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OZET

Egzersiz, bireylerin saghgmim korunmasi ve gelistirilmesinde, cesitli sitokinlerin, hormonlarm, biiyiime faktorlerinin ve oksidatif stresin
konsantrasyonunu etkileyen bir tiir fizyolojik strestir. Ek olarak egzersiz, karbonhidratlar ve serbest yag asitleri gibi yiliksek miktarlardaki
substratlar1 harekete gegirerek ve metabolize ederek enerji dengesini etkiler. Tiim bu faktorlerin potansiyel olarak apoptoza veya otofaji ile
hiicresel hayatta kalmaya aracilik ettigi bilinmektedir. ilk kez grubumuz tarafindan farkli beslenme uygulamalar1 (yiiksek karbonhidrat
(YK+kolit), yiiksek protein (YP+kolit) ve yiiksek yagli (YY+kolit) beslenme), yiizme egzersizi ile kombine edilmis ve egzersizin iilseratif
kolit koruyucu etkisi ortaya konmustur. Yapilan ¢alisma sonucunda bu ¢alismada egzersiz ile farkli diyet bilesenlerinin (YP+kolit, Y'Y+kolit
ve YK+kolit) uygulanmasi sonucu ortaya ¢ikan metabolik iligkinin karaciger, bobrek enzimleri ile sagligi nasil etkiledigi sorusuna yanit
aranmuistir. Bu ¢aligmada farkli diyet bilesenlerinin ve egzersizin, karaciger ve bobrek ilizerindeki etkisinin histopatolojik ve biyokimyasal
analizler ile ortaya konmasi amaglanmistir. Sonuglar degerlendirildiginde tiim gruplarin karaciger dokularinda portal alan merkezinde
mikrovezikiiler steatoz gozlenmis ancak egzersiz sonrasi gruplar arasinda anlamli azaliglar bulunmustur. Tim gruplarin bobrek
histopatolojisi degerlendirildiginde glomeriiler alan, hiyalin madde birikimi, interstisyel inflamasyon, mediiller konjesyon ve kortikal
konjesyon agisindan gruplar arasinda anlaml fark bulunmamistir. Bobrek histopatolojisinde YP-+kolit gruplarinda Bowman araliginda artis
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Apoptoz (kaspaz 3 ve kaspaz 9) ve otofaji belirtegleri (p62 ve LC3B) immiinaktiviteleri egzersiz
gruplarinda daha yiiksek bulunmustur. YP+kolit, YY-+kolit ve YK+kolit gruplarinda ALT, AST ve ALP degerlerinin arttig1 ancak egzersiz
gruplarinda diisiis oldugu gozlemlenmistir. Tiim sonuglar degerlendirildiginde E+YK-+kolit grubu serum ALT, AST, ALP, BUN, kreatinin,
albiimin degerleri ve histopatolojisi ile kontrole en yakin grup olarak bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz. Otofaji. Yag. Karbonhidrat ve protein yoniinden zengin diyet.

Histopathological Analysis of Kidney and Liver in the Prevention Model of Exercise and Three Types of Diet-Induced
Ulcerative Colitis

ABSTRACT

Exercise is a type of physiological stress that has an impact on the concentration of different cytokines, hormones in the maintenance and
enhancement of people's health. Exercise also influences energy balance by metabolizing large quantities of substrates. For the first time, our
lab's combination of high carbohydrate (HC+colitis), high protein (HP+colitis) and high fat (HF+colitis) nutrition with swimming exercise
showed a protective effect against the onset of ulcerative colitis. As a consequence of the investigation, an answer to the question of how the
metabolic relationship brought about by the application of exercise and various dietary components impacts liver and kidney enzymes and
health was sought in this study. Microvesicular steatosis was discovered in the liver tissues of all groups when the data were analyzed,
however there were statisticaly significant differences between the groups following exercise. There was no discernible change in the groups
kidney histology when the glomerular area, hyaline material deposition, interstitial inflammation, medullary congestion, cortical congestion
were assessed. When comparing the HP+colitis groups, a statistically significant increase in Bowman's distance was seen in the kidney
histology. The exercise groups had greater levels of immunoactivity for the apoptosis and autophagy markers. In contrast to the exercise
groups, it was seen that the ALT, AST, and ALP values rose in the HP+colitis, HF+colitis, and HC+colitis groups. When all the data were
analyzed, it was discovered that the E+HC+colitis group had serum ALT, AST, ALP, BUN, creatinine, albumin levels, and histopathology
that were the most similar to the control group.
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Fiziksel aktivite, enerji harcanarak iskelet kaslarmin
kasilmasiyla meydana gelen herhangi bir bedensel
hareket olarak tanimlanabilir'. Egzersiz bazi
hastaliklardan korunma veya tedavi edici olarak
kullanilabilecegi gibi kardiyovaskiiler tedavisinde,
kalp ve damar saghgmi koruma da, kas gilicii ve
dayanikliligini, esneklik ve viicut kompozisyonunu
gelistirmek amaciyla da yapilabilir’. Hastaliktan
korunma ve tedavi agisindan bakildiginda, egzersiz-
saglik iligkisinin arastiritlmasi milattan dnce 5. yiizyila
kadar dayanmaktad1r3. Giliniimiizde yapilan birgok
calisma da bu iliskiyi agiga ¢ikarmaktadir*®. Egzersiz,
bireylerin sagliginin korunmasi ve gelistirilmesinde,
esneklik, kas kuvveti, viicut kompozisyonu ve
postiiriin iyilestirilmesinde, mekanik bel, boyun ve

omuz agrist  gibi  baskin  kas-iskelet sistemi
bozukluklari, koroner arter hastali§i, osteoporoz,
obezite ve kolon kanseri gibi hastaliklarin

onlenmesinde ve tedavisinde temel bir davranig olarak
onerilmektedir®’ Fiziksel egzersiz sirasinda iskelet
kasindan  salmman  miyokinler  kardiyovaskiiler
hastaliklar ve obezitede goriilen artmis inflamasyona
kismen anti inflamatuar etki gosterir®”. Kronik
hastaliklara yakalanma riski ve/veya siddetinin,
yiiksek inflamatuar mediatorlerin  varhigimma bagh
oldugu belirtilmektedir.'”"". Egzersiz ile viicutta
hormonal, metabolik ve inflamatuar bir¢ok degisiklik
meydana gelirlz. Bu yiiksek yogunluklu aktivite
(ylizme egzersizi) ile farkli diyet bilesenlerinin
sistematik olarak uygulanmasiyla ortaya c¢ikan
hormonal, metabolik ve inflamatuar profiller
arasindaki giiclii iliskinin vurgulanmas: 6nemlidir".
Kas, glikozu glikojen bigiminde depolama yetenegine
sahiptir; bu, glikoz diyetten kolayca alinamadiginda
bile kasilma igin enerji liretiminin hizli bir sekilde
baslatilmasim kolaylastirir'*"®. Karaciger ve bobrekler
tarafindan da paylasilan bu depolama kapasitesi
iskelet kasini, aglik sirasinda tim organlarin temel
enerji substratlarina erismesine yardimer olan dnemli
bir metabolik organ haline getirir'*'®. Viicuda alinan
besinlerin (karbonhidrat yiikiinlin) %25 ila %35'inin
dolasimdan hizla ¢ikarildigi ve karaciger tarafindan
depolandigr bilinir'*'®. Geri kalan glikozun yaklasik
%40 kasta birikirken, yaklasik %10'a ise bobrekten
atilir'*'®.  Egzersiz, hasarhi hiicresel bilesenlerin
ortadan kaldirilmast ve yenilenmesi icin otofajiyi
harekete gegirir”. Beslenme ve enerji taleplerini
karsilamak icin aglik veya egzersiz gibi belirli stres
uyaranlart hiicre i¢i otofajiyi arttirir'®  Stresérler
tarafindan indiiklenebilen dogal doku homeostazi icin
hayati 6nem tasiyan bu etkiler, zararli bilesiklerin ve
hasarli dokularin ortadan kaldirilmasini baslatir'® .
Serbest birakilan amino asitler alternatif enerji
substratlar1 olarak hizmet edebileceginden, otofajinin
egzersiz sirasinda ve sonrasinda hiicresel enerji
homeostazini da destekler'. Otofaji, sitoplazmik
molekiillerin geri doniisiimii, hasarli organellerin veya
toksik proteinlerin uzaklagtirilmas: yoluyla hiicresel
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homeostazin siirdiiriilmesi i¢in depozit maddeleri
ortadan kaldirarak cesitli hastaliklarin onlenmesinde
ve tedavisinde yer alr’>®. Otofajide primer rol
oynayan p62 proteini, toksik hiicresel atiklar1 tanir®*.
Otofajide substrat olarak rol oynayan p62 proteini,
otofagozom olusumunu saglayan LC3-I ile etkilesime
girer”. Otofagozomun i¢ zarmda bulunan LC3-II,
LC3- 1 tarafindan tutulan p62 ile secici olarak
otofagozom igine tasmir®™ **. LC3 araciligiyla p62
bagli protein agregatlar1 ve artik materyaller otofaji ile
ortadan kaldirilir™.  Apoptoz da otofaji  gibi
hastaliklarda, homeostazda, ilag metabolizmasinda,
kanser ve doku gelisiminde 6nemli roller oynayan
diizenlenmis hiicre 6liim mekanizmasidir®. Apoptotik
yolda merkezi Oonemi olan kaspaz-9 mitokondriyal
veya igsel apoptotik yolda rol oynar’’. Kaspaz-9,
mitokondriden salinan sitokrom c¢ ile apoptotik
peptidaz aktive edici faktdor 1 (Apaf-1) yardimiyla
apoptozomda aktive edilir'’. Aktive olan kaspaz-9,
efektor kaspaz 3 ve 7'yi aywrir. Apoptozu aktive
eder”®. Bu calismada farkli diyet bilesenlerinin ve
egzersizin, karaciger ve bobrek tizerindeki etkisinin
histopatolojik ve biyokimyasal analizler ile ortaya
konmasi amag¢lanmustir.

Gereg ve Yontem

Hayvanlar ve doku hazirlama

Yerel etik kurul onay1 ((BAIBU, 01/08/2022, DHL-
2022/29) Bolu Abant izzet Baysal alindiktan sonra 8-
10 haftalik 70 adet erkek sican temin edilmistir. 70
hayvan, 10 gruba ayrilmis olup, grup basina 7 adet
sigan  bakilmustir. Hayvanlarin ~ bakim  ve
beslenmesinde deneysel ve diger bilimsel amaglar i¢in
kullanilan hayvanlarin refah ve korunmasma dair
yonetmelige uygun olarak sicaklik kontrollii bir odada
(20-23 °C), 12 saatlik aydmlik/karanlik dongiisii
uygulanmistir. Calismada kullanillan tiim sicanlar,
gruplar arasi homojenizasyonu saglamak amaciyla bir
hafta siireyle standart diyetle beslenmistir. Gruplar
aras1 homojenizasyon sonrasi 8 hafta boyunca yiiksek
proteinli diyet (YP), yliksek yagh diyet (YY), yiiksek
karbonhidrath  diyet (YK) veya ad libitum
beslenmislerdir. Calismada yiizme egzersizi (E)
yaptirilan gruplara birinci giin 10 dakika yiizme
egzersizi uygulamasindan sonra egzersiz siiresi her
giin 10 dakika arttirilarak 1 hafta boyunca yiizme
egzersizine adaptasyonlar1 saglanmistir’’ Adaptasyon
sonrast 8 hafta boyunca haftada 3 giin giinde 1 saat
ylizme egzersizi yaptirtlmistir. Calisma gruplart su
sekildedir;

Grup 1 (Kontrol grubu): Normal diyetle beslenme

Grup 2 (Kolit grubu): Normal diyet ile beslenme +
iilseratif kolit uygulamasi

Grup 3 (Egzersiz grubu): Normal diyetle beslenme +
ylizme egzersizi uygulamast
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Grup 4 (Egzersiz-kolit grubu): Normal diyet ile
beslenme + ylizme egzersizi + iilseratif kolit
uygulamasi (E+kolit)

Grup 5 (Yiiksek protein ve kolit grubu): Yiiksek
proteinli diyetle beslenme + iilseratif kolit uygulamasi
(YP+kolit)

Grup 6 (Yiiksek yag ve kolit grubu): Yiiksek
karbonhidratli diyetle beslenme + iilseratif kolit
uygulamasi (YY+kolit)

Grup 7 (Yiiksek karbonhidrat ve kolit grubu): Yiiksek
yagl diyetle beslenme + iilseratif kolit uygulamasi
(YK+kolit)

Grup 8 (Egzersiz, yiiksek protein ve kolit grubu):
Yiiksek proteinli diyetle beslenme + ylizme egzersizi
+ iilseratif kolit uygulamas1 (E+YP+kolit)

Grup 9 (Egzersiz, yiiksek yag ve kolit grubu): Yiiksek
yagl diyetle beslenme + yiizme egzersizi + llseratif
kolit uygulamas1 (E+YY+kolit)

Grup 10 (Egzersiz, yiiksek karbonhidrat ve kolit
grubu): Yiiksek karbonhidrath diyetle beslenme +
ylizme egzersizi + ilseratif kolit uygulamasi
(E+YK+kolit)

Grup 5 ve 8’deki hayvanlar %45 protein YP diyet ile
(kazein (419 g), DL-methiyonin (3 g), misir nisastasi
(200 g) maltodekstrin (81 g), siikroz (50 g), seliiloz
(50 g), musir yagi (25g), palmiye yagt (20 g),
dikalsiyum fosfat (13 g), kalsiyum karbonat (5,5 g),
potasyum sitrat (16,5 g), vitamin (10 g) ve mineral
miks (10 g)), grup 6 ve 9’daki hayvanlar %60 YY
diyeti ile (kazein (200 g), DL-methiyonin (3 g), misir
nisastast (200 g) maltodekstrin (35 g), siikroz (50 g),
seliilloz (50 g), misir yag1 (325g), palmiye yag: (220
2), dikalsiyum fosfat (13 g), kalsiyum karbonat (5,5
g), potasyum sitrat (16,5 g), vitamin (10 g) ve mineral
miks (10 g)) ve grup 7 ve 10°daki hayvanlar ise %67
YK diyeti ile (kazein (200 g), DL-methiyonin (3 g),
misir nigastasi (315 g) maltodekstrin (35 g), siikroz
(350 g), seliiloz (50 g), musir yagt (25g), palmiye yagi
(20 g), dikalsiyum fosfat (13 g), kalsiyum karbonat
(5,5 g), potasyum sitrat (16,5 g), vitamin (10 g) ve
mineral miks (10 g)) 8 hafta boyunca
beslenmislerdir’>**. Yemlerin icerikleri ve oranlari
arastirmacilar  tarafindan  hesaplanarak  deney
hayvanlart  yemleri satan ARDEN firmasina
yaptirilmustir. 9. haftanin sonunda tim hayvanlar 24
saat a¢ birakildiktan sonra anestezi uygulamasini
takiben kontrol ve egzersiz grubu (grup 1 ve grup 3)
disindaki deneklere 1 ml, pH 2.4, %4’lik asetik asit
intrarektal olarak uygulanarak {ilseratif kolit modeli
olusturulmustur’°. Asetik asit ile kolit olusturma
modeli eskilerden giiniimiize kadar kolay uygulabilen,
ucuz bir yontem olmasi sebebi ile tarafimizdan tercih
edilmistir. Kontrol ve egzersiz grubu deneklere ise
asetik asit yerine 1 ml serum fizyolojik intrarektal
olarak verilmistir. Asetik asit veya serum fizyolojik
uygulamasindan 48 saat sonra tiim siganlarin ketamin

ve ksilazin (80-100 mg/kg, i.p.) anestezisi altinda
servikal  dislokasyon  sonras1i  sakrifikasyonlari
gergeklestirilmigtir. Her hayvandan hizli bir sekilde
karaciger ve bobrek dokular1 alindiktan sonra en az 48
saat %10 tamponlu formalinde fikse edilmistir.

Histopatolojik degerlendirme

Fikse edilen dokular g¢esme suyu altinda 2 saat
yikandiktan sonra artan alkol serisi ile dehidre
edilmistir (%70, %80, %96 ve %100’lik alkolden).
Her alkol serisinde 2 saat bekletilmis ve son olarak 20
dakika ksilen ile seffaflanmaya birakilarak 60 °C’de
isitilip  sivi hale getirilmis parafin (kat1 parafin)
icerisine gdomiilmiigtiir. Bir gece oda sicakliginda
dondurulmus ve kesit alana kadar -20°C’de muhafaza
edilmigtir. Elde edilen parafin bloklardan adeziv
lamlara 4 mikronluk kesitler alinmigtir. Alinan kesitler
kurutulduktan ve bir gece deparafinizasyon igin
etivde bekletildikten sonra boyamaya hazir hale
getirilmistir. Hematoksilen-eozin boyamast i¢in 30
dakika ksilen soliisyonu igerisinde bekletilen kesitler
azalan alkol serilerinde (%100, %96, %75)
bekletilerek rehidrate edilmistir. Rehidratasyondan
sonra sudan gegcirilerek hematoksilen boyasinda
(Merck, Almanya, kod:105174) 3 dakika, eozin
boyasinda (Eosin Y-solution 0.5% sulu, Merck,
Almanya, kod: 109844) 2 dakika bekletilmistir.
Boyama sonrasi preperatlar entellan ile kapatilmstir.
Bobrege ait kesitlerde glomeriiler alan, hiyalin madde
birikimi, interstisiyel inflamasyon, Bowman araligi
mesafesi, medullar konjesyon, kortikal konjesyon ve
yaygin l6kosit infiltrasyonu agisindan karacigere ait
kesitlerde hepatosit yapilarina, siniizoid genislemeleri,
portal alanda fibrozis, mikrovezikiiler steatoz
degerlendirilmistir’” .

Immiinohistokimyasal degerlendirme

Immiinohistokimyasal analiz icin adeziv lamlara
(Microcult, Tiirkiye) 4 um kalinliginda seri kesitler
alinmig ve gece boyunca 60 °C'de bekletilmistir.
Deparafinize edilmis olan kesitler azalan alkol serisi
(%100, %90, %80 ve %70) ile rehidrate edilmistir.
Kesitler daha sonra antijen geri kazanimi i¢in (pH 6.0)
10 mM sitrat tamponu igerisinde mikrodalga firinda
kaynatilmistir. Fosfat tamponlu salin (PBS) i¢inde ii¢
yikamadan sonra endojen peroksidaz aktivitesi, 30
dakika boyunca %?3’liik hidrojen peroksit ile inaktive
edilmigtir. Kesitler daha sonra spesifik olmayan
baglanmay1 bloke etmek igin bir protein bloke edici
(Ultra V Block, TA-125-UB; Thermo Fisher
Scientific, Japonya) ile 30 dakika inkiibe edilmistir.
Daha sonra, kesitler birincil antikorlarla gece boyunca

4°C'de inkiibe edilmistir: poliklonal anti-LC3B
(ab48394, 1:50, Abcam, UK), poliklonal anti-
SQSTM1/p62  (ab91526, 1:50, Abcam, UK),

poliklonal aktif kaspaz 3 (STJ90011, 1:50, Santa Cruz
Biotechnology, ABD), poliklonal aktif kaspaz 9
(STJ90005, 1:50, Santa Cruz Biotechnology, ABD).
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Ertesi giin kesitler PBS i¢inde yikanmis ve
biyotinlenmis UltraVision Plus Anti-Polyvalent, HRP
(kod: 14896; Thermo Fisher Scientific, Japonya) ile
40 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. PBS ile
iic yikamadan sonra antijen-antikor kompleksleri, 30
dakika boyunca bir streptavidin-peroksidaz kompleksi
(TA-125-HL; Thermo Fisher, Japonya)ile muamele
edilmistir. Bagli HRP enzimi, aminoetil karbazol
(AEC, kod: 001122) (Thermo Fisher Scientific,
Japonya) kromojeni ile kesitler gelistirilmistir.
Mayer's hematoksilen (Beslab, Tirkiye) ile zit
boyanmis ve su bazli permount (Fisher Chemicals,
Springfield, NJ, ABD) ile kapatilmistir. Fotograflar
Olympus (Nussloch, Almanya) marka BX43 model
151k mikroskobunda, DP74 model kamera ile
cekilmistir.

H-skor analizi

Immiinohistokimyasal isaretlemenin degerlendiril-
mesi, daha once tarif edildigi gibi H-skor analizleri
kullanilarak yapilmistir®®. p62, LC3B, kaspaz 3 ve
kaspaz 9 immiinaktivitelerinin yogunluklari, 0+
(boyama yok), 1+ (zayif ancak saptanabilir boyama),
2+ (orta veya belirgin boyama) ve 3+ (yogun boyama)
puanlandirma sistemi kullanilarak yar1 niceliksel
olarak degerlendirilmigtir. H-skoru her preparatta,
immiinaktivitelerin yogunluk puanlari ile boyanan
hiicrelerin yiizdeleri carpilarak hesaplanmigtir. Her
preparatta rastgele secilen 5 alan 151tk mikroskobu
(X40 objektif) altinda degerlendirilmis ve bu
alanlardaki her yogunluk i¢in hiicre yiizdesi, ¢ift-kor 2
aragtirmact tarafindan farkli zamanlarda belirlenmistir.
Her iki gdzlemcinin ortalama puani kullanilmistir.

Biyokimyasal analiz

Sicanlarin serumlarinda g¢esitli bobrek ve karaciger
fonksiyon testleri 6l¢iilmiistiir. Calismada yapilantiim
biyokimyasal testler Fuji Dri-Chem NX700V tam
otomatik veteriner biyokimya analiz cihazinda (Fuji,
Japonya) Olclilmiistiir. Bu cihazin ticari kitleri ile
albiimin, kreatinin, BUN, alanin aminotransferaz
(ALT), aspartat aminotransferaz (AST) ve alkalin
fosfataz (ALP) testleri ¢alisilmusgtir.

Istatistiksel analiz

Tiim veriler dogrudan Microsoft Office Excel 2007'ye
(Microsoft; Redmond) aktarilmigtir ve istatistiksel
analiz SigmaPlot 12 (Jandel Scientific Corp., San
Rafael, CA) tarafindan yapilmustir. Istatistiksel analiz
tek yonli ANOVA, ardindan Dunnett testi ve Mann
Whitney U testi ile yapilmistir. Segilen deneylerde,
ikili karsilagtirmalar ig¢in Student t testi kullanilmustir.
Istatistiksel anlamlilik p<0.05 olarak tanimlanmistir.
Tiim veriler, 3 bagimsiz deneyin ortalama+standart
hata degeri olarak ifade edilmistir.
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Bulgular

Histopatolojik Degerlendirme

Bobrege ait kesitler glomeriiler alan, hiyalin madde
birikimi, interstisiyel inflamasyon, Bowman aralig1
mesafesi, medullar konjesyon, kortikal konjesyon ve

yaygin l6kosit infiltrasyonu acisindan
degerlendirilmistir. Gruplarda hiyalin madde birikimi,
intersitisiyel ~ inflamasyon, medullar konjesyon,

kortikal konjesyon ve yaygin 16kosit infiltrasyonu
acisindan herhangi bir bulguya rastlanilmamis ve
istatistiksel olarak anlamlt bir farklilik
gozlemlenmemistir (Sekil 1). Bunlara ek olarak distal
ve proksimal tiibiillerde de herhangi bir patolojiye
rastlanilmamustir. Glomeriiler alan Oletimii
gergeklestirilmis olup egzersiz ve beslenme gruplart
arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (Sekil 2).
YP+kolit ve E+YP+kolit gruplarinda, diger tiim
gruplarla karsilastirildiginda Bowman araligiin arttigi
gozlemlenmis ve istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0.05, Sekil 1- E, F; Sekil 3).

Sekil 1:

Bébrek histolojisi: Kontrol grubu (A, X400), egzersiz
grubu (B, X400), kolit grubu (C, X400), E+kolit grubu
(D, X400), YP +kolit grubu (E, X400), E+YP+kolit
grubu (F, X400), YY+kolit grubu (G, X400),
E+YY+kolit grubu (H, X400), YK+kolit grubu (1,
X400) ve E+YK+kolit grubu (J, X400). Boya:
Hematoksilen-eozin. Bar: 200 um. Ok ile bobrek
proksimal tiibiilleri, poligonal sekil ile bobrek distal
tiibiilleri ve yildiz isareti ile de artan Bowman aralig
gosterilmistir.
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Sekil 2.
Gruplar arasinda glomeriiler alan olgiimii
(E:egzersiz, YP:yiiksek protein, YY:yiiksek yag, YK yiiksek
karbonhidrat)

Bowman araligi él¢imi (um)
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Sekil 3.
Gruplar arasit Bowman aralig1 6l¢iimii

Karaciger histopatolojisine bakildiginda, preperatlarda
farkl1 hepatosit yapilarina, siniizoid genislemelerine ve
portal alanda fibrozis bulgusuna rastlanilmamistir.
Ancak portal alana yakin yerlesimli hepatositlerde
hemen hemen her grupta (kontrol grubu haricinde)
mikrovezikiiler steatoz gozlemlenmistir (Sekil 4).
Semi-kantitatif bir yontemle hepatik asiniisiin tim
metabolik zonlarini igerecek sekilde her preperatta en
az 10 bolge portal alanda mikrovezikiiler steatoz
saytlmistir (Sekil 4). E+kolit grubuna kiyasla kolit
grubunda mikrovezikiiler steatoz sayisinda artig
oldugu gozlemlenmistir. Artig istatistiksel olarak
anlamli  bulunmustur (p<0.05). YP+kolit grubuna
kiyasla E+YP-+kolit grubunda mikrovezikiiler steatoz
sayisinda artig oldugu gozlemlenmis ancak artig
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05).
YY+kolit grubuna kiyasla E+YY+kolit grubunda
mikrovezikiiler steatoz sayisinda azalma oldugu
gozlemlenmis ancak bu azalma istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir (p>0.05). YK+kolit grubuna
kiyasla E+YK+kolit grubunda mikrovezikiiler steatoz
sayisinda azalma oldugu gozlemlenmis ve istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (P<0.05).
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Sekil 4.

Karaciger histolojisi: Kontrol grubu (4, X400),
egzersiz grubu (B, X400), kolit grubu (C, X400),
E+kolit grubu (D, X400), YP+kolit grubu (E, X400),
E+YP+kolit grubu (F, X400), YY+kolit grubu (G,
X400), E+YY+kolit grubu (H, X400), YK+kolit grubu
(I, X400) ve E+YK+kolit grubu (J, X400) karaciger
histopatolojileri hematoksilen eozin boyali preperatlar
151k mikroskop altinda incelenmistir. Yildiz ile isaretli
alan santral kanali, ¢okgen sekil ise portal alan
gostermektedir. Karacigerde semi-kantitatif
mikrovezikiiler steatoz sayimi (K) gésterilmistir.

Bobrege ait preperatlar apoptoz degerlendirmesi igin
kaspaz 3 ve kaspaz 9, otofaji degerlendirmesi i¢in p62
ve LC3B antikorlar1 ile boyanmigtir (Sekil 5-6).
Kaspaz 3 ve kaspaz 9 immiinaktiviteleri egzersiz
grubu ve egzersiz yapan tiim farkli beslenme
gruplarinda (E, E+YP+kolit, E+YY-+kolit ve
E+YK+kolit) Bowman kapsiilii, 6zellikle glomeriile
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yakin yerlesimli hem proksimal hem de distal
tiibtillerde gozlemlenmis ve istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (Sekil 5-6). Egzersiz yapan grup ile
E+kolit grubu arasinda kaspaz 9 antikoru
immiinaktivitesi acisindan anlamli fark bulunmazken
(p>0.05), kaspaz 3 antikoru immiinaktivitesi a¢isindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur
(p<0.05). Kontrol grubunda ve farkli diyetle beslenen

kolit gruplarinda kaspaz 3 ve kaspaz 9
immiinaktiviteleri gozlemlenmemistir (Sekil 5/6-
A/C/E/G/T).
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Sekil 5.

Bébrek kaspaz 3 immiinhistokimyasi : Kontrol grubu
(4, X400), egzersiz grubu (B, X400), kolit grubu (C,
X400), E+kolit grubu (D, X400), YP +kolit grubu (E,
X400), E+YP+kolit grubu (F, X400), YY+kolit grubu
(G, X400), E+YY+kolit grubu (H, X400), YK+kolit
grubu (I, X400) ve E+YK+kolit grubu (J, X400). Bar:
200 um. Ayni panelde tiim gruplara ait kaspaz 3
immiinaktivitesinin H-skor analizine yer verilmistir
(K). Yildiz ile isaretli alan glomeriilii, siyah oklar
immiinaktiviteyi gostermektedir.
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Sekil 6.
Bébrek kaspaz 9 immiinhistokimyasi : Kontrol grubu
(4, X400), egzersiz grubu (B, X400), kolit grubu (C,
X400), E+kolit grubu (D, X400), YP ~+kolit grubu (E,
X400), E+YP+kolit grubu (F, X400), YY+kolit grubu
(G, X400), E+YY+kolit grubu (H, X400), YK+kolit
grubu (I, X400) ve E+YK+kolit grubu (J, X400). Bar:
200 um. Ayni panelde tiim gruplara ait kaspaz 9
immiinaktivitesinin H-skor analizine yer verilmistir
(K). Yildiz ile isaretli alan glomeriilii, siyah oklar
immiinaktiviteyi géstermektedir.

Bobrege ait kesitler otofaji varligini tespit edebilmek
icin p62 antikoru ile boyanmis ve H-skor degerleri
hesaplanmistir (Sekil 7). p62, otofagozom olusumu
icin otofajide kilit elemandir. Boyanma sonucunda
egzersiz ve kolit grubunda istatistiksel olarak anlamli
bir faklilik gézlemlenmemistir (p>0.05). Kolit grubu
ile E+kolit grubu karsilastirildiginda p62 ekspresyonu
acisindan Ozellikle glomeriil gevresi distal tiibiillerde
farklilik oldugu goézlemlenmis ve istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0.05). YP+kolit grubu ile
E+YP+kolit grubunda Ozellikle damar c¢evresi bag
dokusunda p62 reaksiyonunun olduk¢a fazla oldugu
gozlemlenmistir  (Sekil  7-E/F). Ancak gruplar
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arasindaki fark p62 immiinaktivitesi agisindan
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05).
YY+kolit olusturulmus gruba kiyasla E+YY+kolit
grubunda p62 antikor immiinaktivitesinin oldukca
fazla oldugu gozlemlenmis (Sekil 7-H) ve istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). YK-+kolit
grubuna kiyasla E+YK+kolit grubunun p62
immiinaktivitesi agisindan (Sekil) ve istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05).
Gruplara ait H-skor analizi yapilmis olup, grafik
olarak paylagilmistir (Sekil 7-K).

A B
LY
~
C D
3
&
4 v
E ‘."\ F
f i
G H Sy
I J
-

Sekil 7.

Bébrek p62 immiinhistokimyast : Kontrol grubu (4,
X400), egzersiz grubu (B, X400), kolit grubu (C,
X400), E+kolit grubu (D, X400), YP +kolit grubu (E,
X400), E+YP+kolit grubu (F, X400), YY+kolit grubu
(G, X400), E+YY+kolit grubu (H, X400), YK+kolit
grubu (I, X400) ve E+YK+kolit grubu (J, X400). Bar:
200 um. Ayni panelde tiim gruplara ait p62
immiinaktivitesinin H-skor analizine yer verilmistir
(K). Yildiz ile isaretli alan glomeriilii, siyah oklar
immiinaktiviteyi gostermektedir.

Bobrege ait preparatlar otofaji varligim tespit
edebilmek i¢in p62’nin yanisira LC3B antikoru ile de
boyanmugtir (Sekil 8). LC3B ve p62 birlikte hareket
ederek otofagozom olusumu icin otofajide dnemli rol
oynarlar Boyanma sonucunda E+kolit grubuna
karsilik egzersiz yapan grubun ve kolit grubunun
LC3B immiinaktivitesi glomeriillerin sitoplazma ve
¢ekirdeklerinde, Bowman kapsiiliinde, glomertillere

yakin distal ve proksimal tiibiillerde gdzlemlenmis ve
(Sekil ~ 8-D-F-J) istatistiksel  olarak  anlaml
bulunmustur (p<0.05). YP+kolit grubuna kiyasla
E+YP+kolit grubu LC3B immiinaktivitesinin fazla
oldugu gozlemlenmis (Sekil 8-F) ancak istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05). YY+kolit
olusturulmus gruba kiyasla E+YY+kolit grubunda
LC3B reaksiyonunun olduk¢a diisik oldugu
gozlemlenmis ve (Sekil 8-G/H) gruplar arasi fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05).
YK+kolit olusturulmug gruba kiyasla E+YK+kolit
grubunda bobrek dokusu preperatlarindaki
glomertillerin hem sitoplazma hem de g¢ekirdeklerinde
LC3B  reaksiyonunun olduk¢a fazla oldugu
gozlemlenmis (Sekil 8-1/J) ve bu fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Gruplara ait H-
skor analizi yapilmis olup, grafik olarak paylasilmistir
(Sekil 8-K).
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Sekil 8.

Bébrek LC3B immiinhistokimyasi : Kontrol grubu (4,
X400), egzersiz grubu (B, X400), kolit grubu (C,
X400), E+kolit grubu (D, X400), YP +kolit grubu (E,
X400), E+YP+kolit grubu (F, X400), YY+kolit grubu
(G, X400), E+YY+kolit grubu (H, X400), YK+kolit
grubu (I, X400) ve E+YK+kolit grubu (J, X400). Bar:
200 um. Ayni panelde tiim gruplara ait LC3B
immiinaktivitesinin H-skor analizine yer verilmistir
(K). Yildiz ile isaretli alan glomeriilii, siyah oklar
immiinaktiviteyi gostermektedir.
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Karaciger preparatlar1 da apoptoz degerlendirmesi icin
kaspaz 3 ve kaspaz 9, otofaji degerlendirmesi igin p62
ve LC3B antikorlar1 ile boyanmigtir. Kaspaz 3 ve
kaspaz 9 immiinaktiviteleri egzersiz grubu ve egzersiz

yapan tim farkli beslenme gruplarinda (E,
E+YP+kolit, E+YY+kolit ve E+YK+kolit)
gozlemlenmis  ve  istatiksel olarak  anlaml

bulunmustur. Kolit grubu ile E+kolit grubu arasinda
kaspaz 3 ve kaspaz 9 boyanmasi agisindan istatistiksel
olarak anlamli bir fark goézlemlenmistir (p<0.05).
Kontrol grubunda ve farkli diyetle beslenen kolit
gruplarinda (YP+kolit, YY+tkolit ve YK+kolit) kaspaz
3 ve kaspaz 9 immiinaktiviteleri gézlemlenmemistir
(Sekil 9/10). Egzersiz yapan grup ile E+kolit grubu
arasinda kaspaz 3 antikoru immiinaktivitesi agisindan
anlamli fark bulunmazken (p>0.05), kaspaz 9 antikoru
immiinaktivitesi acisindan istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunmustur (p<0.05). Antikorlarin pozitif
kontrolii olarak kolon dokusu immiinaktivitesi de
gosterilmistir (Sekil 10-L/11-L).
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Sekil 9.

Karaciger kaspaz 3 immiinhistokimyasi : Kontrol
grubu (4, X400), egzersiz grubu (B, X400), kolit grubu
(C, X400), E+kolit grubu (D, X400), YP +kolit grubu
(E, X400), E+YP+kolit grubu (F, X400), YY+kolit
grubu (G, X400), E+YY+kolit grubu (H, X400),
YK+kolit grubu (I, X400) ve E+YK+kolit grubu (J,
X400). Bar: 200 um. Ayni panelde tiim gruplara ait
kaspaz 3 immiinaktivitesinin H-skor analizine yer
verilmistir (K). Yildiz ile isaretli alan glomeriilii, siyah
oklar immiinaktiviteyi gostermektedir.
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Karaciger kaspaz 9 immiinhistokimyast : Kontrol
grubu (A, X400), egzersiz grubu (B, X400), kolit grubu
(C, X400), E+kolit grubu (D, X400), YP +kolit grubu
(E, X400), E+YP+kolit grubu (F, X400), YY+kolit
grubu (G, X400), E+YY+kolit grubu (H, X400),
YK+kolit grubu (I, X400) ve E+YK+kolit grubu (J,
X400). Bar: 200 um. Ayni panelde tiim gruplara ait
kaspaz 9 immiinaktivitesinin H-skor analizine yer
verilmistir (K). Yildiz ile igaretli alan glomeriilii, siyah
oklar immiinaktiviteyi gostermektedir.

Karaciger preperatlar1 otofajinin degerlendirilmesi i¢in
p62 antikoru ile boyanmistir (Sekil 11). Boyanma
sonucunda kolit grubuna karsilik E+kolit grubunun
boyanma derecelerinde farklilik olmadig,
hepatositlerin sitoplazmalarinda ve damar gevresi bag
dokusunda p62 ekspresyonu gozlemlendigi (Sekil 11-
D) ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmadigi
saptanmistir (p>0.05). YP-+kolit olusturulmus gruba
kiyasla E+YP+kolit grubunda p62 reaksiyonunun
oldukca fazla oldugu goézlemlenmis (Sekil 11-F) ve
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).
YY-+kolit olusturulmus gruba kiyasla E+YY-+kolit

grubunda  p62  reaksiyonunun fazla  oldugu
gozlemlenmis (Sekil 11 G/H) ancak istatistiksel olarak
anlaml bulunmamigtir (p>0.05). YK-+kolit

olusturulmus gruba kiyasla E+YK+ kolit grubunda
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p62  reaksiyonunun  olduk¢a  fazla  oldugu
gozlemlenmis (Sekil 11-J) ve istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0.05). Gruplara ait H-skor
analizi yapilmis olup, grafik olarak paylasilmistir
(Sekil 11-K).
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Sekil 11.

Karaciger P62 immiinhistokimyasi: Kontrol grubu (4,
X400), egzersiz grubu (B, X400), kolit grubu (C,
X400), E+kolit grubu (D, X400), YP +kolit grubu (E,
X400), E+YP+kolit grubu (F, X400), YY+kolit grubu
(G, X400), E+YY+kolit grubu (H, X400), YK+kolit
grubu (I, X400) ve E+YK+kolit grubu (J, X400). Bar:
200 um. Ayni panelde tiim gruplara ait p62
immiinaktivitesinin H-skor analizine yer verilmistir
(K). Yildiz ile isaretli alan glomeriilii, siyah oklar
immiinaktiviteyi gostermektedir.

Karaciger preperatlar1 otofaji  varligimi  tespit
edebilmek icin LC3B antikoru ile de boyanmustir
(Sekil 12). Boyanma sonucunda kolit grubuna karsilik
egzersiz yapan ve E+kolit grubunun boyanma
derecelerinde  farklilk  olmadigi, hepatositlerin
sitoplazma ve c¢ekirdeklerinde LC3B ekspresyonu
gozlemlendigi (Sekil 12-B/D) ancak istatistiksel
olarak anlamli bulunmadigi saptanmistir (p>0.05).
YP+kolit grubuna kiyasla E+YP+kolit grubunda
LC3B  reaksiyonunun oldukca fazla oldugu
gozlemlenmis (Sekil 12-E/F) ve istatistiksel olarak

anlamli  bulunmustur (p<0.05). YY+kolit grubuna
kiyasla E+YY+kolit grubunda LC3B reaksiyonunun
oldukca diisiik oldugu gozlemlenmis ve (Sekil 12-
G/H) gruplar aras1 istatistiksel olarak anlamli
bulunmamustir (p>0.05). YK+kolit olusturulmug gruba
kiyasla E+YK+kolit grubu karaciger preperatlarinda,
hepatositlerin hem sitoplazma hem de g¢ekirdeklerinde
LC3B  reaksiyonunun olduk¢a fazla oldugu
gozlemlenmis (Sekil 12-1/J) ve istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0.05). Gruplara ait H-skor
analizi yapilmig olup, grafik olarak paylagilmistir
(Sekil 12-K).

Tim immiinohistokimyasal bulgularin istatistiksel
degerlendirmesi Tablo I ve Tablo II'de detayli olarak

sunulmustur.
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Sekil 12.
Karaciger LC3B immiinhistokimyasi : Kontrol grubu
(4, X400), egzersiz grubu (B, X400), kolit grubu (C,
X400), E+kolit grubu (D, X400), YP +kolit grubu (E,
X400), E+YP+kolit grubu (F, X400), YY+kolit grubu
(G, X400), E+YY+kolit grubu (H, X400), YK+kolit
grubu (I, X400) ve E+YK+kolit grubu (J, X400). Bar:
200 um. Ayni panelde tiim gruplara ait LC3B
immiinaktivitesinin H-skor analizine yer verilmistir
(K). Yildiz ile isaretli alan glomeriilii, siyah oklar
immiinaktiviteyi gostermektedir.

169



Biyokimyasal Bulgular

Bobrek ve karaciger fonksiyonlarinin daha 1iyi
incelenebilmesi icin histopatolojik incelemenin yani
sira biyokimya 6l¢iimlerine de yer verilmigtir. Bobrek
fonksiyon testleri i¢in BUN, kreatinin, albiimin
bakilirken karaciger fonksiyon testleri i¢in ALT, AST
ve ALP enzimlerine bakilmigtir (Sekil 13). Tim
gruplar agisindan BUN degerine baktigimiz zaman
sadece egzersiz grubu ile tiim farkli beslenme gruplari
ve egzersiz yapan tim farkli beslenme gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu
gozlemlenmistir (p<0.05). Kolit grubunun kreatinin
degeri ile tiim farkli beslenme gruplar1 ve bu gruplarin
egzersiz yapanlari arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark oldugu belirlenmigtir (Tablo III). YK ile
beslenen kolit grubu ile egzersiz yapan YK ile
beslenen kolit grubu arasinda da istatistiksel
anlamlilik saptanmistir. Kolit olusturulmast ve YK
tiketimi kreatinin diizeyini arttirmigtir.  Alblimin
degerlerine bakildiginda, gruplar arasinda bir fark
olmadigi bulunmustur. YP+kolit grubunun albiimin
degerinin hem egzersiz yapan grupla hem de farkl
diyet tiirleri ve egzersiz yapan gruplar ile arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05,
Tablo IIT).
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Bébrek fonksiyon tayini i¢in biyokimya 6l¢iimleri

Tablo I. Bobrek immiinohistokimya istatistikleri

Bobrek kaspaz 3 in_l{r_lﬁnaktivitesi Aradaki t |pdegeri
istatistigi fark
E+YP+kolit vs. kontrol 94,167 | 20,756 | <0,001
E+YP+kolit vs. kolit 85,833 | 18,919 | <0,001
E+YP+kolit vs. YK+kolit 84,167 | 18,552 | <0,001
E+YP+kolit vs. YY+kolit 81,667 | 18,001 | <0,001
E+YK+kolit vs. kontrol 64,167 | 14,143 | <0,001
E+YP+kolit vs. YP+kolit 60 |13,225| <0,001
E+YK+kolit vs. kolit 55,833 | 12,307 | <0,001
E+YK+kolit vs. YK+kolit 54,167 | 11,939 | <0,001
egzersiz+kolit vs. kontrol 52,5 | 11,572 | <0,001
E+YP+kolit vs. E+YY+kolit 52,5 | 11,572 | <0,001
E+YK+kolit vs. YY+kolit 51,667 | 11,388 | <0,001
E+YP+kolit vs. egzersiz 50,833 | 11,204 | <0,001
egzersiz+kolit vs. kolit 44,167 | 9,735 | <0,001
egzersiz vs. kontrol 43,333 | 9,551 | <0,001
egzersiz+kolit vs. YK+kolit 425 | 9,368 | <0,001
E+YY+kolit vs. kontrol 41,667 | 9,184 | <0,001
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E+YP+kolit vs. egzersiz+kolit 41,667 | 9,184 | <0,001
egzersiz+kolit vs. YY+kolit 40 8,817 | <0,001
egzersiz vs. kolit 35 7,715 | <0,001
YP+kolit vs. kontrol 34,167 | 7,531 | <0,001
|Bobrek kaspaz 9 immiinaktivitesi istatistigi
E+YK+kolit vs. kontrol 89,167 | 20,936 | <0,001
E+YK+kolit vs. kolit 83,333 | 19,567 | <0,001
E+YP+kolit vs. kontrol 80 | 18,784 | <0,001
E+YK+kolit vs. YY+kolit 75 17,61 | <0,001
E+YP+kolit vs. kolit 74,167 | 17,414 | <0,001
E+YP+kolit vs. YY+kolit 65,833 | 15,458 | <0,001
E+YK+kolit vs. egzersiz+kolit 59,167 | 13,892 | <0,001
E+YY+kolit vs. kontrol 56,667 | 13,305 | <0,001
YK+kolit vs. kontrol 50,833 | 11,936 | <0,001
E+YY+kolit vs. kolit 50,833 | 11,936 | <0,001
E+YP+kolit vs. egzersiz+kolit 50 11,74 | <0,001
E+YK+kolit vs. YP+kolit 49,167 | 11,544 | <0,001
E+YK+kolit vs. egzersiz 46,667 | 10,957 | <0,001
YK+kolit vs. kolit 45 110,566 | <0,001
egzersiz vs. kontrol 42,5 | 9,979 | <0,001
E+YY+kolit vs. YY+kolit 425 | 9,979 | <0,001
YP+kolit vs. kontrol 40 9,392 | <0,001
E+YP+kolit vs. YP+kolit 40 9,392 | <0,001
E+YK+kolit vs. YK+kolit 38,333 | 9,001 | <0,001
|Bobrek p62 immiinaktivitesi istatistigi
YP+kolit vs. kontrol 101,667 | 19,185 | <0,001
E+YP+kolit vs. kontrol 100 | 18,87 | <0,001
E+YY+kolit vs. kontrol 96,667 | 18,241 | <0,001
YP+kolit vs. kolit 87,5 116,511 | <0,001
E+YP+kolit vs. kolit 85,833 | 16,197 | <0,001
E+YY+kolit vs. kolit 82,5 |15,568 | <0,001
YP+kolit vs. egzersiz+kolit 64,167 | 12,108 | <0,001
E+YP+kolit vs. egzersiz+kolit 62,5 |11,794 | <0,001
E+YY+kolit vs. egzersiz+kolit 59,167 | 11,165 | <0,001
YP+kolit vs. egzersiz 58,333 | 11,008 | <0,001
E+YP+kolit vs. egzersiz 56,667 | 10,693 | <0,001
YP+kolit vs. YK+kolit 56,667 | 10,693 | <0,001
E+YP+kolit vs. YK+kolit 55 110,379 | <0,001
YY +kolit vs. kontrol 55 110,379 | <0,001
E+YK+kolit vs. kontrol 54,167 | 10,221 | <0,001
|Bobrek LC3B immiinaktivitesi istatistigi
E+YP+kolit vs. kontrol 85,833 | 23,78 | <0,001
YK+kolit vs. kontrol 81,667 | 22,626 | <0,001
egzersiz vs. kontrol 67,5 |18,701 | <0,001
E+YY+kolit vs. kontrol 65 | 18,009 | <0,001
E+YK+kolit vs. kolit 60,833 | 16,854 | <0,001
YP-+kolit vs. kontrol 60,833 | 16,854 | <0,001
egzersiz+kolit vs. kontrol 60 16,623 | <0,001
E+YK+kolit vs. YY+kolit 54,167 | 15,007 | <0,001
YY +kolit vs. kontrol 52,5 | 14,545 | <0,001
E+YK+kolit vs. egzersiz+kolit 46,667 | 12,929 | <0,001
kolit vs. kontrol 45,833 | 12,698 | <0,001
E+YK+kolit vs. YP+kolit 45,833 | 12,698 | <0,001
E+YK+kolit vs. E+YY+kolit 41,667 | 11,544 | <0,001
E+YK+kolit vs. YK+kolit 25 | 6,926 | <0,001
E+YK+kolit vs. E+YP+kolit 20,833 | 5,772 | <0,001
E+YY+kolit vs. kolit 19,167 | 5,31 | <0,001
E+YP+kolit vs. YY+kolit 33,333 | 9,235 | <0,001
YK+kolit vs. YY+kolit 29,167 | 8,081 | <0,001
E+YP+kolit vs. YP+kolit 25 | 6,926 | <0,001
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Karaciger enzimlerinden ALT ve AST degerlerine
baktigimiz zaman tim farkli beslenme gruplarinin
(E+YK+kolit harici) ALT degerlerinde kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir artig
oldugu gozlemlenmistir (Sekil 14). Kolit grubunun
ALT, AST degerlerinde, kolitli farkli diyet gruplari ile
farkli diyetleri igeren egzersiz gruplar1 arasinda
istatistiksel ~olarak anlamli bir arti oldugu
gozlemlenmistir  (p<0.05). E+YK+kolit grubunun
ALT ve AST degeri YP+kolit, YY-+kolit, E+YP+kolit
ve E+YY-+kolit gruplarma gore istatistiksel olarak
diistik ¢ikmistir (p<0.05). YY+kolit grubununAST
degerinin o6zellikle arttigi gozlemlenmistir. YP+kolit
grubu ile E+YP+kolit grubunun AST degeri diger tim
gruplar ile istatistiksel olarak anlamli diisiik ¢ikmustir.
YY+kolit grubunun albiimin degeri diger tiim gruplara
oranla istatistiksel olarak anlamli yiiksek ¢ikmistir
(Tablo III).
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Sekil 14.
Karaciger fonksiyon tayini igin biyokimya olgiimleri

Tablo II. Karaciger immiinohistokimya istatistikleri

| Maracigerkaspaz | Aradaki |y ey
3 immiinaktivitesi istatistigi fark
E+YP+kolit vs. kontrol 83,333 17,001 | <0,001
E+YY+kolit vs. kontrol 82,5 16,831 | <0,001
E+YK+kolit vs. kontrol 73,333 14,96 | <0,001
E+YK+kolit vs. YY+kolit 775 20,431 | <0,001
E+YK+kolit vs. YP+kolit 74,167 19,552 | <0,001
E+YK+kolit vs. kolit 71,667 18,893 | <0,001
E+YP+kolit vs. kontrol 66,667 17,575 | <0,001
E+YK+kolit vs. egzersiz 64,167 16,916 | <0,001
E+YP+kolit vs. YK+kolit 57,5 15,158 | <0,001
E+YP+kolit vs. YY+kolit 54,167 14,28 | <0,001
E+YP+kolit vs. YP+kolit 50,833 13,401 | <0,001
E+YP+kolit vs. kolit 48,333 12,742 | <0,001
E+YK+kolit vs. egzersiz+kolit 45,833 12,083 | <0,001
E+YY+kolit vs. kontrol 45,833 12,083 | <0,001
E+YK+kolit vs. E+YY+kolit 44,167 11,643 | <0,001
egzersiz+kolit vs. kontrol 44,167 11,643 | <0,001
E+YP+kolit vs. egzersiz 40,833 10,765 | <0,001
E+YY+kolit vs. YK+kolit 36,667 9,666 | <0,001
egzersiz+kolit vs. YK+kolit 35 9,227 | <0,001
E+YY+kolit vs. YY+kolit 33,333 8,787 | <0,001

|Karaciger kaspaz 9 immiinaktivitesi istatistigi

E+YK+kolit vs. kontrol 90 23,726 | <0,001
E+YK+kolit vs. YK+kolit 80,833 21,31 | <0,001
E+YK+kolit vs. YY+kolit 775 20,431 | <0,001
E+YK+kolit vs. YP+kolit 74,167 19,552 | <0,001
E+YK+kolit vs. kolit 71,667 18,893 | <0,001
E+YP+kolit vs. kontrol 66,667 17,575 | <0,001
E+YK+kolit vs. egzersiz 64,167 16,916 | <0,001
E+YP+kolit vs. YK+kolit 57,5 15,158 | <0,001
E+YP+kolit vs. YY+kolit 54,167 14,28 | <0,001
E+YP+kolit vs. YP+kolit 50,833 13,401 | <0,001
E+YP+kolit vs. kolit 48,333 12,742 | <0,001
E+YK+kolit vs. egzersiz+kolit 45,833 12,083 | <0,001
E+YY+kolit vs. kontrol 45,833 12,083 | <0,001
E+YK+kolit vs. E+YY+kolit 44,167 11,643 | <0,001
egzersiz+kolit vs. kontrol 44,167 11,643 | <0,001
E+YP+kolit vs. egzersiz 40,833 10,765 | <0,001
E+YY+kolit vs. YK+kolit 36,667 9,666 | <0,001
egzersiz+kolit vs. YK+kolit 35 9,227 | <0,001
E+YY+kolit vs. YY+kolit 33,333 8,787 | <0,001
Karaciger p62 immiinaktivitesi

istatistigi

E+YK+kolit vs. kontrol 13,333 7,749 | <0,001
E+YP+kolit vs. kontrol 11,667 6,78 <0,001
E+YK+kolit vs. YY+kolit 11,667 6,342 | <0,001
E-+kolit vs. kontrol 10 6,277 | <0,001
E+YK+kolit vs. YP+kolit 10,833 5,889 | <0,001
E+YP+kolit vs. YY+kolit 10 5,436 | <0,001
E+YP+kolit vs. YP+kolit 9,167 4,983 | <0,001
YK+kolit vs. kontrol 8,333 4,843 | <0,001
E-+kolit vs. YY-+kolit 8,333 4,843 | <0,001
E+YK+kolit vs. E+YY+kolit 8,333 4,53 <0,001
E-+kolit vs. YP+kolit 75 4,359 0,002
kolit vs. kontrol 6,875 4,316 0,002
E+YK+kolit vs. kolit 6,458 3,753 0,011

E+YP+kolit vs. E+YY+kolit 6,667 3,624 0,015
YK+kolit vs. YY+kolit 6,667 3,624 0,015
Karaciger LC3B immiinaktivitesi

istatistigi

E+YP+kolit vs. kontrol 12,5 7,339 | <0,001
E+YK+kolit vs. YY+kolit 10,833 6,36 <0,001
E+YP+kolit vs. YY+kolit 10,833 6,36 <0,001
E+YP+kolit vs. YP+kolit 8,333 4,892 | <0,001
E+YK+kolit vs. YP+kolit 8,333 4,892 | <0,001
YK+kolit vs. kontrol 75 4,403 0,002
E-+kolit vs. kontrol 75 4,403 0,002
E+YK+kolit vs. E+YY+kolit 75 4,403 0,002
E+YP+kolit vs. E+YY+kolit 75 4,403 0,002
E+YP+kolit vs. kolit 6,667 3,914 0,008
E+YK+kolit vs. kolit 6,667 3,914 0,008
kolit vs. kontrol 5,833 3,425 0,031

E-+kolit vs. YY-+kolit 5,833 3,425 0,03

YK+kolit vs. YY+kolit 5,833 3,425 0,029

171




Tablo III. Calisma gruplarinda biyokimya analiz
degerleri. Degerler ortalama + SEM
olarak ifade edilir. p<0.05 degeri, Tek
yonlii varyans analizi [ANOVA];

BUN Kreatinin
Gruplar |ALT (U/l) | AST (U/l) |ALP (U/l)| (mg/dI) (mg/dI) )

Albiimin(g/dI

Kontrol | 47+2 [935+4,60[100,5+89] 23,3+1,1 0,3£0,0250e | 3,15+0,05%
Egzersiz| 39+3,8 | 125+11,22 [127:218,51p5, 72,91 0,370,007 | 3,650,092
Kolit | 610,20 [187:£11200d 984,401 | 24,440,919 [0,45:+0,003¢%1h 3 5:£0,01bclen

E-+kolit | 39+3,79 | 125+11,1° [129+19,77(25,4+3,31i| 0,36+0,013%9 | 3,65+0,092¢
P-+kolit | 33+1,520 | 109+5,8° | 115+9,97 |24,5+0,018f| 0,34+0,009° (3,45+ 0,0520h
Y+kolit | 50+£1,1' | 11446,3" | 268+9,9' [13,8+0,420¢| 0,32+0,01% | 3,25+0,05¢
0,28+0,00904

K+kolit [33+0,420¢| 108+3,1° | 129+1,8' | 14,4+0,32¢ et 3,58+0,042¢
E+YP+k

olit 43+2 |169+10,12°[124+13,8') 18,6+0,4% | 0,37+0,013° |3,07+0,03%9
E+YY+k

olit 39+0,6°1 | 100+7,4° [135+2,9°7(14,9+0,2204| 0,35+0,001° | 3,65+0,05%"
E+YK+k

olit 270,720 13241,72 | 92+35' | 18,5+0,4¢ |0,39+0,007°/9| 3,51+0,04"

a

Kontrol grubu ile diger grup arasinda istatistiksel olarak anlamh

bir fark;

Kolit grubu ile diger grup arasinda istatistiksel olarak anlamli

fark;

Egzersiz grubu ile diger grup arasinda istatistiksel olarak anlaml

fark;

Egzersiztkolit grubu ile diger grup arasinda istatistiksel olarak

anlaml fark;

YP+kolit grubu ile diger grup arasinda istatistiksel olarak anlamli

fark;

YY-+kolit grubu ile diger grup arasinda istatistiksel olarak anlamh

fark;

YK-+kolit grubu ile diger grup arasinda istatistiksel olarak anlamli

fark;

E+YP+kolit grubu ile diger grup arasinda istatistiksel olarak

anlaml fark;

E+YY+kolit grubu ile diger grup arasinda istatistiksel olarak

~ anlamh fark;

7 E+YK-+kolit grubu ile diger grup arasinda istatistiksel olarak
anlaml farki temsil etmistir.

ALT, alanin aminotransferaz; AST, aspartat aminotransferaz; ALP,

alkalen fosfataz; BUN, iire.

b

o

oe

Tartisma ve Sonug

Bu caligmada farkli diyet (YP (%45 protein iceren
yem), YY (%60 yag iceren yem) ve YK (%67
karbonhidrat igeren yem)) ve egzersizin (yilizme
egzersizi) iilseratif kolite kars1 koruyucu dnlemler igin
olusturulan deney modelinin karaciger ve bobrek
sagligr iizerindeki etkileri incelenmistir. Bobrek ve
karaciger histopatolojisi 15tk mikroskop altinda
incelenirken, farkli diyet ve egzersizin bobrek ve
karaciger iizerindeki apoptoz ve otofaji yolaklarina
etkisi analiz edilmistir. Bu histopatolojik incelemenin
yant sira bulgularin  desteklenmesi, bobrek ve
karaciger fonksiyonlarinin daha iyi tahlil edilebilmesi
icin ALT, AST, ALP karaciger enzimleri ile BUN,
kreatinin ve alblimin 6l¢iimil yapilmustir.

Calismamizda kullanilan farkli diyetlerin icerik
oranlar1 hali hazirda diyabet ve obezite ¢aligmalarinda
en ¢ok kullanilan oranlardir. Calismamizin ana fikri
bir onceki dlseratif kolit korumast modeli
olusturulmasiin devamui niteligindedir. Bu sebeple tek
basina sadece YP, YY ve YK gruplarimi icermemesi
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calismamizin en biiylik eksigidir. Kolitin tek basina
karaciger ve bobrek iizerindeki etkisi sadece egzersiz
iceren grubumuzla agiklamaya g¢alisilsa da farkli diyet
bilesenlerinde gostermek miimkiin olmamistir. Tek
basma farkli diyet bilesenlerinin ¢alismamizdaki
eksikligi bu boliimde literatiirde yer alan farkli diyet
bileseni sonuglart ile derlenmeye c¢alisilmistir. Ciinkii
sonuglarimiza bakildiginda sadece kolit olusturulan
grubumuzda da AST, ALT ve kreatinin degerlerini
arttirdig ve karaciger histopatalojisinde
mikrovezikiiler steatoz varlig1 gozlemlenmistir. Her ne
kadar anlamli olmasa da apoptoz ve otofaji
belirteglerinin immiinhistokimya sonuglarinda
immiinaktiviteleri gdozlemlenmistir.

Literatiirde diyetlerin, kas hipertrofisi ve egzersiz
sonrasi i¢in sik¢a kullanilan yiliksek protein diyetleri
ile uzun siire beslenmenin bobrek hastaligina yol agip
agmadigimin belirsiz  oldugu birgok c¢alisma da
belirtilmistir* **. Yiiksek proteinli diyetler haricinde
ortalama protein gereksiniminin 0,6 g/(kg-giin) olarak
ayarlanmasi gerektigi sonucuna varilmis olup daha
yiiksek protein icerikli protein diyetlerinin glomertiler
filtrasyon hizini (GFR) yiikselttigi
belirtilmistir******. Baz1 deneysel ve gozlemsel
insan c¢aligmalar1 artan proteiniiriye bagli olarak
yiiksek protein tiiketimi ve yiiksek yagli diyetin®’
glomeriiler filtrasyon hizin1 arttirdigy, iliskili kan
basinc1 degisiklikleri ile birlikte dilirez ve kronik
bobrek hastaligmin  (KBH) hizlanmasimi  tesvik
edebilecegini  one siirmektedir™*. Agsir1  protein
almmin, protein karbamilasyonunu arttirarak ve
reaktif oksijen tiirleri iireterek dolagimda yiiksek BUN
seviyelerine, oksidatif  strese ve endotel
disfonksiyonuna sebep oldugu sdylemektedir™.
Mekanik olarak, yiiksek protein aliminin insanlarda
bobrek hacminde ve agurliginda artislara  yol
acabildigi®' ve bir fare modelinde tiibiilointerstisyel
fibrozis ile mezengiyal matriksi  genislettigi
gbsterilmistirsz. Calismamizda literatiir ile es bir
bicimde hem yiiksek proteinli diyetle beslenen grupta
hem de yiiksek proteinli diyetle beslenip egzersiz
yapan grupta Bowman aralifinin artti§i  yani
glomeriiler kapiller gegirgenligin arttigt  ancak
kontrole kiyasla BUN seviyesinin anlamli bir sekilde
artmadigi  bulunmustur.  Yiikksek  protein ile
beslenmede apoptoz ve otofaji belirteg
immiinoreaktivitesonuglar1 ile biyokimyasal analiz
sonuglar1 birlikte degerlendirildiginde egzersizin
bobrek sagligi acisindan herhangi bir fark yaratmadigi
gozlemlenmistir.  Yiiksek karbonhidratli  diyetin
onceden bobrek hastaligt olmayan veya obez
eriskinlerde bobrek fonksiyonunun klinik belirteglerini
olumsuz etkilemedigi calismada gdsterilmistir™. Hatta
insanlar lizerinde yapilan 1000 kisiyi igeren bir meta
analizde diisiikk karbonhidrat igeren diyette, kronik
bobrek rahatsizligt olmayan asiri kilolu ve obez
bireylerde kontrol diyetine kiyasla GFR'deki artisin
daha  fazla  oldugu  belirlenmistir’™*  Bizim



Ulseratif Kolitten Korunma Modeli

sonuclarimizda bobrek histopatolojisi agisindan higbir
patolojik bulguya rastlanilmayan YK-+kolit grubunda
kreatinin ve alblimin seviyeleri kontrole oranla ayni
oldugu icin 8 haftalik YK+kolit ve E+YK+kolit
gruplarinda bdbrek sagligi agisindan bir problem
olmadig1 gozlemlenmistir. 20 hafta %60 yag igeren
yikksek yagli diyet beslenme modeli igeren bir
calismada serum ALT ve AST seviyelerindeki
artiglarin yami sira artan karaciger agirligi, daha
yiikksek oranda mikrovezikiiler ve makrovezikiiler
stenatozlarin varligt dahil olmak iizere karaciger
patolojisi gdsterilmistir’ . Bizim ¢alismamizda ise
%60 YY-+kolit modelinde yiiksek ALP degeri oldukga
dikkat ¢ekmis ancak E+YY+kolit grubunda ALP
degerinin oldukca distiigli gorilmistir. 9 hafta
boyunca YY beslenen rat bdbreklerinde renal
glomeriiler hiicrelerde ve tiibiiler epitel hiicrelerinde
artmig bir karboksimetillizin birikimi, oksidatif DNA
hasar1 ve renal podosit kaybi gdzlenmistir”. Bizim
calisma verilerimizle korele bir sekilde diizenli
egzersizin, bu lipoksidasyon yiikiinii inhibe ettigi ve
oksidatif stresle iligkili bobrek hasarina karsi koruma
sagladig1 gosterilmistir’’. Calismanuzda literatiire es
bulgular  gézlemlenmis olup yiiksek protein,
karbonhidrat ve yag diyetlerinin karaciger enzimlerini
(ALT, AST, ALP) arttirmalarinin yani sira amino asit
alimi/metabolizmasi sonrasi lipit sentezinin artmasi,
hepatik triacilgliserolii biriktirmeye tesvik ettigini
gostermistir’™ AST, ALT degerleri agisindan kolit
grubu ile farkli diyetler ve farkli diyetleri igeren
egzersiz gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlaml
bir artis oldugu goézlemlenmistir. Buna bagli olarak
makrovezikiiler steatoz ve mikrovezikiiler steatoza
karsilik hepatositlerde kiigiilme gézlemlenmistirGO.

Literatiirde bizim sonuglarimizdaki gibi yiiksek
proteinli diyette karacigerde makrovezikiiler ve
mikrovezikiiler  steatozlarin  sayisinin  azaldigi
gozlemlenmistir® 8  hafta  boyunca yiiksek

karbonhidrat (nisasta) ve diisiik yag diyeti denenen bir
bagka c¢alismada bizim c¢alisma sonuglarimizda
rastlanilmasa da hepatik inflamasyon bulgusuna da
rastlanildig1 rapor edilmistir®. Egzersizin ise farkli
diyetler kullanarak alkole bagli olmayan yagh
karaciger hastaligt (NAYKH) olan tiim hastalar icin
faydali oldugu belirtilmistir® Bizim de sonuglarimizda
yiiksek protein, yiiksek yag ve yiiksek karbonhidrat
iceriklerinin  karacigerde mikrovezikiiler steatoz
birikimlerini egzersizin azalttigi gdzlemlenmistir.
Egzersiz, cesitli sitokinlerin, hormonlarin, biiyiime
faktorlerinin ve oksidatif durumun konsantrasyonunu
etkileyen bir tir fizyolojik strestir'’. Bu nedenle,
egzersizle indiiklenen apoptoz sinyali, prosurvival ve
proapoptotik faktorler arasindaki kritik dengeyi ve
ayrica apoptoz direncine katkida bulunan hiicre ici
koruma sistemlerini etkileyen egzersiz yogunluguna
ve siiresine baghdir™. Tim gruplarimiz igin hem
apoptoz baglatici aktif kaspaz 9 hem de aktif kaspaz 3
icin immiinpozitif yanit gézlemlenmistir. Otofaji ile

ilgili genlerin ve proteinlerin ekspresyonunun,
egzersiz sonrasinda insanlarda vastus lateralis kas
orneklerinde diizenlendigi ve ifadelerinin arttig1
bulunmustur®.  Dahasi  egzersizin  6zellikle
NAYKH’nin klinik sonuglarint iyilestirdigi  de
bilinmektedir®”. Ulseratif kolitten korunma adimna
yaptirilan ylizme egzersizi ile tiim gruplarda yiliksek
protein, yiiksek karbonhidrat ve yiiksek yag ile
beslenip olusan karaciger mikrovezikiiler steatoz
birikimlerinin sitoplazmadan otofaji yoluyla azaldigi
tarafimizca  gosterilmistir.  Egzersiz  yaptirilan
gruplarda p62 ve LC3B ifadeleri artmistir. Ozellikle
p62 proteininin mikrovezikiiler steatoz birikimleri

iizerinde immiinpozifligi gozlemlenmistir.
Mikrovezikiiler steatozlarin otofaji ile yikimi sonucu
homeostazin  saglandigt hem immiinhistokimya

boyamalar1 ile hem de diisen serum ALT, AST ve
ALP degerleri ile tarafimizca ortaya konmustur.

8 haftalik diizenli beslenme siireci YP+kolit grubu
haricinde E+YK-+kolit ve E+YY+kolit gruplarimizda
tlseratif kolit korumasi sagladigi (Atesoglu ark.
yaymlanmamis veri) bulunmugken hem histopatolojik
hem de serum biyokimya degerlendirmeleri ile
E+YK+kolit grubunda karaciger ve  bdbrek
sagligininda korundugu bulunmustur. Ancak bobrek
ve karaciger sagligi agisindan 8 haftadan daha uzun
stireli yiiksek karbonhidratli beslenme ve egzersiz
kosullar1  saglandigi  zaman hakkinda yorum
yapabilmek i¢in daha uzun siire planlanmis deney ¢ok
verilerine ihtiya¢ vardir. Literatiirde egzersizin ve
saglikla iliskisinin incelenmesi adina makale yer alsa
da ¢ok az histopatolojik inceleme yapan yayin olmasi
sebebiyle ¢alismamiz bundan sonraki ¢aligmalara 151k
tutacaktir.
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