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Ozet

Amac: Insanlarda ve diger canl tirlerinde viicut homeostazin
bozmadan, esansiyel besin gereksinimi surdurdlirken alinan kalorinin
azaltilmasina kalori kisitlamasi denir. Kalori kisitlanmasinin, obeziteyi
Oonlemenin vyanisira yaslanmanin gecikmesi ve vyaslanmaya bagli
cesitli patolojilerin dnlenmesi gibi etkilerinin oldugu goértlmustdr. Bu
calismada 10 hafta sireyle alinan kalorinin %60 oraninda azaltiimasi
seklinde kalori kisitlamasi uygulanmis ve diet uygulamasinin oksidan
ve antioksidan belirtecler Uizerine etkisi arastiriimistir.

Gereg ve Yontem: Wistar Albino cinsi, 40 adet, 4-5 aylik, erkek sican
kullanilmistir. Normal kilolu kontrol (NK, n=10), normal kilolu kalori
kisitlamasi yapilan (ND, n=10), obez kontrol (OK, n=10), obez kalori
kisitlamasi yapilan (OD, n=10) gruplar seklinde 4 grup olusturulmustur.
Deney baslangicinda normal kilolu grup (NK) 250+20 gr, obez grup (OK)
400+20 gridi. 10. haftanin sonunda, anestezi altinda aorttan kan alinarak
deney sonlandiriimistir. Numunelerden hemolizat hazirlanarak lipid
peroksidasyon Urint MDA, antioksidan enzimler; SOD, KAT ve GSH
calisiimistir. Bulgular: OD grubu MDA dizeyi, OK grubuna gére anlamli
dizeyde dusuk iken, SOD, CAT ve GSH dizeyleri OD grubunda OK
grubuna goére anlamli dlizeyde yUksektir (P<0.01). NK grubuna gére ND
grubunda MDA diizeyi anlamli diizeyde dusik ve SOD, KAT duzeyleri
anlamli dizede yUksek saptanmistir (P<0.01). Sonug: Kalori kisitlamasi
lipid peroksidasyonunu azaltirken antioksidan enzim tiketimini de
azaltmaktadir. Kalori kisitlamasi serbest radikallerin  olusumunu
azaltabilmektedir dolayisiyla etyolojisinde serbest radikallerin rol
oynadidi bircok hastaliga ve yaslanma sUrecindeki olumsuzluklara karsi
kalori kisitlamasi koruyucu bir 6nlem olabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Obezite, kalori kisitlamasi, oksidatif stres; antioksidan
enzimler
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Abstract

Objective: Caloric restriction (CR) is a dietary regimen that restricts
calorie intake while maintaining the essential nutritional requirements
without disturbing the homeostasis of body. As well as prevention of
obesity, CR has been shown to prevent age-related pathologies and
delay the aging process. In the present study 60% of caloric intake
was restricted for 10 weeks and effect of CR on oxidant and antioxi-
dant markers were determined from their erythrocytes.

Materials and Methods: Wistar Albino, 40 male (4-5 months) rats were
included and divided into 4 groups as: non-obese (NK), non-obese ca-
loric restricted (ND), obese (OK), obese calorie restricted (OD) groups.
At the beginning of the experiment the weight of NK and OK groups
were 250+20 gr and 400+20 gr respectively. At the end of 10th week
the rats were anaesthetized, euthanized by taking blood from aorta.
Hemolyzed erythrocytes were prepared and malondialdehide (MDA),
superoxide dismutase (SOD), Catalase (CAT) and finally reduced gluta-
tione (GSH) were determined. Results: While MDA level of OD group
was significantly decreased, SOD, CAT and GSH levels of OD gro-
up was significantly increased compared to OK group. For ND group,
MDA level was significantly decreased and SOD and CAT levels were
significantly increased compared to NK group (P<0.01). Conclusion:
CR seems to lower lipid peroxidation and simultaneously decrease an-
tioxidant enzyme consumption. As CR may lower the occurance of
free radicals, it may be a protective measure against many diseases
in which free radicals take place as an etiological factor and against
negative processes in ageing.

Keywords: Obesity, calorie restriction, oxidative stres; antioxidant enz-
ymes
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Giris

Enerji alinmasi ve harcanmasi arasindaki dengenin bozul-
masindan kaynaklanan ve ihtiyac fazlasi kalorinin orga-
nizmada depolanmasi sonucu meydana gelen obezitenin
etyolojisinde daha cok yiksek kalorili diyet ile beslen-
mek ve/veya hareket azligi gibi cevresel faktorler rol oy-
namaktadir'. Gelismis toplumlarda hizla artan obezite
orani insan vicudundaki sistemlerin bir cogunu olumsuz
yonde etkilemektedir.234 Insanlarda ve diger canli tirle-
rinde vicut homeostazini bozmadan alinan kalori miktari
azaltilabilmektedir. Kalori kisitlamasinin bircok hastaliga
(ateroskleroz, hipertansiyon, diabetes mellitus vs) karsi
koruyucu etkisi oldugu, bunun yanisira yaslanmanin ge-
cikmesi ve canli organizmalarda yasam sUresinin uzama-
sI seklindeki etkileri ortaya konmustur.”%587 Kalori kisit-
lamasinin saglamakta oldugu bu olumlu etkilerin altinda
yatan mekanizma ¢ok acik olmasa da bu konuda bircok
hipotez ortaya konmustur. Bunlardan biri de kalori kisit-
lamasi ile serbest radikallerin yol agtigl hasarlarin azaltil-
mas! yoluyla olumlu etkilerin saglandigi yontndedir.® Bu
calismada 10 hafta slreyle, esansiyel besin gereksinimi
sUrduarlltrken alinan kalorinin % 60 oraninda azaltilmasi
ile sicanlara kalori kisitlamasi uygulanmis*8 ve eritrositler-
de lipid peroksidasyon urtnd malondialdehid (MDA) ve
antioksidan enzimlerden slUperoksid dismutaz (SOD), ka-
talaz (KAT) enzim aktiviteleri ve redikte glutatyon (GSH)
duzeyleri incelenmistir.

Gerec ve Yontem

Calisma Grubu

Calismamizda kullanilan sicanlar Stleyman Demirel Uni-
versitesi, Deney Hayvanlari Laboratuvari’'ndan temin edil-
mistir ve kullanilan sicanlara ‘Guide for the Care and Use
of Laboratory Animals’ (www.nap.edu/catalog/5140.
html) prensipleri dogrultusunda uygulama yapiimis, hay-
van haklari korunmus ve Stileyman Demirel Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan (SDU-HADYEK)
onay alinmistir.

Calismamizda Wistar Albino cinsi, 40 adet, 4-5 aylik,
yetiskin erkek sican kullanilmistir. Normal kilolu kontrol
(NK, n=10), normal kilolu kalori kisitlamasi yapilan (ND,

n=10), obez kontrol (OK, n=10), obez kalori kisitlamasi
yapilan grup (OD, n=10) seklinde 4 grup olusturulmus-
tur. Sicanlarin herbiri ayri kafeslere konmustur. Deney
baslangicinda normal kilolu grup 250+20 gr, obez grup
400+20 gr. idi. Sicanlar deney stiresince standart isik (12
saat gln 1191 / 12 saat karanlik), 1s1 (25° C) kosullarinda
tutulmuslardir. Kontrol gruplari yeteri kadar su ve yem
(Yem Kurumu Standart Sican Yemi) ile beslenmislerdir.
Kalori kisitlamasi yapilan gruplar ise yeteri kadar su ve
gunlik almasi gereken yemin %60 kadari kisitlanarak
beslenmislerdir. Sicanlarin kilolari haftalik olcUlimustar.
Sicanlar, 10. haftanin sonunda ayni gin icerisinde, int-
ramuskuler olarak uygulanan %710'luk ketamin-%2'lik
ksilazin (Alfazin, Alfasan IBV) anestezisi altinda aortadan
kan alinarak sakrifiye edilmislerdir. EDTAI tlplere alinan
kan ornekleri 4000 devir/dk ile 5 dk. santriflj edilmis ve
plazmasi uzaklastinlmistir. Eritrositler 3 mL %0.9 NaCl
ile 4000 devir/dk olacak sekilde 5 dk santriflj edilerek 3
defa yikandiktan sonra supernatantlari atiimis, eritrositler
2 mL soguk distile su ile hemoliz edilmistir. Hemoglobin
konsantrasyonu siyanomethemoglobin metoduyla he-
molizattan tayin edilmistir.®

Malondialdehid (MDA) Diizeyinin Saptanmasi

Lipid peroksidasyon Urunlerinden olan malondialdehid
(MDA) o6lcimu icin Draper ve Hadley'in ¢ift 1sitma yon-
temi kullaniimistir.’ Metodun prensibi TCA ile ¢coktlirme
isleminden sonra MDA-TBA (Tiobarbitlrik asit) komplek-
sinin 532 nm'de (Shimadzu UV-1601, Almanya) verdigi
absorbansin olciimesi esasina dayanir. Sonuglar nmol/
gr. Hb olarak verilmistir.

Superoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Saptanmasi
SOD aktivitesi, Olympus AU 2700 (Japonya) otoanalizo-
rine aplike Randox marka ticari kit kullanilarak spektro-
fotometrik yontem ile dlglilmustir. Ksantin oksidazin ka-
talizledigi reaksiyonla ksantinden Urik asit ve stperoksit
radikali olusur. Olusan sUperoksit radikali kirmizi renkli
formazon bilesigi olusturmak tzere INT (2-(4-iodophenyl)-
3-(4-nitrophenol)-5 phenil tetrazolium chloride ile reaksi-
yona girer. SOD aktivitesi bu reaksiyonun inhibisyon de-
recesiile 6lctltr.11 SOD aktivitesi U/gr Hb seklinde ifade
edilmistir.
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Katalaz (KAT) Aktivitesinin Saptanmasi

KAT aktivitesi Aebi ydntemine gore calisiimistir. KAT hid-
rojen peroksidin (H202) su ve molekdler oksijen vermek
Uzere bozunmasini katalizler. Calismada KAT aktivitesi,
H202 konsantrasyonunda birim zamandaki azalmanin
240 nm’de spektrofotometrik olarak (Shimadzu UV-1601,
Almanya) izlenmesiyle tayin edilmistir.’? KAT aktivitesi U/
gr Hb olarak verilmistir.

Glutatyon Dlzeyinin Saptanmasi (GSH)

GSH konsantrasyonu, Beutler ve arkadaslan tarafindan
tanimlanan spektrofotometrik redikte glutatyon olgim
metoduna gore hemolizattan 2 ml alip igcerisinde glasi-
el metafosforik asit, disodyum EDTA ve sodyum klorid
bulunan 3 ml presipite edici sollsyonla karistirildi ve 5
dakika oda isisinda inklibasyona birakildiktan sonra filt-
re kagidi ile sUzuldU. Filtrat disodyumfosfat sollisyonu
ile karsilastirildi ve 412 nm’'de reaktif kdrine karsi ab-
sorbansi (Shimadzu UV-1601, Almanya) okundu. Daha
sonra klvete 5.5'-dithiobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB)
solisyonundan eklenip karistirildi ve tekrar absorbansi
okundu. Her bir 6rnegin DTNB eklendikten sonra elde
edilen absorbans degerinden ilk okunan absorbans de-
geri cikarilarak elde edilen optik dansite farki redikte glu-
tatyon standardinin optik dansite farki ile karsilastirilarak
redikte glutatyon konsantrasyonlari umol/ gr Hb olarak
hesaplandi.™

istatistiksel Analiz:

Istatistiksel degerlendirmeler “SPSS 15.0 for Windows"
paket programi kullanilarak yapilmistir. Deney suresin-
ce her bir grubun kilo degisimleri Wilcoxon Sign test
ile degerlendirilmistir. Gruplar arasi karsilastirmalar icin
Krukall Wallis testi kullanilmis ve P<0.05 anlamli kabul
edilmistir. Anlamli ¢ikan veriler igin hangi gruptan kaynak-
landigini saptamak amaciyla Bonferoni diizeltmeli Mann
Whitney U testi uygulanmistir ve bu kez P<0.01 anlamli
kabul edilmistir.

Bulgular
Deney sirecinde (10 hafta) sicanlar her haftanin ilk gini

tartiimistir. Tim gruplann ilk kilolari ve son kilolari ara-
sinda istatistiksel olarak anlamli degisiklikler saptanmistir

(p<0.05) (Grafik 1).

Grafik 1:
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Grafik 1: Siganlarin deney baslangici ve sonunda kilo
degisimleri

Her bir grubun calisma baslangici ve sonundaki kilo
degisimleri Wilcoxon Sign test ile degerlendirilmistir. ‘a’

verisi ‘b’ ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml bir
fark oldugunu ifade etmektedir (p<0.05). 10 haftalik kalori
kisitlamasinin ardindan tim gruplarda baslangic kilolari ve
deney sonu kilolari arasinda anlamli bir fark saptanmistir ve bu
veriler metodolojinin isledigini gdstermektedir.

Tablo 1:
TUm gruplarin lipid peroksidasyon, GSH ve antioksidan enzim
sonuglari:

Gruplar g”HDtﬁ {umol/ SOD (UfgHb) | KAT (U/gHb) SE)H fnmolfg
NK (n=9) 0,320:0,026a | 12136+361a | 127223382 | 88,74+6,22a
ND (n=10) 0,138:0,013b | 1453146400 | 244+50,57b | 110,18+8,35
QAH%? {(umol/ SOD (UigHb) | KAT (U/gHb) SE)H (nmol/g
OK (n=10) 0,750+0,069¢,x 7716+406¢,x 62,02+4,5¢,x 51,13£3,05¢,x
OD (n=10) 0.476+0.032y 9995+449d.y 99 4+5,7d.y 72 44x2 57y

Tablo 1: Tim gruplarin lipid peroksidasyon, GSH ve
antioksidan enzim sonuclari

Veriler Kruskall Wallis ve post hoc olarak Bonferroni dizeltmeli
Mann Whitney U test ile degerlendirilmis ve p<0.01 anlamli
kabul edilmistir. ‘a’ verisi ‘b’,'c’ ve 'd" ile karsilastirildiginda

ve ek olarak ‘x’ verisi 'y’ ile karsilastirildiginda anlamli bir fark
saptanmistir. Veriler median+=SEM olarak verilmistir.

Oksidatif stres ve antioksidan belirtegler acisindan NK
grubu ile OK grubu karsilastirildiginda tim parametreler
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acgisindan anlamli bir fark s6z konusudur. OK grubunda
antioksidan enzimler ve GSH anlamli dizeyde dusuk
iken MDA dizeyi anlamli diizeyde yulksek saptanmistir
(P<0.01). OK ile OD grubu karsilastirildiginda ise tim pa-
rametrelerde anlamli farklilik saptanmistir (P<0.01). OD
grubu ile OK karsilastinldiginda MDA dizeyi anlamh di-
zeyde dusUk iken, SOD, KAT ve GSH duzeyleri anlamli
dlzeyde yUksek bulunmustur. NK grubu ile ND grubu
karsilastirildiginda ise MDA dlzeyi ND grubunda NK gru-
buna gore anlamli diizeyde disik iken SOD ve KAT du-
zeyleri anlamli derecede yUksek saptanmistir (P<0.01).
Ancak normal kilolu sicanlar ile diet uygulananlar ara-
sinda GSH duzeylerinde anlamli bir fark saptanmamistir
(P>0.01) (Tablo 1).

Tartisma

Obezitenin artmakta olan toplumsal bir sorun olmasi ve
bircok sistemik hastalikla beraberligi asikardir.? Obezite
ve yaslanma slreci arasinda kompleks bir iliski oldugu,
obezitenin metabolik sendromun komponentlerinden
biridir ve insulin resistansi, kardiovaskuler hastaliklar, hi-
pertansiyon ve kronik bdbrek hastaliklari gibi yaslanma
ile gordlme sikligi artan hastaliklar ile iliskilendiriimekte-
dir.34147816 \/(jcutta oksidan Urlnler ve antioksidan sis-
tem belli bir denge igindedir. Bu denge cesitli nedenlerle
ornegin yaslanma sirecinde veya bazi sistemik hastalik-
larda oksidan drUnlerin artisi yonunde degismekte ve bir-
cok hastaligin etyopatogenezinde rol oynamaktadir.”” Biz
calismamizda obez ve normal kilolu siganlara 10 haftalik
bir diet uygulamasinin ardindan kan MDA, SOD, KAT ve
GSH duzeylerini saptayarak dietin oksidatif durum Uze-
rine etkilerini arastirdik. Esansiyel vitamin ve mineral
gereksinimi karsilanarak, %60 kalori kisitlamasi seklinde
uygulanan diet sonucunda siganlarda lipid peroksidasyon
artnt, MDA anlamli dlzeyde diserken eritrosit antiok-
sidan sistem enzimleri SOD, CAT ve GSH duzeylerinde
anlamli bir artis saptanmistir. On haftalik diet sonucunda
obez sicanlarin MDA ve GSH dulzeyleri diet sonrasinda
normal kilolu sicanlarin dizeyine yaklasmis, deney bas-
langicindaki anlamli fark ortadan kalkmistir. Obez sicanla-
ra uygulanan diet oksidatif stres parametresini disirmdis
ve normal kilolu sicanlara uygulanan diet ile bu disme
egilimi devam etmistir. Antioksidan belirtecler acisindan

bakildiginda da dietin hem obez grupta hem de normal
kilolu grupta olumlu sonuglari gdzlenmis ve dizeyleri
diet uygulamasi sonunda artis gdstermistir. Obezitenin
oksidatif stresi dolayisiyla MDA dUzeylerini arttirmasi so-
nucu antioksidan enzimlerin hizla tiketilmesi mimkun-
dur. Diet slreci boyunca MDA dizeyinin disUsuU ile de
antioksidan enzimlerin dizeyini korumasi muhtemeldir.
Bu calismada obezite ve dietin eritrosit oksidan ve anti-
oksidan durumu hakkinda bilgi saglanmistir. Obezitenin
etkilerinin sistemik olmasi, yaslanma sureci ve pek ¢ok
sistemik hastalikla iliskilendiriimesinden dolayi literattr-
de kan dlzeyinde degil fakat farkl dokular tzerine etkile-
riyle ilgili bircok ¢calisma vardir.

Silver ve ark.nin yaptigi klinik calismada obez vakalarda
artmakta olan yag dokusu ile NADPH oksidaz-p47 phox
adli oksidan enzim expresyonunda artis oldugu ve bunun
ile iliskili olarak vaskuUler endotelial oksidatif streste artis
oldugu saptanmistir.’”® Masoro ve ark.lari kalori kisitlama-
sl ile lipidler, proteinler ve DNA'da yas ile iliskili oksidatif
hasar birikiminin azaltilmasinin saglandigini ileri strmus-
lerdir. Mitokondrial membranlardaki lipid acil zincirlerinin
cift baglarini kaybettigini ve boylece membran lipidlerinin
peroksidasyon olayina karsi daha direncli hale gelebildi-
gini ve bunun da diet ile oksidatif hasarin hafifletiimesi
hipotezini destekledigini savunmuslardir.’® Bir diger ca-
lismada, streptozotosin ile diabet olusturulan sicanlarda
kalori kisitlamasi yapilmis ve beyin dokusunda SOD, KAT
enzim aktivitelerinin arttigi ve oksidatif stres parametre-
lerinde anlaml bir disUs oldugu saptanmistir.2 MalnUt-
risyon yaratmadan orta derecede kalori kisitlamanin re-
aktif O2 radikalleri gibi intrinsik hasar ajanlarini, yaslanma
ile artan glial fibriler asidik protein dizeyini ve DNA'da
olusan oksidatif hasari azalttigi tespit edilmistir.2! Kalori
kisitlamasi ile Sir2-ailesi proteinlerinin aktivasyonu, gida
sinyal yolaklarinin modulasyonu, reaktif oksijen tirlerinin
ve dolayisiyla oksidatif hasarin azaltiimasi ve reaktif oksi-
jen tdrlerinine karsi direncin arttirilmasi yoluyla yaslanma-
nin geciktigi ileri strdlmistr.6222324 Kalori kisitlamasinin
hicresel dizeyde antioksidan defans sistemine olumlu
etkisi hala celiskilidir. Bazi calismalar bu hipotezi destek-
lerken?52627 pir kisim calismada bu etki saptanamamis-
11r2829.3031.32 Yapilan galismalar kalori kisitlamasinin farkli
dokulara etkisini 6rnegin karaciger, bobrek, lens Uzerine
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etkisini farkli yas gruplarinda ozellikle de orta yash ve
yasli sicanlarda incelemislerdir. Uygulanan kalori kisitla-
masl %30-60 arasinda degismektedir. Bizim calismamiz
bu hipotezi buylk oranda desteklemektedir. Literatirde
rastlanan celiskili veriler metodolojik farklar ve calisilan
dokularin farkh olusu ve son olarak kullanilan deney gru-
bunun yasi ile iliskili olabilir.

Sonucta bu calisma ile esansiyel vitamin ve mineral ihti-
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