I ORIJINAL ARASTIRMA ORIGINAL RESEARCH I

Himeyra F. YERLIKAYA 2
Dr. idris MEHMETOGLU,?
Dr. Sevil KURBAN,?

Dr. Giilstim YILMAZz

*Biyokimya AD,
Selcuk Universitesi Meram Tip Fakdltesi,
KONYA

Gelis Tarihi/Received: 04.04.2007
Kabul Tarihi/Accepted: 04.07.2007

Calisma “31' FEBS Congress, Istan-
bul, Turkey, 24-29 June 2006"da
poster olarak sunulmus ve The FEBS
Journal, Volume 273, Suplement 1
June 2006 sayisinda 6zet olarak
yayinlanmistir.

Yazisma Adresi/Correspondence:

Dr. Sevil KURBAN

Selcuk Universitesi Meram Tip Fakiltesi,
Biyokimya AD, KONYA
kurbanseminer@yahoo.com

Copyright © 2008 by Tirkiye Klinikleri

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2008, 28

Obez ve Saglikli Bireylerde Serum Nitrik
Oksit, Okside Diigiik Dansiteli Lipoprotein
ve Total Antioksidan
Aktivitenin Arastirilmasi

Investigation of Serum Nitric Oxide,
Oxidized Low Density Lipoprotein and
Total Antioxidant Activity in Obese Subjects
and Healthy Controls

OZET Amag: Viicut yag dokusunun artmasi ve agir1 miktarda yag depolanmasi olarak tanimlanan
obezite, sadece basit bir estetik problem olmayip ayni zamanda fizik ve ruh saghg iizerinde koti
etkileri olan kronik bir hastaliktir. Obezitenin etiyopatogenezi heniiz tam olarak anlagilamamistir.
Bu galigmada, obez kisilerde serum nitrik oksit (NO), okside diisiik dansiteli lipoprotein (Ox-LDL)
ve total antioksidan aktivite (TAA) diizeyi arastirilarak bu parametrelerin hastaligin
etiyopatogenezinde bir etkilerinin olup olmadigini aragtirmay: amagladik. Gereg ve Yontemler:
Bu amagla, 33 obez (8 E, 25 K, 29-69 yas) ve 30 saglikl1 kontrol (16 erkek ve 14 kadin, 28-69 yas)
olgusu calismaya alindi. Obez grup, viicut kitle indeksi (VKI) 35 kg/m?den biiyiik olan ve obezite
disinda bilinen higbir klinik sikayeti ve bulgusu olmayan kisilerden olusturuldu. Her iki gruba ait
serum Orneklerinde NO, Ox-LDL ve TAA 6l¢iimleri yapildi. Bulgular: Obez gruba ait serum
orneklerinde NO ve Ox-LDL diizeyleri kontrol grubu ile kiyaslandiginda yiiksek, TAA degerleri
ise diigitk bulunmasina ragmen her iki gruba ait bu parametreler arasinda istatistiksel agidan anlamh
bir fark bulunamadi. Yine her iki grupta NO, Ox-LDL ve TAA ile VKIi arasinda anlamli bir
korelasyon bulunamadi. Sonug: Bu ¢alisma sonuglarina gore; obez ve saglikh kisilerin NO, Ox-LDL
ve TAA degerleri arasinda anlamli bir fark ve bu parametreler ile VKI arasinda ise énemli bir
korelasyon bulunamamis olmasi, obezlerde saglikli kisilere gore oksidatif strese ait bu parametreler
bakimindan degisiklik olmadigini diistindiirmektedir. Ancak, konunun daha fazla kisi tizerinde
bagka oksidatif stres parametreleri ile birlikte aragtirilmas: gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Obezite; nitrik oksit; okside diisiik dansiteli lipoprotein; oksidatif stres

ABSTRACT Objective: Obesity which is defined as a disease characterized by increased lipid tissue
and excessive lipid storage in the body, is not only a basic esthetic problem but also a chronic dis-
ease which has bad effects on physiological and physiciatric health. The etiopathogenesis of obe-
sity is not exactly known. In this study, we aimed to investigate serum nitric oxide (NO), oxidized
low density lipoprotein (Ox-LDL) and total antioxidant activity (TAA) of obese sucjects to deter-
mine the role of these parameteres on the etiopathogenesis of the disease. Material and Methods:
This study was performed on 33 obese subjects (8 M, 25 F; aged 29-69 years) and 30 healty control
(16 M, 14 F; aged 28-69 years). Those with body mass index (BMI) more than 35 kg/m? was con-
sidered as obese. Serum NO, Ox-LDL and TAA levels of both groups were measured. Results: Serum
NO and Ox-LDL levels of the obese subjects were higher than those of the controls whereas serum
TAA levels of obese subjects was lower than that of the controls. But the differences between the
parameters were not statistically significant. Also, there was no significant correlation between
BMI and NO, Ox-LDL and TAA levels in both groups. Conclusion: We found no significant dif-
ferences between serum NO, Ox-LDL and TAA levels of obese subjects and healty controls and no
significant correlation between BMI and above parameters of the subjects. This shows that oxida-
tive stress was not changed in obese people compared to healthy controls which needs to be more
investigated.

Key Words: Obesity; nitric oxide; oxidized low density lipoprotein; oxidative stress
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bezite, viicutta asir1 yag depolanmasiyla
Oortaya cikan, fiziksel ve ruhsal sorunlara

neden olabilen enerji metabolizmas1 bo-
zuklugudur. Obezitenin patogenezinde yagin alimi
veya sentezi ile dokular tarafindan oksidasyonu
arasindaki denge bozulmustur. Obezitenin etiyolo-
jisinde genetik faktorlerin yaninda cevresel faktor-
lerin de rolii oldugu bilinmektedir. Ancak, genetik
faktorler, yemek yeme, fizik aktivite davraniglar
ve kilo almaya yatkinlig: etkiliyebilirlerse de obe-
ziteden tek bagina nadiren sorumludur. Son yillar-
da, yag ve karbohidrat igerigi yiiksek gida
titketimindeki artig ve sedanter hayat tarzi obezi-
tede en 6nemli sebep olarak goriilmektedir.!

Koroner arter hastalign (KAH) biitiin yaslarda
ve her iki cinste VKI ile paralel iligki gosterir. Tip
2 diyabetes mellitus (DM) riski VKI artigina paralel
olarak artar ve tip 2 DM’li hastalarin %90’1 obez-
dir. Serebrovaskiiler olaylar (SVO) ve baz1 kanser
(endometrium, meme, prostat, kolon) tiirleri de
obezlerde daha siktir.??

Serbest radikaller ateroskleroz, nérodejenera-
tif hastaliklar, kanser, allerji, DM, katarakt gibi bir-
¢ok hastaligin patogenezinde biiyiik rol oynarlar.
Ozellikle lipidlerin serbest radikal aracili peroksi-
dasyonu 6nemlidir.* Obez kisilerde serbest radikal
iiretiminin ve lipid peroksidasyonunun arttig1 be-
lirlenmigtir.>® Gergekten, obez kisilerde siiperoksit
olusumunun arttig1 ve siiperoksit dismutazin no-
nenzimatik glikasyon ile inhibe edildigi gosteril-
mistir.® Bu nedenle siiperoksitler obezitenin
kardiyovaskiiler ve metabolik etkilerinin fizyopa-
talojisinde anahtar rol oynamaktadirlar.5’

Serbest radikal varliginda diisiik dansiteli li-
poprotein (LDL) okside olur.* Ox-LDL kopiik hiic-
resi olusumunda ve aterojenezdeki roliiniin kesin
olarak ispatlanmasiyla obezite ve Ox-LDL iliskisini
inceleyen aragtirmalar hiz kazanmigtir.

Organizmada serbest radikallerin olusumunu
ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek i¢in
cesitli savunma mekanizmalar1 bulunmaktadir.
Bunlar antioksidan (AO)’lar olarak bilinirler.

AOQO’larin bir kismi enzim bir kismi ise enzim
olmayan molekiillerden ibarettir.* AO enzimlerin
aktivitesi ve molekiillerin konsantrasyonu ayr1 ay-
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11 6l¢iilebilmekle beraber viicudun genel AO duru-
mu TAA 6l¢timii ile degerlendirilebilir.®

Nitrik oksit, organizmada diizenleyici bir mo-
lekiil olarak gorev yapmasina ek olarak, bir dizi pa-
tolojik olayda da rol alir. NO’nun santral sinir
sistemi, kardiyovaskiiler sistem ve immiin sistem
basta olmak tizere pek ¢ok sistemde 6nemli fonksi-
yonlar1 vardir. Endotel kaynakli NO, damar diiz
kaslarinin gevsemesini saglayarak kan akis1 ve ba-
sincinin  ayarlanmasini saglamaktadir. Ayrica,
NO’nun istahin diizenlenmesinde rolii oldugu dii-
stiniilmektedir. Ciinkii, NO sentezinin santral yol-
dan bloke edilmesi besin alimini azaltir. L-arginin
gibi NO donorlerinin verilmesi ise baz1 durumlar-
da besin alimim arttirir.’

Son 30 yilda gelismis ve gelismekte olan iilke-
lerde obezite prevalans: dramatik bir artis goster-
migtir.” Obezite, yukarida belirttigimiz gibi,
ozellikle tip 2 DM, SVO ve kalp damar hastaliklari-
nin gelismesinde risk faktdrii olmasi ve birincil ve
ikincil saglik bakimi giderlerinde biiyiik bir yitk
olusturmas: nedeniyle giintimiiziin en 6nemli saglik
sorunlarindan biri haline gelmistir. Bu amagla, ¢alis-
mamizda obezite ile hastaligin etiyopatogenezinde
rol alabilecek serum NO, Ox-LDL ve TAA arasinda
bir iligki bulunup bulunmadig: ve obezitede bu pa-
rametrelerin saglikli popiilasyona gore degisiklik
gosterip gostermedigini aragtirmay: amagladik.

I GEREC VE YONTEMLER

Calismamiza 29-69 yaslar1 arasinda 33 obez (8 er-
kek, 25 kadin) ve 28-69 yaslar1 arasinda 30 obez ol-
mayan (16 erkek, 14 kadin) saghkli kisi alindi.
Caligma icin Selcuk Universitesi Meram Tip Fakiil-
tesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Etik Kuru-
lu'ndan onay alind:.

Obez kisilerin obezite disinda bilinen hig¢bir
klinik sikayeti ve bulgusu (DM, hipertansiyon vs.)
olmamasina dikkat edildi. Obezite kriteri olarak
VKI kullanild: ve VKI 35 kg/m?den biiyiik olanlar
obez olarak degerlendirildi. Obez olgularin 20’si
morbid obez (VKI>40 kg/m?) ve 13’ii obez (VKI>35
kg/m?) idi.

Kontrol olgular: klinik hicbir sikayeti ve bul-
gusu olmayan ve VKI 25 kg/m*den kiigiik olan sag-
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liklx kigiler arasindan secildi. Obez ve kontrol ol-
gularin yas, cinsiyet ve VKI’ye gore dagilimi Tablo
1’de verildi.

Galismaya katilan obez olgular Selguk Univer-
sitesi Meram Tip Fakiiltesi Hastanesi’ne obezite si-
kayetiyle gelmis kisiler arasindan secildi. Kontrol
grubu ise hastane biinyesinde ¢aligsan saglikli go6-
nilliilerden olusturuldu. Obez ve kontrol grubu-
nun kilo 6l¢timleri baskiil, boy 6l¢iimleri ise serit
mezur kullanilarak yapildi. Calismaya katilan kisi-
lere kan alinmadan 6nce ¢aligma hakkinda bilgi ve-
rildi ve izinleri alindu.

Nitrit ve nitrat diizeylerinin 6l¢iimii enzimatik
Griess yontemi ile gerceklestirildi. Buradaki temel
prensip nitratin nitrat reditktaz enzimi ile nitrite
cevrilmesi ve olusan nitritin Griess reaksiyonu ile
o6l¢tilmesi esasina dayanir.'

Ox-LDL 6l¢iimii sandwi¢ ELISA yéntemine
dayanan ticari kit kullanilarak (Mercodia kat
no:10-1158-01) kit prospektiisiine gore gercekles-
tirildi. Sonuglar, standart grafiginden yararlanarak
hesapland.

TAA 6l¢iimii Erel'in modifiye ettigi ve gelis-
tirdigi metoda gore yapildi.® Testin prensibi ABTS*
radikalinin olusturdugu mavi-yesil rengin ortama
ilave edilen numunedeki AQO’lar ile azalmasi esasi-
na dayanmaktadir. Bunun i¢in, ABTS (2.2’-azinobis
(3-ethylebenzothiazoline-6-sulfonate), ABTS* radi-
kalini olusturmak iizere H,O, ile inkiibe edildi.
Sonra, ortama ilave edilen numunedeki AO’larin
oranina gore bu renk acildi.

Renk degisiminin 660 nm’de 6l¢iimiinden fay-
dalanarak ve degeri bilinen standart (bir E vitami-
ni tlirevi olan Trolox) kullanilarak numunelerdeki
AO aktivite hesaplandi. Beckman LX-20 marka
otoanalizor cihazina uyarlanan program ile gercek-
lestirilen 6l¢iim sonuglart mmol trolox esdegeri/L
olarak verildi.

Bulgularin istatistiksel degerlendirilmesi “SPSS
for Windows 10.0” paket programinda yapildi. Grup-
larin kargilagtirmasinda, parametrik test yapmaya uy-
gun olmayan NO ve Ox-LDL degerleri icgin
Mann-Whitney U testi, parametrik test yapmaya uy-
gun olan TAA degerleri icin 2 6rnek t testi (2-Samp-
le t-Test) kullanildi. VKT ile parametreler arasindaki
korelasyonda Pearson korelasyonu uygulandi.

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2008, 28
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TABLO 1: Obez ve kontrol grubunun yas, cinsiyet ve
VKl‘ye gére dagilimi.
Obez grubu Kontrol grubu
Erkek Kadin Erkek Kadin
Yag 2939 2(%b) 1(%3)  1(%3) 9 (%30)
40-49  2(%6)  16(%48) 11(%36)  4(%13)
50-59 2 (%6) 7(%21)  4(%13) 1(%3)
60-69 2 (%6) 1(%3) -
VK 2025 - 16 (%53) 14 (%47)
35-40 6 (%18) 8 (%24) -
40-50 2 (%6) 15 (%45)
>50 - 2 (%6)
VKI: Viicut kitle indeksi.
I BULGULAR

Calistigimiz parametrelere ait ortalama (X) + stan-
dart sapma (+ SD) degerleri ve bu parametrelerin
VKI ile olan korelasyonlar1 Tablo 2'de toplu halde
verilmigtir.

Tablo 2’den goriildiigii gibi, galigmamizda obez
ve saglikli kisilere ait NO, Ox-LDL ve TAA deger-
leri arasinda istatistiksel olarak dnemli bir fark bu-
Yine, her iki gruba ait bu
parametreler ile VKI arasinda istatistiksel olarak
o6nemli bir korelasyon bulunamamustir.

lunamamgtir.

I TARTISMA VE SONUGC

Ox-LDL, serbest radikal etkisi sonucu olusan
6nemli bir oksidatif stres belirtecidir.!! TAA ise ser-
best radikal etkisine karg1 koruyucu etki gosteren
biitiin AO’larin toplam etkisini gosterir. Caligma-
mizda obez kisilede bu her iki parametrenin sag-
liklh  kigilerden farkh
calistigimiz obez kisilerde oksidatif stres olugmadi-

bulunmamis olmasi

gim1 gostermektedir.

Oksidatif stres bir¢cok faktoriin etkisi sonucu
ortaya ¢ikar. En basta gelen nedeni ise insanlarin
normal fizyolojisidir. Ciinkii, insanlar aerobik can-
11 olduklar i¢in oksijen tiiketirler. Bunun sonucu
olarak 6zellikle elektron transport reaksiyonlari so-
nucu serbest oksijen radikallerinin iiretimi artar.
Fizyolojik sartlarda bu radikallerin etkisi AO mad-
delerle engellenir. Ancak, ¢evre sartlar1 (hava kir-
ligi, calisilan ortam, pestisidler vs.), hastanin
beslenmesi (gesitli vitaminlerden yeterli diizeyde
alinip alinmamasi), sigara, stres (oksidatif stres olus-
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TABLO 2: Obez ve saglikli kisilere ait serum NO, Ox-LDL ve TAA sonuglari ve
bu parametrelerin VKl ile olan korelasyonlari.

Parametreler Gruplar
NO {umollL) Obez grubu
Kontrol grubu
Ox-LDL (U/L) Obez grubu
Kontrol grubu
TAA {mmol trolox esdegeri/L) Obez grubu

Kontrol grubu

X = (SD) p VKi
59.76 + (22.76) r=-0.029
59.71 + (19.30) 0.526 p=0.824

111.11  (28.659) r=-0.015
106.928 + (25.01) 0.686 p=0912
0.9109 + (0.1467) r=0.235
0.8345 = (0.1759) 0.068 p=0.066

NO: Nitrik oksit; Ox-LDL: Okside dlisik dansiteli lipoprotein; TAA: Total antioksidan aktive; VKi: Viicut kitle indeksi.

turan katekolamin salgisindan dolay1), yaslanma ve
kisinin gecirdigi enfeksiyon hastaliklar: gibi faktor-
ler sonucu serbest radikal tiretimi artar, buna kar-
silik AO kapasite yetersiz kalir ve serbest radikaller
zarar vermeye baglarlar. Dolayisi ile insanlarda ok-
sidatif stres agisindan kisinin normal fizyolojisi di-
sinda diger faktorler de etkilidirler.

Literatiirde obez kisilerde siiperoksit iiretimi-
nin arttig1 bu yiizden oksidatif stres olustugu bildi-
rilmigtir.®’ Ancak, yukarida belirttigimiz gibi
oksidatif stres olusmasinda kisinin yas1 ve obezite
disinda diger faktorlerin de ¢ok etkili oldugu go-
rillmektedir. Hastalarimizda hem Ox-LDL hem de
TAA degerlerinin normal bulunmasi bu bilgiler 151-
ginda degerlendirilebilir.

NO’nun LDL oksidasyonu tizerine 2 yonlii [pe-
roksinitrit aracilifiyla prooksidan veya reaktif ok-
sijen tiirleri (ROS)’nin selasyonu yolu ile AO] etkisi
oldugu bildirilmistir. NO’nun pro veya AO etki
gostermesi ortamin pH’1 ve ROS konsantrasyonla-
11 gibi gevresel sartlara gore de degismekte ve in vi-
vo ve in vitro farkli olmaktadir.’>'® Ote yandan,
Ox-LDL’nin ise NOS genini baskiladig1 kaydedil-
mistir."* Dolayis: ile caligmamizda Ox-LDL ile bir-
likte NO'nun de saglhikli kisilerinkinden farklh
bulunmamasi bulgularimizin tutarl oldugunu gos-
termektedir.

Yine calismamizda 6l¢iilen her ii¢ parametre
ile VKI arasinda da herhangi bir korelasyon bulu-
namadi. Bu da NO’nun obezlerde saglikl: kisiler-
den farkli bulunmamasi ile uyumludur.

Literatiirde bu 3 parametreyi bir arada ¢aligan
herhangi bir aragtirmaya rastlayamadik. Ancak, bu
parametreleri ayr1 ayr1 degerlendiren caligmalarda
birbirinden oldukga farkli sonuclar elde edilmigtir.
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Bunlardan bir kisminin bulgular1 bulgularimizi
destekler mahiyettedir. Ornegin;

Viroonudomphol ve ark. obez ve kontrol gru-
bunda SOD, GSH-Px ve katalaz enzim aktiviteleri-
ni aragtirdiklar1 c¢aligmalarinda her iki grup
arasinda 6nemli bir fark bulamamiglardir.’

Anderson ve ark. obez ve kontrol gruplarina
ait plazma nitrat konsantrasyonu arasinda 6nemli
bir fark olmadigimi gostermislerdir.'®

Ferlito ve Gallina, diyabetli hastalarda NO se-
viyelerinin kontrollerden farkli olmadigini ve bu
hastalardaki hipertansiyon, hastalik siiresi ve obe-
zite gibi faktorlerin NO seviyelerine etkisi olmadi-
gin1 bulmuglardir.'” Olszanecka-Glinianowicz ve
ark. da obez ve morbid obez grubuna ait NO deger-
leri arasinda 6nemli bir fark bulunmadigini goster-
miglerdir.!8

Suzuki ve ark. obez ve obez olmayan kisilerde
Ox-LDL ve Ox-LDL antikoru arasinda istatistiksel
acidan 6nemli bir fark bulamamiglardir.?

Goruldugu gibi, yukaridaki aragtirmacilarin
bulgular: bizim bulgularimiz desteklemektedir.
Ancak, bulgularimizi desteklemeyen ¢alismalar da
vardir. Ornegin;

Choi ve ark. ile Higaski ve ark. VKI’deki artis-
la serum NO konsantrasyonundaki artigin paralel

oldugunu bulmuglardir.*!

Olszanecka-Glinianowicz ve ark. NO konsan-
trasyonuyla VKI arasinda pozitif korelasyon oldu-
gunu bulmuslardir.’® Ayrica, obezite ile beraber
insan adipoz dokusundaki NOS aktivitesinin artti-
gin1, insan ve farelerde beyaz adipoz dokuda indiik-
lenebilir NOS ve endotelyal NOS’un bulundugunu
gostermiglerdir.

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2008, 28
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Elizalde ve ark. obezlerde NO diizeylerini
kontrollere gore daha yiiksek bulmuglardir.'?

Higaski ve ark. agin zayif kisilerle (VKi<18
kg/m?) ve obez kisilere ait (VKI>30 kg/m?) serum
MDA-LDL konsantrasyonunu normal VKI'ne sa-
hip kisilere gore daha yiiksek bulunmugtur.?! So-
nucta, obez ve asir1 obezlerin kardiyovaskiiler
hastalik riski tagidiklan gibi diisiik VKI'ne sahip ki-
silerin de bu riski tagidiklar: ve oksidatif stresin ¢ok
diisiik VKI’'ne sahip insanlarda da artti§1 sonucuna
varmiglardir.

Vasankari ve ark. kilo kaybina bagl olarak Ox-
LDL de azalma oldugunu bulmuglardir.?? Myara ve
ark. VKI>35kg/m? olan obezlerde Ox-LDL seviye-
sini kontrol grubundan yiiksek oldugunu kaydet-
miglerdir.® Bu aragtirmacilar, LDL oksidasyonun
VK1 ile negatif korelasyon gésterdigini ve obez bi-
reylerde LDL'nin daha kolay okside olabilecegini

Beltowski ve ark. sicanlar {izerinde yaptiklar
calismada beslenmeyle gelisen obezite sonucu TA-
A’da ve enzimatik olmayan AO’da azalma oldugu-
nu gozlemislerdir.*

Sonug olarak, ¢alismamizda ol¢tiigiimiiz para-
metreler bakimindan obez ve obez olmayan kisiler
arasinda énemli bir fark bulunamadi. Yine, VKI ile
oOlciilen parametreler arasinda her iki grupta anlam-
11 bir korelasyon bulunamadi. Literatiirde, bu ko-
nuda birbirinden farkli sonuglar elde edildigi
goriilmektedir. Bunun nedeninin yukarida belirti-
len bolgesel farkhiliklar, genetik yap1 ve beslenme
aligkanlig: gibi faktorler olabilecegini diisiiniiyoruz.
Dolayist ile konunun biitiin bu parametreleri goz
ontine alacak sekilde daha fazla olgu tizerinde ve
diger oksidatif/antioksidatif stres parametreleri ile
birlikte aragtirilmasinin faydali olacag: kanaatin-

generation, more stable ABTS radical cation. Clin
Biochem 2004;37:277-85.
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1 and 2 diabetics with and without complications..
Panminerva Med 1998;40:304-8.

deyiz.
belirtmislerdir.
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