve ark., 2022).

Yapilan in vivo ve in vitro ¢aligmalar sonucunda, CAF diyeti benzeri asir1 yagh
ve kolesterol olusumunu tetikleyici diyetlerle beslenen kemirgenlere Bacillus
polyfermenticus SCD susu verilmesi sonucunda antioksidan seviyesinde pozitif yonlii
bir etki saptanmig ve kolesterol seviyesinde belirgin bir azalma goézlemlenmistir.
Bacillus polyfermenticus SCD, kolesterol ve trigliseritin viicuttan atilimini arttirarak
vicuttaki seviyelerini diisiirmektedir. Diigiik yogunluklu lipoprotein (LDL) kolesterolde
azalma gozlemlenirken yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) kolesterolde artis oldugu
rapor edilmistir. Bu da ateroskleroz riskinde onemli 6lgiide diisiis saglamistir (Paik ve
ark., 2005).

Bu calisma kapsaminda daha 6nce bahsedilen verilere gore obezite gelisimi igin
giiclii bir beslenme sekli olan CAF diyetinin 6ncelikli olarak lipit metabolizmas1 olmak
iizere genel metabolizmayr da pek c¢ok yoOniiyle olumsuz etkileyerek diyabet gibi
glinlimiizde yaygin olarak goriilen bazi hastaliklara neden olabilecegine dair fikir ileri
siirmek ¢ogu caligmanin baslangi¢ fikri olabilir. Bu amagla, calisma ile CAF diyeti ve
normal besin ile beslenen sicanlarin glutatyon dongiisii enzim sistemi regiilasyonunun
nasil oldugu gen ekspresyonu ve fonksiyonel enzim aktivitelerinin belirlenmesi ile
arastirildi. Ayrica bu siganlara 11 farkli probiyotik sus igerigine sahip SCD
Probioticstakviyesi verilerek normal beslenen siganlarin glutatyon dongiilerinin nasil
diizenlendigi ve SCD Probioticstakviyesinin CAF diyetinin olumsuz etkilerini giderip
gidermedigi gen ekspresyonu ve kinetik enzim aktivitelerinin belirlenmesi ile

aydinlatilmaya c¢aligild1.
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

CAF diyeti ile obezite olan farelerde beyaz yag dokusu Uzerinde meydana gelen
etkileri aragtirmak icin bir ¢alismada kullanilan Wistar farelerin 6nce 2 hafta standart
diyete sinirsiz ulasimlari saglanmis. Ardindan farelere ayr1 ayri gruplar halinde standart
diyet ve CAF diyeti dedigimiz abur cubur tarzi beslenme sekli uygulanmis. Diyet
uygulamasinin ardindan yapilan inceleme sonucunda CAF diyeti verilen farelerde
spesifik diyet verilen farelere kiyasla antioksidan kapasitenin koreldigi ve
antienflamatuar genlerde azalma meydana geldigi saptanmigtir. GSH, hiicreleri oksidatif
stres sonucu olusan molekiillere karsi korumada gorev alan antioksidandir. Standart ve
CAF diyeti verilen farelerin beyaz yag dokularindan mRNA gen ekspresyonlari
incelenmistir. Bunun sonucunda CAF diyeti ile beslenen farelerde GSH
metabolizmasinda gorev alan genlerin ciddi oranda azaldigi ve bu beslenme tarzinin
oksidatif stresi arttirdigi saptanmistir. Sitokrom P450 tarafindan ilaglarin
zehirsizlestirilmesinde rol alan ksenobiyotiklerin etkisini azalttig1 da belirtilmistir. CAF
diyetine bagli olusan obezitenin bir insan hastalig1 ¢esidi oldugu saptanmistir (Johnson
ve ark., 2016).

Yapilan farkli bir ¢alismada da obezitenin diinya ¢apinda neredeyse salgin haline
geldigi belirtilmis ve Amerikali cocuklarin kalorilerinin %25'ini obez yapic1 gidalardan
aldig1 vurgulanmistir. Calismada domuz yagi bazli %45 yiiksek yagh diyet ile
karsilastirildiginda CAF diyetinin obezojenik ve inflamatuar sonuglar1 aragtirilmistir. Bu
amag¢ dogrultusunda erkek Wistar sicanlar1 15 hafta boyunca yiiksek yaglh diyet, CAF
diyeti veya yem kontrol diyetleri ile beslenmistir. CAF diyeti ile beslenen siganlarin
viicut agirliklarinin diger guruplara gore oldukg¢a fazla artis gosterdigi belirtilmis,
hiperinsiilinemi, hiperglisemi ve glukoz intoleransinin fazla yiiksek oldugu tespit
edilmistir. CAF ve yiiksek yagl diyet uygulamalarinin her ikisinde de karacigerde ve
deri altinda yaglanma miktarinda yiliksek artis gézlemlenmistir. CAF diyeti ile beslenen
sicanlarlarda kontrol grubuna ve yiiksek yagli beslenen gruba kiyasla daha yiiksek
kahverengi yag, beyaz yag ve karacigerde inflamasyon saptanmistir (Sampey ve ark.,
2011).

Hamile kemirgenlere CAF diyetinin kullanildig1 bir ¢alismada anne sicanlarin
gebelik ve emzirme siiregleri boyunca abur cubur tarzi yiyeceklerle beslenmeleri
saglanmistir. Hamile si¢anlar protein orani yuksek saglikli besinler yerine sekerli, yagli,

tuzlu olan yiiksek kalorili besinleri tercih ettikleri gozlemlenmis. Incelemeler sonucunda
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hamilelik surecinde CAF diyeti ile beslenen annelerin yavrularinda, normal ve dengeli
beslenen annelerin yavrularina kiyasla yiliksek hiperfaji gézlemlenmis. Ancak siitten
kesilen yavrularda artik ylksek hiperfaji sergilenmedigi gézlemlenmistir (Bayol ve ark.,
2007).

Yapilan bir caliysmada CAF diyeti uygulanarak organizmada bilis ve bagirsak
mikrobiyotas1 tlizerindeki etkisi arastirilmistir. CAF diyeti uygulanmadan 6nce VSL
probiyotik takviye edilmistir. CAF diyeti ile beslenme sonucunda bagirsak florasindaki
cesitlilik azalmis, noroplastisite ve serotonin reseptdril ile ilgili gen ekspresyonunu
arttirdigi  belirtilmistir.  Arastirma  sonucunda VSL  probiyotiklerin  saglikli
organizmalarda zarar gdsterdigi belirtilirken CAF diyeti ile beslenen deneklerde yararl
oldugu arastirmacilar tarafindan saptanmistir (Beilharz ve ark., 2018).

CAF diyeti ile etkilenen dolasim metabolitleri arasinda lizofosfatidilkolinler en
fazla bulunan metabolitler oldugu ve CAF diyeti ile beslenen sicanlarda serum
sfingolipidleri, safra asitleri, asilkarnitinler, doymamis yag asitleri, E ve A vitamini
tirevleri de Onemli Olgiide degistigi belirtilmistir. Elde edilen bulgularin kalici
sistematik inflamatuar durumunun CAF diyeti ile indiiklendiginin belirteci olarak kabul
edildigi  vurgulanmaktadir. Ayrica CAF diyeti ile beslenen siganlarin,
monositkemoatraktan protein-1 serum seviyelerinin artmis oldugu ve egitimli
guruplarda C-reaktif proteinin azaldig1 vurgulanmistir. Buna ek olarak MetS'nin yararl
bir belirteci olan leptin/adiponektinorani, CAF diyeti verilen gruplarda artmis, ancak
antrenman yogunlugu ile orantili olarak azaldigi vurgulanmaktadir (Suarez-Garcia ve
ark., 2017).

Fiziksel aktivite, vicutta ROS olusumunu tetikleyen etkenlerden biridir
(Kahraman ve ark., 2003). Farkli alanlarda g¢alismakta olan pek ¢ok sporcunun
viicutlarinda ROS'larin saldir1 gergeklestirdigi ve oksidatif strese maruz kaldiklar
gozlemlenmistir. Bu gozlemler sonucunda oksidatif stresin azaltilmasi ve enfeksiyonel
hastaliklarin olusumunun azaltilmasi ¢alismanin temel amacidir (Martarelli ve ark.,
2011). Antrenman yapmakta olan sporculara dort hafta boyunca Lactobacillus
rhamnosus IMC 501 ve Lactobacillus paracasei IMC 502 probiyotiklerinin oksidatif
strese etkileri incelenmistir. Sonu¢ olarak sporcularin yogun antrenmanlar1 oksidatif
stres olusumuna sebebiyet verdigi ve probiyotik takviyesinin hiicredeki ROS'lar1 notr
hale getirdigi ve plazma antioksidan seviyesini arttirdifi sonucuna varilmistir.

Probiyotiklerin canlida dogrudan; enerjinin kullanilabilirligini arttirdigi, bagirsak
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mikrobiyotasini iyilestirdigi, besinlerin emilimini iyilestirdigi, kasta meydana gelen
hasar1 azalttigi, kisa zincire sahip yag asitleri sentezini sagladigi saptanmistir (Chen ve
ark., 2016).

Obezojenik bir diyet modelinin siganlarda bagirsak sagligi {izerine etkilerinin
incelendigi bir arastirma yapilmistir. Bu ¢aligmada kontrol grubundaki Zucker siganlara
standart diyet uygulanirken diger grupta yer alan Wistar sicanlara CAF diyeti + standart
diyet uygulanmistir. Hem uygulanan diyet modeli hem de genetik obezitenin etkisiyle
sicanlarin viicut agirliginda artis gozlemlenirken metabolik degisimlerinde meydana
geldigi gozlemlenmistir. CAF diyeti verilensiganlarda ROS miktarinda ve
Miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesinde artig gorilmistiir. CAF diyetinin; bagirsak
iltihabin1 uyardigi, bagirsak homeostazinda ve bagirsak gegirgenliginde bozulmalara
neden oldugu belirtilmistir. Kontrol grubu siganlarda herhangi bir degisim
gozlenmemistir (Gil-Cardoso ve ark., 2017).

Obezitenin bobrek hastaliginin gelisimi {izerine bir aragtirma yapilmis. Yapilan
bu ¢alisgmada CAF diyeti verilmis, bu diyetin belirgin sekilde oksidan iiretimini arttiran
ve antioksidanlari inhibe eden etkiye neden oldugu tespit edilmistir. Plazmik ve
sitoplazmik antioksidan seviyelerinde azalma oldugu agik¢a gosterildi. Apoptotik
yolaklar {izerinde etkili oldugu belirtilmistir. Obezite ile bobrek hasar1 arasindaki iliski
oksidatif stres faktorlerinin etkisiyle olusum gosterdigi belirtilmistir. Meydana gelen
tim etkiler bergamotun polifenolik fraksiyonu ile tedavi edilerek azaltild1 (La Russa ve
ark., 2019).

Yiksek enerjili (hiperlipidik) CAF diyetlerinin, glikoz oksidasyonunu
sinirladig1, insiilin direncini indiikledigi ve amino asit katabolizmasini diisiirdigii
bilinmektedir. Ayrica yiiksek aminoasit alimina ragmen, amino asitlerin kullanilmadig1
ve (re atiliminin azaltildig: vurgulanmaktadir. CAF diyetinin tire dongiisi ve amonyum
kullanimini nasil etkilediginin arastirildigr bu ¢alismada 30 giin siire ile CAF diyeti ve
normal diyet ile beslenmistir. Sonuglarda Enzim aktiviteleri, ire dongiisii ve amonyum
metabolizmasinin ifadeleri iizerinde dikkate deger bir sabitlik oldugu belirtilmistir. Ure
déngusuni  kontrol eden anahtar enzimler: karbamoil-P-sentaz-1, arginino-
siiksinatsentaz ve arginaz ifadelerinin diyetle azaldig1 belirlenmistir. Amonyum isleme
enzim aktivitelerinde ve ifadelerinde gozlemlenen etkiler, karaciger amino asit
katabolizmasinin paralel ancak diisiik regiilasyonunu gosterdi ve Ure dongusune benzer
oldugu ifade edilmistir (Schimidt ve ark., 2018).



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Kullamilan Kimyasallar

Cizelge 3.1 Tez ¢alismasmda kullanilan kimyasal maddeler ve kitler

KIMYASAL
Agaroz DNase-RNase-Proteasefree

Bakar Kloriur (CuCl,.2H.0)
1-Kloro-2,4-Dinitrobenzen (CDNB)
Ditiyotritol (DTT)

Etilen Diamin Tetra Asetik Asit (EDTA)
Etanol

Hidrojen Peroksit (%30'luk H,0,)
Hidroklorik Asit (HCI)

Potasyum Fosfat (KH.PO.) Monobazik
Nikotin Amid Adenin Diniikleotid Fosfat (NADPH)
Nitro Blue Tetrazolium Chloride (NBT)
Okside Glutatyon (GSSG)
Fenilmetansulfonilflorir (PMSF)
Redukte Glutatyon (GSH)

Serum Albumin

Sodyum Barbitalin (NaCgH11N2O3)
Seyreltik NaOH ve HCI

Sodyum Azid (NaNs)

Sodyum Fosfat (NazPO.)

Sodyum Hidroksit (NaOH)

Sodyum Karbonat (Na,CO3)

Trizma Base

SIRKET
Sigma

Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Riedel de Haen
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Carlo Erba
Sigma
Sigma
Sigma
Carlo Erba
Sigma
Atabay
Carlo Erba
Sigma
Sigma
Carlo Erba

Sigma



3.2.Tez Kapsaminda Kullamlan Materyal ve Cihazlar

Cizelge 3.2 Tez galismasinda yararlanilan ekipmanlar, sarflar ve cihazlar
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1

© 00 N o o B~ W DN
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P O © 0 ~N o 0o »h W N B O

1, 1,5 ve 3 mL’lik Kuvarz Kiivetler
1,5-2 m’lik Tipler ve Raklar
15 mL’lik Falkon Ttipler ve Raklar

Ceker Ocak
Derin Dondurucu (-86)

Derin Dondurucular (-20)
Destile Su Uretme Cihazi

Hassas Terazi
Homojenizator
Manyetik 1stict
Magnetik Karistirici
Mikropipet Takimi
Mini Santrifij
Nanodrop

Otoklav

PCR

pH Metre

Real-Time PCR
Sogutmali Santrifijler
UV Spektrofotometre
Vorteks

. Merck

: Eppendorf

: Eppendorf

: Space Series Fume Cupboard
: New Brunwick Premium U410
: Vestel FT 280, Siemens

> mp MINI Pure

: Denver Instrument

: Qiagene Tissue Lyser LT

: LabLine

: Wisd Wise Stir MSH-20A

: Brand

- AOSHENG

: Thermo Scientific Multiscan GO USA
: HMC HIRAYAMA

. Sensoquest, Labcycler

: MettlerToledo

: Qiagene Rotor Gene 5 plex

: Hettich Mikro 220R

: BeckmanCoulter

: WisdWiseMix VM-10
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3.3.Tez Kapsaminda Yapilan Deneylerde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlamisi

Cizelge 3.3 Tez galigmasi sirasinda kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlaniglart

%0,042°lik Hidrojen Peroksit

7 uL %30’luk H,O; saf su ilave edilerek seyreltme islemi

1 a yapildi toplam hacim 5 mL'ye tamamlandi. +4°C’de
(H2O2) ozeltisi muhatfaza edildi.
, 0,5 EU/mL Glutatyon rediiktaz 5001 EU;ImL l}sz)o u]I:’ GR saf s1i 112\/6 f;illgzk sey;lel;lldl
: (GR) cozeltisi toplam hacmi 20 mL’ye tamamland. ¢ muhafaza
edildi (taze kullanildr).
0,6 g NaH,POs 80 mL saf su ile ¢oziilip pH’1 7’ye
3 50 mM Sodyum Fosfat (NaH2PO4)  ayarlandi. Daha sonra i¢inde 0,0148 g EDTA ¢oziildii.
" tampon ¢ozeltisi (0,4 MM EDTA'l)  Ardindan pH kontrolii yapilarak toplam hacmi saf su ilave
ile 100 mL’ye tamamlandi. +4°C’de muhafaza edildi.
4 0,8 mM Bakar 11 Klorir 0,004 g CuCl,.2H,0O'e 100 mL saf su ilave edilerek
' (CuCl2.2H20) ¢ozeltisi ¢oziilmesi saglandi. +4°C’de muhafaza edildi.
1 mg/mL (1:1) oraninda 0,03 g Serum Albiimin'e 30
5. 1 mg/mL BSA mLsaf su ilave edilerek ¢oziinmesi saglandi. +4°C’de
muhafaza edildi.
0,59 mg DTT tartilarak daha once hazirlanmis olan 50
6. 1 mM DTT cozeltisi mM 30 Tris-HCI tamponu ilave edilerek ¢ézuldi. +4°C’de
muhafaza edildi.
0,0087 g PMSF, 1 mL propanol ile ¢oziildi. +4°C’de
7. 1 mM PMSF ¢ozeltisi muhafaza edildi. Daha 6nce hazirlanmig olan 50 mM Tris-
HCI tamponu i¢inde kullanildi.
100 mM Potasyum Fosfat (KHzPO:) 0,068 g KH:PO.sa 40 mL saf s’uda ¢cozuldu. Uzerine
8. ¢ szeltisi (3.4 mMEDTA’l 0,0497 g EDTA eklendi. pH 7,6’ya ayarlandi. Toplam
apiprcozel it m D hacmi 50 mL’ye tamamlandi. +4°C’de muhafaza edildi.
9 6 mM 5,5'ditiyobis 2 nitrobenzoik 4,7 mg DTNB 2 mL saf su i¢ginde ¢dzulerek hazirlandi ve
' asit (DTNB) ¢ozeltisi +4 °C’de muhafaza edildi.
0,0081 g NaNs, 50 mM'ik 250 mL Sodyum Fosfat
10. 1 mM Sodyum Azid (NaNs) ¢ozeltisi  tamponu (0,4 mM EDTA'l) ilave edilerek ¢Oziinmesi
saglandi. +4 °C’de muhafaza edildi.
o 1,66 mg NADPH, 1 mL saf su i¢inde ¢6ziilerek hazirlandi
1 2 mM NADPH cozeltisi ve +4 °C’de muhafaza edildi.
e 0,012 g GSSG, 1 mL saf su i¢inde ¢ozlldi ve +4 °C’de
12. 20 mM GSSG cozeltisi muhafaza edildi.
3,07 g GSH tartilarak 50 mL saf su i¢inde manyetik
13. 200 mM GSH cozeltisi karigtirict  yardimiyla ¢oziildi. Ardindan +4°C’de
muhafaza edildi.
e s 10,2 mg CDNB 2 mL saf su i¢inde ¢oziildii ve +4 °C’de
14. 25 mM CDNB ¢ozeltisi muhafaza edildi.
2,83 g Na,COs, 40 mL saf su iginde coziildii. Ilave
15 200 mM Potasyum Fosfat (KH2PO4)  edilerek ¢oziinmesi saglandi. 0,73 g EDTA eklenip pH’1 7
" tampon cozeltisi (50 mMEDTA’L)  yapildi. Toplam hacim 50 mL yapildi ve +4 °C’de
muhafaza edildi.
0,18 g Trizma Base 25 mL saf su iginde ¢6zuldi. pH’1 7,6
16 50 mM Tris-HCI tampon ¢ozeltisi (1  yapildi. Hazirlanan ¢ozeltiye 0,0087 g EDTA eklenip

mMEDTA’h)

¢oziildiikten sonra pH kontrolii yapildi. Toplam hacim 30
mL ye tamamlandi.
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600 mM Potasyum Fosfat (KH2PO4)

4,08 g KH,PO4 20 ml saf su iginde ¢ozildi. pH’1 7,3%¢

17. tampon cozeltisi ayarlandi. Toplam hacmi 30 mL'ye tamamlandi. +4 °C’de
ampon ¢ozettIst muhafaza edildi.
50 g Coommassie-Brillant Blue G-250, %95°lik 25 mL
etanol ilavesiyle ¢oziildii. Hazirlanan ¢ozeltiye %85°1lik 50
18 Bradford (Coommassie Blue) mL fosforik asit ¢ozeltisi ilave edildi. Hazirlanan
' cozeltisi ¢ozeltinin toplam hacmi saf su ilavesiyle 300 ml’ye
tamamlandi. Aliminyum folyo ile kaplamis sekide
+4°C’de muhafaza edildi.
- N 500 U/mL’lik ticari olarak satin alman GR’den 200 pL
19. 100 U/mL (lgsluézgg; Reduktaz alinarak bir tup i¢inde saf su ile 1000 pL’ye tamamlayarak
¢ elde edildi ve +4 °C’de muhafaza edildi.
0,06 g NaH.PO,, 40 mL saf su iginde ¢ozildi. Uzerine
20 10 mM Sodyum Fosfat (NaH2PO4) 0,885 mg DTT eklendi. pH’1 7,0'a ayarlandi. Cozeltinin
' tampon c¢ozeltisi (1 mMDTT L) toplam hacmi 50 mL’ye tamamlanip +4 °C’de muhafaza
edildi.
21. 20 mM GSH cozeltisi 6 mg GSH almarak 1 mL saf suda ¢ozllerek hazirlandi.
s s 1,15 g KCl tartilir ve %15 olacak sekilde uygun hacimde
0
22 Yol ¢! sozeltisi destile suda ¢ozulr.
23 %0.8 TBA c¢ozeltisi 0,8 g TBA tartilir ve 100 mL destile suda ¢ozal(r.
- - : — -
o, 9620 asetik asit cozeltisi Stok asetik asit destile su ile %20 olacak sekilde

seyreltilerek hazirlanir.

3.4. Hayvan Deneylerinin Dizaym ve Doku Alimi

Bu tez ¢aligmas1 Wistar sican karacigerleri iizerinde gergeklestirildi. Sicanlar

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylanan etik kurul raporu ile Bing6l

Universitesi’nden temin edildi. Siitten kesilmis 21 giinliik sicanlar, her grupta yediser

olmak iizere rastgele sekilde 4 gruba ayrildi. Tiim hayvanlar, standart hayvan bakim

protokollerine uygun olarak barindirildi. Hayvan deneyleri etik kurul raporu Sekil

3.1’de verilmistir. Gruplar, Kontrol grubu (n=7), kafeterya diyeti grubu (n=7), SCD

Probiotics ile desteklenmis kafeterya grubu (n=7) ve SCD Probiotics grubu (n=7) olmak

Uzere 4 guruptan olusmaktadir. Calismada kullanilan grup isimleri ve beslenme sekilleri

Cizelge 3.4’te verilmistir.
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Cizelge 3.4 Kontrol ve deney gruplar1 beslenme uygulamalar: ve igerikleri

Gurup adi Beslenme sekli

Wistar erkek siganlar 21 giinliik iken alinarak 56. giine kadar normal kemirgen diyeti

Kontrol ile ad libitum olarak beslendi.

Wistar erkek siganlar 21 gunlik iken alinarak 56. gliine kadar normal kemirgen diyeti

CAF ve Kafeterya diyeti (CAF) ile beslendi.

Wistar erkek siganlar 21 ginlik iken alinarak 56. gine kadar ad libitum normal
CAF+Prob kemirgen diyeti ve kafeterya (CAF) diyetine ek olarak giinde 1,5 mL (1x10® CFU)
dozunda SCD Probioatics ile beslendi.

Wistar erkek siganlar 21 gunlik iken alinarak 56. giine kadar normal ad libitum
Prob kemirgen diyetine ek olarak giinde 1,5 mL (1x10® CFU) dozunda SCD Probiotics ile
beslendi.

Uygulamalar, gelisim doneminin sonu kabul edilen 56. giine kadar devam etti.
SCD Probiootics, giinde 1,5 mL (1x10® CFU) dozunda gavaj yolu ile verildi (Ceylani,
2023). Caligmada probiyotik takviyesi olarak SCD Probiotics sirketi tarafindan piyasaya
sdrdlen bir Grin (Temel Probiyotikler X1 - 500 ml H.S. Kod: 2206.00.7000) kullanild:.
SCD Probiotics igerigi, Bacillus subtilis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium
longum, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus casei,
Lactobacillus fermentum, Lactobacillus plantarum, Lactococcus lactis, Saccharomyces
cerevisiae ve Streptococcus thermophilus tiirlerini icermektedir. Hayvanlarin standart
bir kemirgen diyeti ile beslenmelerinde herhangi bir kisitlama yapilmadi. Normal ad
libitum beslenmeye ek olarak saglanan kafeterya diyeti icerigi ve kalori degerleri

Cizelge 3.5'te verilmistir.
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Malzemeler (100g) £ > L= £ 5
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KONTROL
DIVETI SC 7001 (Harley) 382 54 25 0
Krakerler
Cay Keyfi (Eti) 462 204 67.8 58 285
Kurabiyeler
Hosbes (Eti) 493 245 63.9 76 285
Hanimeller (Ulker) 427 181 62.1 39 250
DIYETI BBk
Nesquik Misir Gevregi (Nestle) 372 4.1 76.1 76 307
Cipsler
Lays Wavy (Frito-Lay) 536 36 54 7 0
Lays Klasik (Frito-Lay) 529 33 51 7.0 0
Doritos (Frito-Lay) 491 245 60.5 7.2 2.3

Deney boyunca, hayvanlarin agirliklari, haftalik gida tiikketimleri ve kafeterya

diyet iceriginin Olgiimleri kaydedildi. Kontrol ve deney gruplarinda bulunan hayvanlar,

uygulamanin sona ermesinin ardindan bir giin sonra hafifce eter ile sersemletildi ve feda

edildi. Karaciger dokular1 ¢ikarildi, kuru buz {izerinde soklandi ve analiz zamanina

kadar -80°C'lik derin dondurucuda saklandi. Bu tez ¢alismasi -80°C’de muhafaza edilen

karaciger dokular1 ile yapilmistir.
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T.C

BINGOL UNIVERSITESI
HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURULU BASKANLIGI

Toplant1 Tarihi: 29.06.2021 | Toplanti Sayis1:2021/03 | Karar Says1:03/01

Mus Alparslan Universitesi TBMYO Gida isleme Gida Kalite Kontrol ve Analizi Programinda
gorevli Dr. Ogr. Uyesi Taha CEYLANI tarafindan sunulan “Gelisim dénemi boyunca kafeterya diyeti
uygulanan wistar ratlarin davrams ve bagirsak antimikrobiyal peptit gen ifadeleri iizerinde
probiyotik bakterilerin etkisi” baglhkli arastirma projesi bagvurusu etik yonden degerlendirilmistir.
Degerlendirme sonucunda projede Bingsl Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Yonergesi
ilkelerine uyulduguna, projenin arastirma etigi agisindan uygun olduguna ve asagidaki hususlar goz
oniine alinarak yiiriitiilmesine oy birligi ile karar verilmistir.

Projede herhangi bir degisiklik gerektiginde kurulumuzdan onay alinmasi
Projede ¢alisacak olan arastirmacilar ile ilgili degisikliklerde kurulumuzdan onay alinmasi
Calisma belirtilen siirede tamamlanamaz ise ek siire talebinde bulunulmasi

B

Calisma bitiminde sonug raporunun génderilmesi

ARASTIRMACI 74
Dr. Ogr. (’JyesiﬂAykut ULUCAN _Vet. Hekim Perihan ACIK
Uye BUDAM Sorumlu Veteriner Hekimi

ARASTIRMACI

Ars. Gor. Emre SAHIN (/wmk/és{m

BUHADYEK Sekreteri STK

Sekil 3.1 Hayvan deneyleri yerel etik kurul raporu

3.5. TotalRNA Izolasyonu

Kontrol ve deney guruplarindan elde edilen karaciger dokularindan oncelikli
olarak cDNA kiitiiphanesi hazirlandi. Bu amagla total RNA izolasyonu gergeklestirildi.
RNA izolasyonu Invitrogen sirketinden satin alinan (Pure Link RNA Mini Kit, Cat. No:
12183020) kit protokoliine gore gerceklestirildi.

Bu protokole gore total RNA izolasyonu 6zet olarak Cizelge 3.6’da goriildigi

sekilde gerceklestirildi.
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Cizelge 3.6 Pure Link RNA Mini Kit ile RNA izolasyon protokoli

a.

Doku
Homojenizasyonu

Daha 6nce -80 °C’de bulunan karaciger dokular1 100 mg'dan kiigiik olacak
sekilde tartildi ve 2 mL’lik plastik vidali tiiplere konuldu ve {izerine uygun
miktarda esit sayida zirkonyum pargalayic ilave edildi.

. Her 1 mg doku i¢in 5 pL hacminde 2-merkaptoetanol iceren lizis tamponu

ilave edildi. Daha sonra 40 Hz 3+3 dk olarak 2 periyot halinde homojeniztor
(INOVIA TProH-6000) yardimiyla dokular pargalandi.
1200xg de 2 dk sureyle tlpler santrifilj edildi.

. Santriflij sonrasinda lizat kismi temiz RNase-free tiiplerin takili oldugu

homojenizere aktarildi ve 12000xg de 2 dk slreyle santrifij edildi ve
homaojenizer kaldirild1.

RNA baglama c.

Lizat ile ayn1 hacimde olacak sekilde RNase-free tiiplerdeki doku lizatin
tizerine %70’lik etanol aktarildi.

Etanol eklendikten sonra herhangi bir ¢6kelme olma ihtimaline kars1 6rnek
vortekslenerek muhtmel ¢okeltinin dispers olmasi saglanir.

Yaklasik 700 pL miktarinda homojenat spin cartridge toplama tlpiine
aktarildi.

d. Ornek 12000xg de 15 sn siireyle oda sicakliginda santrifij edildi.

@

Kolon altina gecen toplama tipindeki sivi atilir ve ayni toplama tlpu
yeniden takilir.
¢ ve d siklarinda yapilan uygulama tekrarlanir.

RNA yikama

maooTow|m

Spin cartridge tupleri tizerine 700 pL yikama solusyonu | eklenir.

12000xg de 15 sn oda sicakhiginda santriftj edilir.

Toplama kabi dokulur ve yeniden bir toplama ttpline takilir.

Uzerine etanol igeren 500 pL yikama soliisyonu 11 eklenir.

12000xg de 15 sn santrifiij edilir ve kolondan gegen sivi atilir ve ayni tlp
yeniden takilir. Bu islem bir defa daha tekrarlanir.

RNA elitsyonu
ve
eldesi

+~oaoo0 oW

Spin cartridge toplama tiipil 12000xg de 1 dk siireyle santrifij edilir.
Toplama tupu atilir ve spin cartridge yeni kurtarma tlpiine takalir.
Spin cartridge lzerine RNase-freewater’dan 30 pL eklenir.

Oda sicakliginda 1 dk kadar inkube edilir.

Daha sonra 12000xg de 2 dk kadar santrifuj edilir.

Spin cartridge altinda toplama tlipiinde total RNA elde edilmis olur.

3.6. Genlere ait ¢cDNA’larin hazirlanmasi

Wistar siganlardan toplanan karaciger dokularindan glutatyon dongiisii Gpx, Gr

ve Gst genlerine ait cDNA’lar hazirlandi. ¢cDNA kiitiiphanesi BioLabs sirketinden

siparig edilen Proto Script First-Strand cDNA sentez kit’i kullanilarak tiretici firmanin

protokoliine uygun sekilde gerceklestirildi. Bu protokolde takip edilen yol ayrintili

olarak su sekilde a¢iklanabilir.

Kit'te Bulunan Bilesenler
M-MuLV Enzyme Mix (10X)
M-MuLV Reaction Mix (2X)
Oligo d(T)23 VN* (50 uM)**
Random Primer Mix (60 pM)**

Nuclease-free H,O
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*V = A,GorC;N=A, G, CyadaT **igerigi 1 mM dNTP

e Kitbilesenleri¢oziiliir ve buzda bekletilir.

e DNA kontaminasyonu kontroli yapabilmek kit icerisinde revers transkriptaz

enzimi bulundurmayan bir kontrol 6rnegi bulunmaktadir.

Buna gore;

1.

izole edilen RNA &rnegi ve primer d(T)23VN, RNase bulundurmayan steril 0.2
mL’lik bir tipte karistirilir. Kullanilan RNA 6rnegi hacmi elde edilen

konsantrasyona gore asagidaki tabloda wverildigi gibi 1-6puL aralifinda

degiskenlik gosterir.
Ornek bilesenleri Miktar
Total RNA 1-6 pl
d(T)23VN (50 pM) 2 ul
Nukleaz icermeyen H,O Degisken
Toplam hacim 8 ul

Hazir hale gelen RNA 6rnekleri 70°C'de 5 dakika bekletilerek denature edilir.
Ardindan 5 dk buz iizerinde bekletildikten sonra kisa bir spin santrifiij yapilir.
(GC orani yiiksek olan ve uzun mRNA'lar bulunduran RNA kisimlar1 cDNA
verimini arttirmaktadir.)

Ardindan asagidaki tabloda verildigi gibi ornekler iizerine 10 pl M-MulLV
Reaksiyon karigimi ve 2 ul M-MuLV Enzim karisimikarigimi negatif kontrol
uzerine ise 10 pl M-MuLV Reaksiyon karisimi ve 2 pL Nukleaz icermeyen H,0

eklenir.
Bilesenler Ornekler Negatif kontrol
M-MuLV Reaksiyon karigimi 10 pl 10 pl
M-MuLV Enzim karisimi 2 ul -
Nukleaz icermeyen H,O - 2 ul

Toplamda 20 pl hacme sahip olan oOrnekler, cCDNA sentez reaksiyonunun
gergeklesmesi i¢in 42°C'de 60 dakika inkiibasyona birakilir. (Eger random
primer karigmi kullanilirsa 6ncesinde 25°C'de 5 dakika inkiibasyon daha
sonrasinda 42°C'de bir saat inkiibasyon islemi uygulanir.)

Daha sonra oOrnekler 80°C'de 5 dakika inkibe edilerek enzim inaktif hale

getirilir.
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7. Ardindan elde edilen cDNA {zerine 30 pl nukleaz free H,O eklenerek elde

edilen cDNA ornekleri —20°C'de muhafaza edilmelidir.

cDNA sentezi asamasi Sensquest H976c¢4-7-0 Labcycler PCR cihazi yardimiyla Sekil

3.2°de verilen dongu takip edilerek gergeklestirildi

A

SICAKLIK

80 °C
Buz lizerinde
inklibasyon ve Diliisyon
5 dk
\ ZAMA N>
e \_-20°C
Stoklama

Sekil 3.2 cDNA sentezinde kullanilan termal protokol

3.7. Primerlerin tasarlanmasi

3.7.1. Primer tasarlamak ic¢in gen sekansina ulasiimasi

Tez caligmasi sirasinda gerceklestirilerek mRNA ekspresyon c¢aligmalar1 igin

Gst, Gpx, Gr gen bolgelerine ait primerler tasarlandi. Bu amacgla National Center
forBiotechnology Information (nih. gov) (NCBI) databazindan faydalanildi (Sekil 3.3).

NCBI Home

V]

[ Gene

All Databases
| Assembly

Biocollections

BioProject

to NCBI

Resource List (A-Z)

All Resources

BioSample
Books
ClinVar

'enter for Biotechnology Information advances science and
ding access to biomedical and genomic information.

Chemicals & Bioassays

Conserved Domains
dbGaP

Data & Software

dbVar

DNA & RNA

it Download Learn

Domains & Structures

Genome

GEO DataSets | or Transfer NCBI data Find help

Genes & Expression

GEO Profiles into to your computer documents, attend

Genetics & Medicine

GTR ises
HomoloGene I

a class or watch a
tutorial

Genomes & Maps

Identical Protein Groups

Homology

MedGen
MaSH

Sekil 3.3 Primerleri tasarlamak icin kullanilan NCBI database


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

NCBI Home
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Gene il I GEN iSMi BURAYA YAZILIR

Welcome to NCBI

Resource List (A-Z)

All Resources

Chemicals & Bioassays

Data & Software
DNA & RNA

The National Center for Biotechnology Information advances science and
health by providing access to biomedical and genomic information.

About the NCBI | Mission | Organization | NCBI News & Blog

Submit Download Learn

Domains & Structures
Genes & Expression

Genetics & Medicine

Transfer NCBI data
to your computer

Deposit data or
manuscripts into
NCBI databases

Find help
documents, attend
a class or watch a

tutorial .~
Genomes & Maps
Homology
Literature
Proteins
Seduenica Analysis Navalan Analuza Racaarch

Sekil 3.4 Aradigimiz geni yazacagimiz NCBI sayfasi

Popular Resources
PubMed

Bookshelf
PubMed Central
BLAST
Nucleotide
Genome

SNP

Gene

Protein
PubChem

NCBI News & Blog

table2asn: An Updated, More Pow

NCBI sayfasindan “All databases” kismindan “Gene” secildi (Sekil 3.4).

Arama kismina genin uzun veya kisa ismi ya da erigim numarasi yazilip “search”

butonuna basilarak organizma se¢im bdliimiine ulasildi (Sekil 3.5).

Gene [Gene v}l Glutathione reductase |
Create RSS  Save search Advanced Help
Gene Tabular v 20 per page » Sort by Relevance « Hide sidebar >>
sources . -
Genomic Send to: + Filters: Manage Filters
Mitochondria =
Organelles Results by taxon S
Pl:smids See GR glutathione reductase in the Gene database Y
Plastids grin Arabidopsis thaliana Drosophila melanogaster Glycine Top Organisms [Tree
max All 54 Gene records Bacillus altitudinis (3791)

Categories Homo sapiens (246)
Alternatively Mus musculus (160)

spliced Search results Grammatotheca
Annotated genes i 05T G g:%?g;a(MS)

; ems: 1to 20 o

Eon-?Odmg. ) alphabaculovirus (139)
Pr°te(|jn‘00 ing <<First <Prev Page E] of 316 | Next> || Last>> Rattus norvegicus (52)

SRS @ see also 1700 discontinued or replaced items. Duck adenovirus 2 (36)

Arabidopsis thaliana (32)

Sequence

Klebsiella pneumoniae (22)

Sekil 3.5 Organizma secim sayfasi

Sekil 3.5’te belirtildigi gibi organizma sec¢imi sayfas: kullanilarak ilgili genin

calisilacag1 organizma sec¢imi yapilir. Bu calismada kullandigimiz organizma Wistar

siganlar1 oldugu i¢in bu boliimde “Rattus norvegicus” segildi.

Calisilan genin hangi organizmada tarandiginibelirten Sekil 3.5’te gosterildigi

lizerearama bogsluguna “aradigimiz gen” yazilip “search” butonuna butonuna tiklayarak
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genin organik baz ve protein sekansi sayfasina erisildi (Sekil 3.6). Anlatimda 6rnek

olmasi ac¢isindan Gr gen ismi kullanilmistir.

[Gene

~ J[(Gr) AND "Rattus norvegicus"[porgn:__ txid10116] |

Create RSS Save search

Advanced

Search results

Tabular ~ 20 per page - Sort by Relevance -

Send to: -

Items: 1 to 20 of 52 -~ Prev  Page |1 f3 | Next> | Last>>
a9e ° o = Database: [ §
o Showing Current items.
Name/Gene ID | Description Location 1 Aliases
O Nr3c1 nuclear receptor Chromosome 18, GR, Gcr, Grl
ID: 24413 subfamily 3, group NC_051353.1 Search det
C, member 1 (31271681..31393320, Gr[All Fid
[Rattus norvegicus complement) norvegicug
(Norway rat)] alive[prog
O Gsr glutathione-disulfide Chromosome 16,
ID: 116686 reductase [Rattus NC_051351.1
norvegicus (Norway (58482209..58525256, Search
rat)] complement)
J Camk4 calcium/calmodulin- Chromosome 18, Ccdpk,

Filters: Man|

Find relate

Sekil 3.6 Tlgili genin ézelliklerinin belirtildigi NCBI sayfasi

Ulasilan sayfada NM ile baslayan gen sekans kodu (NM_...) ve NP ile baglayan

protein sekans1 kodu (NP _...) baglantilar1 yer almaktadir (Sekil 4.7). NM... ile baslayan

linke tiklayarak Sekil 3.8’de gosterilen gen sekansina ulasildi.

NIM_053906.2 —- NP_446358.2 glutathione reductase

See identical proteins and their annotated locations for NP _446358.2

Status: VALIDATED

Source sequence(s)
UniProtKB/TrEMBL
Related

CK357934, FMO035154, JACYVUO10000283
ABIVSY, F1LRE1
ENSRNOPO0O000084963.1,

ENSRNOTO0000084128.1
Conserved Domains (3) summary

Location:1 — 410

Location:121 — 197

Location:300 — 408

TIGR0O1421

pfam00070

pfam02852

gluta_reduc_1;
glutathione-disulfide
reductase,
animal/bacterial
Pyr_redox; Pyridine
nucleotide-disulphide
oxidoreductase
Pyr_redox_dim;
Pyridine nucleotide-
disulphide
oxidoreductase,
dimerization domain

Sekil 3.7 Ilgilenilen genin gen ve protein sekanst NCBI veritabani
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Gen sekansinin gortiintiilendigi sayfada ekzon ve intronlarin bulundugugenin
tam sekansi gosterilir. Sayfada goriinen sekans 10 bazlik guruplar halinde gosterilir.
Sayfada bulunan CDS linki ile ilgilenilen genin kodlanan bdlgeleri isaretlenebilir.
Primer tasariminin kolaylik aglamasi a¢isindan ayni sayfada bulunan FASTA secenegi

sayesinde bu gruplar arasindaki bosluklar yok edilebilir (Sekil 3.8).

Rattus norvegicus glutathione-disulfide reductase (Gsr), mRNA

NCBI Reference Sequence: NM_053906.2
GenBank  Graphics

>NM_B53906.2 Rattus norvegicus glutathione-disulfide reductase (Gsr), mRNA
AGAGTCACAAGCTGGGCGGCACTTGCGTGAACGTTGGATGTGTACCCAAAAAGGTAATGTGGAACACAGC
CGTGCACTCGGAATTCATACATGATCACGTGGATTACGGCTTTCAAAACTGCAAGAGTAAATTCAATTGG
CATGTCATCAAGGAGAAGCGGGATGCTTACGTGAGCCGCCTGAACAACATCTACCAAAACAATTTAACCA
AGTCCCACATCGAAGTCATCCACGGCTACGCAACATTTGCAGATGGTCCCCAGCCCACAGTGGAAGTCAA
CGGGAAAAAGTTCACTGCTCCACACATCCTGATCGCCACGGGTGGTGTGCCCACGGTTCCTCATGAGAAC
CAGATCCCAGGTGCCAGCCTGGGGATAACCAGTGATGGGTTCTTTCAGCTGGAAGACTTGCCCAGCCGCA
GCGTTATTGTGGGTGCCGGTTACATTGCCGTGGAGATTGCGGGCATCCTCTCCGCCCTGGGCTCCAAGAC
GTCTCTTATGATCAGGCATGATAAGGTGCTTAGAAGCTTTGATTCACTCATCAGTTCCAACTGCACCGAG
GAGCTGGAGAACGCTGGCGTGGAGGTGTTGAAGTTCTCACAGGTTAAGGAAGTAAAGAAGACCCCATCGG
GCTTGGAACTCCATGTGGTTACTGCACTTCCCGGTAGGAAACCCACCGTGACCACGATTCCAGATGTCGA
TTGCCTGCTCTGGGCCATTGGACGGGACCCAAATTCTAAGGGCCTGAATCTAAATAAACTGGGGATTCAG
ACTGATGACAAAGGCCATATCCTAGTGGACGAGTTCCAGAATACCAATGTCAAAGGCGTCTATGCCGTGG
GCGATGTCTGTGGGAAAGCACTTCTCACCCCAGTTGCGATCGCTGCTGGCCGGAAACTCGCCCATAGACT
TTTTGAGGGCAAAGAAGATTCCAGGTTGGACTATGACAACATCCCTACCGTGGTCTTCAGCCACCCGCCT
ATCGGGACAGTGGGGCTCACTGAAGATGAAGCCGTCCATAAGTATGGCAAAGACAATGTGAAAATCTACT
CGACCGCCTTCACCCCGATGTATCACGCTGTGACCACGAGGAAGACGAAATGCGTGATGAAGATGGTTTG
TGCCAACAAAGAGGAGAAGGTGGTTGGCATCCATATGCAGGGGATTGGCTGCGATGAGATGCTTCAGGGC
TTCGCTGTAGCAGTGAAAATGGGGGCCACCAAGGCCGACTTCGACAATACGGTCGCCATTCATCCTACCT
CTTCAGAAGAGCTGGTCACACTGCGCTGAGAGCCCCGGGACTCGTGGCTAGCGGTCCGACCAGTGGGCCT
CTGGGAGGAACCAATCAAGTTTACGTCCTGCGCCAGCTTTATAGATTTCTGTATTTTAATCAGGAACTTC
TGGTGGTGTAAATTTCTAGTTAAGCAAAAAATCGAGGTCTTAAGTGTCTAATCATAAGGTTGTTTTGTTA
ATCCGGGGTTGGTTTTCATGTGATAATATTTACACTAGTTAGCATTTTGATTTTTTTTTTTAATTAACAG
CCTGTGTTCTTTGTGTTTTTCTTGCTTTGGCCTCATTCCAAGTTTAAATATATGAAGTACACGGAAGTTA
GCACACCTGACGGATGACTATAGCAGCTAATTTTTTTTTTTTTTTTTCTGTGCAGCCCAGGGTAAGCTCA
AACAACTCAARATCCTCCAGCTACAGCCTCATGAGCGCTGCAGTTCTGGGCATGCGTGGCCTCTCCCGGL
CTAGCTTGCTAGTTTTATATGATGGTAAGTCTCCATCTATAAATATGCAAGTGTACAGAATACATGTGTG
CTTTTCGACCTGGTGTTTCTGTATGGGAAA

Sekil 3.8 Ilgili organizma genine ait FASTA sayfasi

Bu asamada qPCR ¢alismasinda mRNA ekspresyon seviyeleri arastirilacak olan
bu genin sekansmin tamami kopyalanarak Sekil 3.9°da gdsterilen blastlama sayfasi
araciligiyla niikleotid blastlama ¢alismasi gergeklestirilebilir. Yapilan bu islem
sayesinde bu genin baska hangi organizma genleri ile ne dl¢iide homoloji gosterdigi

saptanabilir.
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Basic Local Alignment Search Tool
BLAST Quick Start guides!
BLAST finds regions of similarity between biological sequences. The Need some help getting started with BLAST?
program compares nucleotide or protein sequences to sequence

databases and calculates the statistical significance. Learn more

Thu, 22 Jun 2023 More BLAST news...

Web BLAST

blastx

translated nucleotide p protein

_protein b translated nu

Sekil 3.9 Calisilan gen sekansinin homolojisinin kontrol edildigi database

Bu calismada oncelikli olarak blastlama yapilarak baska genler ile homoloji
oranlar1 belirlendi. Bunun i¢in kopyalamis oldugumuz sekans Sekil 3.10°da gosterilen
databaseda “Add organism” kullanilarak blastlama yapildi. Blastlama basamagi
tasarlanacak primerlerin spesifik olarak sadece arastirilacak olan genin gogaltilabilmesi
acisindan onemlidir. Bu nedenle blastlama islemi gergeklestirilmelidir. Blastlama ile
homolojinin aragtirilmas: sonrasi baska genler ile Ortismeyen bdlgelerden primer
tasarlanir. Bunun amaci daha 6nce de agiklanmaya calisildigi iizere Real-Time PCR
asamasinda bagka genlerin c¢ogaltilmasin1 engellemek vesadece ilgilenilen genin

spesifik olarak ¢ogaltilmasin1 saglayarak arastirma sonuglarinin giivenirligini

arttirmaktir.
Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) © ciear Query subrangee
From [ ]

J T[]
Or, upload file ‘ Dosya Seg | Segilen dosya yok (2]
Job Title [ l

Enter a descriptive title for your BLAST search 9
D Align two or more sequences (2]
Choose Search Set

Database @ Standard databases (nr etc.): O rRNA/ITS databases O Genomic + transcript databases

O Betacoronavirus

WO BT Try experimental taxonomic nt databases

Downl
For more info see What are taxonomic nt databases?
| Nucleotide collection (nr/nt) v |®
Organism - - . .
Optional | Enter organism name or id--completions will be suggested |D exclude | Add organism

Sekil 3.10 Gen sekansmim homoloji kontroll yapildig: blastlama ekrani
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Homoloji bolgeleri isaretlenmis olan ilgilenilen genin homoloji g0stermeyen
bolgelerinden yaklagik olarak 700-1000 bazlik dizilimler segilir ve primer tasarimi igin
Primer3 Input sayfasina gidilir. Agilan bu sayfada yapilacak olan Real-Time PCR
metoduna uygun olarak primer TM sicakliklar1 ve primer sekans uzunluklari, Uretilecek
olan iirlin uzunluklari, prob kullanilip kullanilmayacag: gibi ¢esitli 6zellikler arasinda
istenilen ayarlamalar yapilir. Bu ¢alismada Sybergreen metodu kullanilacagindan dolay1
Sekil 3.11°de gosterildigi gibi uygun ayarlamalar gergeklestirilerek “pick primer” linki
tiklandi. Database tarafindan Onerilen primerler arasinda amacimiza uygun olan
primerler ROCHE firmasindan siparis edildi (Cizelge 3.8). Calismamizda kullandigimiz
genlerimizin ¢ogaltilmasina yonelik kullanacagimiz yonteme uygunolarak tasarlamig
oldugumuz primerlerimizin 6zelliklerinin optimum deger araliklar1 Cizelge 3.7°de

gosterilmektedir.

Cizelge 3.7 Primerin tasarmmu igin optimum deger araliklart

Minimum baz Optimum baz Maksimum baz
uzunlugu uzunlugu uzunlugu
Uriin boyutu 50 100 150
Primer boyutu 19 20 21
Primer TM 59 60 61
Primer %GC 45 50 55
Primer MaxPoly-X 3

General Primer Picking Conditions

Upload the settings from a file | Dosya Sec¢ | Secilen dosya yok

Primer Size Min [ 19 ] Opt [20 ] Max [21 ]
Primer Tm Min [59 I Opt [60 ] Max [61 ] Max Tm Difference Table of thermodymnay
Product Tm Min [ ] Opt [ ] Max [ ]
Primer GC% Min [45 | Opt[50.0 | Max 55 |

Product Size Ranges [50-150

Number To Return Max 3' Stability
Max Library Mispriming | 12.00 Pair Max Library Mispriming | 20.00

Thermodynamic Secondary Structure Alignments Old Secondary Structure Alignments

Use Thermodynamic Oligo Alignment

TH: Max Self Complementarity Max Self Complementarity
TH: Max 3' Self Complementarity, Max 3' Self Complementarity
TH: Max Pair Complementarity Max Pair Complementarity
TH: Max 3' Pair Complementarity Max 3' Pair Complementarity
TH: Max Primer Hairpin

Sekil 3.11 Primerlerin optimum 6zelliklerinin girildigi NCBI database


https://primer3.ut.ee/

41

Tasarlanan Primerlerde A-T (Adenin-Timin) niikleotidleri ile baslayip G-S
(Guanin-Sitozin) niikleotidleri ile bitiyor olmasina dikkat edilmelidir. Art arda 4 ve
daha fazla ayn1 baz tekrar etmemelidir. Tasarlanan primerlerde var olan dortli tekrarlar

spesifik olmayan baglanmalara sebebiyet verirken dimerlesme yapabilmektedir.

Cizelge 3.8 gPCR yonteminde kullanilan primerler ve erigim numaralari

Gen semboli  Erisim numaras1  Uzama pozisyonu Sekans (5'-3")
Forward >"AGTTCACTGCTCCACACATCC?
Gr-1 NM_053906.2
Reverse >"TCCAGCTGAAAGAACCCATC?
Forward S-TGGCTTACATCGCCAAGTC?
GPx-1 NM_183403.2
Reverse 5-CCGGGTAGTTGTTCCTCAGA
Forward 5-AGACGGGAATTTGATGTTTGAC
Gstp-1 NM_017013.4
Reverse S“TGTCAATCAGGGCTCTCTCC?
Forward " TGGACCTCATGGCCTACATG™
Gapdh NM_007393.5
Reverse >"AGGGAGATGCTCAGTGTTGG™

3.7.2. Real-Time PCR uygulamasi

Glutatyon dongust antioksidan genlerin  Real-Time PCR uygulamalari
Sybergreen teknigi kullanilarak gergeklestirildi. Sybergreen Real-Time PCR tekniginde
hedef (target) ve referans (housekeeping) genlerin mRNA seviyeleri farkli PCR
tiplerinde ayni sartlarda gergeklestirilir. Target genleri, ekspresyon seviyelerini
belirlemeye ¢alistigimiz glutatyon dongiisii antioksidan genleri olurken housekeeping
geni hucre igerisinde temel hiicresel fonksiyonlarin siirdiiriildiigii her hiicrede eksprese
olan kurucu genlerdir. Tez kapsaminda gergeklestirilen Real-Time PCR ¢alismalarinda
Gapdh geni housekeeping gen olarak kullanildi. Bir genin ekspresyon seviyelerinin
hesaplanmasinda Real-Time PCR cihazi tarafindan kantitatif ekspresyon seviyelerini
gosteren Ct degerlerindan yararlanilir. Buna gore housekeeping genlerin Ct degerleri
referans alinarak ayni 6rnekten hazirlanmis hedef genlerin Cy’leri degerlendirilir. Bu tez
calismasinda glutatyon dongiisii genleri Gpx, Gr ve Gst hedef genlerinin Ct degerleri
Gapdh referans geni Ct degerleri referans alinarak degerlendirildi. Tez kapsaminda
gergeklestirilen c¢aligmalarda kontrol ve deney guruplart karaciger dokularindan

hazirlanmisg olan cDNA 0Ornekleri kullanilarak mRNA ekspreson dereceleri en az 3
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tekrarli olarak Olculdli. Sybergreen metodu ile gergeklestirilen Real-Time PCR

uygulmasinda kullanilan 6rneklerin bilesen icerikleri Cizelge 3.9°da gdsterilmektedir.

Cizelge 3.9 qPCR’da kullanilan bilesenlerin miktarlari ve konsantrasyonlari

Bilesenler Konsantrasyon Miktar (uL)
ddH,O (Steril) - 1
Sybrgreen Master Mix 1X 5
Forward Primer (Hedef/Referans) 1 pmol 1
Reverse Primer (Hedef/Referans) 10 pmol 1
! ! !
cDNA 0,02 ng/ Wl 2

Sybergreenreal time PCR tekniginin uygulanmasi qiagen Rotor Gene Q
cihazinda Sekil 3.12°de verilen termal protokol takip edilerek gergeklestirildi. Buna
gore cihaza konulan 6rneklerden bulunan cDNA’nin kolay denatiire olabilmesi igin
oncelikli olarak 50 °C’de 2 dk siireyle bir 6n 1sitmaya tabi tutuldu. Ardindan sicaklik 95
°C’ye ¢ikarilarak DNA denatiire edildi. Bu noktaya kadar uygulanan termal dongi 1
dongii olarak gerceklestirildi. Ardindan 95 °C’de 15 sn denatiirasyon, 60 °C’de 30 sn
primerlerin baglanmasi ve son olarak 72 °C’de uzama basamagi 45 dongii olarak
tekrarlnarak hedef ve referans genlere ait iiriin kesitleri c¢ogaltildi. 45 dongunun
gerceklestirilmesi basamaginda hedef ve referans genler cihazin hassasiyetine baglh
olarak belirli kopyaya ulastiklarinda 1g1ma verirler. Bu 1s1ma durumlari cihaz tarafindan
Cr degerleri olarak kaydedilir. Daha sonra hedef ve referans genlerin kantitatif gen

ekspresyonlari cihaz tarafindan ifade edilen bu Ct degerleri kullanilarak yapilir.

'Y

N 95°C -25_"_C\

= N\

1 1dk :15sn \\ _72°C__

N SN_60°C 7" 20dk |

<< o 30 sn :

-t 2 dk < !

7) = 45dongii >
]
|

ZAMAN

Sekil 3.12 gPCR tekniginde takip edilen termal dongu



43

3.7.3. Sybergreen Real-time PCR sonuglarinin hesaplanmasi

Kontrol ve deney gruplarindan toplanan karaciger dokularindan hazirlanan
cDNA’lar kullanilarak Sybergreen metodu ile real-time PCR reaksiyonlar:
gerceklestirildi. Cihazdan elde edilen hedef gen Ct degerleri ile ayn1 cDNA dan
calistirilan referans Cr degerleri esitlik 3.1 yardimiyla kantitatif mRNA
ekspresyonlarina doniistiriildi (Livak ve Schmittgen, 2001).

EkSpI‘CSYOH (ACt) . 2C.[. (Referans) - C, (Hedef) 3.1

Kantitatif ekspresyon degeri olarak bilinen AC+ verilerinin hesaplandig: esitlik
3.1°deki terimlerin agiklamalari su sekildedir;

1. (2) degeri: Hedef gen primer etkinlik oranin1 gosterir. (Primerlerin etkinlik oranlar1
cihaz tarafindan qPCR cihazi tarafindan belirlenen degerlerdir. Tasarlanan her primer
icin cihaz tarafindan belirlenen bu degerlerin%100’e yakin oldugu durumlarda 2
olarak kabul edilir)

2. C1 (Referans): Real-Time PCR reaksiyonu sonunda housekeeping genin kantitatif
miktarinin hesaplanmasinda kullanilan cihaz tarafindan ifade edilen degerdir.

3. Ct (Hedef): Real-Time PCR reaksiyonunda hedef (target) genin kantitatif miktarini
ifade eden degerdir.

Calismanin hassasiyeti ve sonuglarin giivenirligi agisindan tim mRNA
ekspresyon c¢aligmalar1 ayni cihazda yuratildd. Glutatyon dongist antioksidan genlerin
Cr degerleri ile houskeeping geni Ct degerleri esitlik 3.1°e yerlestirilerek ACt degerleri
belirlendi. En az 3’er kez tekrarlanan bu testten elde edilen verilerin “ortalama +
standart hata” lar1 hesaplandi ve tiim deney gruplar1 kontrolleri ile istatistiki olarak

kiyaslandi.

3.8. Protein aktivite calismalari

Bilindigi gibi gen, DNA f{izerindeki anlamli niikletoid zincirlerine denir. Bu
anlamli niikleotid zincirleri mRNA’lar vasitasiyla proteinlere ¢evrilir. Hiicrede farkl
gorevlere sahip proteinler mevcuttur. Fonksiyonel proteinler olan enzimatik aktiviteye
sahip molekiller 6nemli protein molekilleridir. Enzimler olarakta bilinen bu proteinler

hicresel redoks dengesi acisindan elzem olan glutatyon doéngist gibi metabolik
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faaliyetlerin duzenli islemesinde biiyiik 6neme sahiptirler. Bu tez ¢alismasinda, mRNA
dizeyinde eckspresyonlar1 arastirilan antioksidan genlerin protein seviyesinde
yansimalar1 olan GPx, GR ve GST fonksiyonel proteinlerinin kinetik aktiviteleri kontrol

ve deney grubu fare karaciger dokularinda arastirildi.

3.8.1. Bradford (Coommassie Blue) protein tayini

Bradford protein tayin yontemi ¢aligmanin amaci ve bakilacak protein miktarina
bagli olarak tercih edilen bir metoddur. Bu metod, organik boyalar vasitasiyla
proteinlerin asidik ve bazik gruplarla etkilesim olusturup renk farkliligt meydana
getirmesi esasina dayanir. Bu metodun en onemli molekiilii olan commassie brillant
blue G-250 boyast saf molekiil halinde iken 465 nm dalga boyunda maksimum
absorbans verir. Coomasie brillant blue G-250 siipernatandaki proteinlere baglanabilir
(Sekil 3.13). Commassie brillant blue G-250 ve protein kompleksleri 595 nm dalga
boyunda maksimum absorbanslarin1 verirler. Bradford yontemi ile protein tayini
yapiliken soliisyondaki protein miktar: ile paralel olarak mavi renk tonlar1 elde edilir.
Mavi renk olusumunun nedeni esasen soliisyonda olan aminoasit residiileridir. Farkl
renk tonlarmma sahip Ornekler spektrofotometrik olarak oOlgiilirken farkli absorbans
degerleri verirler. Buradan yola gikilarak hazirlanan konsantrasyonlar1 belirli standartlar
ile ¢izilen standart egriler yardimiyla bir 6rnek i¢indeki protien miktar1 kantitatif olarak

belirlenebilir.

3.8.2. Bradford protein tayininin uygulamsi

Bradford protein tayini bu ¢alismada arastirilan antioksidan proteinlerin spesifik
aktivitelerini hesaplamak amaciyla gergeklestirildi. Bu amagla daha o6nce enzim
aktivitesi dl¢limleri i¢in hazirlanan karaciger doku siipernatanlar1 kullanildi. Bradford
protein tayini igin 6rnek hazirlama asamasinda oncelikli olarak commassie brillant blue
G-250 igeriginde olan protein tayin solisyonu hazirlandi. Commassie brillant blu G-250

molekiil yapis1 Sekil 3.13’te verilmistir.
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Sekil 3.13 Coommassie brillant blue molekil yapist

Daha sonra kor ve ornek sayisi hesap edilerek uygun biiyiikliikte temiz tiipler
ayarlandi. Bu tiplere her 6rnekten 10 pL alinarak (zerine 90 pL dH,O ilave edilerek 10
kat daha seyreltik yeni ornekler hazirlandi. Kor ise drnek yerine saf su ilave edilerek
hazirland1 (Cizelge 3.10). Bunlarin iizerine 400 puL commassie brillant blue boyasi
eklenerek toplam hacim 500 pL yapildi. Ardindan 6rnekler oda sicakliginda 10 dk

karanlikta inkiibasyona birakilarak protein baglanmasi gerceklestirildi.

Cizelge 3.10 Bradford protein tayinini uygulamasinda érnek tablo

Bilesenler Kér (uL) Ornek (uL) BSA (uL)
dH.0 100 90 90
Slpernatan - 10 10
Coommassie Blue boyasi 400 400 400
Toplam Hacim 500 500 500

Ardindan kor ve oOrneklerin 200 pL kadari plate yiiklenerek 595 nm’de
absorbans degerleri kaydedildi (Bradford, 1976). Elde edilen absorbans degerlerini
konsantrasyon birimlerine ¢evirmek amaciyla bovin serum albiimin standart protein
olarak kullanilarak standart grafigi ¢izildi (Sekil 3.14). Bu amagla 1 mg/mL
konsantrasyona sahip stok bovin serum albimin sollsyonundan bilinen
konsantrasyonlarda farkli yeni 6rnekler hazirlandi. Hazirlanan bu 6rneklerin 595 nm’de
absorbanslar1 Olgiilerek konsantrasyon ve absorbansa bagli standart denklem ¢izildi.
Bilinmeyen oOrneklerimiz olan karaciger siipernatanlar1 dlgiimlerinden elde edilen
absorbans degerleri standart grafik yardimiyla mg/mL konsantrasyon birimlerine

cevrildi.
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\5 BSA standart grafigi
1.4
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0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12 0.14 0.16 0.18
Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 3.14 BSA standart grafigi

3.8.3. Glutatyon peroksidaz (GPx) enzimi aktivite 0lgimu

Daha dnce -80°C derin dondurucuda bulunan kontrol ve deney gurubu karaciger
dokularinin tartimi yapilarak her 1 mg doku icin 10puL tampon kullanilarak
homojenatlar hazirlandi. Homojenatlarin hazirlanmasinda 50 mM Tris-HCI tamponu
kullanildi. Tampon doku {izerine eklendi ve {izerine yeterli miktarda zirkonyum
parcalayici eklenerek homojenizator (Qiagene Tissue Lyser LT) yardimiyla 30 Hz’de
4°C'de 3+3 dakika 2 peryot halinde homojenizasyon islemi yapildi. Daha sonra 1 saat
boyunca +4°C'de 13500 rpm’de santrifiij edildi ve silipernatanlar farkli tiiplere alindi.
Elde edilen slpernatanlarda GPx aktivitesi kinetik olarak bakildi. GPx aktivitesinin
Olctimii, EC 1.11.1.9 kod numarali sigma aldrich protokoliiniin asamalar1 mikroplaka
okuyucu spektrofotometreye uyarlanarak gercgeklestirildi. Sigma aldrich GPx aktivite
Olciminde kullanlan solisyonlar Cizelge 3.11°de goriilmektedir. Protokole gore
ornekler ve diger reaksiyon bilesenleri Cizelge 3.12°de verilen miktarlarda kuvarz plate
lizerine pipetlenir. Ardindan 10 dakika inkiibasyona birakilir. Daha sonra H,O; ilave
edilerek her dakika absorbanslar kaydedilerek 5 dakika slreyle kinetik 6lglim
gerceklestirilir. GPx aktivite 6lcimunde kullanilan sigma aldrich protokoliine gére GPx
enzim Unitesi, 25°C ve pH:7'de H,0; kullanarak, 1 umol GSH'1, GSSG'ye ¢eviren GPx

miktar1 olarak belirtilmektedir.
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Cizelge 3.11 Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesinde kullanilan ¢ozeltiler

A Cozeltisi 50 mM NAH;PO4 tamponu + 0,4 mM EDTA

B Cozeltisi 1 mM 50mL NaNs (A ¢ozeltisi igerisinde)

C Cozeltisi NADPH her bir 6lgim icin 1 mg kullanilir (Taze kullanilmali)
D Cozeltisi GR enzim soliisyonu 100 U/mL

E Cozeltisi 200 mM GSH

F Cozeltisi 10mM NAH;PO; iginde ImM DTT pH=7

G Cogzeltisi Suipernatan

H Cozeltisi 90,042 Hidroje Peroksit

B, D ve E cozeltileri protokolde o6nerildigi oranlar ile mikroplate pipetlendi.
Karigimin {izerine paralel oranda azaltilmig C soliisyonu (NADPH ¢d6zeltisi) eklendi.
Cizelge 3.12'de belirtilen pipetleme prokoli takip edilerek GPx enzim aktiviteleri 340
nm’de kaydedildi.

Cizelge 3.12 GPx aktivite 6l¢timi pipetleme protokoli

Kor (uL) Numune (uL)

Reaksiyon Kokteyli (B+D+E) 250 250

1 mM DTT + NAH.PO, ¢ozeltisi (F) 5 -

Slipernatan (G) - 5
10 dk inklibasyon

90,042 Hidroje Peroksit (H) 5 5

Toplam hacim 260 260

GPx enzim aktivite Olgiminden elde edilen absorbans degerleri protokol
tarafindan Onerilen esitlik 3.2’ye yerlestirilerek enzim {initeleri (EU/mL) hesaplandi.
Ardindan elde edilen bu sonuglar protein tayin sonuglari ile birlikte degerlendirilerek
spesifik aktiviteleri (EU/mg) hesaplandi.

(AA3z40nm/min Test — AAssonm/min Blank)(2)(3.1)(df) 1
(6.22)(0,05) mg protein/mL

3.2

Esitlik 3.2°de verilen terimlerin agiklamalari su sekildedir;

2 : Her B-NADPH’1n yukseltgenmesinde kullanilan 2 pL GSH miktar1
(3.1) :Herreaksiyonda kullanilan toplam kivet hacmi

(df)  : Seyreltme faktori

(6.22) :340 nm’de B-NADPH’1in mM ekstinksiyon katsayisi

(0.05) : Her tekrarda kullanilan enzim miktari
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3.8.4. Glutatyon S-Transferaz (GST) enzimi aktivite 6lcimu

Kontrol ve deney guruplarina ait karaciger drneklerinden her 1 mg doku i¢in 10
pL tampon kullanilarak homojenatlar hazirlandi. Homojenizasyonun hazirlanmasi
(Habig ve ark., 1974) tarafindan Onerilen protokole gore gerceklestirildi. Santrifiij
edilen homojenatlardan elde edilen siipernatanlar1 kullanilarak GST’nin enzim aktvitesi
Kinetik olarak 6lculdi. Enzim aktivite testleri Cizelge 3.13'te gOsterilen GST pipetleme

protokoliine uygun sekilde gerceklestirildi.

Cizelge 3.13 GST aktivite 6lcim pipetleme protokolii

KOR (L) NUMUNE (uL)
K-Fosfat tamponu 50 50
dH,0 180 175
Stpernatan - 5
CDNB 5 5
GSH 20 20
Toplam Hacim 255 255

Reaksiyon bilesenleri Cizelge 3.13’te verilen miktarlara gore birlestirildikten
sonra 340 nm dalga boyunda 3 dakika siireyle kinetik 6l¢im yapild1 ve her dakikada
absorbans degerleri kaydedildi. Orneklerin giivenirligi agisindan dlgiimler 3 tekrarli
olarak gerceklestirildi. Elde edilen absorbans degerleri esitlik 3.3 yardimiyla enzim
initeleri (EU/mL)’ne ¢evrildi. Ardindan Bradford protein tayini sonuglar1 ile birlikte

degerlendirilerek spesifik aktivite (EU/mg) degerleri hesaplandi1 (Habig ve ark., 1974).

e . , _ Abs Vit 1
Spesifik aktivite (EU/mg) = " x Vo SF mg protein/mL

(3.3)

Esitlik 3.3te verilen terimlerin agiklamalar1 su sekildedir;
Abs  :340 nm’de Olgulen absorbans degerleri

S : 340 nm’de 1 mM CDNB-SG’nin ekstinksiyon katsayisi
t : Enzim aktivitesinin olgiildiigii toplam zaman

Vit : Toplam kiivet hacmi

Vo : Ornegin hacmi

SF : Dillisyon Faktor(
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3.8.5. Glutatyon Reduiktaz (GR) enzimi aktivite dlcimu

Oncelikle kontrol ve deney guruplar: karaciger dokular: tartildi. Her 1 mg doku
icin 10 pL 50 mM Tris-HC1 tamponu ve zirkonyum pargalayacilar eklenerek
homojenizatér (QiageneTissueLyser LT) yardimiyla30 Hz’de 4°C’de dokular
parcalandi. Ardindan 60 dk ve 13500 rpm’de santrifiij islemi yapilarak siipernatanlar
alindi. Elde edilen siipernatanlar kullanilarak Carlberg veMannervik (1985) tarafindan
onerilen metod kullanildi. Buna goére Cizelge 3.14’te verilen pipetleme protokolii takip
edilerek GR’nin kinetik enzim Ol¢iimi 340 nm’de 3 dakika siire ile Olgiilerek her

dakikadaki absorbans degerleri kaydedildi.

Cizelge 3.14 GR aktivite 6lcimi pipetleme protokoli

Kor (uL) Numune (uL)
Na-Fosfat Tamponu 50 50
dH;0 150 145
Slpernatan - 10
GSSG 25 25
NADPH 25 25
Toplam Hacim 300 300

Olgiilen absorbans degerleri esitlik 3.3 yardimiyla enzim iinitelerine (EU/mL)
cevrildi. Ardindan protein tayini sonuglar1 ile degerlendirilerek spesifik aktiviteler

(EU/mg) hesaplandi.
3.9. Antioksidan Tliskili Baz1 Metabolitlerin Olgiimii

3.9.1. GSH ve GSSG élgumi

Kontrol ve deney gurubu karaciger dokulari tartildi. Daha sonra her 1 mg
dokunun (zerinel0 pL fosfat tamponu ilave edildi. Zirkonyum pargalayicilar
kullanilarak homojenizator (Qiagene Tissue Lyser LT) yardimiyla 40 Hz’de 3+3 dk iki
peryot olarak dokular homojeniz edildi. Ardindan 1000 g'de santrifiij yapilarak berrak
supernatanlar GSH ve GSSG ol¢tmleri icin iki part halinde yeni tplere alindi. Santrifij
sonrasi silipernatanlarin bulanik olmasi halinde Gzerlerine hacimleri ile orantili olarak
%35’lik TCA eklenip vorteklendikten sonra yeniden santrifiij yapilabilir. GSH inkantitif

tayini (Griffith, 1980) tarafindan 6nerilen metoda gore gerceklestirildi. Siipernatanin
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ilkpart1 kullanilarak Cizelge 3.15'te verilen degerlere gére 412 nm dalga boyunda 5
dakika siire ile kantitatif GSH ol¢iimii gergeklestirildi ve her dakikada elde edilen
absorbans degerleri kaydedildi (Griffith, 1980).

Cizelge 3.15 Redkte glutatyon (GSH) 6l¢imu pipetleme protokoli

Kor (uL) Numune (uL)
200 mM K-fosfat (50 mMEDTA’1I1) 155 135
2 mM NADPH 20 20
6 mM DTNB 20 20
Slpernatant - 20
0,5 EU/mL GR 5 5
Toplam hacim 200 200

Daha once hazirlanmis olan siipernatanin ikinci partt GSSG Ol¢iimii icin
kullanildi. Bunun i¢in siipernatanin her 400 uL si iizerine 8 pL 2-vinilpiridin eklenerek

ornekler 60 dakika sure ile oda sicaklignda inkiibasyona birakildi.

Cizelge 3.16 Yiikseltgenmis glutatyon él¢limi pipetleme protokoli

Kor (uL) Numune (uL)
200 mM K-fosfat (50 mMEDTA’11) 155 135
2 mM NADPH 20 20
6 mM DTNB 20 20
Slpernatan - 20
0,5EU/mL GR 5 5
Toplam hacim 200 200

60 dakikalik inkiibasyon sonrasinda Cizelge 3.16°da verilen pipetleme protokoli
takip edilerek 412 nm dalga boyunda 5 dk streyle GSSG kinetik 6l¢iimii yapildi ve her
dakikada alinan absorbanslar kaydedildi (Griffith, 1980). GSSG o6l¢iimiinde slipernatan
icindeki GSSG'nin indirgenmesi sonucu olusan GSH'in DTNB ile olusturduklari
konjugasyon drunid GSH-DTNB miktari tespit edilir ve boylece GSSG miktar1 dolayl
olarak 6l¢tilmiis olur. GSH ve DTNB arasinda meydana gelen konjugasyon Sekil 3.

15°te gosterilmistir.
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( B
DTNB
GSSG <= = 2(SH =~ = GSH—DTNB
GR DTNB-GSH
; konjugasyonu
NADPH NADP
\- Y

Sekil 3.15 GSSG indirgenmesi sonucu olusan GSH'in DTNB ile konjugasyonu

GSH ve GSSG kinetik o6lcuminden elde edilen absorbans verilerini
konsantrasyona birimlerine ¢evirmek amaciyla saf GSSG molekiliinden standart grafik
yapildi. Bu amagla Oncelikle 1 mg/mL konsantrasyonunda stok GSSG soliisyonu
hazirland1 ve stok soliisyonunun 412 nm’de absorbans kontrolii yapildi. Ardindan
orneklerin absorbans degerlerini kapsayacak sekilde GSSG stok soliisyonu

seyreltilererek Sekil 3.16’da goriildiigi gibi farkli konsantrsyonlarda standart 6rnekleri

hazirlandi.

GSSG standart grafigi

0.24;
0.201

o
-
ks

0.081

Absorbans,q,
o
-—
N

y=19.38x+0.0026
R?=0.9908

0.041

0.00 v v v T v ¥
0.000 0.002 0.004 0.006 0.008 0.010 0.012
Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 3.16 GSH ve GSSG hesaplamalarinda kullanilan GSSG standart grafigi

Konsantrasyonlar1 bilinen standart 6érnekleri GSH ve GSSG kinetik 6lgiimiinde
kulanilan pipetleme protokoli takip edilerek absorbans degerleri kaydedildi. Elde edilen
absorbans degerleri ve konsantrasyonlar:1 kullanilarak GSSG standart grafigi ¢izildi
(Sekil 3.16). Karaciger dokularindan elde edilen siipernatanlar ile yapilan GSH ve
GSSG olgumlerinden elde edilen absorbans degerleri standart egri yardimiyla
konsantrason birimlerine ¢evrildi. Standart egriden elde edilen sonuglar mM
konsantrasyonlarima cevrilerek ifade edildi. Ardindan esitlik 3.4 ve esitlik 3.5

yardimiyla toplam GSH ve GSH/GSSG oranlar1 hesaplandi.
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Toplam glutatyon (GSH + GSSG) = GSH + 2. GSSG 3.4

, , GSH Total GSH — GSSG
GSH1 GSSGye oram ( ) =
GSSG GSSG/2

3.5

3.9.2. Malondialdehid (MDA) 6l¢cimi

MDA 0dlcim0 hucresel lipid peroksidasyonunun iyi bir belirtecidir. MDA
Olcimi Ohkawa ve ark. (1979) tarafindanénerilen spektrofotometik yonteme gore
gergeklestirildi. Yontem biyolojik materyallerde peroksid lipidlerin yikimi sonrasi
olusan malondialdehid tiyobarbutirik asit (TBA) ile reaksiyonu esasina dayanir (Sekil 3.
17). Reaksiyon sonucunda olusan pembe rengin belirginligi MDA miktar1 ile dogru

orantilidir.

[ 0
g N OH HO N SH

NH [y 3
?Hz + 2 /J% —_— B \||/
H
ICII OH OH
MDA TBA MDA-TBA,

Sekil 3.17 TBA’nm MDA ile reaksiyonu

Malondialdehid 6l¢cimi icin dncelikle homojenat hazirlandi. Bu amagla her 1
mg doku i¢in 9 pL %1,15 KCI ¢ozeltisi bir ependorf tupi i¢ine alindi ve 2’ser dakikalik
sure ile 2 periyot olarak homojenizasyon islemi gergeklestirildi. 1000 g de 10 dk sire ile
santrifuj edilerek supernatanlarda MDA miktarlar1 Cizelge 3.17°de verilen pipetleme

protokoll takip edilerek 532 nm de 6lgildi (Ohkawa ve ark., 1979).
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Cizelge 3.17 MDA 6l¢limi pipetleme protokolii

Kor (uL) Numune (uL) Standart (uL)
%1.15 KCI ¢ozeltisi 150 - -
Stipernatan/Standartlar - 150 150
%0.8 TBA 290 290 290
%20 asetik asit 290 290 290
%8.1 SDS 400 400 400
Toplam hacim 1130 1130 1130

Daha sonra elde edilen absorbans degerlerini konsantrasyon birimlerine
cevirmek igin standart grafik hazirlandi. Bu amagla 1,1,3,3 tetractoksipropanin 10
nmol/mL konsantrasyonda stok ¢ozeltisi hazirlandi. Bu stok ¢ozelti diltie edilerek farkls
konsantrasyonlara sahip 1,1,3,3 tetraetoksipropan standart (1,1,3,3 tetraetoksipropan)
numuneleri hazirlandi. Cizelge 3.17’de verilen pipetleme protokoliine 532 nm’de
standart numunelerin absorbans degerleri kaydedildi. Bilinen konsantrayonlar ve
absorbans degerleri kullanilarak 1,1,3,3 tetraetoksipropan standart grafigi hazirland:

(Sekil 3.18).

Tetraetoksipropan standart grafigi
2.4

- N
o

Absorbansss;,
—

. y=1.012x+0.0235
R°=0.9902

= 8| X b
P o N o

S
o

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
Konsantrasyon (mg/mL)
Sekil 3.18 MDA standart grafigi

Karaciger dokularindan hazirlanan siipernatanlarda olgiilen absorbans degerleri
Sekil 3.18’de gosterilen standart grafik yarimiyla mg/mL konsantrasona birimlerine
donistirildi. Ardindan bu konsantrasyon degerleri mM degerlere doniistiiriilerek

grafiklendi.
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3.10. Istatistiki degerlendirme

Tez kapsaminda yapilan c¢alismalar Wistar sigan karaciger dokusunda
gerceklestirildi. Kontrol; ad libitum normal kemirgen diyeti, CAF; ad libitum normal
kemirgen diyetine ek olarak kafeterya diyeti, CAF+Prob; ad libitum normal kemirgen
diyeti ve kafeterya diyetine ek olarak SCD Probiotics takviyesi ve Prob; ad libitum
kemirgen diyetine ek olarak SCD Probiotics takviyesi verilen grup olmak Uzere 4 grup
hayvan kullanildi. Bu tez calismasinda gercgeklestirilen testler en az 3’er tekrarli olarak
gergeklestirildi. Her bir gruptan elde edilen karaciger dokularinda glutatyon sistemi
proteinlerinin mRNA seviyesinde gen ekspresyonlar1 ve kinetik enzim aktivite
Olgiimleri gergeklestirildi. Deney guruplarindan elde edilen veriler ortalamatstandart
hata olarak ifade edildi. Standart One-way ANOVA’y1 takiben Tukey’s Multiple
Comparisons test kullanilarak deney guruplar1 sonuglar1 kontrol grubu sonuglari ile
istatistiki olarak karsilastirildi. P<0.05 olanlar istatistiki olarak anlamli degisim var
olarak nitelendi ve istatistiki anlamlilik dereceleri “*” simgeleri kullanilarak
derecelendirildi. Buna gore P>0.05 ise (ns) istatistiki olarak 6nemli degisim yok;
P<0.05 ise (“*”: onemli); P<0.01 ise (“**”: ¢ok onemli); P<0.001 ve P<0.0001 ise

(“***”: yiiksek derecede onemli) olarak ifade edildi.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI ve TARTISMA

Diizensiz veya yanlis beslenme, fastfood ve kizartilmis yiyeceklerin viicut
fizyolojisi Uzerinde olumsuz pek ¢ok etkiye sahip oldugu bilinir (Rothwell ve Stock,
1982; Pini ve ark., 2017; Leigh ve ark., 2019). Yapilan pek ¢ok ¢alisma da kanser veya
norodejeneratif pek ¢ok hastaligin patolojisi diizensiz veya yanlis beslenme ve fastfood
tiketimi ile iliskilendirilmistir (World Health Organization, 2009). Kizartilmis, islenmis
gida veya fastfood beslenmenin iyi bir simiilasyonu olan CAF diyeti zengin
karbonhidrat ve lipit igerigi ile yuksek enerjili bir diyettir. Bu nedenle obezite ve obezite
iliskili pek ¢ok hastaligin primer etkenleri ile iligkili oldugu sdylenebilir. Bu baglamda
CAF diyetinin kanser dahil gesitli rahatsizliklar ile iliskisine dayanarak, antioksidan
sistemin Onemli bir parcasi olan glutatyon dongiisii enzim ve metabolitlerinin
diizenlenmesi {lizerine olan etkisinin aydinlatilmasi CAF diyetinin antioksidan sistem
tizerindeki olumsuz etkisinin 6grenilmesi agisindan biylk dneme sahiptir.

Probiyotikler bagirsak sagligi ve bagirsak florasi iizerinde olumlu etkiye sahip
oldugu bilinen 6nemli bilesenlerdir. Ayrica bazi kanser hiicre hatlar1 {izerindeki
etkilerinin arastirildigi ¢alismalarda kansere karsi koruyucu etki gosterdikleri ve
icerdikleri sekonder metabolitler sayesinde dogrudan ya da bagisiklik sistemini
guglendirmek suretiyle ¢esitli hastaliklara kars1 koruyucu olduklar1 bilinir (Alan ve ark.,
2022). Bu baglamda CAF diyetinin muhtemel negatif etkilerinin elimine edilebilmesine
yonelik olarak SCD Probiotics takviyesinin olumlu etkilerinin arastirilmasi bu
calismanin 6nemli amagclarindan biridir. Bu c¢alismada Wistar Sican’larda glutatyon
sistemi enzim ve metabolitlerinin dizenlenmesi Uzerinde CAF diyetinin etkilerinin
belirlenmesi, 11 farkli probiyotik bakteri igerinde olan SCD Probiotics takviyesinin
CAF diyetinin etkilerini geriye gevirip ¢eviremedigi ve ayrica CAF diyetinden bagimsiz
olarak SCD Probiotics takviyesinin glutatyon dongusi Gzerindeki etkilerinin

belirlenmesi amaglandi.
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Sekil 4.1 Malondialdehid (MDA) sonuglar1 ve istatistiksel degerlendirmesi. Kontrol; ad libitum normal
kemirgen diyeti verilen grup, CAF; Kemirgen diyetine ek olarak kafeterya diyeti verilen grup,
CAF+Prob; Kemirgen diyetine ek olarak kafeterya diyeti ve SCD Probiotics takviye diyeti verilen grup
ve Prob; ad libitum normal kemirgen diyetine ek olarak SCD Probiotics takviyesi verilen gruptur.
Standart One-way ANOVA’y1 takiben Tukey’s Multiple Comparisons test kullanilarak deney guruplari
sonuglart kontrol grubu sonuglari ile istatistiki olarak karsilastirildi. P<0.05 olanlar istatistiki olarak
anlamli degisim var olarak nitelendi ve istatistiki 6nem “*” simgeleri kullanilarak derecelendirildi. Buna
gore P>0.05 ise istatistiki olarak 6nemli degisim yok (ns); P<0.05 ise 6nemli “*”’; P<0.01 ise ¢ok dnemli
«“**: ve P<0.001 ve P<0.0001 ise yiiksek derecede dnemli “***”olarak ifade edildi.

Malondialdehid (MDA) ol¢imi hicresel lipid peroksidasyonunun iyi bir
belirtecidir. Lipid peroksidasyonu ise hicresel oksidatif stres, toksisite veya
inflamasyon durumlarinda belirgin sekilde kendini gostererek MDA seviyelerini
ylikseltir. Lipid peroksidasyonu kanserlesme siirecininde ilk adimlarinda gerceklesen
onemli streclerden biridir. Bu nedenle lipid peroksidasyonunun belirlenmesi buyik
onem tasir ve MDA 6l¢imii lipid peroksidasyonu belirlenmek igin siklikla kullanilan bir
tekniktir. Hucrede Dbelirli dizeydeki ROS konsantrasyonu, bazi sinyal iletim
mekanizmalarinin sagligi agisindan elzem olsa da bir ROS bileseni olan H,0;’in yuksek
konsantrasyonunun MDA seviyesi ve iliskili bazi hastaliklarin patolojisi ile yakindan
ilgili oldugu bilinir (Kogpnar, 2015; Giller, 2015).

Bu verilere dayanarak Oncelikle CAF diyeti ve SCD Probiotics takviyesinin
MDA seviyesine nasil etki ettigi arastirildi. Sonug olarak CAF diyeti verilen gurupta
MDA seviyesinin yiikselmis oldugu belirlendi. Buna ek olarak SCD Probiotics
takviyesinin CAF diyeti ile artan MDA seviyesini yeniden eski haline getirdigi ancak
kontrol diyetine ek sadece SCD Probiotics takviyesinin kontrol grubuna gore énemli bir
etki yapmadigi g0zlendi. Soyle ki; CAF diyetine kars:1 SCD Probiotics takviyesinin tepk
gostermesine karsin sadece SCD Probiotics takviyesinin Oonemli degisime neden
olmayisindan yola ¢ikilarak probiyotiklerin diizenleyici etkisinin karaciger dokusunda

da SCD Probiotics tarafindan gergeklestiriliyor oldugu sdylenebilir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.2 Glutatyon sonuglari ve istatistiki degerlendirilmesi. A) indirgenmis glutatyon (GSH) seviyesi B)
yiikseltgenmis glutatyon (GSSG) seviyesi ve C) GSH/GSSG oranindaki degisimdir. Kontrol; ad libitum
normal kemirgen diyeti verilen grup, CAF; Kemirgen diyetine ek olarak kafeterya diyeti verilen grup,
CAF+Prob; Kemirgen diyetine ek olarak kafeterya diyeti ve SCD Probiotics takviye diyeti verilen grup
ve Prob; ad libitum normal kemirgen diyetine ek olarak SCD Probiotics takviyesi verilen gruptur.
Standart One-way ANOVA’y1 takiben Tukey’s Multiple Comparisons test kullanilarak deney guruplari
sonuglar1 kontrol grubu sonuglari ile istatistiki olarak karsilastirildi. P<0.05 olanlar istatistiki olarak
anlamli degisim var olarak nitelendi ve istatistiki Snem‘*” simgeleri kullanilarak derecelendirildi. Buna
gore P>0.05 ise istatistiki olarak 6nemli degisim yok (ns); P<0.05 ise énemli “*”; P<0.01 ise ¢ok dnemli
“*%7: ve P<0.001 ve P<0.0001 ise yiiksek derecede 6nemli “***” olarak ifade edildi.

Antioksidan sistemin bir pargast olan glutatyon dongiisii enzimatik aktiviteye
sahip olan fonksiyonel proteinler icermesinin yani sira bu dongiiniin dogru
ilerleyebilmesi icin gerekli olan metabolitler de igerir. Indirgenmis glutatyon (GSH) ve
yiikseltgenmis glutatyon (GSSG) bu dongiiniin iki 6nemli bilesenidir. Glutatyon
donglsinin hicresel redoks sisteminin sirdirilmesi ve hiicre homeostazisi igin elzem

oldugu bilinmektedir (Circu ve Aw, 2012). Gulutatyon dongist, GR ve GPx enzimatik
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proteinlerive ayrica GSH ve GSSG metabolitlerinin koordineli ¢alismasi ile ilerler.
Yapilan pek cok calismada yiiksek oksidasyon engelleyici olarak bilinen GSH'in
hiicresel faaliyetler acisindan 6nemli oldugu ve iyi bir oksidatif stres markeri oldugu
belirtilmektedir (Circu ve Aw, 2012; Hellou ve ark., 2012). Fizyolojik agidan hiicrenin
tercih ettigi GSH konsantrasyonunun arttirilmasi, ROS diizenlenmesi ve hiicresel
toksisitenin giderilmesi gibi hiicredeki hayati fonksiyonlar agisindan buyuk dnem arz
eder ve saglikli hiicrelerde glutatyon formunun %90'dan fazlasini olusturur (Halprin ve
Ohkawara, 1967; Hellou ve ark., 2012). Bu ¢alismada CAF diyeti ve SCD Probiotics’in
glutatyon dongisi metabolitlerine etkileri arastirildi. Sonug olarak CAF diyeti grubunda
hem indirgenmis hem de ylikseltgenmis glutatyon seviyesinin arttigi, SCD Probiotics
takviyesi ile bu artisin istatistiki olarak 6nemli dl¢iide geriye ¢evrildigi goriildi. Ayrica
sadece SCD Probiotics takviyesi verilen gurupta GSH konsantrasyonunun kontrollere
kiyasla istatistiki olarak arttig1 ancak GSSG’de onemli bir degisim olmadigi gdzlendi
(Sekil 4.2 A ve B). Elde edilen bu sonuglara dayanarak SCD Probiotics takviyesinin
glutatyon seviyesi ilizerinde diizenleyici etkisinin oldugu sdylenebilir. Bununla birlikte
CAF diyeti grubunda GSH ve GSSG seviyesindeki 6nemli artisin nedeni CAF diyetinin
olumsuz etkisine karsi hiicresel diizeyde verilen koruyucu bir tepki olabilir. Nitekim
ozellikle GSH antioksidan 6zelligi sayesinde onemli bir hiicresel ROS diizenleyicisidir
ve GSH’in zenobiyotik kaynakli toksisiteye karsi hiicresel savunmada gorev aldigi
bilinir. Ayrica CAF diyeti gurubunda goriilen bu etki yiikselen MDA seviyesine karsi
olusturulmus bir tepkide olabilir. Nitekim oksidatif stresin dnemli markerlerinden
birinin MDA seviyesinin yiikselmesi oldugundan bahsedilmisti. Buna dayanarak CAF
diyetinin sebep olabildigi bu etkinin yok edilmesine yonelik olarak GSH Uretimi
arttiritlmis olabilir. Buna ek olarak elde edilen GSH ve GSSG sonuglar1 oranlanarak
GSH/GSSG oranlar1 grafiklendi (Sekil 4.2 C). Sonug¢ olarak CAF grubunda ilging
sekilde bu oranin arttig: tespit edildi. GSH ve GSSG sonuglarindaki artis ile paralel olan
bu sonuca bakilacak olursa CAF diyetine kars1 hiicresel diizeyde tepki oldugu diisiincesi
dogrulanmaktadir. Bu tepki CAF diyetine kars1 gelistirilmis olan bir tepki olabilir.
Nitekim GSH’in zenobiyotik maruziyetinin elimine edilmesinde 6nemli bir metabolit
oldugu iyi bilinir. CAF + Prob grubunda bu tepkinin yeniden azalarak diizenlendigi
tespit edildi. Ayrica normal diyete ek olarak SCD Probiotics verilen sican karacigerinde
GSH/GSSG oraninin 6nemli derecede yiikseldigi tespit edilerek SCD Probiotics

takviyesinin GSH konsantrasyonunu destekledigi fikri dogrulandi.
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Sekil 4.3 Glutatyon peroksidaz (GPx) sonuglar ve istatistiki degerlendirmesi. A) Gpx mRNA ekspresyon
degisimi ve B) GPx enzim aktivite sonuglari. Kontrol; ad libitum normal kemirgen diyeti verilen grup,
CAF; Kemirgen diyetine ek olarak kafeterya diyeti verilen grup, CAF+Prob; Kemirgen diyetine ek olarak
kafeterya diyeti ve SCD Probiotics takviye diyeti verilen grup ve Prob; ad libitum normal kemirgen
diyetine ek olarak SCD Probiotics takviyesi verilen gruptur. Standart One-way ANOVA’y1 takiben
Tukey’s Multiple Comparisons test kullanilarak deney guruplari sonuglar1 kontrol grubu sonuglari ile
istatistiki olarak karsilagtirildi. P<0.05 olanlar istatistiki olarak anlamli degisim var olarak nitelendi ve
istatistiki onem*“*” simgeleri kullanilarak derecelendirildi. Buna gére P>0.05 ise istatistiki olarak énemli
degisim yok (ns); P<0.05 ise 6nemli ‘“*”; P<0.01 ise ¢ok 6nemli “**”; ve P<0.001 ve P<0.0001 ise
yiksek derecede 6nemli “***” olarak ifade edildi.

GPx glutatyon dongisinin 6nemli bir enzimidir. GPx 0Onemli aktivitesi
sayesinde ortamda bulunan H,O, molekilini H,;O’ya indirger. Bu sirada hiicresel
GSH’1 GSSG formuna yiikseltger (Budak ve ark., 2014; Kogpinar, 2015). Bu aktivite
sayesinde hiicresel redoks sisteminin sagliginin devami saglanirken ortamda bulunan
fazla H,O; elimine edilerek potansiyel zarari engellemis olur (Circu ve Aw, 2012).
Hiicresel glutatyonun %90°dan fazlasi GSH formunda bulunmasi gerekir (Halprin ve
Ohkawara, 1967). Bu nedenle GSSG olusumu istenmeyen bir reaksiyonmus gibi
gorinebilir. Ancak GSSG, glutatyon dongiisiiniin devami1 ve dolayisiyla redoks dengesi
icin elzemdir (Circu ve Aw, 2012). CAF diyeti ve SCD Probiotics’in GPx ekspresysonu
Uzerine olan etkisi Real Time PCR ile gen seviyesinde ve Kinetik enzim aktivite dlcimu

ile protein seviyesinde belirlendi. Real Time PCR sonuclar1 ve enzim aktivite
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sonuglarmin biiylik oranda paralel oldugu gézlendi. Sonuglara gore CAF diyeti verilen
grupta Gpx mRNA seviyesinin azalmis oldugu tespit edildi. Bununla birlikte CAF
diyetine ek SCD Probiotics takviyesi verilen grupta Gpx mRNA seviyesinin biyik
oranda eski seviyesine yaklastigin1 ancak sadece SCD Probiotics verilen grupta Gpx
mRNA ekspresyonunda istatistiki olarak 6nemli bir degisimin olmadigi belirlendi.
GPx’in enzim aktivite sonucglar1 gen ekspresyon sonugclar: ile benzer bir degisim izledi
(Sekil 4.3 B). Bu sonu¢ MDA seviyesindeki artis ile uyumlu sonuglar igerir. Nitekim
GPx enzim aktivitesinin simirlandirilmasi sonucunda artan H,O; birikimi MDA
seviyesini dolayli olarak arttirmis olabilir. Buna ek olarak Gpx gen ekspresyonuna
bakilirsa SCD Probiotics takviyesinin CAF diyetinin olumsuz etkilerini istatistiki olarak
anlamli olmasa da nispeten tolere ettigi goriilmektedir (Sekil 4.3 A). Bu durumun
nedeni SCD Probiotics takviyesini takiben fizyolojik olarak tercih edilen glutatyon
formunun (GSH) hiicredeki konsantrasyonunu yiiksek tutulmasina yonelik olarak

gerceklestirilen epigenetik bir diizenleme olabilir.
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Sekil 4.4 Glutatyon rediiktaz (GR) sonuglar ve istatistiki degerlendirmesi. A) Gr mRNA ekspresyon degisimi
ve B) GR enzim aktivitesi degisimi. Kontrol; ad libitum normal kemirgen diyeti verilen grup, CAF; Kemirgen
diyetine ek olarak kafeterya diyeti verilen grup, CAF+Prob; Kemirgen diyetine ek olarak kafeterya diyeti ve SCD
Probiotics takviye diyeti verilen grup, ve Prob; ad libitum normal kemirgen diyetine ek olarak SCD Probiotics
takviyesi verilen gruptur. Standart One-way ANOVA’y1 takiben Tukey’s Multiple Comparisons test
kullanilarak deney guruplart sonuglar1 kontrol grubu sonuglari ile istatistiki olarak karsilastirildi. P<0.05
olanlar istatistiki olarak anlamli degisim var olarak nitelendi ve istatistiki Snem**” simgeleri kullanilarak
derecelendirildi. Buna gore P>0.05 ise istatistiki olarak énemli degisim yok (ns); P<0.05 ise dnemli “*”;
P<0.01 ise ¢ok onemli “**”; ve P<0.001 ve P<0.0001 ise yliksek derecede onemli “***” olarak ifade
edildi.
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Glutatyonun indirgenmis formu olan GSH, GSSG ye gore hiicrede oldukga fazla
miktarda olmasi gereken bir molekiildir (Owen ve Butterfield, 2010). Bu nedenle
GR’nin enzimatik aktivitesi sayesinde GSSG yeniden GSH'a ¢evrilir. Bu sayede hem
hiicresel agidan indirgenmis c¢evre olusturulmus olur hem de glutatyon donglsi
tamamlanmis olur. Yapilan calismalar GSH’in simultane olarak ROS elimine
edebildigini belirtmektedir (Kogpinar, 2015). Her ne kadar glutatyon eksojen olarak
aliabiliyor olsa da, GR aktivitesinin etkisi ile hiicredeki glutatyon havuzu %90'in
Uzerinde indirgenmis form (GSH)'da tutulur (Circu ve Aw, 2012). Bu veriler fizyolojik
acidan GSH'!n ne derece 6nemli oldugunu vurgulamaktadir. Bu nedenle GR, GSH'in
fizyolojik olarak istenen formunun Uretilmesinde glutatyon dongisi i¢in dnemli anahtar
bir enzimdir. Bu amacgla ¢alismada CAF diyeti ve SCD Probiotics’in GR {izerindeki
etkisi gen ekspresyonu ve enzim aktivitesi ¢alismalar ile arastirildi. Sonuglarda Gr gen
MRNA ekspresyonunun kontrol grubuna kiyasla istatistiki olarak 6nemli 6lglide azalmis
oldugu gozlendi. Ayrica SCD Probiotics takviyesi ile Gr mRNA seviyesinin istatistiki
olarak onemli derecede yeniden yiikseldigi ve tek basina SCD Probiotics takviyesinin
onemli bir etkiye sahip olmadig1 tespit edildi. Enzim aktivite sonuglarinda CAF diyeti
gurubunda GR enzim aktivitesinin istatistiki olarak énemli derecede yiikseldigi tespit
edildi. Bu sonu¢ CAF diyet gurubunda yiikselmis oldugu tespit edilen GSH miktari ile
uyumludur. Bununla birlikte SCD Probiotics takviyesinin CAF diyetinin etkisini
nispeten eski hale getirmis oldugu, tek basina SCD Probioticstakviyesinin ise dnemli bir

etkisinin olmadig1 sdylenebilir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.5 Glutatyon S-transferaz (GST) sonuglari ve istatistiki degerlendirimesi. A) Gst mRNA
ekspresyon degisimi ve B) GST enzim aktivitesi degisimi. Kontrol; ad libitum normal kemirgen diyeti
verilen grup, CAF; Kemirgen diyetine ek olarak kafeterya diyeti verilen grup, CAF+Prob; Kemirgen
diyetine ek olarak kafeterya diyeti ve SCD Probiotics takviye diyeti verilen grup ve Prob; ad libitum
normal kemirgen diyetine ek olarak SCD Probiotics takviyesi verilen gruptur. Standart One-way
ANOVA’y1 takiben Tukey’s Multiple Comparisons test kullanilarak deney guruplari sonuglar1 kontrol
grubu sonuglari ile istatistiki olarak karsilagtirildi. P<0.05 olanlar istatistiki olarak anlamli degisim var
olarak nitelendi ve istatistiki 6nem “*” simgeleri kullanilarak derecelendirildi. Buna gére P>0.05 ise
istatistiki olarak 6nemli degisim yok (ns); P<0.05 ise 6nemli “*”; P<0.01 ise ¢ok Onemli “**”; ve
P<0.001 ve P<0.0001 ise yiiksek derecede 6nemli “***” olarak ifade edildi.

Hiicresel GSH'in konsantrasyonu lizerinde etkili olan enzimler sadece GPxve
GR degildir. Yapilan c¢alismalarda GSH’in hiicresel toksisite ile iliskili oldugu,
zenobiyotiklerin eliminasyonunda 6nemli role sahip oldugu ve eliminasyon isleminin
GST enzim aktivitesi ile gergeklestigi bildirilmektedir (Gallagher ve ark., 2006). Bu
baglamda GST, GSH iizerinden glutatyon dongiisii ile dogrudan iliskilidir. Ayrica
GSH"1 kullanarak yiiksek toksisite nedeni olma potansiyeline sahip ¢evrenin
duzeltilmesine yonelik etkileri nedeniyle GSH konsantrasyonu tzerinde buyik etkiye
sahiptir (Kogpmar, 2015). Bu calismada ayrica CAF diyeti ve SCD Probiotics
takviyesinin GST Uzerine etkisi arastirildi. Buna gére CAF diyet gurubunda Gst mRNA
seviyesinin istatistiksel olarak 6nemli olmayan sekildeve GST enzim aktivitesinin ise
onemli derecede yiikseldigi goriildii. CAF diyet grubunda goriillen mRNA ve enzim

aktivite artis1 oksidatif stres ve/veya hicresel toksisite olusumunun isaretlerini igerir.
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Nitekim pek c¢ok calismada oksidatif stres ve toksisitenin iliskili oldugunu, paralel
nedenlere veya sonucglara bagl oldugu vurgulanmaktadir. Ayrica pek ¢ok calismada
CAF diyetinin obezite gelisimine katkis1 ve obezitenin kanser vb. iliskili hastaliklara
kars1 hassasiyeti arttirdigi yoniinde raporlar verilmistir. CAF diyeti gurubunda GST
enzim aktivitesindeki artisin nedeni CAF diyeti ile meydana gelmis olan muhtemel
toksisite durumundan kaynaklanmis olabilir. Ayrica SCD Probiotics takviyesinin CAF
diyet gurubunda goriilen yiiksek GST seviyelerine karsi tepki gostererek GST enzim
aktivitesini ve Gst mRNA ekspresyonunu istatistiki olarak 6nemli derecede disiirdigi
aciktir. Ayrica sadece SCD Probiotics takviyesi verilen grupta onemli degisim

gozlenmedi (Sekil 4.5).
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Bu calismada kafeterya diyetinin Wistar sigan karaciger dokusu glutayton
sistemi Uzerindeki etkileri, Real-time PCR ile mRNA seviyesinde ve kinetik enzim
aktivite ol¢limleri ile protein seviyesinde arastirildi. Ayrica CAF diyetinin glutatyon
sistemi tizerindeki olasi olumsuz etkilerinin SCD Probiotics takviyesi ile yeniden
diizenlenip diizenlenmedigi ve kafeterya diyetinden bagimsiz olarak SCD Probiotics
takviyesinin glutatyon sistemine olan etkileri gen ekspresyon analizleri ve enzim
aktivite Olciimleri ile arastirildi. Bu tez calismasinda arastirilan glutatyon sistemi
bilesenlerinde gozlenen mRNA ekspresyon degisimleri ve kinetik enzim aktivite

degisimleri Cizelge 5.1’de renklendirilmis sekilde 6zetlenmistir.

Cizelge 5.1 Glutatyon yolu bilesenlerinde g0zlenen mRNA ve aktivite degisimleri.
Turuncu renkli simgeler protein seviyesindeki artig, azalig ve 6nemsiz degisimleri simgelemektedir. Yesil
renkli simgeler mRNA seviyesindeki artis, azalig ve dnemsiz degisimleri simgelemektedir. Kontrol; ad
libitum normal kemirgen diyeti verilen grup, CAF; Kemirgen diyetine ek olarak kafeterya diyeti verilen
grup, CAF+Prob; Kemirgen diyetine ek olarak kafeterya diyeti ve SCD Probiotics takviyesi verilen grup,
ve Prob; ad libitum normal kemirgen diyetine ek olarak SCD Probiotics takviyesi verilen gruptur.

Gruplar Kontrol&CAF Kontrol&CAF+Prob Kontrol&Prob
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Sonug olarak bu tez calismasinda asagidaki bulgular elde edilmistir;

CAF diyeti verilen grupta MDA seviyesi kontrol grubuna kiyasla istatistiki olarak
Onemli dlciide artti.

CAF diyeti verilen grupta artan MDA oran1 SCD Probiotics takviyesi ile istatistiki
olarak onemli derecede azaldi.

Normal kemirgen diyetine ek olarak SCD Probiotics takviyesiverilen Prob grubu
MDA seviyesinin kontrol MDA seviyesine benzer oldugu gézlendi.

CAF diyeti verilen grupta GSH seviyesi yukseldi. Bu yikselme MDA seviyesinde
gozlenen artisa karsi olusturulmus metabolik bir tepki olabilir. Soéyle ki; CAF
diyetinin olumsuz etkilerini tolere etmek igin hucresel dizeyde GSH havuzu
destekleniyor olabilir.

CAF diyetine ek olarak SCD Probiotics verilen grupta GSH diizeyi kontrollere
benzer seviyede gozlendi. Soyle ki; SCD Probiotics takviyesi CAF diyeti ile artan
GSH seviyesini yeniden diizenledigi tespit edildi.

Normal kemirgen diyetine ek olarak SCD Probioticsbesin takviyesi verilen grupta
GSH havuzunun artis1 desteklendi.

CAF diyeti verilen gurupta GSH seviyesinde g0zlenen artisa benzer sekilde GSSG
seviyesinin artmis oldugu tespit edildi. Bu sonu¢ CAF diyetine kars1 metabolik bir
tepki olarak GSH havuzunun arttirilmasi fikrini desteklemektedir.

Normal kemirgen diyetine ek olarak SCD Probiotics takviyesi verilen grupta
kontrollere benzer GSSG seviyesi gozlendi.

CAF diyeti grubunda GPx ekspresyon seviyeleri mRNA ve protein dizeyinde
azaldi. Bu sonu¢ indirgenmis ¢evrenin olusturulmasi i¢gin GSH Uretimini
desteklemektedir.

SCD Probiotics, CAF diyeti gurubunda gorulen GPx enzim aktivitesini dnemli
derecede yiikselterek kontrol grubu sonuglarina yaklastirdi. Ancak SCD Probiotics
CAF diyetine karst Gpx mRNA dizeyini istatistiki olarak dnemsiz 6lcude (ns)
yiikselttigi tespit edildi.

Normal kemirgen diyetine ek olarak SCD Probiotics verilen grupta GPx ekspresyon
seviyelerinde onemli bir degisim gozlenmedi.

CAF diyeti verilen grupta Gr mRNA ekspresyonunda azalma ve GR enzim
aktivitesinde artis gozlendi. Protein seviyesinde gozlenen bu sonu¢ GSH havuzunu

destekleyen bir veridir.
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SCD Probiotics, CAF diyeti verilen grupta goriilen Gr mRNA ekspresyonu ve GR
enzim aktivitesi seviyelerini yeniden duzenleyerek kontrol grubu sonuglarina
yaklastirdi.

Normal kemirgen diyetine ek olarak SCD Probiotics takviyesi verilen grupta Gr
MRNA ekspresyonu ve GR enzim aktivitesinde dnemli bir degisim gézlenmedi.
CAF diyeti verilen grupta Gst mRNA seviyesi istatistiki olarak 6nemsiz derecede
(ns) ancak enzim aktivitesi olarak énemli derecede yukseldi.

Gst mRNA sonuglarinda SCD Probiotics, CAF diyetinin etkisini istatistiki olarak
onemsiz sekilde diizenlemisken protein seviyesinde GST enzim aktivitesini 6nemli
derecede azaltti.

Normal kemirgen diyetine ek olarak SCD Probiotics takviyesi verilen gruplarda

kontrol grubuna kiyasla istatistiki olarak 6nemli bir degisim gozlenmedi.
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