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ONSOZz
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PROJE OZETi

Cagimizin hastaligi olan obezite ve buna bagl gelisen tip 2 diyabet icin gelistirilecek tedavi
yontemleri icin bu konuda yapilacak temel arastirmalar blyidk énem tasimaktadir. Bu bilgiler
Isiginda, projemizde ilk 6nce obezite iligkili tip 2 diyabet hastaliginin adipoz dokuda neden oldugu
yapisal ve kompozisyonel degdisikliklerin arastirilmasi amaclandi. Bu amaci takiben ikinci adimda
obezite iligkili tip 2 diyabet kaynakh sdzkonusu degisimlerin palmitoleik asit tedavisiyle geri

doéndurdlme potansiyelini arastirmayi amaclayan bir terapétik 6n galisma yapildi.

Obezite 6zellikle viseral ve subkitan adipoz dokudaki asiri kitle artis1 ve hlcre ici zarar gérmus
glukoz ve lipit metabolizmalari gibi degisiklikler ile karakterizedir. Viseral (VAT) ve subkltan
(SCAT) adipoz doku kitlesindeki bu artis obezitenin ana nedenidir ve gogu zaman lipit ve glukoz
metabolizmasinin bozulmasiyla sonuglanir. Viseral (VAT) ve subkiitan (SCAT) adipoz dokunun
obezite iligkili Tip 2 diyabet hastaligindaki bu kritik 6Gnemi sebebiyle bu projede bu iki tip adipoz
doku tizerinde caligildi. Obezite iligkili tip 2 diyabet hastaliginin adipoz dokuda meydana getirdigi
molekilerin konsantrasyon ve kompozisyonlarindaki degisimler Fourier donusum kizilotesi
(FTIR) mikrospektroskopisi ve ATR-FTIR spektroskopisi ile incelendi. Bu incelemenin ardindan
palmitoleik asitin bir anti-obezite ve anti-diyabetik ila¢ olma potansiyelini yine ayni teknikle ortaya

cikarmaya yon verecek bir 6n galisma gerceklestirildi.

Galismamizin sonuglarina gore obezite ve tip 2 diyabet adipoz dokuya ait molekuler
kompozisyonda, 6rnegin lipit/protein orani ve karbonil/lipit oraninda artma ve doymamis/doymus
yag oraninda azalmaya sebep olmaktadir. Fakat galismamiz palmitoleik asitin obezite ve tip 2
diyabetin sebep oldugu bu yikici degisimler Usttine iyilestirici etkisinin varligini géstermistir. Sonug
olarak sdzkonusu galisma, gelecekte yapilabilecek olan obeziteye bagh tip 2 diyabet tedavisi

Uzerine arastirmalar icin temel olabilecek niteliktedir.

Anahtar Kelimeler: obezite, tip 2 diyabet, viseral adipoz doku , subkiitan adipoz doku, FTIR

mikrospektroskopi, palmitoleik asit
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ABSTRACT

Fundamental investigations on obesity and obesity related type 2 diabetes which are common
diseases nowadays are so important for therapeutic studies in future. In the light of this
information, it is firstly aimed to investigate the structural and compositional alterations in adipose
tissue caused by obesity related type 2 diabetes. Secondly, a preliminary study on the therapeutic
effect of palmitoleic acid on these alterations was performed by investigating its potential of

reversal effect.

Obesity is especially characterized by adipocyte hypertrophy, the expansion of visceral and
subcutaneous adipose tissue mass in the body, and alterations in cellular biology. The increase
of the expansion of visceral and subcutaneous adipose tissue mass is the main reason of obesity
and mostly this process results in disturbed glucose and lipid metabolism. Since visceral and
subcutaneous adipose tissues have a critical role in obesity related type 2 diabetes, we studied
with these two types adipose tissues. In this project, we investigated the molecular alterations in
the concentration and composition of obesity related type 2 diabetes in adipose tissue by Fourier
transform infrared (FTIR) microspectroscopy and ATR-FTIR spectroscopy. Afterwards, a
preliminary study which gives direction to reveal the potential of palmitoleic acid as an anti-obesity
and anti-diabetic drug is carried out by the same technique.

The results of the current study revealed that obesity and type 2 diabetes caused some alterations
in molecular composition in adipose tissue as an increased lipid/protein ratio, an increased
carbonyl/lipid ratio and a decreased unsaturated/saturated lipid ratio. However, our preliminary
studies indicated that the palmitoleic acid have an therapeutic effect on these destructive
alterations of obesity and type 2 diabetes. This study could be the basis of the further studies on

treatment of obesity related type 2 diabetes mechanism.

Keywords: obesity, type 2 diabetes, visceral adipose tissue, subcutaneous adipose tissue, FTIR

microspectroscopy, palmitoleic acid
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1. GiRiS

1.1 Caligmanin Amaci

Obezite prevalansi basta gelismis llkeler olmak Uizere biitin diinyada artmaktadir. Ozellikle son
yillarda, yol agtigi bircok kronik hastaligin énlenmesinde, yasam kalitesinin ylkseltiimesinde ve
mortalitenin azaltimasinda obezitenin tedavi edilmesinin 6nemi anlasiimistir. Obezitenin
olusumunda genetik ve cevresel faktérler birlikte etki ederken, temel olarak bu hastalik alinan ve
tuketilen enerji arasindaki dengesizlikten kaynaklanir. Ayrica insulin direnci, hipertansiyon,
kardiyovaskuler hastaliklar gibi pek cok metabolik hastaliga da sebebiyet verebilmektedir. Obezite
kendisine eslik eden bu tip hastaliklarin tedavisini giglestirir ve komplikasyonlarin daha da
ilerlemesine sebep olur. Cagimizin hastaligi olan obezite ve buna bagli gelisen tip 2 diyabet igin
geligtirilecek tedavi ydntemleri icin bu konuda yapilacak arastirmalar blyik énem tasimaktadir.
Bu kapsamda calismamiz obezite iligkili tip 2 diyabetin adipoz dokuda neden oldugu yapisal
degisimleri arastirarak hastaligin etki mekanizmasini daha iyi anlamay ve klinik ¢alismalar igin
temel teskil eden bilgiler edinmeyi amaglamaktadir. Calismamizin bu amacini takiben, terapétik
bir 6n c¢alisma olarak palmitoleik asitin obezite iligkili tip 2 diyabet kaynakh adipoz doku
degisimlerini geri c¢evirebilme niteliginin olup olmadidi arastirilacaktir. Burada amacimiz
palmitoleik asitin obezite iligkili tip 2 diyabet Uzerinde olasi bir terapoétik etki potansiyelini ortaya

cikararak ileride yapilacak detayli temel ve klinik ¢calismalara i1sik tutmaktir.

Proje kapsaminda belirlenen hedefler,

1) Yuksek yag oranlh diyetle induklenmis obezite iligkili tip 2 diyabet hastaliyinin subkitan ve
viseral adipoz dokularda neden oldugu molekullerin konsantrasyon ve kompozisyonlarindaki
degisim gibi yapisal ve fonksiyonel degisimlerin Fourier doénisim kizilétesi (FTIR)

mikrospektroskopisi ile goruntilenmesi ve karakterize edilmesi,

2) Bir tedavisel 6n ¢alisma niteliginde, yiksek yag oranli diyetle indiklenmis obezite iliskili tip
2 diyabet hastaliginin subkitan ve viseral adipoz dokularda sebep oldugu adi gegen yapisal,
fonksiyonel degisimlerin palmitoleik asit tedavisi ile geri ¢cevriminin s6z konusu olup olmadiginin

Fourier donusum kizilétesi (FTIR) mikrospektroskopisi ile goruntilenmesi ve karakterize edilmesi,



3) Deney sireci boyunca belli araliklarla tim gruptaki farelerin kan érneklerinden instlin ve
glukoz gibi tip 2 diyabet hastaliginin teshisi igin metabolizmada kritik dnemi olan bilesenlerin

biyokimyasal tetkiklerinin yapilmasi olarak belirlenmigtir.

1.2 Proje Onerisinde Tanimlanan Calisma ile Gergeklestirilen Calismanin Karsilastiriimasi

Proje onerisinde belirtilen C57BL/6 tipi erkek fareler her grupta 10 fare olmak tzere 4 grup
olarak ayrildi ve 6zel yiksek yag icerikli yemlerle ile 8 ay sire ile beslendi. Diyet stresi 5 ay olarak
tahmin edilmisti fakat deney grubu fareleri 5. Ayin sonunda obez olmadigi igin diyet slresi fareler
tam olarak obez olana kadar uzatildi. 8 aylik strenin sonunda HD ve PHD grup fareler obez olarak
kabul edildi ve yapilan OGTT ve insulin testi sonuglarinda insulin direncine sahip olduklar
saptandi. Diyetle indUklenmis obezite iligkili insulin direnci gésteren PHD grubu farelere ve kontrol
grubu olan PSD grubu farelere 1 ay sire ile palmitoleik asit gavaj yoluyla verildi. Bu tedavi
suresince fareler gruplarina gore belirlenmis olan diyetlerine devam ettiler ve bu 1 aylik surenin
sonunda batin gruplardaki fareler feda edildiler. Proje basvurusunda SD, PSD, HD ve PSD
gruplarindan alinan viseral ve subkitan adipoz doku 6rneklerinin FTIR mikrospektroskopisi ile
calisiilmasi vaadedilmisti fakat FTIR cihazinin mikroskop aksaminin bozulmasi ve uzun stre tamir
edilememesi sebebiyle FTIR mikrospektroskopisi ile ayni galisma prensibine dayali fakat gérunta
elde edilemeyen ve B planimizda yer alan ATR-FTIR spektroskopisi ile ¢aligildi. ATR-FTIR
spektroskopisi ile elde edilen spektrumlardan yapilan analizler sayesinde proteinler, lipitler,
karbonhidratlar gibi yapitasi molekullerinin vibrasyonel parmak izleri takip edilerek diyetle
indUklenmis obezite iligkili insulin direncinin bu dokularda sebep oldugu degisimler ve palmitoleik
asitin bu degisimler Uzerine etkisi detayli sekilde incelendi. Proje teslimine yakin bir tarihte tamiri
tamamlanan FTIR mikroskop ile kisith sire sebebiyle her grubu temsil edecek sekilde tim
gruplardan birer 6rnegin c¢ekimleri yapildi ve ATR-FTIR spektroskopisi ile beraber sonuglar
kisminda sunuldu. Obezite ve tip 2 diyabetin metabolik etkilerini saptamada kullanilan rutin
parametreler olan kanda glukoz ve insulin tayini ise kontrol ve deney grubu farelere ait serum

orneklerinden yapilan biyokimyasal analizler ile saptandi.



2. LITERATUR OZETi

2.1 Obezite

Obezite, yad dokusunun vicut agirhgina oranla patolojik olarak artmasi seklinde
tanimlanmaktadir. Gelismis ve gelismekte olan (lkelerde yasam sekli, yeme ve spor
aliskanliklarindaki degisikliklerin sonucunda ortaya c¢ikan obezite, gin gectikge artan gorilme
sikliklari ile 6zellikle batili yagam stilini benimseyen Ulkelerde insan sagligini tehdit eden bir boyuta
ulasmistir (Gedik, 2003). Obezite, viicuda besinler ile alinan enerjinin, harcanan enerjiden fazla
olmasindan kaynaklanir ve basta endokrin sistem olmak tizere viicudun tim organ ve sistemlerini

etkileyerek cesitli bozukluklara ve hatta élimlere yol agabilen dnemli bir saglik problemidir.

Obezite, dzellikle yiksek miktarda yag iceren besinlerin tiketilmesi ile fiziksel aktivitenin azalmasi
dolayisi ile alinan ve harcanan enerji arasindaki dengenin bozulmasi sonucu viicut homeostazinin
bozulmasindan kaynaklanir. Artan vicut yag kitlesi ve 6zellikle abdominal bélgede toplanan yag
dokusu vicutta mevcut bulunan viseral ve subkiitan adipoz doku kitlesinin asiri artisina sebep
olur. Endokrin sistem Uyesi olan adipoz dokunun asiri artisi da meydana gelen hormon
degisikliklerine bagh olarak glukoz ve lipit metabolizmalarinda bozukluklara yol acmaktadir.
Obezite kaynakli artis gosteren adipozitlerin daha ¢ok serbest yag asidi salinima sebep olarak
inslin direnci gelismesine ve ilerleyen safhalarda bu slrecin tip 2 diyabetle sonuglandigi
bilinmektedir. Obezite ve tip 2 diyabet hastaliklarinin birlikte gortilme sikhgi “diyabezite” teriminin

ortaya ¢ikmasina sebep olmustur (Astrup ve Finer, 2000).

2.2 Obezite, insulin Direnci Ve Tip 2 Diyabet

Obezitenin tip 2 diyabet ile paylastidi ortak 6zellik, vicutta insulin Gretimi olmasina ragmen,
uretilen inslinin dokularda etkisini gésterememesidir. inslinin, iskelet kasi ya da yag dokusu gibi
periferik dokularda etkisini gosterememesi durumuna insilin direnci adi verilir (Gerich, 2003).
Daha genig anlamda insulin direnci, insuline baglh olarak gergeklesen glukozun hucreler
tarafindan alinmasi, oksidasyonu, depolanmasi ve glukoz saliniminin inhibisyonu asamalarinda
diren¢ gorulmesi anlamindadir Obezite gibi kompleks metabolik hastaliklarin patolojilerinin daha
iyi anlasilabilmesi i¢in tim vicutta insulin direnci olusum mekanizmasinin agiklanmasi sarttir
(Furler v.d., 1997; Nguyen v.d., 2006).



Obezite sonucu abdominal bdlgede biriken yag ile yakin iligkisi gOsterilen en dnemli obezite
komplikasyonlarindan biri tip 2 diyabettir (Chanvd., 1994). Abdominal yerlesimli adipositler
periferik adipositlere gore daha buyuk ve insuline direngli tip hiicrelerdir. Bu hicreler daha ¢ok
sayida adrenerjik reseptorler icerirler. Bu dolasimda daha c¢ok non-esterifiye yag asitlerinin
bulunmasina neden olur. Sonugta abdominal obezitede serbest yag asitlerinin, plazma serbest
yag asidi donusumunun ve hepatik glukoz tretiminin periferik tip obeziteye gore daha fazla oldugu
gOsterilmistir (Jensen vd., 1989). Bu ise insilin direnci anlamina gelir ve obezitenin

komplikasyonlarina yol acan mekanizmalardan bilinen en énemlisidir.

Obezite ve insulin direnci arasindaki iligkiyi ortaya ¢ikarmak igin pek ¢ok ¢alisma yarutalmuastir
(El-Haschimi v.d., 2000; Steppan v.d., 2001; Xu v.d., 2003). Plazma lipit ve yag asidi oraninin
obezitede arttigi ve hucre icerisinde depolanan yag asitlerinin de insulin yolagdi Gzerine olumsuz
etkileri oldugu daha dénceki ¢alismalarda gosterilmistir (Kanety v.d., 1996; Schulman, 2000).
Bununla beraber, obezitede goérulen artmis sitokin salgilanmasi, obeziteye kronik bir enflamasyon
durumunun eslik ettigini gostermektedir (Hotamsligil, 2003). Obezitedeki insulin direnci
olusumuna katkida bulundugu dusinulen bir diger mekanizma ise hicre igine alinan yag
asitlerinin miktarlarinin artmasiyla birlikte mitokondri islevierindeki artan gereksinim nedeni ile
reaktif oksijen turlerinin yogun olarak uretilmesidir. Reaktif oksijen tirlerindeki artis da immun
sistemi ve sitokin Uretimini tetikleyerek insulin yolagi tzerine olumsuz etki yapmaktadir (Furukawa
v.d., 2004; Lin v.d., 2005). Bu etkinin yani sira, uretilen bu reaktif oksijen turleri dokulardaki

makromolekuller Uzerinde zararl etkiler olusturabilmektedir (Severcan v.d., 2005a).

2.3 Adipoz Doku’nun Obezite, insulin Direnci Ve Tip 2 Diyabetteki Yeri ve Onemi

Yag dokusu, karmasik, dnemli ve son derece aktif metabolik ve endokrin bir organdir. Yag dokusu
sadece trigliserit depolanmasi ile dedil ayni zamanda besinsel, sinirsel ve hormonal sinyallere
yanit vererek ve beslenme, termogenez, bagisiklik ve néroendokrin fonksiyonlari kontrol eden
adipokinlerin salgilanmasini sagdlayarak enerji homeostazinda énemli bir rol oynamaktadir (Cesur
ve GoOkcimen, 2012) Adipoz dokusu adipositlerden meydana gelmistir (Sekil 1) ve normal
agirliktaki insanlarda, erkeklerde vucut agirhginin %10-12, kadinlarda ise %15-20'sini olusturur.
Eriskin, fazla kilolu kadinlarda yag dokusu orani %28 iken obez kadinlarda bu oran %32 ve Uzeri

olmaktadir. Normal sartlarda adipoz dokunun yaklasik %80'i deri altindadir ve %20'si ise i¢
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organlarin etrafinda bulunur; beyaz ve kahverengi olmak Uzere iki ¢esidi vardir (Ivkovic, 2003).
Adipoz doku genel olarak triagilgliserollerden olusmustur ve bu ylzden enerji deposu olarak
tanimlanmaktadir. Bunun yaninda, yagda eriyen vitaminlerin depolanmasi, fiziksel koruma ve
termoregilasyon adipoz dokunun goérevilerindendir (Frichbek, 2008). Adipoz doku icerisinde
lipogenez ve lipoliz i¢in gerekli enzimler de bulunur, bdylelikle, adipoz doku yag dokusunu regile
etmekte ve besin homeostazinda da gorev almaktadir. Ayrica, adipositlerde ve adipoz stromal
hicrelerinde olusturulan ve adipokin adi verilen pek ¢ok enzim, hormon, biylme faktorleri, sitokin,
matriks ve membran proteinlerinin otokrin, parakrin ve endokrin olmak tzere hem lokal hem de
sistemik etkileri oldugu son yillarda yapilan ¢alismalar ile gdsterilmistir (Pinnick v.d., 2008; Ros,
2007; Mohamed-Ali v.d., 1998; Fruchbek, 2008). Adipoz doku, salgiladidi bu biyoaktif
medyatorler sayesinde homeostaz, kan basinci, lipit ve glikoz metabolizmasi ve enflamasyonda

da gorev aldigi icin son zamanlarda bir endokrin organ olarak tanimlanmaktadir (Rabe v.d., 2008).
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Sekil 1. Adipoz dokunun genel gorinimu (https://www.quia.com/jg/2570646list.html)

Galismamizda kullanmis oldugumuz viseral ve subkutan adipoz doku kitlesindeki artig obezitenin
ana nedenidir ve ¢ogu zaman lipit ve glukoz metabolizmasinin bozulmasiyla sonuglanir (Bays
vd., 2008). Adipoz dokunun bir enerji deposu olmak disinda, dolasima bir¢ok diizenleyici peptit

ve sitokin salgilayan bir endokrin organ gdrevi gordigunu bilmek insulin direnci obezite iligkisini
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anlamakta en onemli etkendir. Adipoz doku, salgiladigi bu biyoaktif medyatérler sayesinde
homeostaz, kan basinci, lipit ve glikoz metabolizmasi ve enflamasyonda da gérev aldidi igin son
zamanlarda bir endokrin organ olarak tanimlanmaktadir (Rabe v.d., 2008). Ayrica bu adipokinler,
insulin direnci ve obezite ile de yakin iligki igindedir. Bunlardan bazilari; adiponektin, leptin, insulin
benzeri buyime hormonu (IGF-1), tumor nekroz faktor a (TNF-a) dir. Adiponektin, insulin
duyarlihdinin ayarlanmasindan ve serbest yag asitlerinin oksidasyonundan sorumludur. Bu
adipokinler icinde yer alan IGF-1, lipoliz inhibisyonu, glikoz transport ve oksidasyonun stimile
edilmesinde IL-6 lipoliz induksiyonunda; leptin, lipoliz stimllasyonu ve otokrin leptin ekspresyonu
regulasyonunda ve TNF-a ise lipoliz stimllasyonu, leptin salgilanmasi regllasyonunda, adiposit
diferensiyasyonun inhibisyonunda ve insulin direncinin olusmasinda goérevlidir (Kahn v.d., 2006;
Fantuzzi, 2005; Nawrocki v.d., 2005; Berg v.d., 2005; Bell v.d., 2005; Trayhum, 2005;
Trayhum ve Wood, 2004; Blake ve Ridker, 2002; Marette, 2002; Murdolo ve Smith, 2006;
Frichbek, 2006). Yapilan calismalarda, TNF-a gibi bazi sitokinlerin, insilin sinyal yolagini inhibe
ederek, insulinin hicrede etkisini gostermesini onledigi gosterilmis ve bu sitokinlerin, obezitede
adipoz doku ve makrofaj gibi immun sistem elemanlarindan yiksek miktarda salgilandiklari tespit
edilmistir (Hotamishgil v.d., 1993; Hotamighgil v.d., 1996; Sethi ve Hotamisligil, 1999; Aguirre
2000). Dolayisiyla, obezitede gorilen artmis sitokin salgillanmasi, obeziteye kronik bir
enflamasyon durumunun eglik ettigini gostermektedir (Hotamighgil, 2003). Adipozit fonksiyon
bozuklugu fazla besin alinmasi ylziinden olusur ve normalden fazla besin alinmasi, adipoz
dokuda fazla lipit birikmesine ve endoplazmik retikulum (ER) aktivitesinin artmasina sebep olur.
Bu aktivite artisi ER'In yeni olusan proteinleri katlama kapasitesini bozar. ER stresi, fazla miktarda
serbest yag asiti (FFA) oldugunda, mitokondride oksidatif strese yol agabilir. Oksidatif stres, reaktif
oksijen turlerini (ROS) Uretir, ayrica FFA'lar, TNF-a yapimini stimlle ederek JNK aktivasyonuna
sebep olur ve bu da hucresel insulin direncine katkida bulunur (Ferranti, 2008). Ayrica, ER stresi
pankreatik beta hiicrelerinin apoptozuna da sebep olur ve dolasimda artan esterifiye olmayan yag
asitleri (NEFA) nedeniyle olusan lipotoksisitenin de buna etkisi blyuktir (Busch v.d., 2005).
Obezitede plazma trigliserit ve NEFA miktarinda goérilen bu artisin insulin direnci olusumunda
onemli rol oynadigi dusunulmektedir. Obez ve obez olmayan deney gruplarinda, plazma FFA
seviyesine bakilmis ve FFA seviyesinin obezitede yukseldigi saptanmistir. FFA'nin, glukoz
tagsinmasi ve/veya fosforilasyonu seviyesinde, insllinle stimile edilmis glukoz alimi, glikojen
sentezi ve glikoz oksidasyonunu engelledigi bulunmustur, boylelikle serbest yag asitlerinin,
obezitede, insulin direncinin patogenezine sebep olan 6nemli katkisi gosterilmistir (Boden, 2001).

Adipoz dokuda lipit birikimi, sirkiile eden FFA alimina baglidir (Zechner v.d., 2009). Viseral adipoz



doku trigliseritlerin fazlaca yikimina dolayisiyla serbest yag asitlerinin agiri salinimina ve bdylece
kan sekerin ylkselmesine sebep olabilir (Klein, 2004). Cogunlukla subkitan adipoz dokuda
g6rilen buylk adipozitler, kiicik adipozitlerin olusturdugu viseral adipoz dokudan daha fazla
trigliserit sentezler (Edens vd., 1993; Farnier vd., 2003). Calismamizda bahsi gecen iki farkli
dokuyu analiz etmek adina subkitan adipoz doku olarak inguinal adipoz doku; viseral adipoz doku
olarak da gonadal adipoz doku kullanilmigtir. Trigliseritlerin ve lipitlerin adipoz dokularda depo
edilmesinin insulin direnci ile pozitif iliskili oldugu obez fare irklarinda gésterilmistir (Pan vd., 1997;
Phillips vd., 1996). Serbest yag asitlerinin asiri salinimi, trigliseritlerin yogun sekilde yikima
ugramasindan kaynaklanmaktadir. insilin direnci gelisiminde, genislemis adipozitlerce
salgilanmig yuksek miktarlardaki serbest yag asitleri 6nemli bir rol oynamaktadir (Hotamighgil
vd., 1995). Kanda ylksek oranda bulunan serbest yag asitlerinin, uzun sureli glukoz tolerans
bozuklugu gelisimi ve tip 2 diyabet gelisimi igin bir risk isareti oldugu gdsterilmistir (Charles vd.,
1997). Tip 2 diyabetli hastalarin biylk cogunlugu obez ve ylksek oranlarda plazma serbest yag
asidine sahip bireylerdir. Buradan yola ¢ikilarak serbest ya§ asitlerinin obezite ve tip 2 diyabet
arasinda énemli bir baglanti oldugu sdylenebilir (Arner, 2001). Sekil 2'de viseral ve subkitan

adipoz dokudaki serbest yag asidi donusimu gortlmektedir.
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2.4 Palmitoleik Asit, Obezite Ve Tip 2 Diyabet

Palmitoleik asit, insan adipoz dokusundaki gliseritlerin bileseni olan omega-7-monosature yag
asididir (Sekil 3). Yapilan analizlerde, palmitoleik asitin karaciger yag depolama ve uretimi, instlin
faaliyetleri, palmitat ve yag asidi sentezinde etkisi olmasi nedeniyle, hormon benzeri etkiye sahip
bir lipokin olarak tanimlanmasina sebep olmustur (Hodson ve Karpe, 2013). Palmitoleik asitin
kas insulin aksiyonunu uyarabilen ve hepatosteatozu baskilayabilen adipoz doku kaynakli bir lipit
hormon olabilecegdi gdsterilmistir (Cao vd., 2008). insilin duyarliiini degistiren bir etki olarak,
proinflamatuar gen ekspresyonunu baskilayarak ve hepatik lipit metabolizmasini iyilestirerek,
diyabetik farelerde insilin  duyarlihdini arttiran palmitoleik asitin  hiperglisemi ve
hipertrigliseridemiyi zayiflattigr gosterilmigtir (Yang vd., 2011). Palmitoleik asitin vicut agirhgini
etkileyen bir sinyal molekili olabilecegini yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Zelkowitz, 2008),
baska bir galismada ise palmitoleik asitin yag oksidasyonunu etkileyen enzimlerce kullanildigini
belirtimistir (Power vd., 1997). Tim bu bilgiler 1s1ginda, palmitoleik asit uygulamasinin olasi lipokin
etkisinin kullanarak insulin duyarlihgini artirma yoluyla tip 2 diyabet tedavisinin arastiriimasi ve ve
stzkonusu incelemelerin palmitoleik asitin etkin rol aldigi adipoz dokuda (Viseral ve subkutan

adipoz doku) incelenmesi projemizin temelini olusturmaktadir.
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Sekil 3. Palmitoleik asitin molekdler yapisi (http:/lowcarbsteve.co.uk/ketogenic-fat-chemistry-
101)



2.5 Projede yapisal ve igeriksel calismalarda kullanilan Biyofiziksel ve Biyokimyasal
Teknikler

2.5.1 Fourier doniisiim kizilotesi (FTIR) spektroskopisi ve mikrospektroskopisi

Fourier dontsum kizilétesi (FTIR) spektroskopisi kizilotesi dalga boyunda elektromanyetik isima
uygulamasiyla molekullerin titresimlerini Olcerek degisik titresim gruplarini goérintileyen ve
bdylece molekillerin mikrogevresi hakkinda 6nemli bilgiler veren hassas bir tekniktir. FTIR
spektroskopisinden elde edilen bir spektrum, bir bilesigin yapisindaki bag tirleri, fonksiyonel
gruplar ve dolayisi ile sistemde mevcut molekdillerin belirlenmesi; bunlarin konsantrasyonu ile yapi
ve fonksiyonu hakkinda énemli bilgiler verir. FTIR spektroskopisi ile kullanilan 6rnede zarar
vermeden biyolojik sistemler hakkinda degerli bilgiler elde edilebilir (Ozek v.d., 2009, Garip v.d.,
2009). Bir bilesigin titresim spektrumu o bilesige 6zgtdur ve optik izomerler disinda hicbir bilesigin
titresim spektrumu bir bagkasi ile ayni degildir. Her bir fonksiyon grubunun teshisi o grup icin
belirgin olan titresim frekanslari ile saglanir. Dedisik fonksiyonel gruplara ait titresim frekanslari,
daha 6nce literatlirde yer verilen bilgilerden veya atlaslardan faydalanilarak tanimlanmaya
caligilir. Elde edilen s6z konusu parmak izi 6zelligi tasityan bilgiler, molekiillerin fonksiyonel
gruplarinin tespit edilmesine ve dolayisiyla farkh yapilarin ayirt edilmesine olanak saglar. Bu
bilgiler, dncelikle dogru bant tanimlamalarinin yapilmasi, sonrasinda ise ilgilenilen bantlarin
konumu, bant siddetleri ya da bantlarin altinda kalan alan ve bant genisligi degerlerinin
hesaplanmasi ile elde edilebilir. Genel olarak FTIR spektroskopisinde kullanilan degiskenler bant
siddeti / bandin altinda kalan alan, bant konumu (frekans degeri) ve bant genisligidir. Bant siddeti
ve alani maddenin konsantrasyonu hakkinda bilgi verirken, bant konumu dizen/dizensizlik
hakkinda, bant genigligi ise dinamik hakkinda bilgi verir (Cameron ve Charette, 1981; Cakmak
v.d., 2003; Toyran ve Severcan, 2003). Dolayisiyla, FTIR spektrumlarindan bir bilesigin
yapisindaki bag turleri, fonksiyonel gruplar ve dolayisi ile sistemde mevcut molekillerin
belirlenmesi, bunlarin konsantrasyonu gibi pek ¢ok bilgi elde etmek miimkiindur. Ozellikle biyolojik
calismalarda, biyolojik sistemlere zarar vermeden molekuler diizeyde inceleyebilmesi nedeniyle
FTIR spektroskopisi teknigi daha da 6nem kazanmaktadir (Boyar ve Severcan, 1997; Melin v.d.,
2000; Severcan v.d., 2000; Melin v.d., 2001; Cakmak v.d., 2006; Gorgulu v.d., 2007; Ozek
v.d., 2010; Bozkurt v.d., 2010; Cakmak v.d., 2011). Bu teknik kullanilarak c¢ok dusuk
konsantrasyondaki érnekler hem in vivo hem in vitro kosullarda incelenebilmekte; protein, lipit,
DNA, kolesterol, karbohidrat gibi hlcrelerin yapitagi molekullerinin fonksiyonel gruplarindaki

degisimler, ve dolayisiyla bu fonksiyonel gruplarin ait olduklari molekullerdeki degisimler



hassaslikla belirlenebilmektedir (Severcan v.d., 2000; Severcan v.d. 2003; Boyar v.d., 2004;
Severcan v.d., 2005; Cakmak v.d., 2006; Toyran v.d. 2006; Dogan v.d., 2007; Bozkurt v.d.,
2007; Bozkurt v.d., 2010; Ozek v.d., 2010; Cakmak v.d., 2011). FTIR spektroskopisi biyolojik
¢alismalar agisindan lipitlerin diger biyomolekillerle etkilesimleri, proteinlerin ikincil yapilarinin
belirlenmesi, kanser, diyabet gibi patolojik durumlarin doku ve membran dizeyinde tanim ve
teshisi gibi bircok alanda kullaniimaktadir (Mantsch , 1984; Boyar ve Severcan, 1997,
Fukuyama v.d., 1999; Severcan v.d., 2000; Liu v.d., 1996; Ramesh v.d., 2002;; Toyran v.d.,
2006; Dogan v.d., 2007; Ozek v.d., 2010; Severcan v.d., 2010; Cakmak v.d., 2011; Cakmak
v.d., 2012). Bu nedenlerle, projemizde ylksek yag oranl diyetle indiklenmis obezite iligkili tip 2
diyabet hastasi farelere ait subkitan ve viseral adipoz dokularda meydana gelen degisimlerin

tespitinde bu teknik kullaniimigtir.

FTIR spektroskopisi teknidi ile ¢ok cesitli kati ya da sivi érnekler hizli bir sekilde incelenebilir.
Orneklerin hazirlanmasi igin gereken siire, seyreltimis toplam yansitma (Attenuated total
reflectance, ATR) atagmani takilarak minimal sureye indirilebilir ve kisa slirede sonug elde
edilebilen ATR-FTIR spektroskopi yontemi ile bir 6rnek icin elde edilen spektral gcekimlerin sayisi
kolaylikla arttirilabilir. Kizildtesi kaynagindan gelen isinin drnek ile temasi ile olusan, 181gin érnek
icerisinde toplam i¢ yansimasinda meydana gelen degisimleri belirlemek bu atagmanin temel
prensibini olusturmaktadir. Bir kizilétesi 1sin belli bir a¢i dogrultusunda yiksek refraktif indeksi ile
ATR kristali yonlendirilir. Eger kristalle 6rnek arasindaki ara yuzeyde gelis agis|, iki ylzey arasinda
kirllma endeksi fonksiyonu olarak tanimlanan kritik bir agidan daha fazla ise, toplam i¢ yansima
meydana gelir. Bu atagman kullanimi ile kizilétesi 1ginlardan kaynakli sinyalin elde edilebilmesi
icin ornek ile gelen i1sinin ¢ok yakin bir temasta olmasi gerekmektedir. Bu nedenle, belirli bir basing
uygulanarak kristal ve 6érnek arasinda yakin temas olmasi saglanmaktadir. Ornek infrared
spektrumunun bir boélgesinde enerji sogurdugu zaman, geriye kalan radyasyon zayiflatiimis
olacaktir. Bu zayiflatiimis radyasyon spektrometre ile tespit edilir ve boylelikle 6rnege ait kizil 6tesi
spektrumu elde edilmis olur. ATR igin birgok uygun kristal materyalleri bulunmaktadir. Bu kristaller,
Germanyum (Ge), Silika (Si), elmas (Di), ve c¢inko-selenit (ZnSe) ham maddelerinden
olugsabilmektedir. Kullanilan ornegin 6zelligine ve incelenmek istenen kizilotesi bolgesine gore
kullanilacak kristalin materyali segilmektedir. Bu ¢alismada, orta-IR bolgesinde kullanima uygun
olan, suya dayanikli, diguk maliyetli ZnSe in tzerine elmas Di/ZnSe (elmas/¢inko-selenit) kristali
kullaniimigtir. Bu kristal birlesimi, orta-IR bolgesinde kuru, 1slak veya sulu drnekleri analiz etmek

icin idealdir.
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FTIR spektroskopisi ile kombine edilerek gelistiriimis olan FTIR mikrospektroskopisi sayesinde 6n
hazirlik gerektirmeden ve boyama uygulanmadan, ¢aligilan érnegdin kesitindeki ilgili bolge boyunca
noktasal spektrumlar ya da organik fonksiyonel gruplarin dagihmi ve konsantrasyonunu temsil
eden kimyasal haritalar elde edilebilir (Kidder v.d., 1997; Kneipp v.d., 2002). FTIR
mikrospektroskopisi c¢alisma prensibi Sekil 4'te gosterilmektedir. FTIR mikrospektroskopi

yénteminin avantajlari séyle siralanabilir:

0O FTIR mikrospektroskopi ile toplanan gérsel haritalar her bir pikselinde 6rnegin o
bdlgesine ait yuksek kaliteli spektrumlar igerir, béylelikle gorsel bilgi ile es zamanh 6rnegdin belirli
bdlgesindeki spektrumlar da elde edilebilir.

O Analizler i¢in ¢ok kiguk miktarlarda 6rnek kullanimi yeterlidir.

0O FTIR go6runtileme oOrnek igindeki makromolekuler titregimlerin karakteristik
absorbansina dayandi§i i¢in drneklerin, herhangi bir dn isleme tabi tutulmasina, degisik tekniklerle
boyanmasina veya isaretlenmesine gerek yoktur. Bu yonuyle FTIR mikrospektroskopi yontemi
ornege zarar vermeyen bir metottur (Kazarian ve Chan, 2006; Kretlow v.d., 2008).

0 Ornegin kimyasal haritalar yiksek ¢dzinurlikle elde edilir (Jackson v.d., 1998).

Bu nedenlerle, hastaliklarin dokularda neden olduklari patolojileri sistemi bozmadan, etkin ve
hassas bir sekilde saptamak ve patolojik bdlgeleri FTIR mikrospektroskopisi ile incelemek
mumkin olmaktadir (Camacho v.d., 1999; Fernandez v.d., 2005; Toyran v.d., 2006; Krafft Ve
Sergo, 2006; Lin v.d., 2007; Toyran v.d., 2007; Boskey Ve Camacho, 2007; Toyran v.d., 2008,
Cakmak v.d., 2012). Bu sayede doku érneklerinden alinan kesitler direk olarak FTIR mikroskopu
ile ¢cok daha hassas bir sekilde incelenerek dokularin butlnselligi tahrip edilmeden cesitli
bélgelerindeki degisiklikler arastirilabilmekte ve patalojik bdlgeler tespit edilebilmektedir. Bu
nedenlerle FTIR mikrospektroskopisi kanser (Yano v.d., 2003; Meyer v.d., 2011), diyabet
(Toyran v.d., 2006; Toyran v.d., 2007, Severcan v.d., 2010; Bozkurt v.d., 2010; Bozkurt v.d.,
2012), Alzheimer hastaligi (Griebe v.d., 2007; Leskovjan v.d., 2010), artirit (Boskey ve
Camacho, 2007) gibi pek ¢ok hastaligin karakterizasyonu ve molekiler incelenmesinde ayrica
radyasyonun etkilerinin belirlenmesi gibi konularda (Cakmak v.d., 2012) etkin bir bigimde

kullaniimaktadir.
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Sekil 4. FTIR mikrospektroskobu ¢alisma prensibi (Gazi v.d., 2006).

2.5.2 Fiziksel ve Biyokimyasal 6lgimler

Kontrol ve deney grubu fare modellerimiz kendilerine ait 6zel diyetlere bagladiktan sonra her hafta
ayni gun ve saatte duzenli olarak agirliklari tartildi ve not edildi. Obezite olusumu hem bu sekilde

Olguldi hem de farelerdeki fiziksel degisimler gdzlendi.

Duzenli uygulanan diyet sonucu 8 ay sonunda obez olan fareler, tip 2 diyabet varliginin
arastinlabilmesi igin Oral glukoz tolerans testi (OGTT) yapilmistir. OGTT testi tip 2 diyabete
yatkinlik tanisinin konmasi ve insulin direncinin var olup olmadiginin anlagiimasi igin yapilmasi
gereken testlerdendir. Testten 6nce hastanin en az 8 saat a¢ kalmasi gereklidir. Bu sure genelde
10-16 saat arasinda degismektedir. Testte hastaya vucut agirhgi ile orantili olarak belirlenen
miktarda glukoz verilir ve kandaki glukoz orani belirli araliklarla (0, 15, 30, 60, 90 ve 120.
dakikalarda) kontrol edilir. OGTT testi sonucu glukoz seviyesi 2. saatin sonunda 7.8 mmol/L (140
mg/dl)’nin altinda olmalidir. Bu deger ve 11.1 mmol/L (200 mg/dl) arasindaki degerler bozulmus
glukoz toleransi olarak kabul edilir. 11.1 mmol/L (200 mg/dl)'nin Ustundeki degerler ise tip 2

diyabet varligini dogrular.

OGTT testinde ayrica insulin bakilmasi bu testin guvenilirligini artiracaktir, inslin hormonunda
ylkselmeler olursa o kiside inslin direnci oldugu kabul edilir. insilin direncinin olmasi, diyabete

yatkinlik olarak kabul edilir. Calismamizda guvenilirligi artirmak adina OGTT testi sirasinda 0, 15,
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30, 60, 90 ve 120. dakikalarda tim farelerin kuyruklarinda kan alindi ve elde edilen serumlar
ELISA testinde kullanilarak, insulin hormonunun bu 2 saat suresince degigsimi saptandi. A¢ bir
farede insulin seviyesi 0.4-0.6ug/L arasinda degisebilmekte iken diyabet bir farede bu deger 3-
6ug/L arasindadir. Bu standartlara gére degerlendirilen ¢calismamiza ait farelerin insulin degerleri

tip 2 diyabet teshisi koyulabilmesi igin blylik énem tasimaktadir.

3. GEREC VE YONTEM

3.1 Hayvan Modeli Ve Hayvan Deneyleri

Projemizde kullanilan fare modelleri Bilkent Universitesi, Deney Hayvanlari Arastirma
Unitesinde vyetistirildi ve hayvan deneyleri calismalarinin tamami burada tamamlandi.
Calismamizda obezite iligkili tip 2 diyabetin adipoz dokuda neden oldugu yapisal degisimleri ve
palmitoleik asitin bu s6zkonusu degisimlere olan etkisini arastirabilmek Gzere C57BL/6 tipi erkek

fareler her grupta 10 fare olmak tzere (n=10) 4 gruba ayrildi:

A) Kontrol grup, (standart diyetle beslenen C57BL/6 irki fareler) (SD)

B) Yuksek kalorili diyet grubu, (yuksek yag igerikli diyetle beslenen C57BL/6 irki fareler)
(HD)

C) Palmitoleik asit uygulanan kontrol grup, (standart diyetle beslenen ve palmitoleik asit
uygulanan C57BL/6 irki fareler) (PSD)

D) Palmitoleik asit uygulanan yuksek kalorili diyet grubu, (yiksek yag icerikli diyetle
beslenen palmitoleik asit uygulanan C57BL/6 irki fareler) (PHD)

Hayvanlar 12:12 saat aydinlhk/karanlik dénglisinde 2212 °C oda sicakliinda ve %65 nemlilikte
yiyecek ve suya istedikleri zaman ulasabilecek sekilde barindirildi. 10-11 haftalik olan farelerden
SD ve PSD gruplari standart beslenme diyeti (SBD) ile; HD ve PHD gruplari ise yuksek yag igerikli
diyetle 8 ay boyunca beslendi. Deney gruplarimiz olan HD ve PHD gruplari igin kullanilan yem
hem obezite hem de diyabet gelistirme amaci icin hazirlanmig 6zel bir yemdir (Altromin C1080
Obesity and Diabetes), kontrol gruplarimiz olan SD ve PSD gruplari ise bu yeme 6zel olarak

standardize edilmis olan 6zel bir yemle (Altromin C1080 Control) beslendi.
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Farelerin vicut agirliklar her hafta belli glin ve saatte dizenli olarak dl¢lldi ve kaydedildi. 8 aylik
diyet surecinin sonunda obez olarak tanimlanabilecek agirliga ve gérinime ulasan deney grubu
fareleri saptandi (Sekil 5). Obez farelerin ayni zamanda diyabet olup olmadiklarinin belirlenmesi
icin acglik glukoz ve insdlin serum parametreleri dlcimleri yapildi. Fareler olcimlerden 6nce
yaklagik 12 saat a¢ birakildiktan sonra OGTT testi yapildi. Testte tum farelere vicut agirhgi ile
orantili olarak belirlenen miktarda glukoz verildi. Agirliklari 25 ile 45 gr arasi deg@isen farelere %40
lik glukoz ¢ozeltisi 10*viicut agirhigi(gr) oranina gbre gavaj yoluyla verildi. 0, 15, 30, 60, 90 ve 120.
dakikalarda farelerin kuyruklarina kesi atilarak elde edilen kan 6zel strip ve kan sekeri lgiim cihazi
(Roche Accu Chek Performa Nano) ile kandaki glukoz orani tayin edildi. Calismamizda OGTT
testinin glvenilirligi artirmak adina test sirasinda 0, 15, 30, 60, 90 ve 120. dakikalarda tiim farelerin
kuyruklarinda kan alindi, alinan kan ornekleri oda sicakliginda 1 saat sureyle bekletildi ve
sonrasinda 4000rpm’de 5 dakika santriflijlenerek serum elde edildi. Elde edilen serumlar ELISA
testinde kullanina kadar -80°C derin dondurucuda saklandi. Serumdan insulin seviyesi tespit

edebilen hassas kitlerle insulin hormonunun bu 2 saat slresince degisimi saptandi.

Obez ve diyabet olduklari saptanan ve deney grubunda olan PHD ile kontrolli olan PSD gruplari
5 hafta sure ile palmitoleik asit uygulamasi gerceklestirilirken diger gruplara ise ayni uygulama ile
ayni miktarda su verildi. 5 hafta boyunca her glin ayni saatte belirlenen dozda (300 mg/kg/gtn)
(Yang vd., 2011; Camila vd., 2014) palmitoleik asit farelere oral gavaj yoluyla verildi ve
s6zkonusu 1 ay surecinde tim gruplar kendilerine ait olan diyetlere devam etti. 1 aylik bu sure¢
bittiginde ise tum fareler yiksek doz anestezi ile feda edildi ve hemen ardindan kan 6rnekleri,
viseral ve subkltan adipoz dokulari disekte edilip ¢ikarildi. Toplanan doku ve kan ornekleri

yapilacak arastirmalarda kullanilana kadar -80°C’de saklandi.
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Sekil 5. Diyet slireci sonrasinda kontrol (solda ) ve obez (sagda) farelerin fiziksel gérinima

3.2 FTIR Mikrospektroskopik Caligmalari

Viseral ve subkitan adipoz dokular -80°C derin dondurucudan gikartilip sivi nitrojen ile dolu
tank icinde tasinarak dokularin sicaktan etkilenmesi engellendi. Adipoz dokulari 6zel matriksler
icinde dondurularak kesim icin hazir hale getirildi. -20°C’ye ayarlanmis olan sogutmali mikrotom
kullanilarak 7 um kalinhdinda kesitler alindi. Bu kesitler kizilétesi 15191 gegiren 6zel BaF, camlari

Uzerine yerlestirildi ve soguk odada bulunan desikator icinde 1 glin boyunca kurumaya birakild1.

FTIR mikrospektroskopisi ¢alismalarinda Perkin Elmer Spotlight 400 mikrospektroskopi sistemi
kullanildi. Kesitlerden 4000-750 cm™ frekans araliginda, 6.25x6.25 ym piksel biyukliga ve 8 cm-
! spektral ¢ozlinirlik kullanilarak her pikselde 4 spektrumun ortalamasi alinarak spektral haritalar
toplandi. Her kesitten Ucer spektral harita toplandi. Elde edilen spektral haritalar Isys 3.0 (Spektral
Dimensions, USA) goérunti analiz programi kullanilarak incelendi. Spektral haritalardaki

spektrumlar 6ncelikle bir taban cizgisine oturtuldu. Kesitlerdeki olasi kalinlik farkliliklarindan
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kaynaklanabilecek yanhs dlgimlerden kaginilmasi icin bant alan oranlari alinarak géruntileme
calismalari gergeklestirildi. Elde edilen spektral haritalarda Tablo 1’'de verilen boélgeler kullanilarak
bant alanlari hesaplandi, bu bant alanlar kullanilarak Tablo 2’de verilen bant alan oranlari

goruntulendi.

Tablo 1. Spektral haritalarda gerceklestirilen bant alani hesaplamalari icin kullanilan bolgeler.

Kizilétesi sogurma bandi Kullanilan spektral bolge
C-H gerilim bolgesi 2986-2775 cm-L
Olefinik (HC=CH) 3030-2988 cm'
CH; antisimetrik gerilim 2945-2900 cm-L
CHjs antisimetrik gerilim 2987-2945cm !
Karbonil (C=0) gerilim 1800-1700 cmt
Amid 1 1700-1590 cm:
Amid 2 1590-1495 cm'

Tablo 2. Spektral haritalarda gériintilenen bant alan oranlari

Bant Alan Orani Aciklama

C-H gerilim bdlge alani/ Amid | bant alani | Lipit miktarinin protein miktarina orani
hakkinda bilgi verir

Olefinik (HC=CH) bant alan/ CH; | Doymamis lipit iceriginin doymus lipit

antisimetrik gerilim bant alani icerigine orani hakkinda bilgi verir

CH, antisimetrik gerilim bant alani/ CHs | Lipit  hidrokarbon  zincir  uzunlugu
antisimetrik gerilim bant alani hakkindabilgi verir

Karbonil (C=0) gerilim bant alani/ C-H | Lipit igerigindeki karbonil grubu miktar
gerilim bolge alani hakkinda bilgi verir

Amid I/ Amid Il Proteinlerin yapisindaki degisimler

hakkinda bilgi verir
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3.3 ATR-FTIR Spektroskopisi

3.3.1 Spektral Verilerinin Toplanmasi

Adipoz doku o&rnekleri higbir 6n islem yapilmadan ATR Unitesinin elmas/ginko-selenit
(Diamont/ZnSe) kristali izerine yerlestirilerek ATR-FTIR spektroskopisi ile 4 cm™ ¢6zUnGrlGgin
ve 64 gekim sayisi kullanilarak incelendi. Cekimler 4000-650 cm frekans araliginda Perkin Elmer
Spektrum 100 FTIR Spektrmetresi kullanilarak gerceklestirildi. Her iki adipoz dokuda da her bir
bireye ait érneklerden 3 ayri parca adipoz dokusunun ATR-FTIR spektrumlari elde edildi (3 ayri

replike ¢cekimi). Bu replike spektrumlarin ortalamalari detayli analizler i¢in kullanildi.

Atmosferdeki CO; ve H,O’dan kaynaklanan sogurma bantlari, arastirilan doku érneginin sogurma
bantlarini kamufle edebilir. Dolayisiyla, bu atmosferik su buharinin etkisini azaltmak amaciyla
FTIR spektrometresinden surekli kuru hava gegiriimektedir. Buna ek olarak, 6rnek cekimi
oncesinde havanin ¢ekimi yapilmakta ve elde edilen spektrum bilgisayar programi araciligiyla

ornek spektrumundan matematiksel olarak ¢ikariimaktadir.

3.3.2 ATR-FTIR Spektroskopik Calismalarinda Kullanilan Spektrum Analiz Yontemleri

Viseral ve subkutan adipoz doku spektrumlarina ait bant alanlarinin tayinini iceren detayl spektral
analizler, érnekler lzerinde herhangi bir su ¢ikarma islemi uygulanmayan normalize edilmemis
ham spektrumlar kullanilarak Perkin Elmer Spektrum One analiz programi ile yapildi. FTIR
spektrumunda yer alan bandlardan pek c¢ok bilgi elde edilebilir. Sinyal siddeti ve/veya alan
degerinin artmasi, adi gegen grubun konsantrasyonunun artmasi, veya alan degerinin azalmasi
da o grubun konsantrasyonunun azalmasi anlamina gelmektedir (Alo v.d., 1998; Freifelder v.d.,
1982).

3.4 Eliza insulin Testi

Calismamizda fare serum o6rneklerinden insulin miktari 6lgmek amaciyla hassas eliza testleri
(CrystalChem Ultra Sensitive Mouse Insulin ELISA Kit) kullanildi.

Protokol:
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Kit icinden gikan Ozel sollisyonlar oda sicakligina getirilerek kullanima hazirlandi. 50 pl drnek
seyreltici gozelti ile yine 50 pl fare insulin stok solisyonu karigtirildi, bu karigimdan yari yariya
seyreltilerek 6.4, 3.2, 1.6, 0.8, 0.4, 0.2, 0.1ng/mLlik ¢cOzeltiler ve sadece ornek seyreltici ¢ozelti
iceren Ong/mLIik bir ¢Ozelti daha standard olarak hazirlandi. Antibodi iceren 6zel kuyularin her
birine 95 pl érnek seyreltici ¢ozelti koyuldu ve ardindan hazirlanan standardlar ve serum 6rnekleri
5er ul olarak kuyulara eklendi. Bu sekilde +4°C’de 2 saat bekletildi. Ardindan 5 kere yikama
tampon c¢oceltisi ile yikanan kuyularin tGzerine 100er pl anti-insulin enzim bilesimi eklendi. Bu
sekilde oda sicakhiginda 30 dakika bekletildi. Ardindan 7 kere ylkama c¢ozeltisi ile yikanan
kuyularin Uzerine bu sefer enzim substrat soliisyonu eklenerek oda sicakliginda ve isiksiz
ortamda 40 dakika bekletildi. Ardindan her kuyuya 100er ul stop sollisyonu eklendi ve tepkime
sonlandirildi. Bu asamanin ardindan ornekler 450 ve 630 nm optik dansitede (OD) plate reader
cihazinda okutuldu. Cihazin verdigi degerler ile standartlarin edrisi cikartildi ve buradan yola

¢lkarak orneklere ait insulin seviyeleri hesaplandi.

3.5 istatistiksel Analiz

SD, PSD, HD ve PHD gruplari arasindaki degisimler ve bu degisimlerin istatistiksel
anlamhligin hesaplanmasi igin One way ANOVA yodntemi ve art analiz olarak Tukey’s testi
kullanilarak tim gruplar kontrol gruplarina goére istatistiksel olarak karsilastirildi. istatistiksel
anlamhlik *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 seklinde belirlendi.

4. BULGULAR

4.1 Vicut Agirhiklar

8 ay sureyle standard diyetle beslenmis SD ve PSD gruplarini ve yuksek yag igerikli diyetle
beslenmis olan HD ve PHD gruplarinin vucut agirhk degisimleri Sekil 6'da gdsterilmektedir.
Sekilde goéruldugu uzere, HD ve PHD gruplarindaki farelerin vicut agirliklarr SD ve PSD

gruplarindaki farelere gére oldukca yuksektir.
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Viicut Agirlik Degisimi
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Sekil 6. Standard diyetle beslenmis SD ve PSD gruplari ve yuksek yag icerikli diyetle beslenmis

olan HD ve PHD gruplarinin vicut agirlik degisimleri

25. hafta sonunda obez olan ve yaptigimiz OGTT testleri sonucunda tip 2 diyabet oldugunu
saptadigimiz farelerden kontrol grubu olan PSD ve deney grubu olan PHD gruplarina 5 hafta
boyunca palmitoleik asit uygulamasi yapilirken, diger gruplara ise ayni miktarda su verildi. SD ve
PSD gruplarinda arasinda bir karsilastirma yapildiginda, PSD grubunun vicut agirhginin SD
grubuna goére daha az oldugu géruldi. 5. Haftanin sonunda ise iki grup arasinda énemli sayilacak
bir farkin olmadigi saptandi. Yizde olarak hesaplandiginda SD grubundaki toplam viucut agirhgi
% 0,7 oraninda azalirken PSD grubunda ise % 2,2 oraninda azaldigi goérildi. SD grubunda
gorulen sz konusu kilo kaybinin vicuda alinan sudan ya da gavaj uygulamasinin stresinden
kaynaklanabilecegi dusunudlmuistir. Diger yandan PSD grubunda goéritlen kilo kaybinin SD
grubuna nazaran daha fazla olmasinin sebebinin palmitoleik asit uygulamasi olmasi kuvvetle
muhtemeldir. Asil fark gérmeyi bekledigimiz HD ve PHD gruplarini kargilastirdigimizda ise HD
grubunun ilk haftalar viicuda alinan sudan ya da gavaj uygulamasinin stresinden kaynaklandigini
disundigumuz bir azalma gosterse de 2. haftanin sonunda vucut agirhginin artmaya basladigi
rahatlikla g6zlenmektedir. Sonug olarak 5 haftanin sonunda HD grubunda toplam vucut agirhgi %
5,2 oraninda arttigi saptandi. PHD gruplarinda ise ilk 2 haftada carpici bir agirlik kaybi gézlendi
ve kalan 3 haftada farelerin vicut agirhgi stabil kaldi. Sonug olarak 5 haftalik palmitoleik asit
uygulamasi sonucunda PHD grubunda toplam vicut agirliginin % 2,6 oraninda azaldigi géruldu.

Ozet olarak, palmitoleik asit uygulamasi suiresince yiiksek yag igerikli diyetle beslenen HD ve PHD
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gruplarindan HD grubu bu sureyi agirlik artimi ile tamamlarken, PHD grubu bu sireci agirlik kaybi
ile tamamladi. Bu sonuglar palmitoleik asitin kilo alimini engelleyici ve énleyici bir etkisi oldugunu

gostermektedir. Tum gruplar igin vicut agirlik degisimleri sekil 7°de verilmigtir.

Viicut Agirlik Degisimleri
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Sekil 7. Tium gruplara ait farelerin Palmitoleik asit tedavisi siresince gosterdigi vicut agirlik
degisimleri

4.2 Serum Parametreleri Ve OGTT Sonuglari

OGTT testi tip 2 diyabete tanisinin konmasi ve instlin direncinin var olup olmadiginin anlagiimasi
icin yapilan rutin testlerdendir. Calismamizda ilk olarak HD ve PHD grubu farelerin 6zel diyet
uygulamasi sonucu tip 2 diyabet gelisip gelismedigini saptamak amaciyla, ikinci olarak da
palmitoleik asit tedavisinin tip 2 diyabet lizerindeki etkisini incelemek amaciyla OGTT testi yapildi.
OGTT testi sirasinda farelerin kuyruklarindan 0,15,30,60,90 ve 120. dakikalarda alinan kan

orneklerinden kan sekeri (glukoz) ve insulin seviyeleri dlguldu ve gereken hesaplamalar yapildi.

Sekil 8, palmitoleik asit uygulamasi 6ncesi OGTT testi sirasinda toplanan kan drneklerinden elde
edilen glukoz (mg/dl) miktarlarindaki degisimleri gostermektedir ve grafikte x ekseninde gosterilen
zaman glukozun gavaj yoluyla verilmesinden sonra 6lgiim alinan zamani géstermektedir. Sekilden

gorulebilecegdi Uzere incelenen SD ve PSD gruplari 8 aylik standart diyet siirecinden sonra OGTT
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testinde benzer glukoz degdisimleri gdsterirken, elde edilen bu seviyelerin 2 saatin sonunda normal
kabul edilen aralik icerisinde (< 140 mg/dl) oldugu goruldu. Diger yandan yuksek yag icerikli diyetle
beslenmig olan HD ve PHD gruplarinda standart diyetle beslenmis SD ve PSD gruplarina gore
oldukga artis gostermis glukoz degerleri kaydedildi. OGTT testi sonucu 2 saatin sonunda glukoz

degerleri 200 mg/dI’'nin Ustinde olan HD ve PHD gruplari tip 2 diyabet kabul edildi.

OGTT TESTIi SONUCLARI
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GLUKOZ {(MG/DL)
\
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Sekil 8. Palmitoleik asit uygulamasi 6ncesi OGTT testi sirasinda toplanan kan drneklerinden

elde edilen glukoz (mg/dl) miktarlarindaki degisimler

Sekil 9, palmitoleik asit uygulamasi sonrasi OGTT testi sirasinda toplanan kan érneklerinden elde
edilen glukoz (mg/dl) miktarlarindaki degisimleri gdstermektedir. 5 haftalik palmitoleik asit
uygulamasi sirasinda gavaj yoluyla su alan ve kontrol grubu olan SD grubu OGTT testi
sonuglarinda palmitoleik asit uygulamasi oncesine gore anlamh bir degisiklik gorulmedi. Bu
grubun palmitoleik asit almig versiyonu olan PSD grubunda ise 30. dakikada bir azalma, 60 ve 90.
dakikalarda ise bir artis goérilmesine ragmen, OGTT testinde 120. dakikanin sonundaki glukoz
degerleri SD grubuyla cok yakin olarak saptandi. Bu sonuglardan palmitoleik asitin normal

bireylerde olumlu ya da olumsuz bir etkisi olmadigi sonucu ¢ikarildi.
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Tip 2 diyabet teshisi koydugumuz ve 5 hafta sireyle gavaj yoluyla su alan HD grubunun genel
glukoz degerleri ve 2. Saatin sonundaki glukoz degerinin bir dnceki OGTT testinden daha yuksek
oldugu géruldi. Sézkonusu 5 hafta strede ylksek yag icerikli 6zel diyeti devam ettigi icin obezite
ve tip diyabet derecesinin artmig oldugunu tahmin ettigimiz bu grup icin glukoz seviyesinin artig
gOstermis olmasi olumlu bir sonugtur. Ayni grubun palmitoleik asit almis versiyonu olan PHD
grubunda ise hem genel glukoz seviyesinin garpici sekilde distigl saptandi. Bizim icin en 6nemli
kistas olan 2. saatin sonundaki glukoz seviyesi ise 140-200 mg/dl arasinda olup artik tip 2 diyabet
araliginda olmayip bozulmus glukoz toleransi araligina indigi tespit edildi. Bu sonuclar palmitoleik

asitin tip 2 diyabet tzerinde iyilestirici bir etkisi oldugunu gostermektedir.

OGTT TESTi SONUCLARI
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Sekil 9. Palmitoleik asit uygulamasi sonrasi OGTT testi sirasinda toplanan kan érneklerinden

elde edilen glukoz (mg/dl) miktarlarindaki degisimler.

Yapilan palmitoleik asit uygulamasinin hem o6ncesi hem de sonrasinda yapilan OGTT testi
sirasinda farelerin kuyruklarindan 0,15,30,60,90 ve 120. dakikalarda alinmis kan orneklerinden
elde edilen serumlardan hem glukoz seviyesi sonuglari dogrulamak hem de desteklemek
amaciyla insulin seviyesi tayini yapildi. Palmitoleik asit uygulamasindan 6nce ve sonrasinda elde

edilen tim gruplara ait sonuglar sirasiyla sekil 10 ve 11’de gosterilmistir.
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Sekil 10. Palmitoleik asit uygulamasi 6ncesi OGTT testi sirasinda toplanan kan drneklerinden

elde edilen insulin (ng/ml) miktarlarindaki degisimler.

OGTT TESTI SONUCLARI
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Sekil 11. Palmitoleik asit uygulamasi sonrasi OGTT testi sirasinda toplanan kan érneklerinden

elde edilen insulin (ng/ml) miktarlarindaki degisimler.
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Palmitoleik asit uygulamasi éncesinde SD ve PSD gruplarina ait insulin seviyeleri neredeyse ayni
olmakla beraber yiksek yag icerikli diyetle beslenen HD ve PHD gruplarina goére oldukga disuk
bir seviyede olduklari tespit edildi. YUksek insulin seviyesine sahip HD ve PHD gruplarinda glukoz
seviyeleri de yuksek ciktigr icin, hem kan sekeri (glukoz) hem de insulin seviyelerinin bu gruplarda
yuksek olmasi, bu gruplarin instlin direnci gelistirmis olabilecedini gosterdi ve tip 2 diyabet tanisini
guclendirdi.

Palmitoleik asit uygulamasi sonrasinda kontrol grubu olan SD grubuna ait insulin seviyelerinde
onemli bir degisiklik gértilmedi. Bu gruptan farkl olarak gavaj yoluyla 5 hafta slireyle su yerine
palmitoleik asit almis olan PSD grubu insulin seviyesi 15. dakikada hafif bir artis ve 60. dakikada
hafif bir azalma gdstermis olsa da genel itibariyle SD grubuna nazaran anlamlh bir degisiklik
gOstermedi. Bu da palmitoleik asitin saglkh bireyler lzerinde anlamli bir etki gostermedigi
sonucumuzu destekler niteliktedir. Fakat tip 2 diyabet olan HD ve PHD gruplarimizda farkh
sonugclar elde edilerek iki grup arasindaki insulin seviyeleri farkinin acilimis oldugu ilgili grafikte
acikca gorulmektedir. PHD grubuna ait insulin seviyesinde hem 0. Dakika dedigimiz test
baslangicinda, hem genel olarak test boyunca hem de 2. saatin sonunda HD grubuna gére anlamli
olarak dismdus insdlin seviyeleri tespit edildi. Azalmig insulin seviyesi instlin direncinin dismus
oldugunu goéstermektedir ve bu sonug¢ palmitoleik asitin tip 2 diyabet sirecinde tedavi edici

etkisinin olabilecegini gésteren bir isaret olarak kabul edilmektedir.

4.3 FTIR Mikrospektroskopisi Caligmalari

Galismamizda SD, PSD, HD ve PHD subkitan ve viseral adipoz doku igerigindeki
makromolekullerin, 06zellikle lipitlerin  ve proteinlerin  dagihminin  ve farkh 6zellikte
makromolekullerin bulunduklar yerleri tespit etmek igin FTIR mikrospektroskopisi teknigi
kullaniimigtir. Sekil 12'de FTIR mikroskobunun, (A) 1sik mikroskobu fonsiyonu ile elde edilen kesit
goruntusu, (B) secilen bir bolgeden toplanmig toplam sogurma spektral haritasi ve (C) elde edilen

spektral haritadan ¢ikarilan érnek bir adipoz doku spektrumu gérilmektedir.
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Sekil 12. Ornek bir kontrol adipoz doku kesitinden A) FTIR mikroskobunun isik mikroskop
g6rintisi, B) kirmizi ile isaretlenen bdlgeden toplanmis toplam sogurma spektral haritasi, C)

kontrol ve obez fareye ait drnek spektrumlar.

Lipitler ve proteinlere ait énemli spektral bantlarda bulunan farkliliklarin daha detayli olarak
incelenmesi igin haritalar Gzerinde daha evvel bahsedilen (Tablo 2) bazi bant alanlari oranlandi.
Buna gore, kesitlerdeki lipit/protein dagilimi (C-H/amid 1), doymamis/doymus lipitlerin dagihmi
(olefinik/CH2 antisimetrik gerilim), lipitlerin hidrokarbon zincir uzunlugu dagilimi (CH2 antisimetrik
gerilim/CH3 antisimetrik gerilim), lipitlerdeki karbonil grubu dagihmi (C=0 simetrik gerilim/C-H) ve
proteinlerin yapisindaki degisim (amid 1/amid 2) bilgisi veren oranlar hesaplandi. Sekil 13-20’'de
SD, PSD, HD ve PHD gruplarina ait sirasiyla subkitan ve viseral adipoz doku kesitlerinde
hesaplanan bu bant alanlari oran sonuglari goérilmektedir. S6zkonusu sekillerden A kismindaki
spekral haritalar sadece amid 1 bandina gore oranlanmis olanlardir. Protein kaynakli amid | bandi
%80 oraninda C=0 geriime, %10 oraninda C-N gerime e %10 oraninda N-H bikulme
titresimlerinden kaynaklandigi r. icin bu spektral haritalar adipoz doku kesitine ait protein

dagilimini gostermektedir. Bu tip spektal haritalarda kirmizi-turuncu tonlarda renkler yiksek
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derecede konsantrasyonu, sari tonlarda renkler orta derecede konsantrasyonu, mavi-mor tonlarda
renkler ise dislik konsantrasyonu temsil etmektedir. Ilgili sekillerin A kismi incelendiginde hem
subkutan hem de viseral doku icin SD ve PSD gruplar arasinda anlamh bir farklihk
go6rilmemektedir. HD grubu bu gruplarla karsilastirildiginda mavi renk tonunun artigi yani protein
iceriginin azaldigi gordlmektedir. HD ve PHD gruplari karsilastirildiginda ise PHD gruplarinda
HD’ye gdre sari tonlarin arttigi yani palmitoleik asit uygulamasi ile protein kaybinin geri ¢gevriminin

s6zkonusu oldugu soylenebilir.

Bu sekillerden B kisminda sunulan spektral haritalar lipit/ protein oranini temsil etmektedir.
Standart diyet beslenmis SD ve PSD ile yiksek yag icerikli diyet ile beslenmis HD ve PHD
gruplarina ait adipoz doku kesitlerinde C-H toplam alaninin amid | bant alanina oranlanmasi ile
elde edilen lipit/protein spektral parametresinin dagilimi goérilmektedir. Sekilden gorilebilecegdi
Uzere, konsantrasyonun arttigini gosteren kirmizi renk HD ve PHD gruplarinda, SD ve PSD’ye
gore oldukga yogun gorulmektedir. Bunun yaninda HD ve PHD obez gruplarinda gérulen hicre
boyutlarinin kontrol gruplari olan SD ve PSD’ye gore artis gosterdigi bu haritalarda net bir sekilde
gorulmektedir. Obez gruplarda bu sekilde lipit miktari artarken protein miktarinin azalmasi bu
gruplarda en ylksek lipit/protein orani gérmemizin sebebi olabilir ve bu artiglar fazla trigliseritlerin
ilk depo yeri olmasi sebebiyle subkitan adipoz dokuda viseral adipoz dokuya gére daha yodun
olarak gorilmekte olabilir. HD ve PHD gruplari karsilastirildiginda ise PHD gruplarinda bu oran
daha az olarak saptandi. Bunun sebebi ise PHD grubundaki kilo artiminin HD grubu kadar

olmamasi dolayisiyla PHD grubunun daha az lipit yogunluguna sahip olmasidir.

Doymamig/doymus lipitlerin dagilimi (olefinik/CH2 antisimetrik gerilim) ilgili sekillerin C kisminda
gorulmektedir. Subkitan ve viseral adipoz kesitlerinde olefinik bant alaninin CH2 antisimetrik bant
alanina oranlanmasi ile elde edilen ve doymamis lipit icerigi indeksi olarak kullanilabilecek
parametrenin dagilimi tim gruplan i¢in hesaplandi. SD ve PSD gruplarinda yesil tonlarda gérilen
bu haritalar, HD ve PHD gruplarinda daha dusuk konsantrasyonu gosteren mavi renk olarak
gorulmektedir. Bunun nedeni yuksek yag igerikli diyet ile beslenmede doku igerisine diger lipit
cesitlerinde gorulen artimla paralel olarak daha fazla doymus lipit alinmasi olabilir. PHD grubunda
HD grubuna gore yesil rengin artmis olmasi doymamis yag asidinin arttigini gostermektedir.
Kendisi de bir doymamis yag olan palmitoleik asitin viicuda alimi PHD grubundaki doymamis yag
orani artiminin sebebi olabilir, ayrica alinan bu yagin hdcrede yapisal komponentler igin

kullanildiginin bir gostergesidir.
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Lipitlerin hidrokarbon zincir uzunlugu dagihmlari (CH2 antisimetrik gerilim/CH3 antisimetrik
gerilim) ilgili sekillerin D kisminda gorulmektedir. Sekilden de goruldigu uzere bu oran HD ve PHD
obez gruplarda SD ve PSD kontrol gruplarina nazaran yuksek olarak tespit edildi. Bu oranin
yuksek olmasi bu irklarda daha uzun hidrokarbon zincirli lipitlerin yer aldigini géstermektedir. PHD
ile HD karsilastirildiginda ise hem subkitan hem de viseral adipoz dokuda bu oran daha disuk
bir seviyede gdzlendi. Bu sonug, PHD grubu farelerde kontrol gruplarina benzer olarak daha kisa

hidrokarbon zincirli lipitler bulundugunu géstermektedir.

Subkitan ve viseral adipoz doku kesitlerinde C=0 ester gerilim bant alaninin CH toplam alanina
oranlanmasi ile elde edilen ve trigliserit, kolesterol ester miktarinin gorantilenmesini saglayan
spektral parametre degerinin dagiimi (C=0 simetrik gerilim/C-H) ilgili sekillerin E kisminda
gorulmektedir. Sekilden de gorilecegi gibi obez HD ve PHD gruplarinda trigliserit ve kolesterol
ester miktari kontrol gruplari SD ve PSD’ye nazaran daha yuksektir. Yiksek yag icerikli diyet ile
beslenmis obez HD ve PHD gruplarinda ftrigliserit ve kolesterol miktari daha da fazla olarak
gbzlenmesi normal kabul edilirken PHD gruplarinda bu konsantrasyon daha disik olarak
saptandi. Bunun sebebi palmitoleik asitin daha dénce de belirtilen kilo alimini yani hlcrelerde
trigliserit depolanmasini engelleyici bir anti-obezite etkisinin olmasi olabilir. Ayrica hucrelerde
obezite sonucunda depolanan fazla trigliseritin insulin direncine sebep oldugu bilinmektedir,
Palmitoleik asitin bu asiri depolamayi engellemesi bu yolla insulin direncini de kirarak tip 2 diyabet

icin de iyilestirici etkisi oldugunu gdstermektedir.

Proteinlerin yapisindaki degisimleri gosteren amid 1/ amid 2 orani ilgili sekillerin F kisminda yer
almaktadir. Obez HD ve PHD gruplarinda bu oranin kontrol SD ve PSD gruplarina goére daha
dusuk degerler gosterdigi gorildi. Bu azalmanin protein ikincil yapilarinda bir degisimin
olabilecegini gdstermektedir. PHD grubunun HD grubuna gore daha yuksek degerlere sahip
oldugu ve kontrol gruplarina daha benzer bir dagihm gdésterdigi saptandi. HD grubunda meydana
gelen obezite ve tip 2 diyabet kaynakli protein ikincil yapisi degisimlerinin PHD grubunda daha az
gorulmesinin sebebi palmitoleik asitin sdzkonusu iyilestirici etkisinden kaynakli olabilir. Tum
gruplar igin genel olarak subkutan ve viseral adipoz dokulara ait oranlarda énemli bir farklihk

gobrilmedi.
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Calismamizda verilen FTIR mikrospektroskopi sonuglari, bir sonraki kism olan ATR-FTIR
spektroskopisi kisminda daha ayrintili olarak ele alinmistir. Boylece iki tip ¢alisma birbirini hem

dogrulayici hem de tamamlayici nitelik kazanmistir.
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Sekil 13. Kontrol SD grubuna ait subkitan adipoz dokularin bant alan orani spektral haritalari.
A) amid 1, B) C-H boélgesi/amid 1, C) olefinik/CH2 antisimetrik gerilim, D) CH2 antisimetrik
gerilim/CH3 antisimetrik gerilim, E) C=0 simetrik gerilim/C-H bélgesi, ve F) Amid 1/ amide 2.
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Sekil 14. Kontrol PSD grubuna ait subkiitan adipoz dokularin bant alan orani spektral haritalari.
A) amid 1, B) C-H bolgesi/amid 1, C) olefinik/CH2 antisimetrik gerilim, D) CH2 antisimetrik
gerilim/CH3 antisimetrik gerilim, E) C=0 simetrik gerilim/C-H bélgesi F) Amid 1/ amide 2.
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Sekil 15. Kontrol SD grubuna ait viseral adipoz dokularin bant alan orani spektral haritalari.
A) amid 1, B) C-H boélgesi/amid 1, C) olefinik/CH2 antisimetrik gerilim, D) CH2 antisimetrik
gerilim/CH3 antisimetrik gerilim, E) C=0 simetrik gerilim/C-H bolgesi F) Amid 1/ amide 2.
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Sekil 16. Kontrol PSD grubuna ait viseral adipoz dokularin bant alan orani spektral haritalari.

A) amid 1, B) C-H bolgesi/amid 1, C) olefinik/CH2 antisimetrik gerilim, D) CH2 antisimetrik
gerilim/CH3 antisimetrik gerilim, E) C=0 simetrik gerilim/C-H bélgesi F) Amid 1/ amide 2.
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Sekil 17. HD grubuna ait subkitan adipoz dokularin bant alan orani spektral haritalari.
A) amid 1, B) C-H boélgesi/amid 1, C) olefinik/CH2 antisimetrik gerilim, D) CH2 antisimetrik
gerilim/CH3 antisimetrik gerilim, E) C=0 simetrik gerilim/C-H bolgesi F) Amid 1/ amide 2.
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Sekil 18. PHD grubuna ait subkitan adipoz dokularin bant alan orani spektral haritalari.
A) amid 1, B) C-H bolgesi/amid 1, C) olefinik/CH2 antisimetrik gerilim, D) CH2 antisimetrik
gerilim/CH3 antisimetrik gerilim, E) C=0 simetrik gerilim/C-H bélgesi F) Amid 1/ amide 2.
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Sekil 19. HD grubuna ait viseral adipoz dokularin bant alan orani spektral haritalari.
A) amid 1, B) C-H boélgesi/amid 1, C) olefinik/CH2 antisimetrik gerilim, D) CH2 antisimetrik
gerilim/CH3 antisimetrik gerilim, E) C=0 simetrik gerilim/C-H bolgesi F) Amid 1/ amide 2.

.

Sekil 20. PHD grubuna ait viseral adipoz dokularin bant alan orani spektral haritalari.
A) amid 1, B) C-H bdélgesi/amid 1, C) olefinik/CH2 antisimetrik gerilim, D) CH2 antisimetrik
gerilim/CH3 antisimetrik gerilim, E) C=0 simetrik gerilim/C-H bélgesi F) Amid 1/ amide 2.
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4.4 ATR-FTIR Spektroskopisi Caligmalari

Molekdillerin degisik dalga boylarindaki titresim gruplarini géruntileyerek bu molekillerin yapisal,
fonksiyonel ve dinamik 6zelliklerinin karakterize edilmesini saglayan bir teknik olan ATR-FTIR
spektroskopik teknigi, projemizde kontrol grubu SD, PSD ve deney grubu olan HD ve PHD’ye ait
subkutan ve viseral adipoz dokudaki makromolekdillerin, 6zellikle lipitlerin ve proteinlerin, relatif

miktarlarinin ve yapisal 6zelliklerinin arastirmasi amaciyla kullaniimigtir.

Sekil 21'de bir adipoz dokunun ham spektrumunun 4000-650 cm-1 frekans araligindaki 3307 cm-
Yde lokalize olan Amid A bandina gore normalize edilen ortalama sogurma bantlari
gosterilmektedir. Molekillerdeki degisik fonksiyonel gruplar FTIR spektrumunda karakteristik
sogurma bantlari olusturmaktadir (Mantsch, 1984; Diem, 1999; Cakmak v.d., 2006; Ozek v.d.,
2009; Bozkurt v.d., 2010; Ozek v.d., 2010). Sekil 21°de numaralandiriimis bantlarin tanimlari
literatlire gore Tablo 3 (Rigas v.d., 1990; Wong v.d., 1991; Takahashi v.d., 1991; Jackson v.d.,
1998; Lyman v.d., 1999; Melin v.d., 2000; Cakmak v.d., 2006; Toyran v.d., 2006; Movasaghi
v.d., 2008; Bozkurt v.d., 2010; Ozek v.d., 2010).te belirtiimektedir.
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Sekil 21. Kontrol ve obez fare adipoz dokularina ait ortalama 6rnek spektrumlar.
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Tablo 3. Adipoz dokusu IR spektrumundaki baslica sogurmalar.

Bant Frekans | Tanim

No (cm-1)

1 3307 Amid A: N-H gerilme, protein

2 3009 Olefinik HC=CH gerilme: doymamis lipit,

3 2957 CHs antisimetrik gerilme: lipit ve protein

4 2925 CH: antisimetrik gerilme: ¢cogunlukla lipit

5 2873 CHs simetrik gerilme: baglica protein

6 2854 CH:z simetrik gerilme: baslica lipit

7 1743 Kolesterol-Ester C=0 gerilme: lipit

8 1642 Amid [:protein (80% C=0 gerilme, 10% N-H bukilme, 10% C-N gerilme
9 1551 Amid II: protein (60% N-H bukiulme, 40% C-N gerilme)

IR bandlarinin sinyal siddetleri ve bu bandlarin altinda kalan alanlar, adi gegen fonksiyonel grubun
konsantrasyonu hakkinda bilgi vermektedir (Freifelder v.d., 1982; Takahashi v.d., 1991; Liu
v.d., 2002; Severcan v.d.; 2005; Cakmak v.d., 2006). Yapilan analizler sonucu elde edilen

baslica fonksiyonel gruplarin bant alani degerlerindeki degisimler Tablo 4-5'de gdsteriimektedir.

Sekil 21°de gorilen ve galismamizda incelenecek olan bantlar, olefinik HC=CH gruplarindaki C-
H gerilmelerinin titresimlerinden (2 nolu band), CHs antisimetrik gerilme titresimlerinden (band 3),
CH: antisimetrik gerilme titresimlerinden (band 4) kaynaklanmaktadir (Watts ve De Pont, 1986;
Severcan v.d., 2000; Severcan v.d., 2005a; Cakmak v.d., 2006; Bozkurt v.d., 2010; Ozek v.d.,
2010). Bu bolgede bulunan CH, antisimetrik ve CHs antisimetrik gerilme titresimlerinin bant
siddetleri veya bant alanlari olarak sistemdeki lipit miktari hakkinda bilgi vermektedir (Mantsch,
1984; Severcan v.d., 2000, Cakmak v.d., 2011). Protein kaynakli amid | bandi %80 oraninda
C=0 gerilme, %10 oraninda C-N gerilme e %10 oraninda N-H bikilme titresimlerinden ve yine
protein kaynakli bir baska band olan amid Il bandi ise %60 oraninda N-H bikilme ve %40
oraninda C-N gerilme titresimlerinden kaynaklanmaktadir (Takahashi v.d., 1991; Wong v.d.,
1991; Stuart, 1997; Haris and Severcan, 1999; Dogan v.d. 2007; Cakmak v.d., 2006; Bozkurt
v.d., 2010; Ozek v.d., 2010). Bahsi gegen tum bantlarinin alan degerleri Tablo 4 ve 5'de

gosterilmektedir.
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Tablo 4. Tim gruplarda subkitan adipoz dokularinin spektrumlarinda gérilen bant alani degerleri
arasindaki farkhlklar.

Subkitan SD PSD HD PHD

Adipoz Doku

Bant Alan

Degerleri

Olefinik 0.68+0,13 0.65+0,09 0.51+0,08** 0.64+0,07**58
C-H Bolgesi 11.14+2.12 11.40+1.21 15.53+£2.20* | 14.62+1.30**
CHszantisimetrik | 1.59+0.27 1.54+0.16 0.78+0.30** 1.08+0.16*3
CH; antisimetrik | 5.62+1.10 5.78+0.59 6.80+1.06** 6.28+0.64*5
Karbonil (Ester) | 4.50+0.98 4.93+0.59 8.00+0.96*** | 6.84+0.60**55
Amid | 2.23+0.89 2.08+0.67 1.76£0.64** 1.98+0.54*5
Amid Il 0.79+0.36 0.84+0.28 1.06+0.49* 0.94+0.37*8

Tablo 5. Tim gruplarda viseral adipoz dokularinin spektrumlarinda gorulen bant alani degerleri
arasindaki farkliliklar.

Viseral Adipoz SD PSD HD PHD

Doku Bant Alan

Degerleri

Olefinik 0.75+0.10 0.7240.09 0.66+0.13** 0.68+0.12*S
C-H Bolgesi 12.13+1.99 12.08+1.54 13.00+0.97* 12.45+1.12*8
CHsantisimetrik | 1.78+0.14 1.77+0.15 0.87x£0.27** 1.13+0.20*8
CH; antisimetrik | 5.54+0.96 5.57+0.75 6.98+0.47* 5.91+0.56*
Karbonil (Ester) | 4.64+0.89 4.74+0.71 6.12+0.46** 5.58+0.56**58
Amid | 2.50+0.92 2.75+1.14 1.83+0.77* 2.24+1.07*8
Amid Il 1.22+0.58 1.40+0.68 1.91+0.42* 1.56+0.60*S

C-H toplam alaninin amid | bant alanina oranlanmasi ile elde edilen lipit/protein orani sekil 22-
23'de gorulmektedir. Bu oran obez HD ve PHD gruplarinda istatiksel anlamda daha yuksek,

kontrol gruplari SD ve PSD’de ise daha dusuk olarak tespit edildi. Subkitan dokuda bu orandaki
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artis viseral dokuya oranla daha fazladir. PHD grubundaki artis HD grubuna gore daha azdir yani
palmitoleik asit uygulamasi sonucunda beklendigi gibi kontrole yaklasmis bir seviyede

bulunmustur. Bu sonuglar FTIR mikrospektroskopi sonuglarimizla uyum igindedir.

3010 cm™? konumunda gézlenen ve doymamis yag asitlerinde bulunan HC=CH gruplarinin C-H
baglarindaki gerilme titresimlerinden kaynaklanan bandin siddeti veya altindaki alan hidrokarbon
zincirlerinin doymamisligi hakkinda bilgi vermektedir (Takahashi v.d., 1991; Melin v.d., 2000;
Cakmak v.d., 2003; Severcan v.d., 2005a, Bozkurt v.d., 2010; Ozek v.d., 2010; Cakmak v.d.,
2011). Olefinik/C-H bolgesi gerilim orani ise doymamig/doymus yag orani hakkinda bilgi
vermektedir. Bu bandin alan degerlerine gére, doymamis yag miktarinda obez HD ve PHD
gruplarinda kontrol grubu olan SD ve PSD grubuna goére anlamli bir sekilde azalma tespit edildi
(Sekil 22-23). S6zkonusu azalmalar subkitan dokuda viseral dokuya oranla ¢ok daha anlamli
olarak saptandi. PHD grubunda HD grubuna goére kontrole gére yaklasma olarak kabul

edilebilecek bir artis goruldu.

CH: antisimetrik/CHs antisimetrik bant alan oranlari lipit acil zincir uzunlugu hakkinda bilgi verir ve
bu degerin dusik olmasi lipitlerin agil zincirlerinin daha kisa oldugununun bir isaretidir (Bozkurt
v.d., 2010; Cakmak v.d., 2011). Kontrol gruplari ile kiyaslandiginda obez gruplar olan HD ve PHD
grubunda hem subkiitan hem de viseral adipoz doku icin istatistiksel anlamda olduk¢a anlamh
artis gorulda (Sekil 22-23). Bu artis, lipitlerin agil zincirlerinin bu gruplarda daha uzun oldugunu
g6stermektedir. HD ve PHD gruplari karsilastirildiginda ise PHD grubunda bu oranin HD’ye oranla

daha dusuk oldugu yani kontrol gruplarina ait degerlere daha yakin oldugu saptandi.

1800-1700 cm-1 araliginda gorulen C=0O gerilme titresim bandi trigliserit ve kolesterol
esterlerinden kaynaklanir. Her iki tip adipoz dokuda da, 6zellikle subkiitan adipoz dokuda trigliserit
ve kolesterol ester miktari viseral adipoz dokuya nazaran daha yuksektir. Bu bant alaninda, obez
gruplar olan HD ve PHD gruplarinda trigliserit ve kolesterol miktari kontrol grubu olan SD ve PSD
gruplarina gore daha da artmis bulunmaktadir. Sekil 22-23'de ester C=0 gerilme titresiminden
kaynaklanan bant alaninin C-H bdlgesine (toplam lipit miktarina) béliinmesi ile elde edilen ve tim
lipitlerin icerisindeki karbonil miktarini gosteren oran gorulmektedir. Her iki adipoz dokuda da HD
ve PHD gruplarina ait karbonil/C-H bdlgesi oraninin ylksek olmasi lipit iceriklerinin buylk bir

bolumunun trigliserit ve kolesterol esterlerden olustuguna igaret etmektedir. PHD grubundaki
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artisin HD grubundaki kadar olmamasinin sebebi ise palmitoleik asit uygulamasinin trigliserit

depolanmasina engel olmasi olabilir.

Amid 1 ve amid 2 bandlarn titresim frekanslari protein ikincil yapilarindaki olasi degisimleri
hakkinda bilgi verir (Haris ve Severcan, 1999; Jackson v.d., 1998, Lyman v.d., 1999). incelen
irklarda amid | bant frekansi 1645 cm™ civarinda tespit edilirken amid Il bant frekans degeri
yaklasik 1543 cm™ civarinda gozlendi. Protein yapilarinda bir farkhlik olup olmadigi hakkinda bilgi
edinebilmek igin birbirinden farkl oranlarda C=0, N-H ve C-N titresimlerinden kaynaklanan amid
| bant alani, amid Il bant alanina oranlandi ve elde edilen sonuglar subkitan ve viseral dokular
icin sirasiyla Sekil 22 ve 23'de gdsteriimektedir. Sekilde de gorildugu gibi, bu oranin 6zellikle
viseral adipoz dokuda olmak Uzere her iki dokuda da obez HD ve PHD gruplarinda azalma
gOsterdigi saptandi. Bu sonuclar, obez gruplara ait adipoz dokularda protein ikincil yapilarinda bir
degisimin olabilecegine isaret etmektedir. Ayrica PHD grubu HD grubu ile karsilastirildiginda artis

gOstermesi yine palmitoleik asit etkisini akla getiren bir unsurdur.
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LIPID/PROTEIN DOYMAMIS/DOYMUS YAG ORANI LIPIT ZINCIR UZUNLUGU
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Sekil 22. Tum gruplara ait subkiitan adipoz doku bant alan oranlari.
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5. TARTISMA/SONUGC

Obezite gibi bircok metabolik hastagin kaynagi hiicre dizeyindeki bazi isleyis bozukluklardir
(Storlien v.d., 1998; Rask-Madsen ve King, 2007). Bu islev bozukluklari, hiicre fonksiyonlarini
yurdten hdcre zari, iyon kanallari, reseptdrler gibi organel ve molekiillerinin yapisal ve regulator
bozukluklari ve birbirleri ile etkilesimlerindeki degisimler sonucunda ortaya ¢ikmaktadir (Awayda
v.d., 2004; Wang ve Zhang, 2005; Luneva v.d., 2007). Dolayisiyla, dokularda olugsan molekuler
duzeydeki degisikliklerin tayini, hastaliklarin molekiler mekanizmalarini ve ilerleyislerini
¢dzimlemek agisindan blytk 6nem tasimaktadir. Biyolojik molekiillerin fonksiyonlari yapilarina
baghdir ve bu nedenle vyapisal c¢alismalarin 6nemi buyudktir. Ginimizde molekiler
kompozisyondaki degisimlerin membranda normal igleyis icin gerekli olan lipit ve protein gibi
molekdllerin asimetrik dagihimini degistirdigini, bunun da c¢esitli fonksiyon bozukluklarina neden
oldugu bilinmektedir. Ornegdin doymamis/doymus lipit ve lipit/protein oranlarindaki degisimin
membran kalinh§ini ve lipit dizeni diger bir deyimle membran yapisini degistirdigini ve bunun da
membran akiskanlidi ile ilgili oldugu ve iyon akimlari kinetigi ve fonksiyonunu altist ettigi
bilinmektedir (Szalontai v.d. 2000, Awayda w.d. 2004, Cakmak v.d. 2011) Bu nedenle yapisal
ve molekuler iceriklerideki degisimleri belirlemeye yonelik galismalarin énemi buyuktir. Bu konuda
projede kullandidimiz FTIR spektroskopisi ve mikroskopisinin  énemli bir yeri vardir. FTIR
spektroskopisi, biyolojik calismalar agisindan lipitlerin diger biyomolekillerle etkilesimleri,
proteinlerin ikincil yapilarinin belirlenmesi, kanser, diyabet gibi patolojik durumlarin doku ve
membran dizeyinde tanim ve teshisi gibi birgok alanda kullaniimaktadir (Mantsch, 1984; Liu v.d.,
1996; Boyar ve Severcan, 1997; Fukuyama v.d., 1999; Severcan v.d., 2000; Ramesh v.d.,
2002; Toyran v.d., 2006; Dogan v.d., 2007; Ozek v.d., 2010; Severcan v.d., 2010; Cakmak
v.d., 2011; Cakmak v.d., 2012, Severcan ve Haris, 2012).

ATR-FTIR spektroskopisi galismalarinda. standart diyet ile beslenmis SD ve PSD kontrol gruplari
ile yuksek yag icerikli diyet ile beslenmis HD ve PHD deney gruplarina ait adipoz doku kesitlerinde
C-H toplam alaninin amid 1 bant alanina oranlanmasi ile elde edilen lipit/protein spektral
parametresinin dagilimi hesaplandi. Obez ve tip 2 diyabet olan deney gruplarimizda bu oran
kontrol gruplarina nazaran istatiksel olarak anlaml derecede artmig olarak saptandi. Lipit/protein
oraninda gozlenen artis obezite sonucu adiposit sayl ve hacmindeki artis ile birlikte lipit
miktarindaki artimin oldukg¢a fazla olmasindan kaynaklanabilir. Adipoz doku miktarinin artmasi,
adipozitlerin hiperplazisi (hlcrelerin anormal gogalmasi) ve hipertrofisine (asiri blylime) yoluyla

olusmakta ve obezitenin baslica nedenini olusturmaktadir (Rodeheffer v.d., 2008).
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Yaptigimiz ATR-FTIR g¢alismalarinda incelenen 3010 cm™ konumunda gozlenen ve doymamis
yag asitlerinde bulunan HC=CH gruplarinin C-H badlarindaki gerilme titresimlerinden
kaynaklanan bandin siddeti veya altindaki alan hidrokarbon zincirlerinin doymamighgi hakkinda
bilgi vermektedir (Takahashi v.d., 1991; Melin v.d., 2000; Cakmak v.d., 2003; Severcan v.d.,
2005a, Bozkurt v.d., 2010; Ozek v.d., 2010; Cakmak v.d., 2011). Obez gruplarimiz olan HD ve
PHD gruplarinda bu banda ait alanin kontrol grubu olan SD ve PSD’ye gore anlamli sekilde daha
dusuk oldugu saptandi. Olefinik bant alaninda gérilen bu azalmanin nedeninin, artan lipit
peroksidasyonu sonucu dokudaki doymamis yag asitlerinin azalmasina bagli olabilecegi
sonucuna variimistir. Doymus ve doymamis yag miktarlarinda meydana gelen bu degisimler,
doymamis acil zincirlerin ¢ift baglarinin  bozulmasindan kaynaklanmakta olup lipit
peroksidasyonundaki artis1 géstermektedir (Bruch v.d., 1983; Curtis v.d., 1984; Bozkurt v.d.,
2010; Severcan v.d., 2010; Cakmak v.d., 2011). Hem ATR-FTIR spektroskopi hem de FTIR
mikrospektroskopi sonuglari band alan orani analizlerinde s6zkonusu sonugclarla uyumlu olarak
doymamis/ doymus yag oraninin (Olefinik/ CH2 antisimetrik) obez gruplarda kontrole gore azalmis
oldugu tespit edildi. PHD grubunda gérilen olefinik bant alani ve doymamislik indeksinin HD
grubundaki kadar distik olmamasi ve hatta aralarinda anlamli bir fark gortilmesi ise palmitoleik

asitin sézkonusu lipit peroksidasyona karsi koruyucu bir etkisi olabiilecegini gostermektedir.

Lipit yapilarindaki hidrokarbon zincir uzunlugununun dagilimi hakkinda bilgi veren CH2
antisimetrik bant alaninin CH3 antisimetrik bant alanina oraninin dagilimi ATR-FTIR ¢alismalari
ile hesaplanan bir bagka band alan oranidir. Deney gruplarimiz olan HD ve PHD gruplarinda
artmis oldugunu saptadigimiz bu oranin yiksek olmasi bu grup farelere ait adipoz dokularda daha
uzun hidrokarbon zincirli lipitlerin sentezinin daha yodun yer aldigini géstermektedir (Wang vd.,
2005; Cakmak vd., 2012). Obezite sebebiyle yliksek miktarda yag birikimi olan hicrelerde bu
oranin artmasi beklenen bir sonug¢ olmakla beraber artan lipit hidrokarbon zincir uzunlugu 6zellikle
hicre membraninin kalinhgini degitirerek yapisini bozmakta ve pek ¢ok metabolizmal giris gikigi

kontrol eden hiicre membran sistemine zarar vermektedir.

Kontrol ve deney gruplarina ait subkitan ve viseral adipoz dokularindaki protein yapilarinda bir
farkhhk olup olmadigi hakkinda bilgi edinebilmek i¢in birbirinden farkli oranlarda C=0O, N-H ve C-
N titresimlerinden kaynaklanan amid | bant alani, amid Il bant alanina oranlanmistir. Obez

gruplarimiz olan HD ve PHD gruplarinda bu oranin kontrol grubu olan SD ve PSD’ye gére daha
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dusuk oldugu saptandi. Bu sonuclar, deney gruplarinda kontrol gruplara gére protein ikincil

yapilarinda bir degisimin olabilecegine isaret etmektedir (Kucuk Baloglu vd., 2015).

Trigliseritler kolesterol esterleri ile birlikte adipoz dokuda depolanan lipit ¢esitleri arasinda en
blylk orana sahiptirler. Bunun yani sira az miktarda gangliositler de adipoz doku igerisinde
depolanmaktadirlar (Tanabe v.d., 2009). Depolanan trigliserit yapilarinda doymus, tekli
doymamis ve ¢coklu doymamis yag asitleri bulunmaktadir (Perona v.d., 2000; Summers v.d.,
2000). Adipoz dokuda depolanan lipitlerin, 6zellikle de yag asitlerinin, kompozisyonu adipositlerin
sayilarint ve hucre buyUkluklerini etkileyebilir (Azain, 2004). Trigliseritlerin adipoz dokuda
depolanmalari ve pargalanarak mobilize edilmelerinde, yapilari icerisinde bulunan yag asitlerinin
zincir uzunluklari, doymamislik miktarlari ve ¢ift baglarinin yerleri 6nem tasimaktadir (Raclot,
1997; Raclot ve Ourdart, 2000). Bu bilgilerden yola ¢ikarak adipoz doku spektrumlari parmak izi
bolgesinde yer alan, trigliseritler ve kolesterol esterlerinden kaynaklanan 1745 cm™ bandi alani
analizleri ve karbonil/lipit band alani oranlari sonucunda, HD ve PHD gruplarinin ftrigliserit
konsantrasyon seviyelerinin kontrol gruplarina goére anlamli derecede yuksek oldugu saptandi.
Trigliseritlerin ve lipitlerin obez farelere ait adipoz dokularda bu sekilde yodun depo edilmesinin
insulin direnci ile pozitif iligkili oldugu bilinmektedir (Pan vd., 1997; Phillips vd., 1996). Adipoz
doku miktarinin artmasi, adipozitlerin hiperplazisi (hlcrelerin anormal gogalmasi) ve hipertrofisine
(asin buyime) sebep olur ve bu durum obezitenin olugmasi ile iligikilendiriimektedir (Rodeheffer
v.d., 2008). Uyumlu olarak FTIR mikrospektroskopisi sonuglarinda SD ve PSD kontrol gruplarinda
g6rilen kiguk yapili adipositlerin HD ve PHD obez gruplarinda yerini daha biylk adipositlere
birakmis oldugu géruldi. Bu sekilde genislemis adipozitlerce salgilanmis ylksek miktarlardaki
serbest yag asitleri insilin direnci gelisiminde 6nemli bir rol oynadidi yapilan calismalarda

gOsterilmistir (Hotamighgil vd., 1995).

S6z konusu insulin direncinin varligi tip 2 diyabetin en buyuk gostergesidir. Calismamizda ylksek
yag icerikli diyetle beslenerek obez olan HD ve PHD grubu farelerin bu stire sonunda tip 2 diyabet
olduklari yapilan OGGT testi sonucunda hem glukoz hem de insulin seviyeleri ile gdsterildi.
Palmitoleik asit uygulamasi géren PHD grubu fareler ile gérmeyen HD gruplari bu stire sonunda
tekrar OGTT testine sokuldugunda PHD grubu farelerin hem glukoz hem de insulin seviyelerinde
dugus yani duzelme oldugu saptandi. Ayrica yapilan vucut agirligi 6lgcimlerinde HD ve PHD grubu
fareler kontrol gruplarina gore surekli bir artis gésterirken palmitoleik asit uygulamasi sirecinde

yuksek yag icerikli diyete devam etmesine ragmen PHD grubunda kilo artiminin durdugu ve stabil
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hale geldigi goruldu. Boylece palmitoleik asitin hem obezite hem de tip 2 diyabet Uzerinde

iyilestirici etkisinin varligi fiziksel ve fizyolojik agidan gosterildi.

Projemizde yer alan band alan oranlari hem FTIR mikroskopisi hem de ATR-FTIR spektroskopisi
ile calisiimis ve analiz sonugclari karsilastiriimigtir. Birbirini destekler ve dogrular nitelikte olan tim
bu sonuclar palmitoleik asitin obezite ve tip 2 diyabet kaynakli molekiler degisimler Uzerine
iyilestirici etkisini kanitlar niteliktedir. Yukarida anlatilan ATR-FTIR spektroskopisi c¢alismalari
haricinde yapilan FTIR mikroskopisi ¢alismalari dahilinde, SD ve PSD kontrol gruplari ve HD ve
PHD obez gruplara ait viseral ve subkiitan adipoz doku kesitlerden lipit/protein dagihmi (C-H/amid
1), lipitlerin hidrokarbon zincir uzunlugu dagihimi (CH- antisimetrik gerilim/CHs antisimetrik gerilim),
doymamis/doymus lipitlerin dagilimi (olefinik/CH. antisimetrik gerilim), lipit icerigindeki karbonil
grubu miktari (Karbonil (C=0) gerilim bant alani/C-H gerilim bolge alani) ve amidl/ amid2 dagilimi
oranlari hesaplandi. Genel olarak obez gruplarda kontrol grubuna gére daha yuksek lipit/protein
dagilimi, yuksek miktarda trigliserit icerigi (karbonil, C=0) ile daha uzun zincirli lipit yapilari
bulundugu tespit edildi. Fakat PHD gruplarinda dikkat ¢ceken nokta obezitenin ve tip diyabet
kaynakli olabilecek yukarida saydigimiz negatif faktérlerden HD grubu kadar etkilenmemis
oldugudur. Hatta ¢ogu band alani oraninda PHD grubu ile HD grubu arasinda istatistiksel bir fark
oldugu ve PHD grubuna ait degerlerin kontrol grubu degerlerine yaklastigi saptanmistir. TUm bu
bulgular palmitoleik asitin hem obezite hem de tip 2 diyabet kaynakl molekiler degisimler
lizerinde geri gevirici yani iyilestirici etkisini gostermektedir. llgili literatiir incelendiginde
palmitoleik asitin insilin duyarliligini degistiren bir etki olarak, proinflamatuar gen ekspresyonunu
baskilayarak ve hepatik lipit metabolizmasini iyilestirerek, diyabetik farelerde insulin duyarhhdini
arttirarak hiperglisemi ve hipertrigliseridemiyi zayiflattigi goraldi (Yang vd., 2011). Palmitoleik asit
karaciger yag depolama ve Uretimi, instulin faaliyetleri, palmitat ve yag asidi sentezinde etkisi
olmasi sebebiyle hormon benzeri etkiye sahip bir lipokin olarak ifade edilmektedir (Hodson and
Karpe, 2013). Yapilan calismalarda palmitoleik asitin kas insulin aksiyonunu uyarabilen ve
hepatosteatozu baskilayabilen adipoz doku kaynakli bir lipit hormon olabilecegi gosterilmistir (Cao
vd., 2008). Yapilan diger calismalarda ise palmitoleik asitin vicut agirhdini etkileyen bir sinyal
molekill olabilecegini gdsterilmis (Zelkowitz, 2008), ve palmitoleik asitin yag oksidasyonunu

etkileyen enzimlerce kullanildigini belirtilmigtir (Power vd., 1997).

Obezite kaynakl tip 2 diyabet hastaliginin lipit ve glukoz metabolizmasi Uzerinde énemli etkisi

olmasi sebebiyle diyetle indiklenmis obezite iligkili tip 2 diyabet hastaligi Gstinde yapiimis bu
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biyofiziksel arastirma bu hastaliklarin tedavi surecine i1sik tutma potansiyeline sahiptir. Bu sebeple
calismamiz obezite iligkili tip 2 diyabet hastaliginin adipoz dokudaki molekiler kompozisyon
Uzerindeki etkilerini ve palmitoleik asitin bu s0z konusu etkiler Uzerine var olan terapétik etkisini
ortaya ¢ikarmigtir. Bu galisma, gelecekte palmitoleik asitin bir anti-obezite ve anti-diyabetik ilag
olma potansiyeli Uzerine yapilabilecek arastirmalar icin temel olabilecek niteliktedir. Ayrica
projemiz dahilinde yapilan 6n ¢alismalar, palmitoleik asitin terapétik etkisinin ortaya cikariimasi
konusunda ileride yapilacak detayli temel ve klinik dizeyde calismalara yon verecek olmasi

nedeniyle de dnemlidir.

Palmitoleik asitin anti-obezite ve anti-diyabetik etkisinin kesinlik kazanmasi ve tedavi siirecinde
kullanilabilmesi igin,

- Palmitoleik asitin adipoz doku haricinde obezite ve tip 2 diyabet icin kritik énemi olan
karaciger, pankreas gibi organlarda olan etkisi de ayni yontemlerle incelenebilir.

- Palmitoleik asitin adipoz doku Uzerindeki s6zkonusu etkisi farkli prensiplere dayall
tekniklerle (konfokal mikroskop, atomik kuvvet mikroskop) de incelenerek sdzkonusu terapétik
etkisi bu sonuclarla desteklenebilir.

- lleri calismalarda daha fazla sayida hayvanla ve sonrasinda insan galismalarinin
yapilmasiyla klinik faz ¢alismalari tamamlanarak palmitoleik asitin anti-obezite ve anti-diyabetik
etkisi kesinlik kazanabilir ve palmitoleik asit ilag sanayinde bir etken madde olarak

kullanilabilecektir.
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Obezite gagimizda tum diinyada halk saghgini tehdit eden ve her gegen giin prevalansi artan
bir saghk problemi haline gelmistir. Obezite heterojen yapili bir hastaliktir ve tip 2 diyabet ile
birlikte daha birgok metabolik hastalik igin risk faktoridir ayrica obezitenin adipoz dokunun
metabolik ve endokrin fonksiyonunun lipit degismesine ve normalden fazla yag
depolanmasina sebebiyet vermektedir. Adipoz doku viicudun enerji deposu olma gérevinin
yaninda bir aktif endokrin organ olarak da kabul edilmistir. Salgiladigi adipokinler ile
homeostaz, kan basincinin regilasyonu, lipit ve glikoz metabolizmasi ve enflamasyonda
gbrev alan adipoz doku, son zamanlarda bir endokrin organ olarak tanimlanmakta ve obezite
ile birlikte gérulen insulin direnci olusumunda 6nemli rol oynamaktadir. Son yillarda yapilan
¢alismalarda, adipoz dokunun hem normal hem de hastalik kosullarinda tum viicut glukoz
homeostasisini dizenlemede rol aldigi ortaya ¢cikmistir. Obezite kaynakl adipozitlerde asiri
yag birikiminin, dolagima katilan serbest yag asitlerini artirdigi ve bu olayin insulin
hassasiyetini degistirerek tip 2 diyabete sebep oldugu bilinmektedir Cagimizin hastaldi olan
obezite ve buna bagl gelisen tip 2 diyabet igin gelistirilecek tedavi yontemleri i¢in bu konuda
yapilacak temel arastirmalar blyik 6énem tasimaktadir. Bu bilgiler 1s1§inda, projemizde ilk
Once obezite iligkili tip 2 diyabet hastaliginin adipoz dokuda neden oldudu yapisal ve
kompozisyonel degisikliklerin arastirilmasi amacglanmigtadir. Bu amaci takiben ikinci adimda
obezite iligkili tip 2 diyabet kaynakl s6zkonusu degisimlerin palmitoleik asit tedavisiyle geri
déndirilme potansiyelini arastirmayi amaglayan bir terapétik 6n ¢alisma yapilmigtir.

Obezite kaynakli tip 2 diyabet hastaliginin lipit ve glukoz metabolizmasi tUzerinde 6énemli etkisi
olmasi sebebiyle diyetle indiklenmis obezite iligkili tip 2 diyabet hastalidi Ustiinde yapilacak
yapisal ve kompozisyonel bir biyofiziksel arastirma olarak bu ¢calisma sézkonusu hastaliklarin
tedavi slrecine 1sik tutabilecek niteliktedir. Bu sebeple ¢alismamiz obezite iliskili tip 2 diyabet
hastaliginin adipoz dokuda meydana getirdigi degisimleri molekuler diizeyde inceleyip bilgi
verebilen Fourier donusum kizilétesi (FTIR) mikrospektroskopisi ve spektroskopisi ile
incelemeyi icermektedir. Bu incelemenin ardindan palmitoleik asitin bir anti-obezite ve anti-
diyabetik ilag olma potansiyelini yine ayni teknikle ortaya ¢cikarmaya ydn verecek bir 6n
calisma gergeklestiriimistir.

Calismamizin sonuglarina gére obezite ve tip 2 diyabet adipoz dokuya ait molekdler
kompozisyonda, 6rnegin lipit/protein orani ve karbonil/lipit oraninda artma ve
doymamis/doymus yag oraninda azalmaya sebep olmaktadir. Fakat galismamiz palmitoleik
asitin obezite ve tip 2 diyabetin sebep oldugu bu yikici degisimler Ustline iyilestirici etkisinin
varligini hem kan testlerinde hem de spektroskopik ¢alismalarda géstermistir. Sonug olarak
calismamiz, gelecekte yapilabilecek olan obeziteye bagh tip 2 diyabet tedavisi Uzerine
arastirmalar icin temel olabilecek niteliktedir. Ayrica projemiz dahilinde ilag-diyabet
etkilesmeleri konusunda yapacadimiz 6n galismalar, palmitoleik asitin terapétik etkisinin
ortaya cikarilmasi konusunda ileride yapilacak detayli temel ve klinik diizeyde galismalara
yon verecek olmasi nedeniyle de énemlidir. Bdylece bu ¢alisma hem 6n calisma olarak kabul
edilebilecek, hem de palmitoleik asit ila¢c sanayinde bir etken madde olarak kullanilabilecektir.
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