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OZET

Metabolik sendrom, insiilin direnci, hiperinsiilinemi, dislipidemi,
hipertansiyon ve obezite ile karakterize bir tablodur. Yakin bir zamanda diyetsel
fruktoz tiiketiminin obeziteye ve metabolik sendrom ile iligkili diger
anormalliklere neden olan bir cevresel faktor oldugu Ongoriilmiustiir. Yiiksek
fruktoz tiiketimiyle olusturulmus deneysel metabolik sendrom modellerinde
ratlarda hipertansiyon, hipertrigliseridemi, hiperinsiilinemi ve insiilin direnci
gorilmiistiir.

Geleneksel olarak renin-anjiotensin sistemi, renal ve kardiyovaskiiler
sistem iizerine fizyolojik ve patofizyolojik etkilere sahip bir sistemdir. Bu
sistemin aktivasyonu sonucunda vazokonstriksiyon yoluyla kan basinci artar,
renal tiibililer ve glomeriiler fonksiyon degisir. Bu sistemin bloke edilmesi
nefropatisi olan hastalarda renal fonksiyonun bozulmasini 6nler. Enalapril bir
anjiotensin doniistiirlicli enzim inhibitéri’diir. Enalapril ve bu gruptaki diger
ilaglar, anjiyotensin-I’i anjiyotensin-II’ye hidrolize eden doniistiiriicii enzim
dipeptidil karboksipeptidazi inhibe ederler. Bu ¢aligmanin amaci, ratlarda fruktoz
ile olusturulmus deneysel metabolik sendrom modelinde, bir anjiotensin
doniistiiriicti enzim inhibitorii olan enalapril’in bobrek fonksiyonlari, plasma lipid
diizeyleri ve bazi hiicre i¢i yolak belirtegleri lizerine potansiyel koruyucu etkilerini
ortaya koymaktir.

Calismaya 8 haftalik, 28 adet Wistar Albino irk1 erkek ratlar alindi. Bu
ratlar rastgele 4 gruba ayrildi; 1. grup kontrol (standart diyetle beslenen grup), 2.
grup fruktoz grubu (fruktozca zengin diyet [%60 fruktoz] ile beslenen grup), 3.
grup enalapril grubu (standart diyet ile beslenen ve igme suyuna enalapril [10
mg/kg/glin] uygulanan grup), 4. grup fruktoz ve enalapril grubu (fruktozca zengin
diyet ile beslenen ve igme suyuna enalapril uygulanan grup) olarak belirlendi. 8
hafta sonunda ratlar sakrifiye edildi. Kan ornekleri; bobrek fonksiyon testleri,
karaciger fonksiyon testleri ve lipid diizeyleri i¢in, bobrek ve karaciger doku
ornekleri ise Western blot analizler ve histopatolojik uygulamalar i¢in toplandi.
Bobrek dokusunda TGF-B, TNF-a, NF-xB, IL-6, Smad-3 protein ekspresyonlari
Western blot ile Ol¢iildii.



Yiiksek fruktozla beslenen ratlarda enalapril uygulamasi serum glukoz,
total kolesterol, LDL, trigliserid, AST, ALT ve kreatinin diizeyleri iizerinde
olumlu etki gosterirken, HDL, BUN, iirik asit parametreleri lizerine anlamli etki
gostermemistir. Yiiksek fruktozla beslenen ratlarda enalapril uygulamasi karaciger
dokusunda hepatoselliier nekroz, siniizoidal dilatasyon, portal inflammasyon
bulgular1 tizerinde iyilestirici etki gostermistir. Bobrek dokusunda ise tiibiiler
vakuolizasyon, tiibiiler dilatasyon ve interstisyel inflamasyon iizerinde olumlu
etkisi olmustur. Enalapril uygulamasi yiiksek fruktoz ile beslenen ratlarda sadece
fruktoz ile beslenen ratlara gére TGF-pB, IL-6, Smad-3 ekspresyonlarini anlamli
sekilde distiriiken, NF-kB, TNF-o ekspresyonlarinda anlamli degisiklige yol
acmamaistir.

Sonug olarak yiiksek fruktozla beslenme karaciger ve bobrek fonksiyon
testleri ve histopatolojisi tizerinde kotiilestirici ve yikici etkiler gosterirken
enalapril uygulmasimin bu etkileri iyilestirdigi goriilmiistiir. Bu sonuglarla, RAS
sistemini bloke etmenin metabolik sendromda énemli bir tedavi modalitesi oldugu
kanisina varilabilir.

Anahtar Kelimeler: Metabolik sendrom, fruktoz, enalapril, bobrek fonksiyonlar



ABSTRACT

THE PROTECTIVE ROLE OF ENALAPRIL ON KIDNEY FUNCTIONS
IN FRUCTOSE INDUCED METABOLIC SYNDROME IN RATS

Metabolic syndrome is an entity characterized by insiilin resistance,
hyperinsulinemia, hypertension, dyslipidemia and obesity. In recent years dietary
fructose consumption has been predicted as an enviromental factor which causes
obesity and anomalies caused by metabolic syndrome. In experimental models of
fructose induced metabolic syndrome hypertension, hypertriglyceridemia,
hyperinsulinemia and instilin resistance were seen in rats.

Traditionally, renin angiotensin system has physiological and
pathophysiological effects on renal and cardiovascular system. By activating this
system, blood pressure increases via vasoconstriction, renal tubular and
glomerular functions change. By blocking this system, blood pressure drops and
renal functions are protected in nephropathic patients. Enalapril is an ACE
inhibitér. Enalapril and other drugs in this group inhibits the enzyme dipeptidyl
carboxypeptidase which hydrolysis angiotensin-1 to angiotensin-1I. The aim of
this study is to determine the potential protective roles on kidney functions,
plasma lipid levels and some intracellular pathway markers of enalapril in an
experimental model of metabolic syndrome induced by fructose in rats.

28 Wistar albino male rats (8 weeks old) were included in this study and
they were divided into 4 equal groups such as group 1 control group (fed with
standart rat chow), group 2 fructose group (fed with high fructose diet [60%
fructose]), group 3 enalapril group ( fed with standart rat chow and enalapril
[10mg/kg/day] applied in drinking water), group 4 fructose and enalapril group
(fed with high fructose diet and enalapril applied in drinking water). Rats were
sacrificed after 8 weeks. Blood samples were taken for kidney and liver function
tests and lipid leves; kidney and liver tissue samples were collected for western
blot analysis and histopathologic examination. TGF-B, TNF-a, NF-xB, IL-6,
Smad-3 protein expressions were quantified by western blotting.

Administration of enalapril on high fructose fed rats showed significant

improvement on serum glucose, total cholesterol, LDL, triglyceride, AST, ALT

Vi



and creatinin levels but had no effect on HDL and BUN parameters.
Administration of enalapril on high fructose fed rats caused a decrease on
hepatocellular necrosis, sinusoidal dilatation and portal inflammation in liver
tissues. In Kkidney tissues, administration of enalapril had a positive effect on
tubular  vacuolization, tubular dilatation and interstitial inflammation.
Administration of enalapril on high fructose fed rats caused a decrease on TGF-g,
IL-6, Smad-3 expressions but had no effect on NF-kB, TNF-o expressions.

In conclusion, feeding with high fructose causes aggravative and
destructive effects on kidney and liver function tests and histopathology but
administration of enalapril showed significant improvement on these parameters.
It can be said that blocking RAS may be an important treatment modality in
metabolic syndrome.

Keywords: Metabolic syndrome, fructose, enalapril, kidney functions
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1. GIRIS
1.1. Metabolik Sendrom

Metabolik sendrom (MS), insiilin direnci, hiperinsiilinemi, dislipidemi,
hipertansiyon ve obezite ile karakterize bir antitedir (1). Herhangi bir bireyde bu
sendromunun ¢esitli komponentlerinin goriilmesinin artmasi dolayisiyla tip 2
diyabetin, kardiyovaskiiler ve renal hastaliklarin siklig1 artmaktadir (2).

Ik olarak 1988’de Reaven; hiperinsulinemi, aterojenik dislipidemi, yiiksek
kan basinci, yliksek kan sekeri degerleri ve/veya insulin ile uyarilan glukoz
alimima direng ile kendini gosteren bu klinik antiteyi, ‘‘sendrom X’ olarak
tanimlamustir (2). lIlerleyen yillarda kardiyovaskiiler riski artirmasi sebebiyle
“‘0ldiiren dortlii”’, eritrositoz ve tirik asit yliksekliginin bulunmast ile de “‘6limciil
orkestra’’ gibi isimler verilmistir (3, 4).

Metabolik sendrom sikligi, basta gelismis iilkeler olmak {izere biitiin
diinyada giderek artmaktadir. Genetik faktorlerin yaninda, hazir gida tiikketiminin
artmasi, Ozellikle karbonhidrat agirlikli beslenme ve hareketsiz yasam tarzi bu
artisin en blylik sorumlusu olarak gosterilmektedir. (5) Yakin bir zamanda
diyetsel fruktoz tiiketiminin obeziteye ve metabolik sendroma neden olan bir
cevresel faktor oldugu Ongorillmistiir (6). Diyetle alinan fruktozun en 6nemli
kaynagi, %55-90 oraninda fruktoz iceren ve hazir gidalarin iiretiminde tatlandirici
olarak kullanilan yiiksek fruktozlu misir surubudur. Yiiksek fruktozlu misir
surubu, gazli icecekler basta olmak iizere tiim tatlandirilmis hazir igeceklerde
(meyve sulari, soguk ¢ay, meyveli sodalar vb.), cikolata, kek, kraker, sekerleme
tiirleri, recel, marmelat ve diger jole tiiri yiyeceklerde, ucuz olmasi ve pek ¢ok
iriinle kolayca karisabilmesi sebebiyle yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunun
sonucunda, kisi basina diisen fruktoz tiiketimi (sebze ve meyve i¢eriginde bulunan
dogal fruktoz hari¢) 1970’li yillarda giinde 0,5 g’dan az iken, giiniimiizde
dramatik bir artisla giinde 85-100 g/giin’e yiikselmistir (7-9).

Glukoz ile ayn1 molekiiler formiile sahip basit bir seker olmasina karsin,
fruktozun oldukca lipojenik bir besin oldugunu, metabolik sendrom ve bununla
iligskili komplikasyonlarin gelisiminde 6nemli rol oynadigini gosteren pek cok

klinik ve deneysel calisma mevcuttur (10). Yiksek fruktoz tiketimiyle



olusturulmus bir deneysel metabolik sendrom modelinde ratlarda hipertansiyon,
hipertrigliseridemi, hiperinsiilinemi ve insiilin direnci goriilmiistiir (11).
Geleneksel olarak renin-anjiotensin ~ sistemi  (RAS), renal ve
kardiyovaskiiler sistem iizerine fizyolojik ve patofizyolojik etkilere sahip bir
sistemdir. RAS, giiclii vazokonstriiktor olan AT (anjiotensin)-II gibi 6nemli, etkin
bir peptide sahiptir (12). Renin-anjiyotensin-aldosteron sisteminin kaskadi
karacigerden salgilanan bir protein olan anjiyotensinojen ile baslar (Sekil 1).
Bobreklerden salgilanan renin enzimi bu substrati anjiyotensin-I’e doniistiiriir.
AT-l daha sonra anjiotensin donistiiriicii enzim (ACE) yolu ile A-II’ye
gevrilirerek anjiyotensin-1 (AT-1) reseptorlerine baglanir. Bunun sonucunda
vazokonstriksiyon yoluyla kan basinci artar, renal tiibliler ve glomeriiler
fonksiyon degisir, kalpte hipertrofi, fibrozis ve vazokonstriksiyon meydana gelir
(13). Renin-anjiyotensin-aldosteron sisteminin klinik olarak blokaji 1970’lerde
anjiotensin donistiiriicii enzim inhibitorler (ACEi), 1990’larda ise anjiotensin
reseptor blokerleri (ARB) yoluyla yapilmistir. Her iki sif ila¢ da oOncelikle
hipertansiyon, sonrasinda ise kalp yetersizligi ve diyabetik nefropati tedavisinde
kullanilmistir (13). AT-II'nin, adipositlerde lipid depolanmasi ve lipid sentezinin
kontroliinde rolii olduguna dair tartismalar mevcuttur. Bununla birlikte RAS, MS
ile iliskilendirilmistir (12). Bu sistemin bloke edilmesi kan basincini diistirtir, kalp
yetmezligi semptom ve bulgularini iyilestirir, diabetik nefropatide renal
fonksiyonun bozulmasini onler. RAS; renin inhibitorleri (B-blokerler), ACE
inhibitorleri, Angiotensin II reseptor blokerleri ve aldosteron inhibitdrleri
tarafindan bloke edilebilir. ACE inhibitorleri ile RAS bloke edildigi zaman; damar
koruyucu, antiproliferatif ve antimigratuar etkiler ortaya c¢ikar, endotelyal
fonksiyon, arteriel komplians ve tonus iyilesir ve/veya restore edilir, plak
riiptiirinden  korunulur, endojen fibrinoliz artar, antitrombosit ve direkt
antiaterojenik etkiler olusur, insulin duyarlihig: iyilesir. Lipid profili iizerinde
olumsuz etki gozlenmez, Sol ventrikiiller preload ve afterload azalarak sol

ventrikiiler hipertrofi azalir ve myokard oksijenizasyonu iyilesir (14).
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Bu calismada fruktoz, metabolik sendrom ve RAS arasindaki
bahsettigimiz iliski dikkate alinarak, ratlarda fruktoz ile olusturulmus deneysel
metabolik sendrom modelinde, bir anjiotensin doniistiiriicii enzim inhibitdrii olan
enalapril’in bobrek fonksiyonlari, plasma lipid diizeyleri ve bazi yiicre i¢i yolak
belirtegleri lizerine potansiyel koruyucu etkilerinin arastirilmasi planlanmastir.

1.1.1. Epidemiyoloji

Metabolik sendrom siklig1 son yillarda giderek artmaktadir. NCEP (Ulusal
Kolesterol Egitim Programi) metabolik sendrom kriterlerine gore Amerika

Birlesik Devletleri (ABD)'nde erkeklerde metabolik sendrom prevalans: %33.7,



kadinlarda %35.4 olarak saptanmistir. IDF (Uluslararas1 Diyabet Federasyonu)
metabolik sendrom kriterlerine gore ABD'de metabolik sendrom prevalansi
erkeklerde %39.9, kadinlarda %38.1 olarak saptanmistir (15). Tiirkiye’de MS ile
ilgili en 6nemli epidemiyolojik ¢alismalardan biri TEKHARF (Tiirk Eriskinlerde
Kalp Hastalig1 ve Risk Faktorleri) ¢alismasidir. Calismanin yiritildigi 1990-
2000 yillar1 arasinda MS oram1 %24.4’ten %36.2°ye yiikselmistir (16). 2004
yilinda yapilan, 4259 bireyin ¢alismaya alindigt METSAR (Tiirkiye Metabolik
Sendrom Arastirmasi) sonuglarma goére 20 yas ve ilizerindeki erigkinlerde
metabolik sendrom sikligi %35 olarak saptanmistir. Bu arastirmada kadinlarda
metabolik sendrom siklig1 erkeklere gore daha yiiksek bulunmustur (kadinlarda
%41.1, erkeklerde 9%28.8). METSAR c¢alismasinda her iki cinsiyette de yas
arttikga metabolik sendrom sikliginin arttigi ve 70 yas iizerindeki bireylerde bu
oranin %49'lara ¢iktig1 izlenmistir (17).
1.1.2. Etiyoloji

Metabolik sendromun tiim bilesenlerinin gelisiminde rol oynayabilecek tek
bir genetik, infeksiydz veya cevresel faktor heniiz tanimlanmamustir. Metabolik
sendromun gelisiminde en 6nemli faktorler, obezite ve insiilin direncidir (18).
Insiilin direnci; dokularin insiilin aracilikli hiicresel etkilere gdsterdigi yanitin
azalmas1 olarak tanimlanir ve metabolik sendrom bulgularinin gelisiminde en
onemli faktorlerden biri oldugu ileri siirilmektedir (19). MS’de goriilen insiilin
direncinde, patoloji postreseptdr diizeyde olup insiilin direnci insiilinin
reseptOriine baglanmasindan sonra hiicre i¢i yolaklardaki bozukluklara bagl
olarak gelismektedir (20).

Insiilin, karacigerde glikoneogenezi ve glikojenolizi inhibe ederek, hepatik
glukoz iiretimini baskilarken, glukozu kas ve yag dokusu gibi, periferik dokularda
hiicre igine tasityarak, glukozun glikojen olarak depolanmasini veya enerji
iiretilmek iizere okside olmasini saglar. Insulin direnci ise, insulinin glukozu hiicre
icine gonderme etkisinin azalmasi veya kaybolmasidir (21).

Ust viicut obezitesi, insiilin direnci ile giiclii birliktelik gdstermektedir.
Asirt  Ust  viicut yagi omental (visseral yag) veya subkutan olarak
birikebilmektedir. Arastirmalar, asir1 visseral yagin, insiilin direnci ile iliskisinin

diger adipoz doku bolgelerine gore daha giiglii oldugunu savunmaktadir (22).



Hipertansiyon, dislipidemi, obezite, diyabet ve aterosklerotik damar hastaligi
insiilin direnci ve hiperinsiilineminin bir sonucu olarak MS’un komponentlerini
olustururlar (23).

1.1.3. Tam Kriterleri

Metabolik sendromun pek c¢ok bileseninin olmasi, hastaligin tani1 ve
teshisini kolaylagtirmak amaciyla c¢esitli siniflandirmalarin olusturulmasina yol
acmistir. Son 15-20 sene icerisinde degisen ihtiyaglara bagli olarak degisik
kuruluglar tarafindan farkli siniflandirmalar yapilmis olmakla birlikte, bunlardan
en o6nemlileri WHO (Diinya Saglik Orgiitii), Avrupa Insiilin Direnci Calisma
Grubu (EGIR), Ulusal Kolesterol Egitim Programi - Erigskin Tedavi Paneli III
(NCEP-ATP Il1I) ve IDF tarafindan olusturulanlardir (24). Bu 3 smiflamanin tani

kriterleri tablo 1, 2 ve 3 te gosterilmistir.

Tablo 1. Diinya Saglik Orgiitii-1999, Metabolik Sendrom Tan1 Kriterleri (24)

Asagidakilerden en az biri;

e Insiilin direnci
e Bozulmus glukoz toleransi

e Agsikar diyabetes mellitus

Ve asagidakilerden en az ikisi;

e Hipertansiyon (kan basinci >140/90 mmHg veya antihipertansif ilag
kullanmak)

e Dislipidemi (Trigliserid >150 mg/dL veya HDL <35 mg/dL erkekte, <39
mg/dL kadinda)

e Abdominal obezite (VKI > 30 kg/m2 veya bel/kal¢a oram erkekte >0.9,
kadinda >0.85)

e Mikroalbuminiiri (idrar albiimin atiimi  >20 mcg/dakika veya

albiimin/kreatinin >30mg/giin)




Tablo 2. National Cholesterol Education Program (NCEP) Adult Treatment Panel
11 (ATPII)-2001, Metabolik Sendrom Tani Kriterleri (24)

Asagidakilerden en az iigii;

e Abdominal obezite (bel ¢evresi; erkeklerde >102 c¢m, kadinlarda >88 cm)
e Hipertrigliseridemi (=150 mg/dl)

e Diisiik HDL (erkeklerde <40 mg/dL, kadinlarda <50 mg/dL)

e Hipertansiyon (kan basinc1 >130/85 mmHg)

e Hiperglisemi (aglik kan glukozu >110 mg/dL)

Tablo 3. IDF-2005, Metabolik Sendrom Tan1 Kriterleri (24)

e Abdominal obezite (Bel ¢evresi; Avrupali erkeklerde >94 c¢cm, kadinlarda

>80 cm)

Ve asagidakilerden en az ikisi;

e Kan basinc1 >135/85 mmHg

e Trigliserid >150 mg/dL

e HDL; (erkeklerde <40 mg/dL, kadinlarda <50 mg/dL)
e Aclik kan glukozu >100 mg/dL veya Tip 2 DM

Ulkemizde, Tiirkiye Endokrinoloji Metabolizma Dernegi (TEMD)-
Metabolik Sendrom Caligma Grubu tarafindan 2009’da yayinlanan raporda ise
(tablo 4), tan1 kriterleri arasinda mutlaka insiilin direncinin yer almasi gerektigi
belirtilmis ve bu sebeple, insiilin direnci kriterini iceren WHO kriterleri ile instilin
direncini icermeyen ancak daha siki metabolik esik degerleri hedefleyen NCEP-
ATP III kriterlerinin birlesiminden olusturulmus yeni bir tanimlama yapilmistir.
Buna gore; diyabet, bozulmus glukoz toleransi veya insiilin direnci bulgularina ek
olarak Tablo 4’te verilen bilesenlerden en az ikisinin bir arada bulunmasi hastalik

tanisi i¢in yeterli kabul edilmistir (25).



Tablo 4. Tirkiye Endokrinoloji Metabolizma Dernegi, Metabolik Sendrom
Calisma Grubunun 6nerdigi, Metabolik Sendrom Tan1 Kriterleri (2005), (24)

Asagidakilerden en az biri;

e Insiilin direnci
e Bozulmus glukoz toleransi

e Diyabetes mellitus

Ve agagidakilerden en az ikisi;

e Hipertansiyon (sistolik kan basinct >130 mmHg, diyastolik kan basinci
>90 mmHg veya antihipertansif ila¢ kullanmak)

e Dislipidemi (Trigliserid >150 mg/dL veya HDL; <40 mg/dL erkekte, <50
mg/dL kadinda)

e Abdominal obezite (VKI > 30 kg/m2 veya el gevresi; erkeklerde >94 c¢m,
kadinlarda >80 cm)

1.1.4. Patogenez
1.1.4.1. Metabolik Sendrom ve Obezite

Glinlimiiz insanmin en O6nemli saglik sorunlarindan biri haline gelen
obezite, diinyadaki hizli prevalans artis1 ve beraberinde getirdigi hastalik riskleri
nedeniyle giincelligini korumakta olan bir konudur. MS’nin diger komponentleri
olan hiperglisemi, dislipidemi ve hipertansiyon da obezitenin en Onemli
sonuglaridir. Asir1 iist viicut yagi omental (visseral yag) veya subkutan olarak
birikebilmektedir. Aragtirmalar, asir1 visseral yagin, insiilin direnci ile iligkisinin
diger adipoz doku bolgelerine gore daha giiglii oldugunu savunmaktadir (22).

Subkutan adipositlerin tersine santral adipozitler yag mobilize edici
hormonlara daha duyarli olup, bu dokularda artmis lipoprotein lipaz (LPL)
aktivitesi ile bazal lipoliz hiz1 daha yiiksektir. Bu nedenle abdominal obezite ile
kas, karaciger ve pankreas beta hiicrelerinde ektopik trigiserid depolanmasi ve
sonucunda insiilin rezistansi ve beta hiicre disfonksiyonu goriilmektedir (26).
Sekil 2’de ise obezite ve obezite ile iliskili metabolik sendromlu hastalarda

potansiyel hastalik mekanizmalart  (diyabetes mellitus, hipertansiyon,



hemodinamik faktorler, inflammasyon, insiilin direnci, lipotoksisite) gosterilmistir
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Obezite; lipid ve glikoz metabolizmasini, kan basinci kontroliini,
trombolitik ve fibrinolitik sistemi ve inflamatuar reaksiyonlari etkiler (28).
Obezite, insan yag dokusunda TNF-o, IL-8, IL-10, IL-6 ve IL-1B gibi
inflammatuar sitokinlerin salinimina neden olur. Bu durum fibroblastlarin, mast
hiicrelerinin, makrofaj, 10kosit gibi inflamatuar hiicrelerin yag dokusuna
karismasina neden olur (29).

Kabul edilmis bir yiicre i¢i yolak olan niikleer faktor kappa B (NF-xB) nin
metabolik sendromda obezite bagimli bir yolak oldugu gosterilmistir (30).
Makrofajlar, T hiicreleri ve diger hiicreler tarafindan iiretilen proinflamatuar
sitokinler hedef hiicreler Ttzerindeki etkilerini NF-kB’nin aktivasyonu ile
gosterirler (31, 32). NF-xB yolunun aktivasyonu AT-2 artisina ve TGF-p
(Transforme edici biiylime faktorii beta) ve inflamatuar sitokinlerin salinimina
sebep olmaktadir (33). Lokosit, vaskiiler endotel ve diiz kas hiicreleri,
kardiyomyositler ve fibroblast gibi hiicreler proinflamatuar sitokinlere NF-xB
aktivasyonu ile yanit verirler (34). Niikleer faktér kappa-B inflamasyon ve
programli hiicre oliimii (apoptoz) regiilasyonunda rol alan birgok geni aktive

edebilen, dimerik yapida bir transkripsiyon faktériidiir. Inflamatuar hiicrelerin



aktivasyonunu ve proliferasyonunu etkileyerek cesitli sitokinlerin ve biiylime
faktorlerinin tiretiminde 6nemli gorevler {istlenmektedir (35, 36). NF-xB, olagan
durumlarda, hiicre sitoplazmasina I-kB (Niikleer faktor kappa-B inhibitor) ile
kompleks yapmis olarak salinmaktadir. Aktive edici sinyaller, I-kB’nin
fosforillenmesi ve lizin rezidii bolgesinden ubikitinlenmesine yol agmaktadir.
Ubikitinlenmis I-xB proteazom aracili degradasyona ugrar ve aktive olmus NF-xB
niikleusa transloke olur. Ardindan, NF-«kB’ye duyarli bazi hedef genleri aktive
eder (35, 36). TNF-o, IL-1, IL-6 gibi sitokinler; IL-8, MCP-1, makrofaj
inflamatuar protein (MIP)-1a, RANTES (regulated on activation normal T cell
expressed and secreted protein) gibi kemokinler; E-selektin, ICAM-1 (hiicre igi
adhezyon molekiilii-1), VCAM-1 (Vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1) gibi
adezyon molekiilleri ve IL-2, IL-12 gibi bazi sitokinlerin reseptor genleri NF-kB
tarafindan aktive olmaktadir (35, 36). Ek olarak, NF-xB aktivasyonu pozitif
feedback ile proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonuna neden olur. NF-kB’nin
ozellikle karaciger ve beyin dokusuna etki ederek yol actigi sistemik
inflamasyonda, uyardigi IL-6 saliverilmesinin rolii vardir (37).

Transforme edici biiyiime faktorii-beta dokularda fibrozisi tetikleyerek
ekstraselliiler matrikste artisa sebep olur (38). Yapilan bazi ¢alismalarda TGF-
B’nin renal fibrozu Smad-3(Mothers against decapentaplegic homolog) adli
protein araciligiyla yaptigi gosterilmistir (39, 40).

Transforme edici biiyiime faktorii-beta "nodal”, "activin”, BMP (bone
morphogenic protein) ve AMH (antimiilleriyen hormon)’yi de kapsayan, doku
homeostazinin siirdiiriilmesi ve embriyonik gelisimin kontroliinde énemli rolleri
olan genis bir sitokin ailesinin baslica iyesidir. Bir¢ok hiicre tarafindan
sentezlenen  TGF-f  hiicre  boliinmesi  (proliferasyon),  farklilagmasi
(diferansiasyon), adhezyon, morfogenez, ekstraseliller matriks olusumu ve
programli  hiicre olimil] gibi [lgesitli hiicresel siire¢lerin  kontroliniil
saglamaktadir. Bu biiyiime faktoriiniin sinyalizasyon yolu bir¢ok farkl: yollar ile
etkileserek hiicrenin homeostazini saglamaktadir (41-43). In vivo sartlar icinde
cesitli dokularda, TGF-f ektraseliiler matriks proteinlerinin iiretimini ve fibrozu

stimiile etmektedir (44).



Transforme edici biiylime faktorii-beta, yapisinda bir disilfit koprisi
bulunan 25 kDa (kilodalton)’luk bir homodimerdir. TGF-B hiicrede inaktif pro-
peptid seklinde sentezlenir ve LTBP (latent TGF-B-baglayan proteinler) ile
kompleks olusturarak latent (inaktif) TGF-p formunda salgilanir. Pro-peptidin N-
terminalinde "latency associated protein" (LAP) olarak adlandirilan bir dizi
bulunur. Latent TGF-B’nin yapisindan LTBP ve LAP proteinlerinin serin
proteazlar araciligi ile uzaklastirilmasi (veya LAP’in konformasyonel degisimi)
sonucu aktif TGF-B olusur (45, 46). Bir kaskad seklinde ilerleyen TGF-p
sinyalizasyon yolunun aktivasyonu ligandin reseptorlerine baglanmasi ile baslar.
Hiicre membraninda TGF-B tip 1 (TBRI), TGF-B tip I (TBRI), TGF-B tip III
(TBRIII) olmak tizere ti¢ tip reseptér bulunur. TBRI ve TPRII reseptorleri
serin/treonin kinaz 6zelligine sahiptir. TGFp'nin tip II reseptoriine baglanmasi, bu
reseptOriin kinaz akti- vitesinin ortaya c¢ikmasini ve tip I reseptoriin yapisinda
bulunan GS (glisin, serin) bolgesinin fosforilasyonunu saglamaktadir. Bu sekilde
aktiflenmis TPRI sitozolde bulunan Smad proteinleri fosforiller. Smad
proteinlerinin 8 alt tipi bilinmektedir. Reseptor regiile edici Smad (RSmad) olarak
adlandirilan Smad 2 ve 3 TGF-B; Smad 1, 5 ve 8 ise BMP ve AMH'nin
signalizasyon yolunda yer almakta ve ligand/reseptdr kompleksieri tarafindan
fosforillenerek aktiflenmektedir (47, 48). Bu yolaklar sonucunda TGF-p
akcigerde, bobrekte ve karacigerde fibrozun olusumunu indiiklemektedir ve TGF-
B ve ailesi yolaklarmin anlasilmasi, serin/treonin kinaz reseptorlerinin ve
smadlarin sinyal aktivitelerinin regiilasyonu i¢in yapilacak klinik caligmalar
konusunda 6nem arzetmektedir (44).

1.1.4.2. Metabolik Sendrom ve Dislipidemi

Metabolik sendromda; trigliserit yiiksekligi, HDL-K diisiikliigii ve LDL-
K(diisiik dansiteli lipoprotein kolesterol) yiiksekligi seklinde ‘Lipid triadi” denen
lipid profili ortaya ¢ikmaktadir. Bu durum insiilin direnci sonucu olusmaktadir
(49). Abdominal obez bireylerde insiilin direncine bagli olarak hormona duyarli
lipaz aktivitesi artmistir, adipoz dokudan asir1 serbest yag asidi salinimi olur.
Artan bu yag asitleri, trigliseridden zengin ve apolipoprotein B igeren VLDL-K
(cok diisiik dansiteli lipoprotein kolesterol) yapiminin artisina neden olur. VLDL
ise obezlerde aterojenik etkili kiiciik-yogun LDL’ye doniisiir (50). Aterojenik
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dislipidemi olarak kabul gdrmiis bu lipid bozuklugunda, insiilin direnci ilerledikge
trigliserid diizeyleri daha da yiikselmekte, HDL-K diismektedir ve bu durum
koroner kalp hastaliklari agisindan ciddi risk olusturmaktadir (51).

1.1.4.3. Metabolik Sendrom ve Hipertansiyon

Metabolik sendrom komponentleri arasinda, en sik goriilen durumlardan
biri de hipertansiyon’dir. Hipertansif hastalarm yaklasik yaris1 VKi’ye gore
obezdir. MS’li hastalarin da yaklasik tigte biri hipertansiftir. MS’li hastalarda
hipertansiyon’nun gelisim mekanizmalari; visseral / abdominal obezite, IR
(Insiilin Direnci), artmis sempatomimetik aktivite, oksidatif stres, RAS’de
aktivasyon artisi, inflamatuar faktorlerin artan salinimi, endotel disfonksiyonu,
Nitrik Oksit (NO) saliniminda azalma, bobreklerde Sodyum / su geri emiliminin
artmasi, vazodilatator 6zellikteki prostoglandinlerin sentezinde azalma, tuza karsi
vaskiiler duyarlilikta artistir (52). Stvi retansiyonunun; insiilin direnci, bobrekte
yapisal degisiklikler, vaskiiler fonksiyondaki degisimler, RAS aktivasyonu ve
hipotalamo-hipofizer-adrenal akstaki degisimlerle ilgili oldugu belirtilmistir (53).
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Sekil 3. Anjiotensin 2 aracili fibrozun mekanizmasi (54)
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Vaskiiler hasarda, TGF-f ve ¢esitli faktorlerin etkisiyle olusan
ekstraselliiler matrix birikimi rol oynar. Bu faktorler AT-2, yiiksek glukoz
konsantrasyonu ve mekanik stres ile ilgili hemodinamik degisikliklerdir. AT-2 ve
TGF-fB arasindaki iligki yakin zamanda tanimlanmistir. Degisik hiicre tipleri ve
patolojik olusumlarda; AT-2 TGF-B ekpresyonunu ve aktivasyonunu diizenlerken,
endojen olusan TGF-B da baz1 AT-2 cevaplarinin olusumunu saglar. Anjiotensin
antagonistleri TGF-B salinimin1 ve fibrozu azaltir. AT-2 ile indiiklenmis
ekstraselliiler matriks sentezi, TGF-B’y1 notralize eden antikorlar ya da TGF-J tip
2 reseptor blokaji ile inhibe olur. Bu da ekstraselliiler matriks sentezine yol agan
TGF-B sekresyonunun AT-2 ile stimiile edildiginin dogrudan bir gostergesidir.
AT-2 ve TGF-B fibroz olusumunda bazi ortak intraselliiler mekanizmalar
kullanirlar. Bunlar, protein kinaz aktivasyonu, biiyiime faktorlerinin liretimi ve
Smad yolaginin aktivasyonudur (Sekil 3), (54).

1.1.4.4. Metabolik Sendrom ve insiilin Direnci

Insiilin, enerji homeostazisini kontrol eden bir hormondur. Direkt veya
indirekt yollarla biitiin organlarin ¢alismasini etkiler ve genelde anabolizan yonde
etkilidir. Glukozun, yaglarin, proteinlerin ve niikleik asitlerin sentezi ve
depolanmasina yonelik metabolik yollarda gorev alir (55, 56).

Insiilin direnci; insiilinin kendisine duyarli dokulardaki karbonhidrat, yag
ve protein metabolizmasini diizenleme yeteneginin bozulmus oldugunu anlatan bir
deyimdir. Insiilin direnci olan bireylerde, belirli bir biyolojik fonksiyonun yerine
getirilebilmesi i¢in ihtiya¢ duyulan insiilin miktar1 artmistir (57). Hedef dokular,
insiiline uygun yanit vermeyerek hiperglisemiye ve pankreatik beta hiicrelerinden
daha fazla insiilinin sekrete edilmesine neden olurlar (55). Baska bir ifade ile IR,
belirli bir konsantrasyondaki insiilinin glukoz uptake’ini uyarma etkisinin
azalmasidir (58).

Insiilin direnci genellikle diger metabolik anormallikler ile beraberdir.
Eslik eden metabolik bozukluklar; azalmis glukoz toleransi, tip 2 diyabet, obezite,
azalmis HDL kolesterol, artmis trigliserid ve HIPERTANSIYONolarak
belirtilmistir. Bu risk faktorleri topluluguna MS veya IR sendromu denmektedir

(59). MS’un temel Ogesini olusturan IR’nin etyolojisi ile iliskili faktodrler
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degerlendirildiginde, bunlar arasinda santral obezitenin 6n plana ¢iktig1 goriiliir
(60).

Insiilin direnci hiicresel olarak reseptdr dncesi, reseptdr ve reseptdr sonrasi
olmak {izere ii¢ diizeyde olabilir. IR olusmasinda o6zellikle reseptdr sonrasi
defektler daha énemlidir (61). Insiilin, hiicre membraninda bulunan reseptdrlerine
baglanarak etkir. Reseptoriin tirozin kinaz aktivasyonu ile fosforilasyon
reaksiyonu olur ve etki baslar. Insiilin reseptdr gen mutasyonlar1, reseptor izoform
aktivite farkliliklar1 insiilin direnci patogenezinde rol alabilmektedir. Insiilin
reseptor substrat proteinlerinin fosforilasyonlarinin ardindan aktive olmus insiilin
substratlar1, tirozin kinaz aktivasyonunu ve sinyalizasyonu gergeklestirirler.
Etkilesmelerdeki uygunsuzluk insiilin direncine yol agabilir. Dolasimdaki serbest
yag asitleri ve TNF-a konsantrasyonlarindaki artig, reseptdor substrat
fosforilasyonuna ve reseptdr yapisinda bozukluklara neden olabilmektedir. Insiilin
reseptor substratlari, fosfatidil inositol 3 kinaz araciligiyla protein kinaz B ve
protein kinaz C’yi etkilerler. Boylelikle bir yandan glukoz transporter 4’0
uyararak glukoz transportunu saglarlar ki insiilin direncinde reseptdr sonrasi
defektlerden en 6nemlisi bu glukoz transport sistem bozuklugudur; bir yandan da
glikojen sentezini diizenlerler. Insiilin sinyalizasyonunun aktive edilmesi kadar
durdurulmas1 da 6nemli bir basamaktir. Inhibisyon, fosfatazlar aracilifiyla
saglanabildigi gibi, serin/treonin fosforilasyonunun aktivasyonu ile de
olusabilmektedir. Inhibisyon sorunu da insiilin direncine neden olabilmektedir
(55).

1.1.4.5. Metabolik Sendrom ve Diyabetes Mellitus

Metabolik sendromda glikoz metabolizma bozukluguna bagl olarak tip 2
(Diyabetes Mellitus) DM, bozulmus aglik glikozu (BAG) ve bozulmus glikoz
tolerans1 (BGT) goriilebilir. Glikoz metabolizmasi bozuklugu, obezite ve IR
birlikteliginin bir sonucu olarak gelismektedir. Insiilin direnci ve serbest yag
asitlerinin artmas1 sonucunda karacigerde glukoneogenez baskilanamaz ve
periferik dokularda glikoz kullanimi1 azalir. BAG ve BGT olan kisiler “pre-
diyabet” olarak tanimlanmaktadir (Sekil-4), (62).
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Sekil 4. Eriskinlerde tip 2 diyabet taramas1 ve tanimlamasi

Obez bireylerin, kan glikozunu normal sinirlarda tutabilmek i¢in normal
bireylere gore daha fazla miktarda insiiline ihtiyaclar1 vardir. Bu nedenle siirekli
yiiksek diizeyde insiilin salgilamak zorunda kalan pankreas beta hiicrelerinde

zamanla yetmezlik gelismektedir.
1.1.4.6. Metabolik Sendrom ve Koroner Arter Hastalhig

Metabolik sendrom erken olusan ateroskleroz igin risk faktéru olarak
kabul edilmektedir. Metabolik sendromlu hastalarda kardiyovaskiiler hastalik riski
3 kat artmistir. Kardiyovaskuler mortalite metabolik sendromlu hastalarda %12
iken, metabolik sendromu olmayanlarda bu oran %2.2 dir (63).

1.1.4.7. Metabolik Sendrom ve Non-alkolik Yagh Karaciger Hastalhig:

(NAYKH)

Giinde 20 g.’dan fazla alkol tilketmeyen ve bilinen karaciger hastaligi

olmayan kisilerde histopatolojik olarak karaciger agirligimin %35 ila %10 undan
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fazlasinda yag depolanmasi bulunmasi seklinde tanimlanmaktadir. Son donemde
yapilan arastirmalarda NAYKH’nin, MS’li hasta grubunda obeziteden bagimsiz
olarak MS’nin tiim komponentleri ile anlamli iliskileri tanmimlanmistir (64).
NAYKH saptanan bireylerde, kardiyovaskiiler hastaliklar normal popiilasyona
gore anlamli olarak daha siktir. Ayrica tip 2 DM ve son donem karaciger hastalig
gelisme riski de normal popiilasyona gore artmistir (65).

1.1.4.8. Metabolik Sendrom ve Polikistik Over Sendromu (PKOS)

1935 yilinda Dr. Stein ve Dr. Leventhal tarafindan, polikistik overler,
amenore, hirsutizm ve obezitenin birlikteligi olarak tanimlanmistir. PKOS
prevalanst yaklasik % 5-10 olup iireme ¢agindaki kadinlarda en sik goriilen
endokrinopatidir (66).

Polikistik over sendromu’nun patogenezinde de hiperinsiilinemi, IR ve
overlerde liiteinizan hormona bagimli androjen yapiminin artis1 rol oynamaktadir.
Hastalarin yaklasik yarisinda santral obezite ve %50-60’1nda IR vardir. Yapilan
bir caligmada, PKOS’lu hastalarin % 31.1’inde bozulmus glikoz toleransi, %
7.5’inde diyabet saptanmistir (67).

1.1.4.9. Metabolik Sendrom ve inflamasyon

C-reaktif protein (CRP) diizeyleri, abdominal obezite, trigliserid
yiiksekligi, HDL diisiikliigii ve kan glukozu gibi metabolik sendrom bilesenleriyle
korelasyon gosterir. MS’li vakalarda, CRP diizeyleri arttik¢a kardiyovaskuler risk
artar. Bu akut faz cevabinin, zeminde varolan bir subklinik inflamasyonu
yansittig1r ve bu siirecin progresif olarak DM ve ateroskleroz gelisiminden, hatta
plak riiptiiriinden sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (63).

1.1.4.10. Metabolik Sendrom ve Endotel Disfonksiyonu

Vaskiiler endotel, normal kosullar altinda birbirini dengeleyen vazodilator
(nitrik oksit) ve vazokonstriktor (anjiyotensin Il) faktorler salan aktif endokrin bir
organdir. Vaskiiler endotelin bu iki fonksiyonu arasindaki dengenin kaybi endotel
disfonksiyonu olarak tanimlanir. Metabolik sendromun klinik belirtileri ortaya
ctkmadan onceki donemlerde endotel disfonksiyon gelistigi gosterilmistir. Endotel

disfonksiyonunun tayini i¢in en sik basvurulan noninvazif yontem, brakiyal
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arterde akima bagl dilatasyonun doppler USG (ultrasonografi) ile 6l¢timiidiir
(63).

Endotel; endokrin, parakrin ve otokrin fonksiyonlar1 ile viicudun en aktif
ve yaygin dokularindan biridir. Endotel; damar tonusunun ve gecirgenliginin
diizenlenmesinde, 16kositlerin ve trombositlerin damar duvarina adezyonunda ve
trombosit agregasyonunun ayarlanmasinda 6nemli rol oynar. Damar tonusu
vazodilator ve vazokonstriktér ajanlar yoluyla saglanir. NO, prostasiklin ve
bradikinin damar duvarin dilate ederken; endotelin, superoksit anyonu, AT-2 ve
tromboksan ise vazokonstriksiyona yol agarlar. Bu ajanlar ateroskleroza yol acan
diger parametreleri de etkilemektedirler. iR ve hiperinsiilinemi, NO ve diger
vazodilatorlerin azalmasina, adipoz dokudan serbest yag asitlerinin salinimini
uyararak reaktif oksijen radikallerinin ve TNF-a, IL-1 gibi inflamatuvar aracilarin
artisina neden olarak endotel fonksiyonlarini bozar (66).

1.1.4.11. Metabolik Sendrom ve Hiperkoagiilasyon

Insulin direnci; plazminojen aktivator inhibitor-1, koagulan sistem
bilesenleri (Faktor- VII, Faktor-VIII ve Von-Willebrand Faktor) ve fibrinojen
diizeylerini yiikselterek makrovakiiler hastalik riskini arttirir (63).

1.1.5. Fruktoz ve Fruktozla Indiiklenmis Metabolik Sendrom ve

Mekanizmasi

Fruktoz, birgcok meyve, sebze ve balda bulunun bir monosakkarittir.
Fruktoz 2. karbona baglanmig bir keton grubu tasiyan 5 karbonlu halkaya sahip
yapidadir (Sekil 6), (68). Glukoz 6 karbonlu, ilk karbonda aldehit grubu tasiyan
bir yapidadir. Fruktozun intestinal absorbsiyonu kolaylastirilmis diflizyonla,
glukoz absorbsiyonu ise aktif transportla olmaktadir. Bu nedenle fruktoz glukoza
kiyasla iki kat daha hizli emilmektedir (69). Glukoz ve fruktozun hepatik
metabolizmasi i¢ i¢edir ve her ikisinde de ti¢ karbonlu fosfat ara bilesikleri olusur.
Ancak fruktoz metabolizmasinda fosfofruktokinaz hiz kisitlayic1 basamaginin pas
gecilmesi, fruktoz kokenli ara bilesiklerin bu enzimin kontrolii olmaksizin direkt
olarak bu enzimden sonra gelen glikolitik basamaklara dahil olmasina ve fruktoz

kokenli ara bilesiklerin eninde sonunda gliserol ve yag asiti sentezinde
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kullanilmalarina neden olur (70). Fruktoz ve glukozun hepatik metabolizmasi

Sekil 5’de gosterilmistir (71).
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Sekil 5. Fruktoz ve glukozun hepatik metabolizmasi (71)
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Sekil 6. Fruktoz’un molekiiler yapisi

Fruktoz, glukozla ayni enerji igerigine sahip olmasina karsin, doyma
hissine herhangi bir katkis1 bulunmamaktadir. Leptin hormonu tokluk sinyalinin
ortaya ¢ikmasimin, yiyecek aliminin, enerji harcanmasinin ve adipositlerin
metabolizmasinin diizenlenmesinde Merkezi Sinir Sistemi (MSS)’ne  kritik
endokrin sinyaller gonderilmesini saglar. Fruktoz, glukozdan farkli olarak leptin
hormon diizeylerinde artisa neden olmamaktadir. Ayrica, istah artmasina neden

olan ghrelin hormonunu yeterince baskilamamaktadir. Buna karsilik, uzun siire
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fruktozla beslenen sigcanlarda aclik plazma leptin konsantrasyonlarinin arttigi ve
bu durumun leptin direnci gelisiminin gostergesi olabilecegi ileri siiriilmiistiir.
Fruktoz, tim bu hormonal etkileri sebebiyle diger sekerlerden farkli olarak
doyma, tokluk ve gida alimini sonlandirma iste§ine ayni oranda katki yapmaz. Bu
da, doyma hissinin olusabilmesi i¢in fruktozlu besinlerin ¢ok daha fazla
tiiketilmelerine neden olur (70, 72, 73). ileri glikasyon son iiriinleri (AGE),
fruktoz ve glukoz gibi indirgeyici sekerlerin proteinlerle olan non-enzimatik
reaksiyonlart1 sonucu olusurlar. Glikasyon, glikozilasyon veya Maillard
reaksiyonu olarak bilinir. Bu siireg, indirgeyici sekerler ve proteinlerin genellikle
lizin, bazen de triptofan, arjinin ve diger amino asitlerden olusan yan zincirleri
arasinda gergeklesir. Reaksiyonun ilk {iriinleri, daha ileri reaksiyonlara katilip,
yeniden yapilanarak toksik AGE’leri olusturur. AGE’ler, hiicre membranindaki
anahtar molekiillerle capraz baglar olusturabilirler, hiicre i¢i proteinlerde
degisikliklere yol agabilir ve hiicre yilizeyindeki spesifik reseptorlerle
reaksiyonlart1 sonucu hiicre i¢i sinyallerinde ve hiicre fonksiyonlarinda
bozulmalara  neden  olabilirler. Ozellikle  kollajen, elastin  ve
DNA(deoksiriboniikleik asit) gibi yavas metabolize edilen uzun Omiirli
molekiiller, AGE’lere daha uzun siire maruz kalmalar1 sebebiyle bu etkilere karsi
daha hassastirlar. AGE’lerin, yaslanma siirecinde, diyabetin vaskiiler, renal ve
okiiler komplikasyonlarinda ve ateroskleroz gelisiminde rol oynadig
gosterilmistir (7, 10 ,74). AGE olusumu, hiperglisemi ile giiglii korrelasyon
gostermesine ragmen, indirgeyici sekerin konsantrasyonu ve reaktiflik derecesi de
onemlidir. Fruktozun, glukoz ile karsilastirildiginda glikasyon reaksiyonuna
katilma konusunda oldukga aktif oldugu ve glukozdan yaklagik 10 kat daha fazla
AGE olusumuna yol actigi belirlenmistir. Fruktoz ile yapilan deneysel
calismalarda, AGE’lerin olusumunun, metabolik sendrom gelisimini direkt veya
indirekt yollarla etkileyebilecegi ileri siiriilmiistiir. AGE’ler, kollajen ve elastin
¢ozlinlirliiglinii azaltarak hastaligin aterosklerotik bulgularinin ortaya ¢ikmasinda
rol oynayabildikleri gibi, inflamasyon ve oksidatif stresin uyarilmasi yoluyla da
etki gosterebilirler (7, 10).

Yapilan bir¢ok hayvan calismasinda da fruktozun hiicre i¢inde insiilin

direnci gelisiminde rol oynayan JNK (c-Jun NH2-terminal kinaz)’nin
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aktivasyonuna neden oldugu gosterilmistir. Ayrica, fruktozun, inflamatuvar
yolagin anahtar mediatorlerinden olan JNK; TNF-o, sinyal iletici ve
transkripsiyon aktive edici-3 (STAT-3) ve NF-KB’nin mRNA(mesajc1
riboniikleik asit) ekspresyonlarin1 ve sentezlerini artirdigi gosterilmistir. JNK;
insan aortik endotelyal hiicrelerde ICAM-1 mRNA ekspresyonunu; farkli bir
calismada ise bir kemokin olan monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1)
tiretimini uyardig1 rapor edilmistir (10, 75).

Deneysel calismalarda, fruktozun, hiperinsiilinemi, hipertrigliseridemi ve
hipertansiyon ~ bulgularmma  paralel olarak; degisik  dokularda lipid
peroksidasyonunda ve dokuya infiltre olan polimorfoniiklear 16kositlerdeki iNOS,
ksantin oksidaz gibi oksidan enzim aktivitelerinde artisa yol actigi; endojen
antioksidanlar olan indirgenmis glutatyon, C ve E vitaminleri diizeyinde ve
stiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz gibi
antioksidan enzim aktivitelerinde belirgin azalmaya neden oldugu gosterilmistir.
Fruktoz diyeti uygulanan rodentlerde, oksidan enzimlerin ve zaten endojen bir
reaktif oksijen tiirevi kaynagi olan mitokondrilerin artmis aktivasyonunun 6nemli
bir oksidatif stres kaynagi oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde, fruktoz etkisiyle
olusan ileri glikasyon son iirlinlerinin antioksidan enzimlerin protein yapisini
bozarak antioksidan savunmayr zayiflatabilecegi ileri siiriilmektedir. Hiicre
icindeki birikmis glukozun oto-oksidasyonu, arasidonik asit metabolizmasindaki
bozukluklar ve artmis yag asiti oksidasyonu, fruktoz indiiklii oksidatif streste
etkili olan diger 6nemli faktorlerdir (9, 76, 77).

Yiiksek fruktozla beslenme intestinal floranin igerigini degistirmekte,
duvar permeabilitesini arttrmakta buna bagli olarak da serumda bakteriyel
lipopolisakkarit ve endotoksinlerin diizeyi artmaktadir. Bu durum inflamatuar
sitokinlerin artmasi ve insiilin duyarliliginda azalma ile sonug¢lanmaktadir (78).
Fareler lizerinde yapilan bir calismada yiiksek fruktozla beslenen hayvanlardan bir
kismima antibiyotik proflaksisi uygulandiginda bu hayvanlarin karacigerinde
steatoz gelisiminin dnlendigi gozlemlenmistir (79).

Yiiksek miktarlarda fruktoz tliketimi, asir1 enerji alimi ve obezite ile de

yakindan iligkilidir. Fruktoz tiiketiminin tokluk sinyallerini olusturmamasi,
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gerekenden ¢ok daha fazla kalori alinmasina ve sonug¢ olarak obeziteye sebep
olmaktadir (7).

Fruktoz, diyetle almman diger sekerler ile kiyaslandiginda iirik asit
konsantrasyonlarinda artisa sebep olan tek sekerdir. Fruktoz metabolizmasinin ilk
basamaginda, fruktoz, fruktokinaz araciligiyla fruktoz-1-fosfata doniisiirken fosfat
donorii olarak ATP (adenozin trifosfat) kullanilir. Fruktoz metabolizmasinda ATP
ile feedback kontrol mekanizmasi olmadigi igin; asir1 fruktoz alimi, karacigerde
fruktoz-1-fosfat birikimine ve sonugta dnlenemez ATP tiiketimine yol agar. ATP
ve fosfat, AMP (adenozin monofosfat)’nin tirik asite yikiminda anahtar enzimler
olan 5'-niikleotidaz ve AMP-deaminaz’in 6nemli inhibitorleridir. Hepatik ATP ve
fosfatin tiikendigi bu durumda, bu enzimler inhibe edilemezler, ayrica artmis ADP
(adenozin difosfat) diizeyleri nedeniyle de bu enzimlerin aktivitelerinde artis
meydana gelir. Boylece, AMP 6nce hipoksantine, takip eden transformasyonlarla
final basamagi olan ksantine ve ardindan tirik asite dondstiiriiliir (69, 72, 78).

Klinik ve deney hayvanlarinda yapilan ¢alismalarda, fruktoz diyetinin hem
hiicre i¢i hem de serum/plazma {irik asit diizeylerinde artisa yol actigi
gosterilmistir (7). Fruktozdan zengin bir diyet sonrasinda, serum tirik asit seviyesi
1-4 mg/dl kadar artis gostermektedir ve hiperiiriseminin; kardiyovaskiiler
hastaliklar, bobrek yetmezligi ve gut hastalig i¢in ciddi bir risk faktorii oldugu
bilinmektedir (80).

Fruktozdan zengin bir diyetle beslenen sicanlarda, insiilin direnci ve
hipertrigliseridemiye ek olarak hipertansiyonun da uyarildig: ilk kez Hwang ve
arkadaslar1 tarafindan gosterilmis olup, bunu diyetle fruktoz alimi ile artmis kan
basinci arasindaki iligkiyi kanitlamaya calisan ¢ok sayida ¢alisma takip etmistir
(81). Fruktoz diyeti uygulanan siganlarda, plazma AT-2 diizeylerinin ve sistolik
kan basincinin belirgin sekilde artis gosterdigi tespit edilmistir. Bu hayvan
modellerinde, anjiyotensin doniistliriici  enzim (ACE) inhibitorleri veya
anjiyotensin reseptdr antagonistlerinin (ARB) kullaniminin hipertansiyon

gelisimini 6nledigi belirlenmistir (72).
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1.1.6. Fruktozla Olusturulmus Metabolik Sendrom Modelleri

Metabolik sendromun tedavi masraflar1 giiniimiizde artmakta iken
arastirmacilar yeni tedavileri denemek i¢in insan fenotipini taklit eden hayvan
deneyleri {izerinde c¢alismalar yapmaktadirlar (82). Bunlardan biri de
kemirgenlerin yiiksek fruktoz igeren diyetlerle metabolik sendrom yapilmasidir.
Tadinin giizel ve ucuz olmasindan dolay1 yiliksek fruktoz iceren misir suruplar
insan yiyeceklerinde kullanilmaktadir. Yapilan ¢alimalarda hem insan hem de
hayvan modellerinde yiiksek fruktoz igeren musir suruplari tiiketiminin; kilo alimu,
trigliserid yiikselmesi ve IR ile iliskili oldugu tespit edilmistir (83, 84). Ozellikle
Sprague ve Wistar cinsi ratlara %60 fruktoz igeren yemler 6 ile 8 hafta arasi
verildiginde bu ratlarda kan basinci yiiksekligi ve bobrek hasart olustugu
gozlemlenmistir (85). Tablo 5’te ise olusturulmus hayvan modelleri ile ilgili

bilgiler yer almaktadir (86).

Tablo 5. Metabolik sendrom modelleri

Diyet Tipi Rat Cinsi Olusturulan model
%30-60 kcal yagh diyet Sprague, Wistar 2-10 haftda, Obezite, MS
%60 kcal Fruktoz Sprague, Wistar 6-8 haftda, HT, MS
%60-70 kcal Sukroz Sprague, Wistar 2 haftada, HT, HL, MS

1.1.7. Metabolik Sendrom Tedavisi

Metabolik sendrom tedavisinde Oncelikle yasam tarzi degisiklikleri
saglanmalidir. Kilo kayb1 ile MS’un her bir komponentinde diizelme saglanarak,
kardiyovaskuler nedenlere bagli 6liimlerin azaltilabilecegi gosterilmistir. Yapilan
bir ¢alismada MS’si olan veya olmayan hafif hipertansiyonu olan hastalarda
hipertansiyonu durdurmaya yonelik diyet uygulananlar ile uygulanmayanlarda
davranig degisikliklerinin etkileri incelenmistir. Sonugta tek basina yogun
davranig degisikligi, MS’si olanlarda, olmayanlara gore tansiyonu diisiirmede
daha az etkin bulunmus ve MS’si olanlarda daha etkin bir davranis degisikligi
yapmak gerektigi sonucuna varilmistir (87, 88).

Yasam tarzi degisikliklerinin yetersiz kaldigi durumlarda farmakolojik

tedavi gerekmektedir. Anjiyotensin doniistiiriicii enzim inhibitorleri (ACEi) ve
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ARB gibi antihipertansif ajanlarla hipertansiyonun tedavisinin hem nondiyabetik
hem de diyabetik hastalarda kardiyovaskiiler morbidite ve mortaliteyi azaltmada
etkili oldugu pek cok c¢alismada gosterilmis olup hedef kan basinci diizeylerine
ulagmak i¢in antihipertansif tedavi uygulanmalidir. Anjiyotensin-2 blokaj ajanlari
(ACEi ve ARB), klinik ve deneysel calismalarin her ikisinde de farkli renal
hastaliklardaki glomerulosklerozun olusumunda ve gelisiminde azalmaya yol agan
antihipertansif ve antiproteiniirik ilaglar olarak kullanilmislardir (89, 90). Ayrica
ACEi’nin, hipertansiyonun neden oldugu hedef organ hasarindan korudugu
gozlenmistir (91). ACEi’nin renoprotektif etkileri, antihipertansif etkilerinden
bagimsiz RAS blokajina bagl glomertiler hipertansiyonu ve proteiniiriyi azaltmasi
ile iliskilidir (92, 93).

Metabolik sendromlu bireylerde IR’yi kirmak icin iki tip serum glukoz
diizeyini diisiiriicii ajan kullanilmaktadir. Bu grupta biguanid ve tiazolidinedion
(TZD, glitazon) olmak {iizere iki alt grup ila¢ yer alir. Biguanidler karaciger
diizeyinde, TZD’ler ise daha ziyade yag dokusu diizeyinde insiilin duyarliliini
artirict etki gosterirler. Giintimiizde biguanid grubundan yalnizca metformin
kullanilmaktadir. Metformin, hiicresel diizeyde AMPK (5’-adenozin monofosfat-
aktive protein kinaz)’yi aktive etmek ve kismen mGDP (gliserofosfat
dehidrogenaz)’yi inhibe etmek suretiyle etki gosterir. Metformin; Kkaracigerde
artmig glukoneogenezi inhibe eder, kas glukoz uptake’ini ve yag asidi
oksidasyonunu bir miktar artirir. Ayrica barsaktan glukoz absorpsiyonunu azaltir,
instilin duyarliligini artirir ve istah1 kismen baskilar. Tiazolidinedion grubu ilaglar,
hiicresel diizeyde niikleer transkripsiyon faktorii PPAR-y (peroxisome
proliferator-activated receptor-gamma)’yr  aktive eder. Tiazolidinedionlar;
periferik dokularda (kas, karaciger ve yag dokusunda) insiiline duyarliligi
artirirlar. Yag dokusunda adiposit diferansiyasyonunu artirmak suretiyle etkili
olmaktadirlar. Bu gruptan iilkemiz piyasasinda yalnizca pioglitazon mevcuttur.
Hipoglisemi yapmamasi, HDL-K yiikseltmesi ve trigliserid diizeylerini diisiirmesi
avantaj saglar; ancak klasik OAD (oral antidiyabetik)’lere gore daha pahali
ilaglardir. Pioglitazon’un sekonder kardiyovaskiiler olay riskini azalttig

gosterilmistir (62).
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Dislipidemi tedavisi i¢in NCEP, statinleri ilk kullanilacak ilaglar olarak
onermektedir. Statin tedavisinde hedef; LDL kolesterolii diistiriirken diger yan dan
HDL-K arttirmak, trigliserid diizeylerini de azaltmaktir. Dislipidemi tedavisinde
uygun hedef LDL diizeylerine ulasilmaya c¢alisilmahidir. MS’si olan ve
olmayanlarda agresif statin tedavi uygulamasinin karsilastirildigt  bazi
calismalarda, kardiyovaskiiler olay risk azalmasi benzer bulunmustur. Statin
tedavisi ile risk azalmasi daha biiyiik saptanmamistir (92-94). Ancak bununla
beraber bazi ¢alismalar ise gostermistir ki; MS’u olanlarda kardiyovaskiiler olay
riski daha yiiksek olmakla birlikte agresif statin tedavisi ile risk azalmasi da daha
fazladir. Benzer durum nikotinik asit ile yapilmis ¢alismalarda da kaydedilmistir
(95). Bu durum fibrat tedavisinde farkli gézlemlenmistir. Bezafibrat ile yapilmig
bir c¢alismada, tim populasyonda koroner arter hastaligi olan bireylerde
kardiyovaskiiler olay ve kardiyak mortalitede bir azalmanin olmadig1 saptanmis
iken, MS’u olanlarda farkli olarak mortalitede azalma oldugu goriilmiistiir. Sonug
olarak benzer calismalarin analizleri, 4 veya 5 metabolik risk faktorii olan
hastalarda risk azalmasinin daha belirgin oldugu kanaatine varmistir (96, 97).

Metabolik sendrom ve koroner arter hastalig1 olan kisilerde antitrombotik
tedavi endikedir. Aterotrombotik komplikasyonlar1 6nlemek amaci ile diisiik doz
aspirin kullanimi primer ve sekonder korumada onerilmektedir. Giinliikk 75-100
mg asetilsalisilikasit yeterlidir. Asetilsalisilikasit kullanamayan hastalarda
klopidogrel kullanilabilir (98).

1.2. Enalapril

Enalapril bir ACEi’dir. Baz grubu dikarboksilat igeren ACEi
grubundandir. Yapist Sekil 7°de gosterilmistir (68). Enalapril ve bu gruptaki diger
ilaclar, anjiyotensin-I’i anjiyotensin-I’ye hidrolize eden doniistiirlicli enzim
dipeptidil karboksipeptidazi inhibe ederler. Boylece dolasimdaki ve lokal
dokulardaki anjiyotensin-II seviyeleri azalir. ACE, ayni zamanda, gii¢lii bir
seviyesini artirir (99, 100). Anjiyotensin-II’nin yara iyilesmesinde 6nemli bir rol
oynadigi, kollajen sentezini giiclii bir sekilde uyardigi; kalp, aorta, bobrek ve

akciger gibi organlarda skarlagsma ve fibrozise neden oldugu bilinmektedir (101).
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Sekil 7. Enalapril’in molekiiler yapist
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2. GEREC ve YONTEM

Bu calisma Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi (FUDAM)’ nde
yapildi. Calismanin etik onayi, Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik
Kurulu’ndan alindi.

2.1. Deney Hayvanlan

Calismaya 8 haftalik yasta ortalama 200-250 gram agirliklarinda, 28 adet
Wistar Albino irki erkek rat rastgele 4 gruba ayrildi. Ratlar, 12 saat giines 15181 alan
bir odada, 6zel olarak hazirlanmis kafeslerde barindirildi. Calisma, standart deneysel
caligmalar etik kurallarina uygun olarak yapildi. Ratlarin beslenmesinde, Elazig Yem
Fabrikasi’ndan saglanan standart rat yemi ve saf fruktoz kullanildi. Kafeslerde 6zel
boliimlere yerlestirilmis olan ve ug¢ kisimlarinda damlalik bulunan 6zel siseler ile su
verildi.

2.2. Calisma gruplar1 ve uygulamalar

Calismaya 8 haftalik ortalama 200-250 gram agirliklarinda, 28 adet Wistar
Albino 1rki erkek ratlar alindi. Bu ratlar rastgele olarak 4 gruba ayrildi;

1. grup kontrol (standart diyetle beslenen grup),

2. grup fruktoz grubu (fruktozca zengin diyet [%60 fruktoz] ile beslenen

grup),

3. grup enalapril grubu (standart diyet ile beslenen ve igme suyuna

enalapril [10 mg/kg/giin] uygulanan grup),

4. grup fruktoz ve enalapril grubu (fruktozca zengin diyet [%60 fruktoz]

ile beslenen ve igme suyuna enalapril [10 mg/kg/giin] uygulanan grup)

2.3. Doku orneklerinin toplanmasi

Sekizinci haftanin sonunda, 12 saat aglik sonrasi, ¢aligmaya alinan tiim
fareler dekapitasyon ile sakrifiye edildi. Farelerden kan Ornekleri alindi ve
karaciger ve bobrek dokulari daha sonraki incelemeler icin eksize edildi. Doku
ornekleri histopatolojik inceleme ve western blot (WB) analizleri i¢in ikiye
boliindii. Bir boliim doku %10’luk formalin solusyonu i¢ine, WB analizleri i¢in
ayrilan diger kisim ise aliiminyum folyo igerisine konularak —80 °C’de calisilacagt

giine kadar saklandi.
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2.4. Laboratuvar analizleri

2.4.1. Biyokimyasal analizler

Alinan kan 6rnekleri 5000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilerek elde edilen
serumlar -20 °C’de saklandi. Biyokimyasal parametreler otomatik analizator
cihazi ile galisildi (Samsung LABGEO PT10, Samsung Electronics Co, Suwon,

Korea).

2.4.2. Western Blot (WB) analizler

2.4.2.1. Orneklerin Deney icin Hazirlanmasi

Cam homojenizator, mikrosantrifiij tiipleri, aliminyum folyo, soguk zincir
aparatlari, steril bistiiri ucu, bistiiri sap1, sonikatér, 15000 g santrifiij, otomatik
pipet, pipet uclari, mikrotiip rak, sicak su banyosu, protein konsantrasyonu i¢in
UV-spektrofotometre gereklidir. Homojenizasyon Buffer igin 1M TRIS, EDTA,
2-merkaptoetanol, soybean tripsin inhibitér, PMSF (Fenil Metil Siilfonil Florid)
kullanilir. Sample buffer igin bromophenol blue, SDS (Sodyum dodesil stilfat),
0,5 M TRIS-HCI, gliserin, 2-merkaptoetanol, distile su gereklidir.

2.4.2.2. Bobrek Dokularinin Homojenizasyonu

-80 °C buzdolabindan gikarilan bébrek dokulart soguk zincire bagh kalacak
sekilde ve tiim grup iiyelerini temsil edecek sekilde bobrek parcalar: tartildi. Daha
sonra agirlimin 1/6 v/v olacak sekilde homojenizasyon buffer ile kar icinde
cam/cam homojenizator ile parcalandi. Kat1 doku parcacigi kalmayip, homojen bir
hal alincaya kadar bu islem devam edildi. Daha sonra tim &rnekler 120 sn (30sn
sonikasyon, 15sn dinlenme, 30sn sonikasyon, 15sn dinlenme, 30sn sonikasyon)
olacak sekilde sonikasyon islemi yapildi. Yapilan tiim sonikasyon islemlerinden
sonra 15.000 rpm’de 60 dakika +4 °C olacak sekilde tiim drnekler santrifiij edildi.

Santrifiij isleminden sonra alinan orneklerde siipernatant kismi alindi. Esit
hacimde sample buffer ilavesi yapildiktan sonra vortekslendi. Daha sonra 6nceden
isitilmis 95 °C su banyosunda 5 dakika bekletilerek 6rneklerdeki proteinler
denatiire edildi. Lowry’nin “Folin fenol reaktifi ile Protein Olgiimii “ metodu ile

ovaryum doku &rneklerinin protein yogunlugu 6l¢iimii yapildi(28).
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2.4.2.3. Lowry Metodu ile Protein Tayini

Yontem, alkali kosullarda meydana gelen iki farkli reaksiyona dayanmaktadir.

1. Reaksiyon: Amid baglar ile bakir arasinda meydana gelenve indirgenmis
bakir olusumu ile sonug¢lanan biiiret reaksiyonu,

2. Reaksiyon: Folin—Ciocalteu ayiracinin (fosfomolibden ve fosfotungsten)
tirozin  ve triptofan amino  asitleri  ile  tepkimeye  girerek
indirgenmesi:Indirgenmis ayirag mavi renktedir.

Olusan rengin siddeti 660 nm’de UV ile dlgiilebilir. Ortam pH’1 10-10,5
olmalidir.
Uygulanisi

e 1ml%5 CuSO4.5H20 ve %1 Na-K (sodyum-potasyum) tartarat, %2 sodyum
karbonat igeren 0,1 M sodyum hidroksit ¢6zeltisi igerisinde hazirlanir.

e 0,5 ml protein ¢dzeltisi hazirlanan reaktifin 5 ml’si i¢ine katilir. Sonra 10 dk
kadar beklenir.

e Folin-Ciocalteu fenol reaktifinden 0,5 ml eklenip hizli bir sekilde karistirilir.
30 dk bekiletilir.

e Absorbansi 660 nm’de ol¢iiliir.

e Serum albumini proteinlerden 20-400 pg/ml konsantrasyon serisi kullanilarak
standart egri hazirlanir.

e Sonuglar egriye gore degerlendirilir ve miktar tayini yapilmais olur.

2.4.2.4. Bobrek Dokular1 i¢cin SDS-PAGE (sodyum dodecyl siilfat
poliakrilamid jel elektroforezi) Uygulanmasi

Elektroforez, yiiklii molekiillerin bir elektriksel alandaki hareketlerinin
izlendigi teknige verilen isimdir. Molekiillerin hareketi, molekiillerin ytikiine,
boyutuna, bicimine, kimyasal i¢erige ve uygulanan elektriksel alana baglhdir. Jel
elektroforezi en ¢ok kullanilan elektroforez yontemidir. Jel sentetik bir madde
olan akrilamid ile akrilamid tiirevi olan N-N'-metilen bisakrilamidin
polimerlesmesiyle olusturulur ve ornekler bu jel iizerinde yiiriitiiliir. Akrilamid
miktart ve akrilamid/bisakrilamid orami jelin ayrigtirma kapasitesini belirler.

Akrilamid / bisakrilamid orani ylikseldikce jellerde 1sinma fazlalasir, kirilganlik

artar, daha kolay yikanir.
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SDS-PAGE i¢in Kullanilan Kimyasallar

= 2 jel ornegi i¢in: Akrilamid/Metilen Bisakrilamid, Sodyum dodesilstilfat, Tris-
HCI, TEMED (N,N,N,N,Tetrametil-Ethilen diamin), (APS) Amonyum
peroksidistilfat (%10).

= Stain ¢ozeltisi: Metanol, asetik asit(Glasiyel), Distile su, Coomassie blue

= Destain ¢ozeltisi: Distile su, asetik asit(Glasiyel), Metanol,

» Running buffer: Tris base, Glisin, Distile su

Sodyum dodesil siilfat anyonik bir deterjan olup iki amino asitte bir peptit
zincirine baglanarak protein molekiillerini olusturan alt birimleri biribirinden
ayirir. Ayrica (-) yik tagidigindan peptitlerede yiiksek oranda (-) yiikk kazandirir.
Boylece elektrik yiikii acisindan karisim igerisindeki biitiin protein molekiilleri
esit duruma getirilir. Jel konsantrasyonu arttirilarak protein molekiillerinin
molekiil agirliklarina gére ayrigmalari saglanir. SDS-PAGE yontemi proteinlerin
safligimin ~ kontrolii, molekiil agirliklarinin  saptanmasi  ve konsantrasyon
cesitliliginin  belirlenmesi amaciyla kullanilmaktadir. Proteinin gd¢ orani;
elektriksel alanin giicline, proteinin net yiikiine ve elektroforezin ortam
yogunluguna baglhidir. Amonyum persiilfat (APS) gibi bir serbest radikal ile
TEMED gibi stabilizatorii saglayici ortamda akrilamid monomerleri uzun zincirler
olusturacak sekilde polimerlesmekte ve daha sonra olusan bu uzun zincirler
arasinda yanal baglantilar olusarak jel meydana gelmektedir (102).

Sodyum dodecyl siilfat poliakrilamid jel elektroforezi igin ¢alismada jel
karigimi platform iizerinde hazirlandi. 0,75 mm kalinhiginda jel cam aparatlar
arasinda SDS—-PAGE kasetlerine yerlestirildi. Jeller prosediire gore hazirlandiktan
sonra taraklar ¢ikarilip protein ¢ozeltilerinin yiliklenmesi yapildi (15 pl). Daha
sonra tankin icine 1x taze hazirlanmis Runnig buffer ilave edildi. ilk 30 dk 20
mA’de proteinler kosturulmaya baslandi. Daha sonra sistemdeki akim 40 mA’e
alindi. Boyali protein ¢ozeltisi jelden diiser diismez elektroforez islemi bitmis
oldu. Yapilan stain boyamalar ile total protein goriildii. Tekrarlanan galismada
kasetlerden ¢ikarilip stacking kismi kesilip atildi. Bantlasma gergektesen

seperating kismi ise ¢alisma blotlama yapmak tizere hazirlandi.
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2.4.2.5. Bobrek Dokulari icin Western Blot Uygulanmasi

Bobrek dokular: Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hayvan Besleme ve
Beslenme Hastaliklart Anabilim Dali  Molekiiler Analiz Laboratuvarinda
Immiinoblotting (BioRad) ile belirlenmistir.

Elektrik yiik farki prensibiyle homojenanttan jele aktarilan proteinlerin
horizontal olarak nitroseliloz membrana transferi ve antijen, antikor ve
goriintlileme maddeleri ile ortaya c¢ikarilan spesifik protein bantlarin
incelenmesine western blot islemi denir. Western blot islemleri Tuzcu’ya goére
yapild1 ve dort asamada gergeklesti (102). SDS-PAGE ile Dikey olarak proteinler
agirliklart farki ile jelde birbirlerinden ayrildi. Proteinlerin jelden nitroseliiloz
membrana (Schleicher and Schuell, Inc., USA) transferi yapilmasi saglanmistir.
Blotlamada jel ve nitroselilloz membran arasinda hava boslugu kalmayacak
sekilde birlestirilip, filtre kagitlar1 arasina yerlestirildi. Stinger ve aparatlarla
sikistirildi. Daha sonra immiinoblot tank i¢ine yerlestirilip tampon soliisyon ilave
edildi. Buz akiileri ve manyetik karistiricilarla ortamin soguk olmasi saglandi. 90
dakika boyunca 150 mA elektrik akim1 uygulandi. Boylece proteinlerin membrana
transferi saglanmis oldu.

Blotlama bittikten sonra PBS soliisyonu (Sodyum bifosfat dihidrat,
sodyum hidrojen fosfat dodekahidrat, sodyum kloriir) ile membran 5 dakika
olacak sekilde 5 kez yikandi. Yikama yapilarak nitroselilloz membrandaki jel
artiklarini ve diger partikiilleri temizlenmis oldu.

Bloklama nitroseliiloz iizerinde protein baglanmamis bolgelerin ilgisiz
proteinler ile kaplanmasidir. Bazi calismalarda bloklama islemi siit tozu
kullamilmistir. Calismada BSA (Bowing serum albumini) ile 37°C 90 dakika
boyunca bloklamasi yapildi.

Bowing serum albiimini hazirlanmasi: 5 gr albumin fraction, PBS ile 100
ml ye tamamland1 ve manyetik karistiricida ¢oziilmesi gerceklestikten sonra + 4
C’de bekletildi. Daha sonra yikama yapilmadan primer antikor ile muamele
islemine gecildi.

Calismada Primer antikorlar IL-6 (Abcam Inc., USA), NF-xB (Abcam
Inc., USA), TGF-B (Abcam Inc., USA), TNF-a (Abcam Inc., USA), Smad-3

(Abcam Inc., USA) kullanildi. Primer antikorlar nitroseliilloz membran {izerine
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Tween-20 (%0,05) bulunan tampon ¢ozeltisi ile 1/1000 oraninda diliie edilerek
uyguland. +4 °C’da gece boyu inkiibasyonu saglandh.

Daha sonra membrant 5x5 dakika PBS ile yikanmasi yapilarak
membrandaki baglanmayan primer antikor atiklari temizlenmis oldu. Yikama
islemi bittikten sonra, membranlar Tween-20 (%0,05) bulunan ve peroksidaz ile
konjuge sekonder antikorlar (goat-antirabbit immunoglobulin) nitroseliiloz
membran iizerine uygulandi. 90 dakika ve 37 °C’de inkiibe edildi. Bu islemden
sonra membran1 baglanmayan sekonder antikordan kurtarmak icin 5x5 dakika
PBS ile yikandi. Bandlarin goriintiileme islemine gegildi.

Bantlarin goriintiileme islemi i¢in Tris tamponu (pH: 7.4, 1 M) ile
hazirlanmis olan DAB soliisyonu % 0.03-0.05 oraninda uygulandi. DAB
sollisyonu 1s1kla bozundugu i¢in karanlik ortamda hazirlandi. DAB muameleden
sonra kisa siirede belirgin bir hale geldi. 5-10 dakikalik bir reaksiyon siiresi
sonunda DAB’la goriiniir hale gelen bantlar netlestikten sonra nitroseliilloz
membranlar distile su ile iyice yikandi.

Nitroselilloz membranlar iyice kurutulduktan sonra, bantlarin rdlatif
yogunluklar1 analiz edilmek iizere alindi. Bantlarin rélatif yogunluklar1 Image
Analyses System (Image J; National Institute of Health, Bethesda, USA) yazilim
programi kullanilarak analiz edildi.

2.5. Histopatolojik analizler

Formalin soliisyonu igerisine almman doku orneklerinden, aynmi giin
icerisinde, parafin bloklart hazirlandi. Bloklardan alinan kesitler Hematoksilen-
Eosin (HE) ile boyanarak, 1s1tk mikroskobunda X200 ve X400 biiyiitmede, dalinda
uzman bir patolog tarafindan incelendi, bobrek dokularinda tiibiiler dejenerasyon
ve rejenerasyon, tiibiiler vakuolizasyon, tiibiiler dilatasyon ve interstisyel
inflamasyon; karaciger dokularinda ise hepatoselliiller nekroz, siniizoidal
dilatasyon, portal inflamasyon ve yagl degisiklikler semikantitatif olarak
belirlendi.

2.6. Istatistiksel Analizler

Calisma tamamlandiktan sonra elde edilen veriler SPSS paket programi
yardimiyla (IBM SPSS versiyon 22) tanimlayici istatistikleri yapildiktan sonra uygun

testler ile (parametrik test varsayimlarini karsilar ise, tek yonlii varyans analizi

30



(ANOVA)) ve post hoc test olarak Tukey testi ile degerlendirildi. Olgiilen
parametreler ortalama ve standart sapma olarak verildi. P degerinin <0.05 olmasi

istatistiksel agidan anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Biyokimyasal Parametreler

Yiiksek diizeyde fruktoz iceren diyetle indiiklenen metabolik sendrom

olusturulan ratlarda enalapril uygulamasinin biyokimyasal parametreler {izerine

etkileri tablo 8’de sunulmustur. Yiiksek fruktozla beslenen ratlarda enalapril

uygulamasit serum glukoz, total kolesterol, LDL, trigliserid, AST, ALT ve

kreatinin diizeyleri tizerinde etkili olurken, HDL, BUN, iirik asit parametreleri

tizerine anlamli etki gostermemistir.

Tablo 6. Yiiksek fruktozla beslenen ratlarda enalaprilin biyokimyasal parametreler

uzerine etkisi

Gruplar

Parametre* Fruktoz + —P--

Kontrol Fruktoz Enalapril ruktoz’

Enalapril

Glukoz o b b

94,71+6,80°  123,40+12,82° 97,83+9,41°  107,80+7,92®  0,0002
(mg/dl)
T-K b b b

60,00+2,52 67,86+5,01*  59,71+4,89 62,57+3,05 0,0029
(mg/ml)
HDL-K

27,43+2,70 22,71+2,87 27,80+4,71 25,25+4,57 0,071
(mg/dI)
LDL-K b X

21,33+3,20 36,50+3,87*  22,33+4,03 32,50+5,07*  0,0001
(mg/dI)
TG (mg/dl)  6343+12,16°  87,17+8,45*  56,86+11,77°  70,17+8,30°  0,0003
AST (U/L) 235,43+35,29° 361,50+62,00*° 212,00+37,84" 334,14+73,32*  0,0001
ALT (U/L)  56,40+5,81°  68,67+543*  60,20+2,28"  65,67+3,27*°  0,0011
BUN

18,73+1,91 20,30+1,99 17,53+0,84 19,23+1,90 0,333
(mg/dI)
Kreatinin b b

1,03+0,21° 2,30+0,33" 1,14+0,13" 1,49+0,21 0,0001
(mg/dl)
Urik asit

1,1+0,24 1,15+0,15 1,06+0,18 1,1+0,33 0,522
(mg/dl)

* T-K: Total kolesterol; HDL-K; Yiiksek dansiteli lipoprotein kolesterol; LDL-CDiisiik dansiteli lipoprotein

kolesterol; TG (mg/dl): Trigliserid; AST (U/L); Aspartat aminotransferaz ALT (U/L); Alanin aminotransferaz
BUN (mg/dl); Kan iire azotu
a-c: Ayni satirda farkli harfi tagiyan gruplar arasi fark istatistiksel olarak anlamlidir. (P<0,05)
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Sekil 8. Yiiksek fruktozla beslenen ratlarda enalaprilin serum glukoz (mg/dl) seviyesi

uzerine etkisi

Ratlarda fruktoz ile olusturulan metabolik sendrom modelinde glukoz
diizeyleri enalapril uygulamasi ile etkilenmistir (P < 0,001). Yiiksek dozda fruktoz
ile beslenen ratlarda serum glukoz diizeyi kontrol grubuna gore %30 oraninda artig
gosterirken (P < 0,0001), enalapril uygulamasi yiiksek fruktoz ile beslenen ratlarda
kan glukoz diizeyinde azalmaya yol agmasina karsin bu diislis istatistiksel olarak
onemli degildir (P > 0,05). Kontrol grubu ile Enalapril uygulanan gruplar arasinda

kan glukoz diizeyleri agisindan farklilik gozlenmemistir (P > 0,05).
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Sekil 9. Yiiksek fruktozla beslenen ratlarda enalaprilin serum T-K (mg/dl) seviyesi
lizerine etkisi

Ratlarda fruktoz ile olusturulan metabolik sendrom modelinde total kolesterol
diizeyleri enalapril uygulamasi ile etkilenmistir (P < 0,005). Yiiksek dozda fruktoz
ile beslenen ratlarda serum total kolesterol diizeyi kontrol grubuna goére %l1
oraninda artig gosterirken (P = 0,006), enalapril uygulamas: yiiksek fruktoz ile
beslenen ratlarda kan total kolesterol diizeyinde azalmaya yol agmasina karsin bu
diislis istatistiksel olarak 6nemli degildir (P > 0,05). Kontrol grubu ile Enalapril
uygulanan gruplar arasinda total kolesterol diizeyleri acisindan farklilik

gozlenmemistir (P > 0,05).
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Sekil 10. Yiiksek fruktozla beslenen ratlarda enalaprilin serum HDL-K (mg/dl)
seviyesi lizerine etkisi

Ratlarda fruktoz ile olusturulan metabolik sendrom modelinde HDL
kolesterol diizeyleri enalapril uygulamasi ile etkilenmemistir (P > 0,05). Yiiksek
dozda fruktoz ile beslenen ratlarda serum HDL kolesterol diizeyi kontrol grubuna
gore %18 oraninda azalma gosterirken (P = 0,1), enalapril uygulamasi yiiksek
fruktoz ile beslenen ratlarda kan HDL kolesterol diizeyinde artisa yol agmasina

karsin bu artig istatistiksel olarak énemli degildir (P > 0,1).

35



40 - a
3
) I
e 20 H
-l
10 A
0 T T
AN N N
Q \\ &\
& S R
+ Q/(\(b' Q/Q
X
&
&

Sekil 11. Yiiksek fruktozla beslenen ratlarda enalaprilin serum LDL-K (mg/dl)
seviyesi tizerine etkisi

Ratlarda fruktoz ile olusturulan metabolik sendrom modelinde LDL
kolesterol diizeyleri enalapril uygulamasi ile etkilenmistir (P < 0,001). Yiiksek dozda
fruktoz ile beslenen ratlarda serum LDL kolesterol diizeyi kontrol grubuna gore %71
oraninda artis gosterirken (P = 0,006), enalapril uygulamasi yiiksek fruktoz ile
beslenen ratlarda kan LDL kolesterol diizeyinde azalmaya yol agmasina karsin bu
diistis istatistiksel olarak onemli degildir (P > 0,5). Kontrol grubu ile Enalapril
uygulanan gruplar arasinda LDL kolesterol diizeyleri acisindan farklilik

gozlenmemistir (P > 0,5).
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Sekil 12. Yiiksek fruktozla beslenen ratlarda enalaprilin serum Trigliserid (mg/dl)
seviyesi lizerine etkisi

Ratlarda fruktoz ile olusturulan metabolik sendrom modelinde trigliserid
diizeyleri enalapril uygulamasi ile etkilenmistir (P < 0,001). Yiiksek dozda fruktoz
ile beslenen ratlarda serum trigliserid diizeyi kontrol grubuna gore %38 oraninda
artig gosterirken (P < 0,005), enalapril uygulamasi yiiksek fruktoz ile beslenen
ratlarda kan trigliserid diizeyinde azalmaya yol agmisir ve bu diislis istatistiksel
olarak anlamlidir (P < 0,05). Kontrol grubu ile Enalapril uygulanan gruplar arasinda

kan trigliserid diizeyleri agisindan farklilik gézlenmemistir (P > 0,5).
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Sekil 13. Yiiksek fruktozla beslenen ratlarda enalaprilin serum AST (U/L) seviyesi
tizerine etkisi

Ratlarda fruktoz ile olusturulan metabolik sendrom modelinde AST diizeyleri
enalapril uygulamasi ile etkilenmistir (P < 0,0001). Yiksek dozda fruktoz ile
beslenen ratlarda serum AST diizeyi kontrol grubuna goére %353 oraninda artis
gosterirken (P < 0,005), enalapril uygulamasi yiiksek fruktoz ile beslenen ratlarda
kan AST diizeyinde azalmaya yol agmasina karsin bu disiis istatistiksel olarak
onemli degildir (P > 0,05). Kontrol grubu ile Enalapril uygulanan gruplar arasinda

kan AST diizeyleri agisindan farklilik gézlenmemistir (P > 0,05).
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Sekil 14. Yiiksek fruktozla beslenen ratlarda enalaprilin serum ALT (U/L) seviyesi
tizerine etkisi

Ratlarda fruktoz ile olusturulan metabolik sendrom modelinde ALT diizeyleri
enalapril uygulamasi ile etkilenmistir (P < 0,005). Yiiksek dozda fruktoz ile beslenen
ratlarda serum ALT diizeyi kontrol grubuna gore %30 oraninda artig gosterirken (P <
0,0001), enalapril uygulamasi yiiksek fruktoz ile beslenen ratlarda kan ALT
diizeyinde azalmaya yol agmasina karsin bu diisiis istatistiksel olarak 6nemli degildir
(P > 0,05). Ayrica yiiksek fruktoz ile beslenip enalapril verilen gruptaki ALT diisiisi
kontrol grubuna gore anlamlidir (P < 0,05). Kontrol grubu ile enalapril uygulanan

gruplar arasinda ALT diizeyleri agisindan farklilik gézlenmemistir (P > 0,05).
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Sekil 15. Yiiksek fruktozla beslenen ratlarda enalaprilin serum BUN (mg/dl) seviyesi
lizerine etkisi

Ratlarda fruktoz ile olusturulan metabolik sendrom modelinde BUN diizeyleri
enalapril uygulamasi ile etkilenmemistir (P > 0,1). Yiiksek dozda fruktoz ile
beslenen ratlarda serum BUN diizeyi kontrol grubuna goére %S5 oraninda artis
gosterirken (P > 0,1), enalapril uygulamasi yiiksek fruktoz ile beslenen ratlarda kan
BUN diizeyinde azalmaya yol agmasina karsin bu azalma istatistiksel olarak 6nemli
degildir (P > 0,1).
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Sekil 16. Yiiksek fruktozla beslenen ratlarda enalaprilin serum kreatinin (mg/dl)
seviyesi lizerine etkisi

Ratlarda fruktoz ile olusturulan metabolik sendrom modelinde kreatinin
diizeyleri enalapril uygulamasi ile etkilenmistir (P < 0,0001). Yiiksek dozda fruktoz
ile beslenen ratlarda serum kreatinin diizeyi kontrol grubuna gore %130 oraninda
artis gosterirken (P < 0,0001), enalapril uygulamas1 yiiksek fruktoz ile beslenen
ratlarda kan kreatinin diizeyinde azalmaya yol a¢cmistir ve bu azalis istatistiksel
olarak anlamlidir (P < 0,0001). Ayrica yiiksek fruktoz ile beslenip enalapril verilen
gruptaki kreatinin, kontrol grubuna gore diisiik olmasina karsin bu diisiis istatistiksel
olarak anlamli degildir (P = 0,07). Enalapril uygulanan grubun kreatinin diizeyi
kontrol grubuna gore azalmis olmasina ragmen bu azalis istatistiksel olarak anlamli

degildir (P > 0,05).
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Sekil 17. Yiiksek fruktozla beslenen ratlarda enalaprilin serum {irik asit (mg/dl)
seviyesi iizerine etkisi

Ratlarda fruktoz ile olusturulan metabolik sendrom modelinde {irik asit
diizeyleri enalapril uygulamasi ile etkilenmemistir (P > 0,1). Yiiksek dozda fruktoz
ile beslenen ratlarda serum {irik asit diizeyi kontrol grubuna gore %4 oraninda artis
gosterirken (P > 0,1), enalapril uygulamasi yiiksek fruktoz ile beslenen ratlarda kan
irik diizeyinde azalmaya yol agmasina karsin bu azalma istatistiksel olarak énemli
degildir (P > 0,1).
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3.2. Histopatolojik Analizler

Calismamizda karaciger ve bobrek dokulart histopatolojik olarak incelendi.
Kontrol grubunda beklendigi iizere hepatoselliiler nekroz, siniizoidal dilatasyon,
portal inflammasyon ve yagli degisiklikler izlenmedi. Fruktoz verilen ratlarin
karaciger dokularinda orta derecede hepatoselliiler nekroz, siniizoidal dilatasyon ve
minimal portal inflamasyon izlendi (Sekil 8). Ancak yagli degisiklikler goriilmedi.
Fruktoz+enalapril verilen gruplarta hepatoselliier nekroz, siniizoidal dilatasyon,
portal inflammasyon bulgular1 minimal diizeyde idi (Tablo 6).

Tablo 7. Fruktoz, enalapril ve fruktoz+enalapril uygulamasinin karaciger dokusundaki
morfolojik degisiklikler lizerine etkisi

Morfolojik Degisiklikler Kontrol Fruktoz  Enalapril Fruktoz+Enalapril
Hepatoselliiler nekroz - ++ + +
Siniizoidal dilatasyon - ++ - +
Portal inflamasyon - ++ - +
Yagl degisiklik - - - -

-: Yok, +: hafif (<%25), ++:0rta (%25-%50), +++: siddetli (>%50)
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Sekil 18. Kontrol: Normal histolojide karaciger dokusu (HE x200), Fruktoz:
Karaciger hepatositlerinde hidropik sisme, nekroz ve orta derece portal kronik
inflamasyon (HE x400), Enalapril: karaciger hepatositlerinde hafif nekroz (HE
x400), Fruktoz+Enalapril: Karaciger hepatositlerinde hafif nekroz (HE x400)

Kontrol grubunun boébrek kesitleri incelendiginde herhangi bir patolojiye
rastlanmadi. Fruktoz verilen grupta orta derecede tiibiiler dejenerasyon ve
rejenerasyon, tlibliler vakuolizasyon ve interstisyel inflamasyona rastlandi. Ancak
tiibiiler dilatasyon goriilmedi (Sekil 9). Fruktoz+enalapril ve sadece enalapril verilen
gruplarda ise minimal diizeyde tiibiiler dejenerasyon izlenmesine karsin tiibiiler
vakuolizasyon, tiibiiler dilatasyon ve interstisyel inflamasyon bulgularina rastlanmadi
(Tablo 7).
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Tablo 8. Fruktoz, enalapril ve fruktoz+tenalapril uygulamasinin bobrek dokusundaki
morfolojik degisiklikler tizerine etkisi

Morfolojik

Degisiklikler Kontrol Fruktoz Enalapril  Fruktoz+Enalapril
Tiibiiler dejenerasyon ve - ++ + +
rejenerasyon

Tiibiiler vakuolizasyon - ++ - -
Tiibiiler dilatasyon - - - -
Interstisyel inflamsyon - ++ - -

-: Yok, +: hafif (<%25), ++:orta (%25-%50), +++: siddetli (>%50)

Sekil 19. Kontrol: Normal histolojide bobrek dokusu (HE x200), Fruktoz: Bobrekte
tiibiiler dejenerasyon ve vakuolizasyon (HE x400), Enalapril: Bobrekte hafif tiibiiler

dejenerasyon (HE x400), Fruktoz+Enalapril: Bobrekte hafif tiibiiler dejenerasyon
(HE x400)
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3.3. Western Blot Analizler

Yiiksek diizeyde fruktoz iceren diyetle indiiklenen metabolik sendrom
olusturulan ratlarin bobrek dokusundan hazirlanan western blot protein bantlar1 sekil
10’da sunulmugstur. Analizlerde B-aktin hem kontrol band: olarak hem de gruplar
arasindaki esit dagilimlart gostermek i¢in kullanildi. Calisilan IL-6, NF-kB, TGF-j,
TNF-a, SMAD-3 ekspresyonlari, fruktoz verilen grupta kontrol grubuna gore yiliksek
bulunmustur. Enalapril uygulamasi yiiksek fruktoz verilen grupta, sadece fruktoz
verilen gruba gore TGF-B, SMAD-3, IL-6 ekspresyonlarinda anlamli azalma
meydana getirirken (P<0.01); TNF-a ve NF-kB ekspresyonlarinda azalmaya yol

agmasina karsin bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05).

Sekil 20. Western blot bantlari.
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Sekil 21. Yiiksek fruktozla beslenen ratlarda enalaprilin IL-6 ekspresyonu iizerine
etkisi
Ratlarda fruktoz ile olusturulan metabolik sendrom modelinde [L-6

ekspresyonlari enalapril uygulamasi ile etkilenmistir (P < 0,0001). Yiiksek dozda
fruktoz+enalapril ile beslenen ratlarin IL-6 ekspresyonu fruktoz verilen gruba gore
%25 oraninda diisiis gosterirken (P < 0,01), enalapril uygulamasi yiiksek fruktoz ile
beslenen ratlarda IL-6 ekspresyonunda azalmaya yol agmistir bu diisiis istatistiksel
olarak anlamlidir (P < 0,001). Enalapril uygulanan grupta IL-6 ekspresyonu kontrol

grubuna gore yiiksek bulunmustur (P < 0,01).
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Sekil 22. Yiiksek fruktozla beslenen ratlarda enalaprilin NF-xB ekspresyonu tizerine
etkisi
Ratlarda fruktoz ile olusturulan metabolik sendrom modelinde NF-xB

ekspresyonu enalapril uygulamasi ile etkilenmistir (P < 0,0001). Yiiksek dozda
fruktoz+enalapril ile beslenen ratlarda NF-xB ekspresyonu fruktoz grubuna goére %9
oraninda azalma gostermesine ragmen bu diisiis istatistiksel olarak anlamli degildir.
(P > 0,05). Enalapril uygulamasi yiiksek fruktoz ile beslenen ratlarda NF-xB
ekspresyonunda azalmaya yol agmistir ve bu diisiis istatistiksel olarak anlamlidir (P
< 0,001). Kontrol grubu ile Enalapril uygulanan grupta NF-xB ekspresyonu kontrol
grubuna gore yiiksek bulunmustur (P < 0,001).
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Sekil 23. Yiiksek fruktozla beslenen ratlarda enalaprilin TGF-f3 ekspresyonu iizerine
etkisi
Ratlarda fruktoz ile olusturulan metabolik sendrom modelinde TGF-f

ekspresyonu enalapril uygulamasi ile etkilenmistir (P < 0,0001). Yiiksek dozda
fruktoz+enalapril ile beslenen ratlarda TGF-B ekspresyonu fruktoz grubuna gore
%31 oraninda azalma gostermistir ve bu diisiis istatistiksel olarak anlamhdir. (P <
0,001). Enalapril uygulamasi yiiksek fruktoz ile beslenen ratlarda TGF-B

ekspresyonunda azalmaya yol agmistir ve bu diisiis istatistiksel olarak anlamlidir (P

< 0,001).
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Sekil 24. Yiiksek fruktozla beslenen ratlarda enalaprilin TNF-a ekspresyonu iizerine
etkisi
Ratlarda fruktoz ile olusturulan metabolik sendrom modelinde TNF-a

ekspresyonu enalapril uygulamasi ile etkilenmistir (P < 0,0001). Yiksek dozda
fruktoz+enalapril ile beslenen ratlarda TNF-a ekspresyonu fruktoz grubuna gore
%11 oraninda azalma goOstermesine ragmen bu diisiis istatistiksel olarak anlamli
degildir. (P > 0,05). Enalapril uygulamas: yiiksek fruktoz ile beslenen ratlarda kan
TNF-a ekspresyonunda azalmaya yol agmistir ve bu diisiis istatistiksel olarak

anlamlidir (P < 0,01).
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Sekil 25. Yiiksek fruktozla beslenen ratlarda enalaprilin SMAD-3 ekspresyonu
lizerine etkisi

Ratlarda fruktoz ile olusturulan metabolik sendrom modelinde SMAD-3
ekspresyonu enalapril uygulamasi ile etkilenmistir (P < 0,0001). Yiksek dozda
fruktoz+enalapril ile beslenen ratlarda SMAD-3 ekspresyonu fruktoz grubuna gore
%34 oraninda azalma gostermistir ve bu diisiis istatistiksel olarak anlamlidir. (P <
0,001). Enalapril uygulamasi yiiksek fruktoz ile beslenen ratlarda SMAD-3
ekspresyonunda azalmaya yol agmistir ve bu diisiis istatistiksel olarak anlamlidir (P
< 0,001). Kontrol grubu ile Enalapril uygulanan gruplar karsilastirildiginda NF-«xB
ekspresyonu kontrol grubuna goére yiiksek bulunmustur (P < 0,01).
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4. TARTISMA

Bu ¢alismada yiiksek fruktoz (%60) iceren yemle 8 hafta beslenip metabolik
sendrom olusturulmus Wistar Albino cinsi ratlarda bobrek, karaciger fonksiyon
testlerinin ve serum lipid diizeylerinin, inflamatuvar belirteclerin ve karaciger,
bobrek yapisinin {izerine friikktozun etkileri ve fruktoz ile meydana gelebilcek
bozukluklar {izerine enalaprilin koruyucu etkileri arastirildi. Yiksek fruktozla
beslenen ratlarin serum glukoz, total kolesterol, LDL, TG, AST, ALT, kreatinin,
BUN diizeyleri kontrol grubuna gore yiiksek, HDL degeri ise kontrol grubuna gore
diistik tespit edilmistir. Yiiksek fruktozla beslenen ratlarda enalapril uygulamasinin
serum glukoz, total kolesterol, LDL, TG, AST, ALT ve kreatinin diizeyleri lizerinde
iyilestirici etkileri olurken; HDL ve BUN parametreleri ilizerine anlamli etkisi
goriilmemistir.

Metabolik sendrom, diger adiyla “sendrom X”, asirt kilo aliminin ve
obezitenin major sonuc¢larindan birisidir (27). Herhangi bir bireyde metabolik
sendromun ¢esitli komponentlerinin  birlikte goriilmesiyle tip 2 diyabetin,
kardiyovaskiiler ve renal hastaliklarin sikligi artmaktadir (2). Yakin bir zamanda
diyetsel fruktoz tiiketiminin, obeziteye ve metabolik sendroma neden olan bir
gevresel faktor oldugu ongoriilmistiir (6). Yapilan ¢alismalarda hem insan hem de
hayvan modellerinde yiiksek fruktoz igeren misir suruplar tiiketiminin; kilo alimu,
trigliserid yiikselmesi ve IR ile iliskili oldugu tespit edilmistir (84). Yine yapilan
calismalarda Wistar albino cinsi ratlarin 6-8 hafta %60 fruktozlu diyetleri
beslenmelerinin MS olusturmasi igin yeterli oldugu gosterilmistir (86). Bu bulgular
ve ¢aligmalar 1s181nda yiiksek fruktozlu (%60) diyetle olusturulan model ¢alisma igin
uygun goriildii.

Esraa ve ark. (103) yaptiklar1 bir ¢alismada %60 fruktoz diyeti iceren Wistar
albino cinsi ratlarda yaptiklart metabolik sendrom modelinde 8 hafta sonunda bir
ARB olan telmisartan uygulamasiyla ratlarin AST, ALT, T-K, LDL-K, VLDL-K
diizeylerinde anlamli azalma ve HDL-K diizeylerinde ise anlamli artis saptanmistir.
Calismamizda 8 hafta sonunda benzer sonuglarin alinmasi ACEi ve ARB’ lerin farkl

mekanizma ile de olsa karaciger enzimleri ve serum lipidleri {lizerinde ayn1 etkileri
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gosterdigini  destekler niteliktedir. Ancak calismamizda HDL-K diizeylerinin
enalapril uygulamasi ile degismemesi calismanin Orneklem sayisinin azligina
baglanabilir.

Yine bagka bir calismada %60 fruktozlu diyetle olusturulmus metabolik
sendrom modelinde 20 hafta sonunda BUN, TG degerlerinde artis ve tansiyon
yiksekligi tespit edilmis ve bir ACEi olan kaptopril uygulamas: ile bu
parametrelerde anlamli diizelmeler gortilmustiir (104). Calismamizda ise ACEi olan
enalapril uygulamasi BUN diizeyinde anlamli farklilik yaratmamistir. Bu durum
deney siiremizin nispeten daha kisa olusuna ve ayni gruptan molekiil olmalarina
karsin enalapril ve kaptopril arasindaki farkliliga baglanabilir.

Hussen ve ark. (105) Wistar cinsi ratlarda yiiksek yag igeren diyetle 20
haftada olusturulmus metabolik sendrom modelinde ise bir ARB olan losartan
uygulamasi ile diismesi beklenen T-K seviyeleri artis gostermis olup kreatinin
klirensinde anlamli degisiklikler gozlenmemistir. Bahsedilen ¢alismada metabolik
sendrom modelinin yiiksek yag diyeti ile yapilmis olmasi ve bir ARB olan losartanin
kullanilmis olmas1 calismamizla olan farkliliklar1 agiklayabilir. Calismamizda
fruktoz verilen grupta serum kreatinin degerlerinin boyle yiliksek ¢ikmasi siirpriz bir
sonuctur. Bu degerler renal histopatolojik bulgularda goriilen tiibiiler nekroz
bulgular ile uyumlu olmakla birlikte; BUN degerlerinin artmamis olmasi kreatinin
yiiksekliginin bobrek yetersizliginden cok tiibiiler sekresyonun azalmasi ile ilgili
olabilecegini diislindiirmiistiir. Yine c¢alismamizda fruktoz+enalapril grubunda
kreatinin degerlernin fruktoz verilen gruba gore diisiik olmasi1 da ilging bir sonugctur.
Tek basina enalapril verilen grupta kontrol grubuna gore farklilik olmamasi, ratlarda
enalapril ile iliskili olabilecek kreatinin degisikliginin intraglomeriiler basingtaki
degisikliklerle -yani RAS aktivasyonu ile- ilgili olamayacagini diisiindiirmektedir.
Fruktoz grubundaki artmis kreatinin diizeylerinin enalapril eklenen grupta diismiis
olmas1 frilkktozun aciklayamadigimiz mekanizmalarla kreatinini yilikseltmesi ile
iliskili olabilir.

Jorge ve ark. (106) yaptiklar1 ¢alismada genetik olarak metabolik sendrom
modeline uygun Zucker cinsi erkek ratlarda 6 ay boyunca 10mg/kg/giin dozunda
verilen bir ACEi olan benazepril, bir ARB olan irbesartan ve bu ikisinin kombine

uygulamasinda her 3 kolda da serum glukoz, TG, T-K seviyelerinde anlaml1 diisiis ve
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proteiniiri ve kreatinin klirensinde anlamli diizelmeler saptanmig olup en iyi sonuglar
kombine kolunda goriilmiistiir. Calismamizda benzer sonuglar alinmasina karsin
ACEi ve ARB kombinasyonun bahsedilen ¢alismada daha iyi sonu¢ vermesinin
metabolik sendrom modeline uygun farelerde galisma yapilmis olmasina ve bu iki
molekiiliin sinerjistik etki yapmasina baglanabilir. Calismamizda; proteiniiri
Olgiimleri yapamadigimizdan fruktoz ve fruktoz+enalapril gruplarindaki serum
kreatinin degisikliklerini yorumlamak zor olmustur.

Yapilan bagka bir ¢alismada ise genetik olarak metabolik sendrom modeline
uygun ZSF1 ratlarda 32 hafta boyunca ratlarin icme sularina 60mg/kg/giin dozunda
uygulanan enalapril ile serum kolesterol ve TG diizeylerinde anlamli diizelmeler
gortilirken serum glukoz konsantrasyonu iizerine etkisi goriillmemistir (107).
Calismamizda ise 10mg/kg/giin dozunda sadece 8 hafta verilen enalapril uygulamasi
bile serum glukoz konsantrasyonlarinda diizelmelere neden olmustur. Bir Onceki
bahsedilen ¢aligmada enalapril dozunun yiiksek olmasi, ACE inhibisyonunun ratlarda
enerji alimin1 baskilamasi ile agiklanabilir (108). Bu baskilamanin AT-2 iizerinden
adiposit bliyiimesini 6nlemesi ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir (109).

Fruktoz MS’nin gelisimine intraselliler ve serum iirik asit seviyelerini
arttirarak katkida bulunmaktadir (110). Urik asit ise RAS’1 aktive etmektedir ve RAS
blokaj1, diger bir tabirle lrik asit diizeylerinin diisiiriilmesi MS’nin tedavisinde
onemli rol oynamaktadir (104). Carlos ve arkadaslarinin (104) Sprague-Dawley cinsi
ratlarda 20 hafta %60 fruktoz vererek olusturduklart MS modelinde serum iirik asit
seviyelerinin yiiksek friiktozla beslenen ratlarda yliksek oldugunu gdstermislerdir.
Calismada bir ACEi olan kaptopril uygulamasi serum irik asit diizeylerini fruktoz
verilen gruba gore anlamli olarak diigiirmiistiir. Yine ayni caligmada bir ksantin
oksidaz inhibitorii olan allopurinol uygulamasi ile kombine kullanimda kaptopril,
serum Urik asit diizeylerini diisiirmede allopurinole katki saglamistir. Yaptigimiz
calismada ise trik asit diizeyleri enalapril uygulamasi ile siirpriz bir sekilde
degisiklik gostermemistir. Sonucun bu sekilde ¢ikmasi gruplardaki hayvan
sayilarinin azligina ve deney siiresinin kisaligina bagli oldugu diisiiniilmektedir.

Calismamizda karaciger dokularmin histopatolojik incelemesinde fruktoz
verilen grupta orta derecede hepatoselliiler nekroz, siniizoidal dilatasyon, portal

inflammasyon bulgularina rastlanilmasina ragmen yagl degisiklikler goriilmemistir.
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Fruktoz ve enalapril verilen grubta ise bu degisiklerin minimal diizeyde oldugu
goriilmiistiir. Esraa ve ark. (103) yaptiklart bir ¢alismada %60 fruktozla 12 haftada
olusturulmus metabolik sendrom modelinde frukozla beslenen ratlarin karaciger
kesitlerinde portal alanda az miktarda fibroz ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve
biitiin hepatositlerde diffiiz olarak yagl degisiklikler gozlenmistir. Ayn1 ¢alismada
bir ARB olan telmisartan verilen kolda ise daha az yagli degisiklikler ve portal
alanda daha az miktarda inflamatuvar hiicre infiltrasyonu goriilmiistiir. Calismamizda
karaciger dokularinda yagl degisiklikleri goriilmemis olmasi yiiksek miktarda
fruktozun yaglh degisiklik sathasini gérme firsati olmadan karaciger dokularinda
hasara yol agmasindan kaynaklandigi sdylenebilir.

Calismamizin bobrek dokular incelendiginde fruktoz verilen grubta kontrol
grubuna gore anlamli diizeyde denebilecek orta derecede tiibiiler dejenerasyon ve
rejenerasyon, tlibiiler vakuolizasyon ve interstisyel inflammasyon bulgular
goriilmiistiir. Ancak tiibiiler dilatasyona rastlanmamustir. Fruktoz ve enalapril verilen
grubta ise sadece minimal diizeyde tiibiiler dejenerasyona rastlanmigtir. Victor ve
ark. (107) yaptiklar1 genetik olarak obeziteye yatkin ZSF1 cinsi ratlarla 32 hafta
yapilan bir calismada obez ratlarin bobrekleri histopatolojik olarak incelenmis ve
orta derece interstisyel fibroz ve inflamasyon, eozinofilik protein kastlari igeren
dilate tiibiiller gozlenmistir. Yine obez farelerde 32 hafta sonunda glomeriillerde
segmental veya global glomeriiloskleroz izlenmistir. Ayni ¢alismada enalapril verilen
gruplardaki histopatolojik degisikliklerin kontrol grubuna gore daha hafif diizeyde
kaldigi, kortikal dilatasyonlarin daha az oldugu ve kortikal arteriyel medial
hipertrofi/sklerozun daha hafif seyrettigi goriilmiistiir. Caligmamizda da enalapril
verilen grupta bobrek histopatolojisinde fruktoz verilen gruba gore diizelmeler
goriilmiistiir. Ancak c¢alismamizda bobrek tiibiillerinde dilatasyonun olmamast,
interstisyel fibroziin goriilmemesi, glomeriilosklerozun izlenmemesi deney siiresinin
kisaligina ve metabolik sendroma uygun genetigi degistirilmis farelerle ¢alisilmamis
olmasina baglanabilir. Jorge ve arkadaslarinin (111) genetik obez Zucker ratlarinda 6
ay sliresince yaptiklari calismalarinda tedavi verilmeyen grubun bdbrek
histopatolojisinde belirgin glomeriiloskleroz, tiibiiler atrofi ve interstisyel fibroz
goriilmiis olup bir ACEi olan benazepril verilen grupta ise bu degisikliklerin anlaml

bir sekilde geriledigi izlenmistir. Fumihiro ve ark.’nin (112) metabolik sendrom igin
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uygun, genetik olarak degistirilmis “SHRSP fatty” cinsi ratlarda 8 hafta siireyle
yaptiklar1 calismada kontrol grubunda bobrekte segmental ve global glomeriiler
skleroz, arterioarteriolar skleroz, interstisyel fibroz, atrofi ve dilate tiibiiller
gorilmiisken, bir ARB olan telmisartan verilen grupta, 6zellikle glomeriillerde, bu
degisikliklerin geriledigi gozlenmistir. Bu iki ¢alismada da fibroz diizeyinde bobrek
patolojilerinin farkli siirelerde goriilmiis olmasi calismaya dahil olan ratlarin cins
farklilig1 nedeniyle olmus olabilir. Ancak ister ACEi ile ister ARB ile olsun RAS
blokajinin bobrek patolojilerini iyilestirdigi goriilmiistiir. Calismamizda da bir ACEi
olan enalapril ile bobrek histopatolojilerinde diizelme goriilmesi RAS blokajinin
metabolik sendromdaki dnemini gostermektedir.

Calisilan IL-6, NF-xB, TGF-B, TNF-a, SMAD-3 ekspresyonlari, fruktoz
verilen grupta kontrol grubuna gore yiiksek bulunmustur. Enalapril uygulamasi
yiiksek fruktoz verilen grupta, sadece fruktoz verilen gruba goére TGF-p, SMAD-3,
IL-6 ekspresyonlarinda anlamli azalma meydana getirirken; TNF-a ve NF-xB
ekspresyonlarinda azalmaya yol agmasina karsin bu azalma istatistiksel olarak
anlamli bulunamamistir. Obezite/metabolik sendrom, insan yag dokusunda TNF-aq,
IL-8, IL-10, IL-6 ve IL-1p gibi inflammatuar sitokinlerin salinimina neden olur. Bu
durum fibroblastlarin, mast hiicrelerinin, makrofaj, l6kosit gibi inflamatuar
hiicrelerin yag dokusuna karigmasina neden olur (29). Kabul edilmis bir yiicre igi
yolak olan niikleer faktor kappa B (NF-kB)’nin metabolik sendromda obezite
bagimli bir yolak oldugu gosterilmistir (30). Makrofajlar, T hiicreleri ve diger
hiicreler tarafindan iiretilen proinflamatuar sitokinler hedef hiicreler lizerindeki
etkilerini NF-kB’nin aktivasyonu ile gosterirler (31, 32). NF-xB yolunun
aktivasyonu AT-2 artisina ve TGF-p (Transforme edici biiylime faktorii beta) ve
inflamatuar sitokinlerin salinimina sebep olmaktadir (33). Lokosit, vaskiiler endotel
ve diiz kas hiicreleri, kardiyomyositler ve fibroblast gibi hiicreler proinflamatuar
sitokinlere NF-kB aktivasyonu ile yanit verirler (34).

Transforme edici biiyliime faktorii-beta "nodal", "activin", BMP ve AMH’y1
de kapsayan, doku homeostazinin siirdiiriilmesi ve embriyonik gelisimin kontroliinde
onemli rolleri olan genis bir sitokin ailesinin baslica {iyesidir. Bir¢ok hiicre
tarafindan sentezlenen TGF-B hiicre boliinmesi (proliferasyon), farklilagmasi

(diferansiasyon), adhezyon, morfogenez, ekstraseliiler matriks olusumu ve programli
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hiicre 6limil] gibi [gesitli hiicresel siireclerin kontroliiniil] saglamaktadir. Bu
biiyiime faktoriiniin sinyalizasyon yolu birgok farkli yollar ile etkileserek hiicrenin
homeostazini saglamaktadir (41- 43). In vivo sartlar i¢inde ¢esitli dokularda, TGF-p
ektraseliiler matriks proteinlerinin tiretimini ve fibrozu stimiile etmektedir (44).
Yapilan bazi ¢aligmalarda TGF-B’nin renal fibrozu Smad-3 adli protein araciliiyla
yaptig1 gosterilmistir (39, 40).

Esraa ve ark. (103). yaptiklar1 bir ¢alismada %60 fruktozla 12 haftada
olusturulmus metabolik sendrom modelinde karaciger dokularmmin western blot
analizlerinde TNF-a, TGF-f ve NF-kB ekspresyonlarinda belirgin yiikseklikler
izlenmis olup bir ARB olan telmisartan verilen gruplarda bu inflamatuvar
belirteglerin ekspresyonlar1 diisiik bulunmustur. Jorge ve ark.’nin obez Zucker
ratlarinda 6 ay stireli ¢alismalarinda obez gruptaki ratlarin karacigerlerinde |L-6,
TNF-a, TGF-B diizeylerinde anlamli artis gdzlenmistir. Aym calismada bir ACE]
olan perindopril verilen grupta yapilan karaciger dokusunda bu belirteglerin anlamli
diizeyde azaldig1 gozlenmistir (55). Calismamizda ise fruktoz verilen grupta bobrek
dokularinda TGF-B, IL-6, SMAD-3, NF-kB, TNF-a ekspresyonlarinda anlaml
artiglar goriilmesine ragmen ve enalapril uygulamasi ile NF-xB ve TNF-a
diizeylerinde anlamli azalma goriilmemistir. Bu durum deney siiremizin nispeten kisa
olusuna baglanabilir. Sprague-Dawley cinsi ratlarla yapilan bir ¢alismada ise bir
ACE:I olan benazepril uygulamasi ratlarin kalp dokusunda TNF-a, TGF-f, NF-xB ve
Smad 3/4 ekspresyonlarini kontrol grubuna gére anlamli sekilde azaltmistir (113).
Caligmamizda benzer sonuglarin alinmis olmast ACE inhibisyonunun AT-2 blokaji
ile hiicre i¢1 yolaklar1 inhibe ederek inflamatuvar siireci durdurmasi ile agiklanabilir
(54).

Fumihiro ve ark.’nin (112) metabolik sendrom i¢in uygun, genetik olarak
degistirilmis “SHRSP fatty” cinsi ratlarda 8 hafta siireyle yaptiklar1 ¢alismada
kontrol grubunda bobrekte TGF-f1, Smad 4, Smad 2/3, TNF-a ve NF-xB
ekspresyonlarinin arttigi ancak bir ARB olan telmisartan verilen grupta bu
ekspresyonlarin anlamli bir sekilde azaldigi goriilmiistir. Calismamizda da benzer
sonuglar alinmistir ancak bahsedilen calismada telmisartan verilen grupta NF-kB ve

TNF-a diizeylerinin anlamli bir sekilde azalmasi ACEi ve ARB’ler arasindaki
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farkliliga ve deneyde metabolik sendrom i¢in genetigi degistirilmis rat
kullanilmasina baglanabilir.

Metabolik sendrom ¢esitli komponentleri ve bu komponentlerin neden oldugu
bir ¢ok komplikasyonu olan kronik bir hastaliktir. MS tiim diinyada ciddi oranda
morbidite ve mortaliteye neden olmaktadir. Sakatliklar ile isgiicii kaybina neden
olarak ve komplikasyonlarin yarattigi bakim ve tedavi harcamalari ile milli
ekonomiye zarar vermektedir. Metabolik sendrom tedavisinde atilacak olumlu
adimlar topluma ve devlet ekonomisine katkida bulunacaktir. Bu nedenle
patogenezde rol alan inflamatuvar belirtecleri hedef alan tedavi modaliteleri ile hem
metabolik sendrom hem de buna bagl komplikasyonlarin oniine gegilebilir.
Yaptigimiz bu ¢alisma goéstermistir ki bir ACEi olan enalapril metabolik sendromun
neden oldugu diyabet, bobrek yetmezligi, obezite gibi komplikasyonlarin tedavisinde
timit vaadedici sonuglar ortaya koymaktadir. Ancak daha ileri deneysel ve Klinik

caligsmalara ihtiya¢ vardir.
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