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OZET

Giris ve Amac: Diyet uygulamalar1 epilepsi tedavisinde, cerrahi tedavi ve
yeni antiepileptik ilaclarin (AEI) artan sayisina ragmen son zamanlarda tekrar
giincellik kazandig1 igin Ketojenik diyetler ve kalorisi kisitlanmis standart diyetler
(aglik) yeniden kullanilmaya baslanmisir. Bu diyetlerin faydali sonuglar1 genellikle
ketozise baglanmaktadir. Ketojenik diyette yiiksek yag, diisiik protein ve
karbonhidratlarin aynen aglikta oldugu gibi ketozise neden oldugu one siiriilmiistiir.
Bu diyetler ile lipit metabolizmasinin arttigi ve inflamatuar hastaliklarin azaldigi
distintilir. Ketozis yapan bu diyetlerle immiin sistem diisiik glukoz diizeylerine
adapte olur ve metabolizma mitokondriyal yag asiti oksidasyonu, ketogenezis ve
ketolizis yoniine dogru kayarak inflamasyonu azaltir. Ancak kritik hastalig1 olanlarda
diyetle doku tiplerine ve enfeksiyon gesitlerine gore akut inflamasyon cevabi artmis
ya da azalmig sekilde gerceklesebilir. Bu cevabin degisiminde postprandiyal veya
postabsortif zamanlarinda etkisinin oldugu ¢ok yeni literatiirlerde dikkat ¢ekmeye
baslamistir. Klinigimizde diyet terapileri ndbet kontrolii i¢in sik¢a uygulanmaktadir.
Bu diyetlerin hastalarimizda immunoglobulin seviyelerinde degisiklik yapmadan agir
enfeksiyonlara yatkinlik oranmi arttirdigini gézlemledigimiz i¢in kullanilan diyet

terapilerinin akut inflamasyona cevaplarini ¢aligmamizda karsilagtirmak istedik.

Ketojenik diyetin ve KKD’nin epilepsili hastalara mevcut ndbetleri
azaltmasiyla biligsel fonksiyonlar1 diizelttigi de diisliniiliir seklinde veriler vardir.
Diyet terapilerinin epilepsi disinda kanser, otizm gibi hastaliklarda da kullanimi
giindemdedir; ancak bu konudaki veriler azdir. Bu amacla giindemde olan bu diyet
terapilerinin saglikli yavru sicanlarda biligsel fonksiyonlar iizerindeki etkisini

kiyaslamak istedik.

Standart diyetin (SD), KD’in, kalorisi kisitlanmis ketojenik diyetin (KKKD)
ve KKD’in, inflamatuar sitokinler (IL-1, IL-6, TNF-a) ve siiperoksit dismutaz (SOD)

diizeyleri tizerindeki etkisini kiyaslayarak akut inflamasyon iliskili hastaliklara sahip



olanlarda, kisiye en uygun diyet seklinin segilebilmesine aracilik etmek ve bellek

tizerine etkilerini anlayabilmek ¢alismamizda hedeflenmektedir.

Yontem: Calismada 54 tane 6 haftalik Winstar tipi disi rat kullanildi. Ratlar
5 gruba ayrildi. Tiim ratlarin bazal tartis1 alindiktan sonra gruplara 7 haftalik siire ile
SD (n=12) ad libidum, KD (n=15) ad libidum, KKKD (n=15) ve KKD (n=12)
verildi. Su tiim gruplara ad libidum seklinde verildi. Tiim gruplar iki haftada bir
tartildi. Glikoz ve B-hidroksibutirat (BOHB), deneyin 2. haftasinda ketozisin
kontrolu amaci ile oftalmik ven kullanilarak kandan glikoz ve keton stripleri ile
Optimum Xeed marka Ol¢lim cihazi kullanilarak o6lgiildii (Abbott Laboratories,
Abbott Park, Illinois). 6. haftanin sonunda diyet terapilerinin uzun ve kisa donem
bellek iizerine etkilerini kiyaslayabilmek i¢in KD (n=10), KKKD (n=10), KKD
(n=10) ve SD (n=10) alan ratlara Morris su labirenti testi ve yeni obje tanima testi
uygulandi. 7. haftanin sonunda SD alan alt1 rata intraperitoneal (ip) salin, diger tim
ratlara ip LPS (lipopolisakkarit) (150 mcg/kg) yapilarak akut inflamasyon
olusturuldu. Sonra tiim gruplardan intrakardiyak kan aliip serumda BOHB, akut
inflamatuar sitokinlerden IL-1, IL-6, TNF-a ve antioksidan olarak SOD diizeylerine
ELISA yontemi ile bakildi. Istatistiksel analizler SPSS versiyon 17.0 programi
yardimiyla gergeklestirildi.

Bulgular: Calismada 54 tane 6 haftalik Winstar tipi disi rat kullanilmustir.
Agirlik degisimleri diyet gruplarina gore karsilastirilmis ve anlamli iliski oldugu
saptanmistir (p<0,001). SD+SDLPS grubundaki 7 haftalik tarti degisim yiizdesi
(%36,19+£8,73), KD grubuna (%14,53+£8,43), KKKD grubuna (%5,01£12,14) ve
KKD grubuna (% -9,36+8,88) gore daha fazladir. Olgiilen glikoz degerlerindeki
degisimin gruplar arasinda karsilastirilmasi sonucu anlamli iliski bulunamamistir
(p=0,828). BOHB degerleri gruplar arasinda karsilastirilmistir.  KD(59,40+5,56
umol/L), KKKD (60,24+4,62 umol/L), KKD (61,75£3,85 umol/L) gruplarinin
BOHB degerleri SDLPS (50,69+2,82 umol/L), SD (46,65+4,38 umol/L) gruplarina
gore daha yiiksek bulunmustur (p<0,001). SOD diizeyleri gruplara gore
karsilagtirilmistir. Buna gore KD (11,00+5,44U/ml), KKKD(14,51+4,47U/ml), KKD
(12,49+6,07U/ml) gruplarinin SOD degeri benzer; ama SDLPS(6,86+2,19U/ml) ve



SD (6,39+3,86U/ml) gruplarina gore daha yiiksektir (p=0,007). IL-1 (p=0,087) ve
TNF-a (p=0.077) degerleri gruplar arasinda karsilastirildiginda anlamli iligki
saptanamamustir. IL-6 gruplar arasinda karsilastirildiginda; KKD grubunun IL-6
degerinin diger gruplara gore daha diisiik oldugu gozlenmistir (p=0,004). Saglikl,
disi, yavru, ratlar lizerinde uygulanan diyet terapilerinin uzun ve kisa bellek iizerine

etkileri kiyaslanmis ancak aralarinda anlamli bir fark saptanmamuistir.

Sonu¢ ve Tartisma: Ketozis anti-inflamatuar yanitta anlamli degisiklik
yapmamuistir; IL-6 sadece KKD ile belirgin azalmistir. Bu diyet terapileri anti-
inflamatuar etkiler agisindan kiyaslandiginda belirlenemeyen bir nedenle IL-6’y1
sadece KKD azaltmistir. TNF-a ve IL-1 diizeyleri tiim diyet terapilerinde SDLPS
grubundaki gibi yiikselmistir. Ancak bu durumda kanlarin postprandiyal ve
postabsortif fazda alinmas1 gibi saatin 6nemi olabilir. Literatiirde sitokin diizeylerinin
postabsortif fazda azaldigi belirtilmistir; ancak bizim numune toplama zamanimiz
postprandiyal zamana denk gelmektedir. Ya da diger deneylerden farkli olarak bizim
deneyimizde saglikli disi yavru ratlar kullanilmistir, bu durum stres yanitinin fazla
olmasma neden olmus olabilir. Verilerimize bakildiginda SD ve KD’lere gore
KKD’de IL-6 yaniti diisiiktiir. 1L-6 hem proinflamatuar hem de anti-inflamatuar
etkisi olan bir sitokindir. KKD’de IL-6’in anti-inflamatuar faza gegtigi
distintilmustir. Saglikli disi ratlarda diyet terapilerinin uzun ve kisa bellek

fonksiyonlari {izerine etkisinin olmadig1 ¢calismamizda gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: Ketojenik diyet, kalorisi kisitli diyet, akut inflamasyon,

bellek, antioksidan etki, néroprotektif etki



ABSTRACT

Introduction and Purpose: Despite the increasing number of new
antiepileptic drugs (AEDs) and surgical treatment, various dietary practices in the
treatment of epilepsy have recently been updated again. While the beneficial results
of fasting are attributed to ketosis, it has been suggested that high fat, low protein and
carbohydrates in the diet cause ketosis just as fasting. For this purpose, ketogenic diet
(KD) and calorie restricted diet (CR) used in antiepileptic treatment have been shown
to have therapeutic effects in neurological diseases both in clinical studies and
animal experiments. There are also studies advocating that KD increases or decreases
cognitive functions. It is thought that KD and CR reduce seizures by reducing
seizures. In addition, dietary treatments change the response to acute inflammation in
critically ill patients. In caloric restriction (CR) and fasting, the immune system
adapts to low glucose levels and the metabolism shifts towards mitochondrial fatty
acid oxidation, ketogenesis and ketolysis, reducing inflammation. We also observed
improvement in cognitive functions in patients using these dietary therapies
independent of seizure control in our clinic. Therefore, we aimed to compare the
responses of dietary treatments to acute inflammation and their effects on memory.
We compared the effect of the standard diet (SD) on the calorie-restricted ketogenic
diet (CRKD) and CR on the levels of inflammatory cytokines (IL-1, IL-6, TNF-a)
and superoxide dismutase (SOD). The aim of this study is to compare the effects of
diet on memory and mediate the selection of the most appropriate diet in patients

with acute inflammation-related diseases.

Method: 54 Winstar type 6 weeks old female rats were used in this study.
Rats were divided into 5 groups. After basal weighing of all rats, CD (n = 12) ad
libidum, KD (n = 15) ad libidum, CRKD (n = 15) and CR (n = 12) were given to the
groups for 7 weeks. Water was given to all groups as ad libidum. All groups were
weighed every two weeks. Glucose and B-hydroxybutyrate (BOHB) were measured
using blood glucose and ketone strips from the ophthalmic vein using the Optimum
Xeed brand device (Abbott Laboratories, Abbott Park, Illinois) to control ketosis at

Vi



week 2 of the experiment.At the end of the 6th week, Morris' water maze experiment
and new object recognition test were applied to rats to compare the effects of diet
therapies on long and short term memory. (KD (n=10), CRKD (n=10), CR (n=10)
and CD (n=10)). At the end of the 7th week, 6 rats receiving CD were given
intraperitoneal (ip) saline and ip rats (lipopolysaccharide) (150 mcg/kg) for acute
inflammation. Then, intracardiac blood was collected from all groups and serum
levels of BODB, IL-1, IL-6, TNF-a and acute antioxidant SOD levels were measured
by ELISA. Statistical analysis was performed using of SPSS version 17.0.

Results: 54 female 6 weeks old Winstar rats were used in this study. Weight
changes were compared according to diet groups and a significant relationship was
found (p <0.001). The 7-week weight change percentage in the CD+CDLPS group
(%36,19+8,73) was higher than in the KD (%14,53+8,43) CRKD (%5,01+12,14) and
CR(%-9,36+8,88) group. No significant relationship was found between the groups
as a result of comparison of the changes in the measured glucose levels (p=0.828).
BOHB levels were compared between the groups. CD (46.65 + 4.38) group's BOHB
level (umol/L) was lower than the other groups. SOD levels (U/ml) were compared
according to groups. According to this, SOD levels of KD (11,00 = 5,44), CRKD
(14,51 £ 4,47) and CR (12,49 + 6,07) groups were similar. but it was higher than
CDLPS (6.86 + 2.19) and CD (6.39 + 3.86) groups (p = 0.007). IL-1 (p = 0.087) and
TNF-o (p = 0.077) levels were compared between the groups, no significant
relationship was found. IL-6 levels were compared between the groups; IL-6 levels
of CR were lower than the other groups (p = 0.004). The effects of dietary therapies
on long and short memory of healthy female rats were compared but no significant

difference was found between them.

Ketosis did not significantly alter the anti-inflammatory response; however, IL-6
decreased markedly in KKD. Only CR reduced IL-6. TNF-a and IL-1 levels were
increased in all dietary therapies as in the CDLPS group. In this case, however, time
can be of importance as blood is collected in the postprandial and postabsortive
phase. It has been reported in the literature that cytokine levels decrease in the

postabsortive phase. However, our sample collection time corresponds to the

vii



postprandial time. Or, unlike other experiments, female rats have been used in our
experience, which may have caused a high stress response. According to the data, In
CR, there is a low IL-6 response compared to SD and KD. IL-6 is a proinflammatory
and anti-inflammatory cytokine. 1L-6 was considered to have entered the anti-
inflammatory phase in KKD. It has been shown that dietary therapies have no effect
on long and short memory functions in healthy female rats.

Keywords: Ketogenic diet, calorie restricted diet, acute inflammation,

memory, antioxidant effect, neuroprotective effect
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1. GIRIS VE AMAC

Diyet uygulamalar1 epilepsi tedavisinde, cerrahi tedavi ve yeni antiepileptik ilaclarin
(AEI) artan sayisina ragmen son zamanlarda tekrar giincellik kazandig1 icin ketojenik
diyetler ve kalorisi kisitlanmis standart diyetler (aclik) yeniden kullanilmaya
baslanmigir. Bu diyetlerin faydali sonuglart genellikle ketozise baglanmaktadir.
Ketojenik diyette yiiksek yag, diisiik protein ve karbonhidratlarin aynen aglikta
oldugu gibi ketozise neden oldugu oOne sirilmistir. Bu diyetler ile lipit
metabolizmasinin arttigi ve inflamatuar hastaliklarin azaldigi distinilir. Ketozis
yapan bu diyetlerle immiin sistem disiik glukoz diizeylerine adapte olur ve
metabolizma mitokondriyal yag asiti oksidasyonu, ketogenezis ve ketolizis yoniine
dogru kayarak inflamasyonu azaltir. Ancak kritik hastalig1 olanlarda diyetle doku
tiplerine ve enfeksiyon ¢esitlerine gore akut inflamasyon cevabi artmis ya da azalmis
sekilde gerceklesebilir. Bu cevabin degisiminde postprandiyal veya postabsortif
zamanlarinda etkisinin oldugu cok yeni literatiirlerde dikkat ¢ekmeye baglamistir.
Klinigimizde diyet terapileri ndbet kontrolii i¢in sikca uygulanmaktadir. Bu
diyetlerin hastalarimizda immunoglobulin seviyelerinde degisiklik yapmadan agir
enfeksiyonlara yatkinlik oranmi arttirdigini gézlemledigimiz i¢in kullanilan diyet

terapilerinin akut inflamasyona cevaplarini calismamizda karsilagtirmak istedik.

Ketojenik diyetin ve KKD’nin epilepsili hastalara mevcut ndbetleri
azaltmasiyla biligsel fonksiyonlari diizelttigi de diistiniiliir seklinde veriler vardir.
Diyet terapilerinin epilepsi disinda kanser, otizm gibi hastaliklarda da kullanim
giindemdedir; ancak bu konudaki veriler azdir. Bu amacla giindemde olan bu diyet
terapilerinin saglikli yavru siganlarda bilissel fonksiyonlar iizerindeki etkisini

kiyaslamak istedik.

Standart diyetin (SD), KD’in, kalorisi kisitlanmis ketojenik diyetin (KKKD) ve
KKD’in, inflamatuar sitokinler (IL-1, IL-6, TNF-a) ve siiperoksit dismutaz (SOD)

diizeyleri tizerindeki etkisini kiyaslayarak akut inflamasyon iliskili hastaliklara sahip



olanlarda, kisiye en uygun diyet seklinin segilebilmesine aracilik etmek ve bellek

tizerine etkilerini anlayabilmek ¢alismamizda hedeflenmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Dogal Bagisiklik ve Bilesenleri

2.1.1 Dogal bagisikhik

Tim c¢ok hiicreli canlilar mikroorganizmalarin yol actifi enfeksiyonlardan ve
zedelenmis hiicrelerden korunmak amaci ile konak savunma mekanizmalari

gelistirmiglerdir. Bu duruma dogal direng veya dogal bagisiklik denilmektedir (1).

Dogal bagisiklik polimorfoniikleer 16kosit, monosit, makrofaj vb hiicrelerden
olusur. Organizmanin ilk koruma hattini olustururlar. Bu hiicrelerin bazilar1 hasar

alaninda birikip fagositoz yaparak inflamatuar yaniti bagslatirlar (2).

Dogal  bagisiklik  sistemi,  konak¢i  hiicrede  olmayan  ancak
mikroorganizmalarda ortak olarak bulunan bazi mikrobiyal molekiilleri tanir.
Ornegin, fagositoz yapan hiicreler bazi bakterilerin hiicre duvarinda bulunan
lipopolisakkarit (LPS) ve bakteri glikoproteinlerinde yer alan terminal mannoz
yapisini tanirlar. Dogal bagisikligi uyaran bu mikrobiyal molekiillere patojen iliskili
molekiiller (PAMPs) denir. Bu yapilar1 taniyan konakg¢idaki dogal bagisiklik
reseptorlerine ise patojen tantyan reseptorler (PRR) denir. PRR’ler fagosit, dendiritik
hiicreler, epitelyal hiicreler gibi farkli hiicrelerin ylizeyinde yer alabilirler. Bazilar1 da
yiizeyde degil endoplazmik retikulumlarda mikrobiyal {iriinlerin oldugu vezikiillere

(endozomlara) gecerler veya sitozolde ortaya ¢ikarlar (1).

Dogal bagisiklik ayrica hasara ugramis hiicrelerden aciga ¢ikan molekiilleri
de tanir. Bu molekiillere hasar iliskili molekiiller (DAMPs) denir. DAMPs’lara

gelisen yanit ile doku onarim mekanizmalari uyarilir (1).



Patojen iliskili molekiiller ve DAMPs’lar i¢in bulunan PRR’ler bir¢ok alt tipe
ayrilirlar. PRR’ler bes farkli reseptor ailesinden olusur. Protein bolgelerine gore

simiflandirilmislardir. Bunlar;

1. Toll-benzeri reseptorler (TLR)

2. NOD benzeri reseptorler (NLR)

3. C tip lektin reseptorler (CLR)

4. RIG-I benzeri reseptorler (RLR)

5. AIM2 benzeri reseptorlerdir (ALR). (2)

Patojen taniyan reseptorler i¢inde en iyi bilinenler Toll-benzeri reseptorlerdir
(Toll-Like Receptors, TLR) (2). Bazi TLR’ler hiicre yiizeyindedir. Bazilari
endozomda yer alir. Endozomda yer alanlar hiicre i¢i mikroorganizmalari tanirlar (1)

(Sekil 1).
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Sekil 1. Dogal Bagisikliktaki 4 hiicre reseptor ailesi ve yerlesimleri (1)

Toll-benzeri reseptér 1, TLR2, TLR4, TLRS, TLR6 ve TLRI10 hiicre
yiizeyindedir. TLR3, TLR7, TLR8, TLR9, TLR11, TLR12 ve TLR13 hiicre i¢inde
endozomlarda bulunurlar. Her bir TLR farkli mikrorganizmalara kars1 6zgiilliik

gosterir. Bunlardan birkagi soyledir:



TLR-2: Bakteri Peptidoglikanlarini

TLR-3,7 ve 8: Viral Niikleik asitleri (dssSRNA)
TLR-4: LPS’1 (endotoksin)
TLR-5: Bakteri Flagelini

TLR-9: Metillenmemis CpG oligoniikleotidlerini tanirlar. (Sekil 2)
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Sekil 2. TLR’lerin Yapilar1 ve Ozgiilliigii (1)

NOD-benzeri reseptorler ise sitoplazmadaki DAMPs ve PAMPs’lar1 tanir. En
iyi bilineni NLRP-3’tiir (NOD-benzeri reseptor pirin igeren alan 3). NLRP-3
mikroorganizma tirlinlerini ve bazi kimyasal degisimleri (lirik asit kristalleri, hiicre
potasyum seviyeleri, kolesterol kristalleri ve serbest yag asitleri) algilar. Bu
degisimlerle uyarilinca protein ve prokaspaz-1 ile oligomerize olur. Kaspaz-1

etkinlesir. Kaspaz-1, pro-IL1B’y1 parcalayarak IL-16’y1 (akut inflamasyonu uyarir)
olusturur (1) (3) (Sekil 3)



NOD-benzeri reseptor pirin igeren alan 3’lin sitozolik bileskesi, adaptor
(ASC) ve Kkaspaz-1 ‘inflamazom’ olarak adlandirilir. Inflamazom konak
savunmasinda ve bazi hastaliklarla iliskilidir. Urik asit kristallerinin, lipitlerin ve
kolesterol esterlerinin NLRP-3’ii arttirarak steril inflamasyona yol acip gut, tip-2

diyabet ve ateroskleroz gelisimine neden olduklari gosterilmistir (1) (3) (Sekil 4).

NOD-benzeri reseptor pirin igeren alan 3’{in iizerinde ketojenik diyet (KD),
kalori kisitlanmasi (KK), aglik gibi beslenme durumlari ise zit bir etkiye sahiptir.
Yani diyet tedavileri akut inflamasyon cevabini degistirebilirler. Bu diyetler ile ATP
kaynag1 olarak kullanilan beta-hidroksibiitirat (BOHB) NLRP-3 inflamazomunu,

ASC oligomerizasyonunu ve potasyum akisini inhibe ederek inflamasyonu azaltir

(4).
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Sekil 3. NLRP-3 Inflamazom etkinlesmesi ile pro-IL-18’nimn etkin IL-18’a

doniistimii (1)
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Sekil 4. Beslenme iligkili NLRP3 inflamazom aktivasyonu (3)

2.1.2 Sitokinler

Dogal bagisikligin hiicresel yanitin1 yoneten sitokinler, ¢6ziinlir veya membrana
bagli oncli protein veya glikoprotein haberci molekiiller grubudur. Molekiiler
agirhiklart 8 ila 40,000 Da arasinda degisir. Lokositlerin birbirleriyle ve diger
hiicrelerle iletisiminden sorumludurlar (5). Baslica kaynaklar1 mikroorganizma ile
uyarilan dendritik hiicreler, makrofajlardir. LPS gibi bir bakteriyel yapitasi
sitokinlerin giiglii uyaranlar1 arasindadir (1). 200'den fazla sitokin tanimlanmistir:
interlokinler (IL), biiyiime faktorleri, kemokinler, interferonlar, hematopoietinler ve
koloni uyarici faktorler gibi. Sitokinler proinflamatuar (6rnegin IL-1, 1L-6, TNF-a
(timo6r nekroz faktor-alfa), TGF-B (doniistiiriicii biiylime faktorii-B) ve anti-
inflamatuar (6rnegin IL-1Ra, IL-4, IL-10, IL-13) olarak ayrilmistir. Proinflamatuar
sitokinler genel olarak, anti-inflamatuar sitokinler veya sitokin reseptorii spesifik

antagonistleri tarafindan inhibe edilebilirler (5).

21211L-1

Proinflamatuar sitokindir. IL-1lalfa (IL-1a) ve IL-1beta (IL-18) seklinde 2 formu
vardir. (6) Ayrica IL-1 ailesinde bir anti-inflamatuar ajan olarak ¢alisan IL-1 reseptor
antagonisti (IL-1Ra veya IL-1RN), IL-18, IL-33 de bulunmaktadir. IL-1 sitokin

genleri (IL-1a, IL-1B ve IL-1Ra), 2912-21 kromozomu iizerinde bulunur. IL-1 hemen

her hiicreye etkilidir. TNF-a ile uyumlu ¢alisir. Immiin ve néroendokrin sistemler



arasinda onemli bir molekiiler bag olarak rol oynar. Viicut 1sisinin diizenlenmesi
(endojen pirojen), agr1 ve istah gibi siire¢lerde 6nemli bir rolii vardir. IL-1, adezyon
molekiillerinin ekspresyonunu artirarak notrofillerin ve diger hiicrelerin yapismasini

destekler (5).

IL-1a: 31 kDa o6ncii bir protein olan ProlL-1 a olarak olgunlasmamis formda
sentezlenir. Olgun form, N-terminal amino asitlerin ProlL-la'dan ¢ikarilmasiyla
meydana gelir. Bununla birlikte, hem Pro-IL-1a hem de olgun IL-1a biyolojik olarak
aktiftir. Olgun formda islenmesi, plazma membrani ile iligkili olan kalpain olarak
adlandirilan kalsiyum bagimli, membranla iligkili sistein proteazinin aktivasyonunu
gerektirir. IL-la'nin proinflamatuar &zellikleri, aterosklerotik vaskiiler hastaliklara

neden olabilir (5).

IL-16: ProlL-18 olarak sentezlenir. ProlL-1p, IL-1 doniistiiriicii enzim (ICE)
| kaspaz-1 (CASP1) ile proteolitik bolinme ile IL-1B'ye doniisir (5). IL-1B,
inflamasyonun ana aracilarindandir. Temelde makrofajlar tarafindan iiretilerek doku

hasar1 veya patojenlere kars1 dogal immiin yanit1 baslatir (1).

2122 IL-6

Interlokin-6, inflamasyon ve enfeksiyona yanitin disinda metabolik, rejeneratif ve
noronal islemlerin diizenlenmesinde de rol oynar (7). IL-6 ilk dnce aktif B hiicreleri
tarafindan antikor iliretimini indiikleyen bir B hiicresi farklilasma faktorii olarak
tanimlanmistir. Sonrasinda B hiicrelerinin farklilasmasin1 ve T hiicrelerinin

aktivasyonunu tegvik ettigi goriilmiistiir (8).

Interldkin-6 iizerindeki, IL-6 reseptoriine (IL-6R) baglaninca, fonksiyonlarini
yapmaya baslar. Cesitli hiicreler tarafindan sentezlenebilir (8). Fibroblastlar, endotel
hiicreleri, B ve T lenfositler, hepatositler, keratinositler, glial hiicreler ve kemik iligi
stroma hiicreleri IL-6 yapabilen hiicrelerdir (9). Ama genel olarak bu sitokinin ana

kaynaklari, akut inflamasyonda inflamasyon bolgesindeki monositler ve makrofajlar,



kronik inflamasyonda ise T hiicreleridir. Normal kosullarda, IL-6 seviyesi diisiiktiir.
Seviyeleri stres altinda hizla yiikselir. Cok sayida calisma, IL-6'nin, hematopoez ve
enfeksiyon veya travma bolgelerinde nétrofillerin gogii gibi dogal immiin sistemin
yanitlarinda rol oynadigini1 gosterir (8). Ek olarak, bu sitokin, akut faz proteinleri

olarak C-reaktif protein, serum amiloid A ve fibrinojen sentezini arttirir (1).

Akut inflamasyonda proinflamatuar sitokin olarak davransa da anti-
inflamatuar aktiviteye de sahiptir. Anti-inflamasyondaki roli c¢esitli gozlemlere
dayanmaktadir. IL-6'nin, aktif B hiicrelerinin niikleer faktér kappa-hafif
zincirlestirici olarak adlandirilan transkripsiyon faktoriiniin aktivitesini ve bu
hiicrelerin lenfoid dokulara alinmasi i¢in gereken dendritik hiicreler iizerindeki
kemokin reseptoriiniin ekspresyonunu inhibe ederek immiinosupresif 6zelliklerinin
oldugu gosterilmistir. Ayrica, IL-6 sinyalleri alternatif makrofaj aktivasyonunu
tesvik eder. Mikrobisidal aktivitelerini inhibe eder. Ek olarak, IL-6 ayni zamanda,
IL-1Ra’nin ve TNF i¢in ¢oziiniir pS5 reseptoriiniin ekspresyonunu da aktifler. Bu
ortamlarda, IL-6 sadece akut inflamasyonun indiiklenmesinde degil, inflamasyonun

¢ozlilmesinde de rol oynar (8).

Son zamanlarda IL-6 sitokin ailesi tanimlanmistir. IL-6, IL-11, siliyer
norotrofik faktdr (CNTF), 16semi inhibe edici faktér (LIF), oncostatin M (OSM),
kardiyoprofin 1 (CT-1), kardiyoprofin benzeri sitokin (CLC) ve IL-27 'den olusan bir
ailedir. Bu aileye ait sitokinler birbirleriyle uyumlu; fakat ayn1 zamanda da farkli
biyolojik aktivitelere sahiptir: hepatik akut faz reaksiyonunun diizenlenmesinde, B
hiicresi stimiilasyonunda, regiilator ve efektér T hiicreleri arasindaki dengenin
diizenlenmesinde, metabolik diizenleme de bu aktiviteler arasindadir. IL-6
ailesindeki sitokinlerin  blokajinin  otoimmiin hastaliklarda faydali oldugu

gosterilmistir (10).



2.1.2.3 TNF-a

Kasektin, nekrozin ve hemorajik faktor olarak da adlandirilan proinflamatuar bir
sitokindir (11). Hiicre i¢i bir N terminale sahip bir tip II transmembran proteinidir.
Hem membranla biitiinlesmis bir protein hem de proteolitik boliinmeden sonra

salian ¢oziiniir bir sitokin olarak sinyal verme potansiyeline sahiptir (12).

Timor nekroz faktor-a, makrofajlar ve lenfositler tarafindan salinir. Timor
hiicrelerinin ¢ogalmasini baskilar. Hiicre farklilasmasi, apopitozis, dogal ve edinilmis
bagisiklik sistemi iizerinde Onemli etkileri bulunur (11). Lipid metabolizmasi,
koagiilasyon, insiilin direnci, endotelyal fonksiyon siireglerinde de dnemli rolii vardir
(13).

Hiicre proliferasyonu ve sitokin iiretimi i¢in reseptdrlerine baglanir. iki TNF
reseptorii vardir: Viicuttaki cogu hiicrede bulunan TNFRI ve temel olarak
hemopoietik hiicrelerde eksprese edilen TNFRIL. TNFRI, ¢6ziiniir ligand, TNFRII
ise membran ile entegre form ile aktive edilir. TNF-a, kendi reseptorii olan TNFR-1
ile , inflamasyonu ilerletir. TNFR1, genellikle tiim hiicrelerde yaygin olarak bulunur.
TNF-a ile etkilesimi sonucunda proiinflamatuar aktiviteler tetiklenir. TNFR1, TNFR
iligkili 6lim alani proteinini (TRADD) araciligiyla gesitli sinyallesme kompleksleri

ile etkilesir. Hiicresel sag kalima veya apopitoza neden olur (11).

Timor nekroz faktor-a oksidatif stresi indiikleyen transkripsiyonel yollar1 da
aktive eder. Daha sonra bu stres ve inflamasyonun her biri ile etkilesime girer. TNF-a
tarafindan gerceklestirilen proinflamatuar aktiviteler, prostaglandin olusumunu ve
COX-2'nin (siklooksijenaz-2) indiiksiyonunu da igerir. TNF-a'nin ayrica arterlerin
duvarlarindaki inflamatuar kaskadlar1 baglatip tromboza neden oldugu da rapor

edilmistir (14).

Interlokin-18 ile beraber vazodilatasyon ve damar disma sivi gegcisi ile
hipotansiyon, myokard kasilma fonksiyonunun azalmasina da neden olarak septik

soktaki erken dénem bulgularina yol agar (1).
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2.1.3 Dogal bagisiklik yaniti olarak inflamasyon

Vaskiiler dokularin enfeksiyon, toksin maruziyeti ve hiicre hasar1 sonrasinda plazma
proteinleri ve 16kositlerin damar digina gogiinii uyardigi reaksiyonlara ‘inflamasyon’
denir (1). Organizmay1 i¢ ve dis tehditlere karsi koruyan bir mekanizmadir. Bu
mekanizma ile organizma, bakteri, virus, mantar gibi dis etkenlerden veya kendi
dokularinda olusan tiimdr veya doku antijenlerinden kendini korumaya calisir. Bu
nedenlerle inflamasyon akut-kronik veya allerjik, otoimmiin, infeksiyéz olarak
siiflandirilabilir (1).

Patojenlere karst organizmanin 2 temel mekanizmasi vardir. Bunlardan ilki
dogal bagisiklik sistemidir. Bu sistem, makrofajlari, ¢esitli mediatorler salgilayan
hiicreleri (eozinofil, mast hiicreleri, bazofiller) ve dogal 6ldiiriicii hiicreleri (natural
killer) kullanir. Dogal bagisiklik sisteminin  molekiiler komponentleri ise
kompleman, akut faz proteinleri ve sitokinlerden (interferon gibi) olusur. Buna karsin
kazanilmis bagisiklik sistemi ise her karsilasmada kendisini gelistirerek daha giiclii
cevap veren sistemdir. Antijen ile karsilasinca yiizey reseptorleri ile baglanan ve
cogalan T ve B hiicrelerinden olusur. Antijen sunan hiicreler olarak adlandirilan

hiicreler T hiicrelerine antijen sunar. Uyarilarak ¢ogalmalarini saglar (15).

Akut inflamasyon, proiinflamatuar sitokinlerin yerini anti-inflamatuar
sitokinlerin almasiyla enfeksiyon kontrolii ve doku tamiri yaparak koruyucu etkinlik
gosterir.  Boylece akut inflamasyon kendini sinirlayabilir. Eger enfeksiydz ajanlar
veya doku hasari elimine edilemezse, inflamatuar siire¢ yeni bir karakteristik 6zellik

kazanarak ayni zamanda da doku hasar1 ve hastaliga da neden olabilir (1) (16).

Inflamasyon siireci birka¢ asamadan olusur:

1. Hiicrelerin birikimi
2. Damarlardan plazma proteinlerinin sizmasi
3. Mikroorganizmalarin ve Olii artiklarin fagositler tarafindan yakalanip

yutulmasi
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4. Zararli maddelerin yok edilmesi (1)

Notrofiller ve monositler konakg¢r hiicrelerinden salgilanan kemokinler
sayesinde enfeksiyon bolgesine veya doku hasari olan yere gog¢ ederler. Makrofajlar
da, aktiflesmis notrofillerden salgilanan MIP-a ve MIP-B (makrofaj yangisal
proteinler) sayesinde enfeksiyon bolgesine giderler. Enfeksiyon etkenini,
makrofajlar tantyinca bu duruma sitokin iireterek yanit verirler. Bu sitokinlerden en
onemli ikisi TNF-a ve IL-1’dir (17). Bu sitokinler damar yiizeyinde selektinlerin
(yapisma molekiilii) belirmesine neden olurlar. Notrofil ve monositler selektine
gevsek baglanarak endotel yilizeyinde l6kosit yuvarlanma islemini gergeklestirirler.
Lokositler ayrica iizerlerinde integrin de tasirlar. Integrinler de baglanma
molekiilleridir. TNF-a ve IL-1, integrinin endotel {izerindeki bagciklarinin sayisin
arttirilar.  Kemokinler sayesinde integrinler endotel yiizeyindeki bagciklarina
baglaninca l6kosit yuvarlanma iglemi son bulur. Béylece 16kositlerin damar disindaki

enfeksiyon bolgesine gocii saglanmis olur (1).

Mikroorganizmalar ve 6l artiklar yiizey reseptorlerine baglaninca fagositler
tarafindan yutulurlar (fagositoz). Bu fagositik reseptorlerin baslicalart PRR, antikor
ve kompleman reseptorleridir. Fagositoz sonrasinda vezikiiller olusur. Bu yapiya
fagozom adi verilir. Fagozom ise lizozom ile birlesir ve fagolizozom meydana gelir.
Bu olaylarin devaminda fagolizozomda cesitli enzimler aktiflenir: fagosit oksidaz,
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS), lizozomal proteazlar. Fagosit oksidaz,
molekiiler oksijeni siiperoksit anyonuna ve reaktif oksijen radikallerine (ROS)
gevirir. iNOS, arjinini nitrik oksit (NO, mikrobisidal madde)’e gevirir. Lizozomal

proteazlar, mikrobiyal proteinleri pargalar. Boylece hiicre i¢i 6ldiirme gergeklesir (1).

Hiicre dis1 oldiirme de ise notrofiller igeriklerini hiicre disina bosaltip
cekirdek igeriklerini degistirerek konak¢i savunmada rol oynarlar. Degisen igerik ile
notrofil extraselliiler Traps(NETs) denen bagka giiclii antimikrobiyal proteinler
olustururlar. NETs ile mantarlar ve bakteriler yakalanir. Ama bu durumda hiicre

disina bosalmis yapilar nedeni ile ROS olusup doku hasar1 da meydana gelebilir (1).
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2.1.4 Okidatif stres ve antioksidanlardan siiperoksit dismutaz

2.1.4.1 Serbest oksijen radikalleri

Oksidatif stres, antioksidan mekanizmalar ile ROS iiretimi arasindaki dengesizliktir.
ROS olusumunun artmasi, oksidatif stresi tetikler. Stres tetiklenince antioksidan
enzim sistemi aktive olur. Hiicrenin fonksiyonel yapis1 ve savunma sistemi
bozuldugundan hiicre savunma yapamaz ve DNA, protein, karbonhidratlar ve lipitler
hasar goriir (18) (19).

Serbest oksijen radikalleri, inflamasyonun ilerlemesinde 6nemli rol oynayan
anahtar sinyal molekiillerindendir. Inflamasyon alanindaki polimorfoniikleer
notrofiller (PMN'ler) tarafindan {iretilir. Endotel disfonksiyonuna ve doku hasarina
neden olur. Damar endoteli, makromolekiillerin ve inflamatuar hiicrelerin kandan
dokuya gegisinde dnemli bir rol oynar. Inflamasyonda, PMN'ler tarafindan iiretilen
oksidatif stres, endotelyal kavsaklarin agilmasima yol acar. inflamatuar hiicrelerin

endotel bariyeri boyunca gegisini tesvik eder (20).

Serbest oksijen radikalleri, gii¢clii oksitleyici ozelliklere sahip kismen
indirgenmis oksijen metabolitleri olarak tanimlanir. Disiik konsantrasyonlarda da
sinyallesme fonksiyonlar1 vardir. Yiiksek konsantrasyonlarda hiicrelere zararlidirlar;
¢linkii protein ve lipid hiicresel bilesenlerini okside ederler ve DNA'ya zarar verirler.
“Fizyolojik konsantrasyonlarda” ROS, hiicre biiylimesini, hiicrelerin diger hiicrelere
yapismasini, farklilagmayi, yaslanmayi ve apopitozu diizenleyen sinyal molekiilleri

olarak iglev goriir (20).

Viicudumuzda en 6nemli ROS oksijenden (O3) olusan radikallerdir. Viicuda
alman O, ‘in yaklasik %3-5’i ROS’a ¢evrildigi i¢in ROS hiicrede devamli
iretilmektedir (21). O,; siiperoksit radikali (O,.") olusturmak i¢in tek elektron kabul
eder. Oksijenin dort elektron alma yetenegi vardir. Tek elektron aldiginda O,.

meydana gelir (22). Bir tane eslesmemis elektron tasidigi i¢in bir radikaldir ama ¢ok
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zararl1 degildir. Onemi hidrojen peroksit (H,O,) kaynag: olmasindan dolayidir (23).
O,.” bir elektron daha kabul ettiginde H,O, meydana gelir (22)

Hidrojen peroksit radikal degildir, daha sonraki basamakta radikal olan
hidroksil radikali‘ini (OH.) olusturur. H,O,’nin Fe*? ve diger elementler varliginda
(Cu, Mn, Zn, Cr, Co, Ni, Mo) indirgenmesiyle OH. olusur. (Fenton reaksiyonu) ya da
H.O2’nin O, radikali ile reaksiyona girmesiyle de (Haber-Weis reaksiyonu)
olusmaktadir (24).

Son basamaktaki OH. (en giiglii reaktif oksijen tiirtidiir, lipid peroksitleri ve
organik radikaller iireten zincir tepkimelerini baslatir ) bir elektron daha alarak suya
doniistr (22) (Sekil 5).

Fenton reaksiyonu: HyO5 + Fe+2 ———» OH +OH + Fe+3

Haber-Weiss reaksiyonu: HyOo+ O9° ———% OH' + HyO+ 05

05 —S % Oz 22 0 S o < 50
H-O

Sekil 5. Oksijenin elektron alarak indirgenmesi (22)

Hiicredeki oksidatif stresin ana kaynagi O, anyonunun mitokondriyal
tiretimidir (25). ROS, mitokondride elektron tagima zincirinde (ETZ) sitokrom P450
(CYP) araciligiyla hiicresel metabolizmanin yan iriinleri olarak iretilir (20). Bu
nedenle CYP enzimleri oksidatif stresin belirtegleri olarak kabul edilir. ETZ’de
oksidatif fosforilasyonla ATP olusur. Ara lriin olarak da hiicre hasarina sebep
olabilecek O, H,O, ve OH' salinir. Radikal olusturan esas bolge mitokondrinin ig
membraninda yer alir. Molekiiler oksijenin %98’i, mitokondrial bir enzim olan
sitokrom c oksidaz tarafindan katalizlenerek suya indirgenir. O, ‘i suya indirgemek

yerine, mitokondriyal ETZ’deki elektronlardan bazilar1 O~ olusturmak i¢in kagar.
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0O, ve H,0, bu radikallerdendir ve tretimleri %1-2 kadardir. H,O, mitokondriden
sitoplazmaya salinir; ama O, salinmaz. Literatiierler bu radikallerin ¢ogunlukla ETZ

kompleks-1°i tarafindan iiretildigini gostermektedir (24) (26).

Intramitokondrial SOD (stiperoksit dismutaz), O,’1 H»O,’e doniistiirerek

hiicreleri oksidatif hasardan korur (25).

Diger ROS ana kaynaklari ise gesitli hiicrelerde, 6zellikle de fagositlerde ve
endotel hiicrelerinde bulunan NADPH oksidazlaridir (20). Mikroorganizmalarin
fagositozu sonrasinda bagisiklik sistemi NADPH oksidaz, miyeloperoksidaz ve
INOS ile sirasiyla O,7, HOCL ve nitrik oksit (NO) iiretir. Bu toksik metabolitler
fagosite edilen mikroorganizmalarin 6ldiirmelerine neden olur. Ama ayni zamanda
cevredeki doku bilesenlerine de zarar verebilir (22). Ornegin; Nitrik oksit (NOs) bir
adet c¢iftlenmemis elektrona sahiptir. Bu nedenle reaktif oksijen tiirii olarak kabul
edilir. O, ile reaksiyona girer ve peroksinitrit (ONOO ) serbest radikalini olusturur
(27).

Ksantin oksidaz, NADH oksidaz, amin oksidaz, aldehit oksidaz, dihidrooratat
dehidrogenaz gibi enzimler viicudumuzda enzimatik yolla direkt olarak serbest

oksijen radikallerinin {iretimine yol acan diger oksidan enzimlerdir (28).

2.1.4.2 Antioksidan enzim olarak: Stiperoksit Dismutaz

Antioksidanlar serbest radikallere karsi koyar ve oksidanlari nétralize ederler (29).
Antioksidan molekiiller; endojen veya ekzojen oksidan molekiilerin hiicreye zarar

vermesini 6nleyen, enzimatik veya nonenzimatik yapilardir (30).

Endojen antioksidan sistemi genel olarak:

(1) Enzimatik antioksidanlar : SOD, katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz

(GPx) ve tioredoksin izoformlar1 (Trx)
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(2) Hidrofilik antioksidanlar: Ure, askorbat, nonezimatik glutatyon (GSH),
glutatyon disiilfid (GSSG) ve flavonoidler

(3) Lipofilik radikal antioksidanlar: Tokoferol, karotenoid ve ubiquinol’den
olusur (29) (Sekil 6)

Enzimatik antioksidanlar, ROS'u notralize edebilme kabiliyetleri nedeniyle
oksidatif hasara karsi daha etkili bir koruyucu etkiye sahiptir. Bu nedenle, bu
antioksidanlar akut hiperoksi, radyasyon hasari, ve iltihaplanma vb durumlarda 6nemli

rol oynarlar (29).

Siiperoksit dismutaz invivo olarak bilinen en iyi antioksidanlardandir. Insanda
bulunan SOD'lar, sitozolik (CuzZn-SOD), mitokondriyal (Mn-SOD) ve hiicre dis1 SOD
olarak simiflandirilabilirler. SOD, stiperoksit radikallerinin H,O, ve O, doniistiirerek

oksidatif sistemde birinci savunma hattin1 olusturur (29).

SOD

O, +0, + 2H" — 0, + H,0O,

Boylece membrani gegemeyen siiperoksit radikali membrani gegebilen H,0;

dontismektedir (31).

Biriken ROS ve serbest radikaller nedeni ile ,mitokondride oksidatif hasar1
engellemek icin Mn-SOD ekspresyonu artar. ROS birikimi mitokondriyal
gecirgenligi indikleyebilir ve mitokondriyal membran stabilitesini bozabilir.
Mitokondriyal dis zarin bozulmasi, sitokrom c¢ ve serin proteaz gibi diger

proapopitotik faktorlerin salgilanmasina neden olur (29).

Stiperoksit dismutaz ile H,O, olustugunda radikal olmamasina ragmen
sonrasinda OH' olusumunu 6nlemek igin suya indirgenmesi zorunludur (31). Bu
nedenle SOD aktivitesindeki artisin olusturabilecegi H,O, birikmesi ancak CAT ve
GPx enzimlerinin artan aktiviteleri ile kontrol edilebilir. Diisiik konsantrasyonlarda

H.0,’i Gpx pargalar, yiiksek konsantrasyonlarda ise CAT aktivite kazanir (32).
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Sekil 6. Enzimatik antioksidanlar, hiicreleri korumak i¢in ROS'u dogrudan veya
dolayli olarak nétralize edebilir. Enzimatik olmayan antioksidanlar, antioksidan
enzimi tesvik ederek veya dogrudan oksidatif zincir reaksiyonunu igleyerek oksidatif

etkiyi notralize edebilir. (29)

Hiicreleri korumak i¢in ROS antioksidanlar ile nétralize edilmeye c¢alisilir,
¢linkii literattir, ROS'un neden oldugu oksidatif hasarin ve ardindan hiicre 6liimiiniin,
diyabet, Parkinson hastaligi, Alzheimer hastaligi ve amyotrofik lateral skleroz (ALS)
gibi ndrodejeneratif hastaliklar ile iligkili oldugunu 6ne stirmektedir. Ayrica, ROS’un

kanserin ilerlemesinde ve yaslanma siirecinde de rol oynadigi gosterilmistir (33).
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2.2 Epilepsi

2.2.1 Epilepsi tanimi ve simiflandirilmasi

Nobet, beyinde asir1 veya senkronize noronal aktiviteden kaynaklanan gecici bulgu
ve/veya semptomlarin oldugu nérolojik fonksiyon (motor, duyusal veya otonomik)
degisikligidir (34).

Epilepsi, tekrarlayan nobetlerle karakterize sik goriilen bir durumdur. Epilepsi
iki ya da daha fazla uyarilmamis noébetin oldugu tekrarlayan nobetler olarak
tanimlanir. Bu tanim ile bazi uyarilmis nébetler diglanir (metabolik anormallikler,
inme, travma, menenjit, atesin neden oldugu nobetler gibi). Epilepsi; 2005°te nobet
tiretmek icin kalict yatkinlikla karakterize edilen bir beyin hastalig1 olarak tanimlandi

(35).

ILAE tarafindan 2014 yilinda yapilan epilepsi tanimlamast ise;

(1) 24 saatten fazla ara ile meydana gelen en az iki provoke edilmemis (veya
refleks) nobetin olmasi;

(2) Bir provoke edilmemis (veya refleks) nobet ve sonraki 10 yil iginde
gerceklesen iki provoke edilmemis nobetten sonra en az % 60 oranda benzer
baska nobet olasiligy;

(3) Bir epilepsi sendrom tanist alma seklindedir (36).

Ayrica ILAE tarafindan 1981 ve 2010 yillarinda epileptik nobetlerin
siniflandirilmas: yapilmistir. Bazi nébet tipleri, 6rnegin tonik ndbetler veya epileptik
spazmlar, generalize baslangigli olabilir. Ancak ndbetin baglangict hakkinda bilgi
eksikligi, bir nobeti 1981 sistemiyle tartisilmasi zor ve siniflandirilamaz hale
getiriyordu. Ayrica bu siniflama yine bazi énemli nobet tiplerini igermemekteydi. Bu

nedenlerle 2010 ve en son 2017 de smiflandirma modifiye edildi (37) (Sekil 7).
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ILAE 2017 Epilepsi Stmflamas: — Ayrintih Simiflama
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Sekil 7. ILAE 2017 Epilepsi nobetlerinin siniflandirilmasi (37)

2.2.2 Epilepside temel mekanizmalar

Epilepsi nobetlerin tekrarlamasi ile sik goriilen bir hastaliktir. Patofizyolojisi hala
bilinmemektedir. Bu sebeple de mevcut tedavi yaklagimlari sadece ndbetleri
baskilamay1 amaglamaktadir. insanlarda epileptogenez galismalar etik olmadigindan

bilimsel ilerleme igin hayvan deneyleri gereklidir (38) (39).

Idiopatik epilepsilerde beyin gelisiminin erken donemlerinde genetik bir
defekt

belirlenemeyen yapisal bir lezyon sorumlu tutulur. Semptomatik oldugu halde,

oldugu diisiintilitken semptomatik epilepsilerde belirlenebilen veya

etiyolojisi bilinmeyen epilepsilere de kriptojenik epilepsiler denir (40).
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Epileptogenezden sorumlu hiicresel mekanizmalar hala bilinmemektedir.
Genellikle epilepsi nobetlerinde ayr1 mekanizmalardan soz edilmekle birlikte
hepsinde artmis noronal uyarilabilirlik ve senkronizasyon gibi ortak ozellikler
mevcuttur. Epileptojenik odaklardaki lezyonlar tam agiklanamayan nedenlerle artmis
uyartlma ve anormal ateslenme 0&zelligi gosterirler. Bu lezyonlar; dendiritik
dallanmanin yapisini bozarak eksitatdr sinapslari akson tepecigine yaklastirabilir,
iyon kanallarinda yeni bir yapilanmaya sebep olabilir, tekrarlayici kollateral
eksitasyona yol agabilir ve senkronizasyonun giiclenmesine neden olabilirler (38).

Epilepsi olusumunda rolii oldugu diisiiniilen hipotezler;

1. Noronal reseptorlerin up veya down regiilasyonu (reseptorlerin tekrar
yapilanmasi-iyonik mikrogevrede olusan degisiklikler)

2. GABAerjik inhibisyonun epileptogenezi baskilamak yerine fonksiyonel
degisimlerle epileptik aktiviteyi arttirmasi (38).

Iyon kanallarindan voltaja bagli Na ve Ca kanallari, hiicre zarinin
depolarizasyonundan (uyarict postsinaptik potansiyel-EPSP), voltaja bagh K
kanallar1 hiicre zarinin repolarizasyonundan (baskilayici postsinaptik potansiyel —
IPSP) sorumludur. Voltaja bagli Na ve Ca kanallari, sodyum ve kalsiyumun igeri
girigini  saglar ve EPSP meydana gelir. Sonrasinda noronlardan eksitator
norotransmitter salinimi baglar. Boylece ndbet i¢in gerekli olan ndron uyarimi ve gen
ekspresyonu saglanir. Voltaja bagli Na ve Ca kanallar1 ile olusan EPSP, voltaja bagl
K kanallarinin inhibitér etkisi ile dengelenmektedir. Ozellikle hipokampusta K
iyonlarinin iyon kanallarindan iceri akmasi ile aksiyon potansiyelinde depolarizasyon
sonlanir ve repolarizasyon baslar. Repolarizasyonun (IPSP) baslamasi ndbet igin
gerekli olan noronal desarji durdururken bir anlamda potansiyel bir antiepileptik

gorevi gortir (41) (42).

Glutamat, aspartat, asetil kolin eksitator norotransmitterlerdir. Glisin, gaba
aminobiitirik  asit (GABA), dopamin, noradrenalin ve taurin inhibitor
norotransmitterlerdir. Bu ndrotransmitterler nobet gelisiminde veya engellenmesinde

rol oynarlar (43).
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Iyon kanallarmin disinda GABAerjik sisteme ait bozukluklar da ndbet
gelisiminde rol oynar. GABA beyindeki inhibitor etkisini GABA-a ve GABA-b
reseptorleri ile gerceklestirir. GABA, GABA-a reseptoriine baglaninca klor iyonu
hiicre igine girer ve noronal aktivitede inhibisyon meydana gelir (44). GABA’nin
GABA-b reseptoriine baglanmasi ise hiicre i¢ine potasyum girigini arttirmakta,
kalsiyum girigini azaltmakta ve presinaptik norotransmitter salinimini engelleyerek
inhibisyon yapmaktadir (45). GABA-a reseptorlerinin asir1 salinimi ile nébet gelisimi

arasinda iliski bulunmustur; ancak GABA-b ile olan iliski netlik kazanmamustir (46).

Noromodiilator etkiye sahip Noropeptid Y (NPY) ise presinaptik kalsiyum

salimimin azaltarak eksitabiliteyi azaltir (46).

2.2.3 Epilepsinin Epidemiyolojisi ve Etiyolojisi

Epilepsi prevalansi gelismekte olan iilkelerde gelismis {ilkelerle karsilastirildiginda
daha yiiksektir ve 1000'de 3 ile 22.2 arasinda degisken bir yayginlik orani
gostermektedir. Tiirkiye’nin tamamini1 kapsayan bir ¢alismada bu deger 1000 de 8
olarak bulunmustur (47). Epilepsi insidans1 gelismis iilkelerde 100.000°de 20 ile 70,
gelismekte olan iilkelerde 100.000 de 100 iin tizerindedir (48). Yasam boyu epilepsi
gelisim insidanst %3, prevalansi %0.5 dolayinda bildirilmektedir (49). Epilepsi
insidansi en yiiksek yagamin ilk bir yilinda ve 60 yas sonrasindadir (50).

Epilepsi etyolojisinin  belirlenmesi tedavi, prognoz ve klinik gidisati

belirlemek i¢in gereklidir. Etyoloji 4 ana kategoriye ayrilir.

1. Idiopatik Epilepsi: Genetik kokenli oldugu varsayilmistir ve ndroanatomik
veya noropatolojik bir anormallik s6z konusu degildir.
2. Semptomatik Epilepsi: Anatomik veya patolojik anormallikler ile iliskili

kazanilmis veya genetik bir neden epilepsiye sebep olmaktadir.
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3. Provoke Edilmis Epilepsi: Burada sistemik veya ¢evresel faktdrler nobete
neden olur. Altta yatan ndroanatomik veya noropatolojik bir anormallik
yoktur.

4. Kriptojenik Epilepsi: Semptomatik oldugu halde, etiyolojisi bilinmeyen
epilepsilerdir (51).

2.2.4 Epilepsi tedavisi

Epilepsi antiepileptik ilaclara (AEI) cevap verme olasilig1 yiiksek olan hastalardan
ilag direngli hastalara kadar genis bir spektrum olarak goriilmelidir. AEI’larn
profilaktik olarak kullanimi yeni gelisen tedavi yontemlerine ragmen hala temel
tedavinin yapitagidir (38). Eger hasta anormal EEG, MRG (manyetik rezonans
goriintlileme), ve/veya ndrolojik muayeneye sahipse ve/veya epilepsi i¢in aile oykiisii
varsa siklikla tedavi baslanir (34). Bazi hastalarda Ketojenik diyet (KD), epilepsi

cerrahisi ve vagal sinir stimulasyonu uygun olmaktadir (35).

2.2.4.1 Antiepileptik ilac Tedavisi

1993’e kadar regete edilen dort ilag vardi ve bunlar simdi eski AEI olarak
adlandirilmaktadir: Fenobarbital, Fenitoin, Karbamazepin, Valproat. 1993 ten sonra
yeni AEI’lar kullanima girmistir. Ancak bu yeni ilaglara ragmen %25-30 hastada
ndbetler kontrol altina alinamamaktadir. AE] tedavisindeki ilk amag, tolerabilite ve
giivenilirligi en yiiksek seviyede tutup en kisa siirede 1yi ndbet kontrolii saglamaktir.
Ilag secenegi hastaya gore degismektedir. Nobetin ve epileptik sendroma ek olarak
hastanin cinsiyeti, yasi, komorbiditesi, aldig1 diger tedaviler tedavi secenegini etkiler
(35). AET’lar; Sodyum kanal inhibitorleri, Kalsiyum kanal inhibitorleri, GABA
etkisini giiclendirenler, Glutamat blokorleri, Karbonik anhidraz inhibitdrleri,

Hormonlar ve mekanizmasi net anlasilamamis ilaglar olarak siniflandirilabilirler
(52).
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2.2.4.2 Cerrahi tedavi

Epilepsi cerrahisi direngli nobetleri olan hastalara uygulanan bir tedavi yontemidir
(53). Genellikle AEI’larla ndbet kontrolii saglanabilmesine ragmen yeni tani alan
hastalarin %16’sinda ilaca direng¢ gelisir veya hastanin medikal tedavilerin etkili
olmadig1 bir epileptik sendromu olabilir. Bu nébet tekrar1 da mortalite ve morbiditeyi
arttirmaktadir. Ilaglara direngle ilgili standart tanimlama yoktur. Klinikteki ilag
direnci ile ilgili tamimlama ise en az iki uygun AEI ile basarisizlik, tolere
edilememesi veya beklenen etkinin simirli olmasidir. Fonksiyonel ve yasam
kalitesinde bozulma olan ilag direncli epilepsilerde cerrahi akilda tutulmalidir (35).
Stereotaktik lazer ablasyonu ve stereotaktik radyocerrahi gibi ablatif islemler agik
cerrahiye, Ozellikle mezengial temporal lob epilepsisi olan hastalarda minimal
invaziv alternatifler sunmaktadir. Ablasyon veya rezeksiyon i¢in aday olmayan bazi
kisiler i¢in, vagus sinir stimiilasyonu, derin beyin stimiilasyonu veya duyarli
norostimiilasyon gibi palyatif ndromodiilasyon prosediirleri, ndbet sikliginda énemli

bir azalmaya ve yasam kalitesinin iyilesmesine neden olabilir (53).

2.2.4.3 Ketojenik diyet tedavisi

Ketojenik diyet, yiiksek yag, yeterince protein ve diisiik karbonhidrath bir diyettir.
Yaglarin kullanilmas1 kanda keton cisimciklerinin agiga c¢ikmasina yol agar. Bu

nedenle diyet ‘Ketojenik Diyet (KD)’ olarak adlandirilmaktadir. AEI kullanimina

ragmen nobet kontrol problemi olan ¢ocuklarda KD etkin bir tedavidir. Hatta glikoz
transport-1 bozuklugu sendromu gibi bazi metabolik hastaliklarda KD ilk tedavi
secenegi olarak uygulanmaktadir. Son yillarda kullanimi giderek artmaktadir (54)
(55).
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2.2.4.3.1 Ketojenik diyet tarihgesi

Aclik ve diger diyet tedavileri epilepsi tedavisinde MO 500'den beri
kullanilmaktadir. Ayrica aglik, Hipokrat’in epilepsi tedavisi igin kaydedilen tek
tedavi yontemidir (55) (56).

Aclik metabolizmasimi taklit ederek 1920'lerde epilepsi tedavisi i¢in KD
uygulanmaya baslanmistir. Hugh Conklin ve arkadasi epilepsinin bagirsaklardan
beyine gelen zehirli toksinler nedeniyle gelistigini iddia ederek epilepsili ¢ocuklar
25 giin a¢ birakip sadece su ile beslemistir. Daha sonra epilepsili bu ¢ocuklarin aglik
tedavisi ile uzun donemde nébetsiz kaldigini yaymlamistir. Yiksek yagh, diistik
karbonhidratli diyetin ag¢ligin metabolik etkilerini taklit edebilecegini iddia eden ilk
makale 1921'de Mayo Clinic'ten yaymlanmistir (55) (56).

Yirmi yila yakin bu terapi yaygin olarak kullanilmig, fakat 1970°li ve 80°li
yillarda modern AEI tedavisi ile KD kullanimi azalsa da, 1990 lardan itibaren tekrar
popiilarite kazanmustir. Ozellikle 1996 yilinda Amerikan Epilepsi Derneginin
toplantisindan sonra dikkatleri yeniden ¢ekmistir (55) (56).

2.2.4.3.2 Ketojenik diyet tanim1

Ketojenik diyet genellikle %80 yag, %15 protein ve %5 karbonhidrattan
olusmaktadir. Yagin, karbonhidrat ve proteine oran1 2:1 ila 4:1 arasinda
degismektedir. Yag ile protein ve karbonhidrat arasindaki belirtilen oranlar disindaki
daha yiiksek oranlar, daha kisitlayici fakat daha etkili olarak goriilmektedir. Bu
diyetteki yaglarin ¢ogu, uzun zincirli trigliseritler olarak saglanir. Klasik KD’in
baska bir ¢esidi ise daha fazla karbonhidrata izin vererek diyetin lezzetini arttirma
amact ile kullanilan orta zincirli trigliserit diyetidir. Daha ketojenik olmasina

ragmen, siklikla gastrointestinal yan etkilere neden oldugu i¢in daha az kullanilir
(57).
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Ketojenik diyet ile enerji, proteinler, mineraller, vitaminlerde eksiklikler,
lipidler, doymus yag ve kolesterolde ise fazlaliklar meydana gelir. Boyle bir diyetin
kullanilmasi, 6zellikle ¢ocuklarda, uygulama ve izlemde o&zel dikkat ve

monitarizasyon gerektirir (57).

Ketojenik diyetin yag iceriginin daha az doymus yaglarla veya daha fazla
¢oklu doymamis yaglar ile degistirilmesiyle, karbonhidrat ve lipid metabolizmasi
tizerinde KD’in daha az zararli hale getirilerek daha iyi ketoneminin saglanabilecegi
distinilmiistiir. PUFAs’lar ile keton diizeyi daha iyi yiikseltilip daha iyi nobet
kontrolii saglanabilir hipotezi ile 2004 yilinda 10 kadm 10 erkegin dahil edildigi
Klinik bir calismada farkli yag icerikleri olan KD tiirleri gruplara verilmistir. Bir
gruba sature yag asidi (SAT) ile zenginlestirilmis KD, diger gruba PUFAs ile
zenginlestirilmis KD uygulanmistir. PUFAs igeren KD’de omega-3 ve omega-6
oranlar1 esit tutulmustur. BOHB diizeyleri her iki grupta yiikselmis; fakat PUFAs
alanlardaki yiikselis daha belirgin olmustur. Calismada sonug olarak serum glukoz
konsantrasyonlarinda PUFAs alanlarda 10 mg/dl’ye kadar diisiis oldugu SAT alan
grupta bazal glukoz diizeyi ile benzer kaldig1 gosterilmistir. Bu ¢alisma ile PUFAs ile
BOHB diizeylerinin daha fazla arttirilabilecegi gosterilmistir. Daha fazala artmis

keton diizeyi ile nobet kontroliiniin daha iyi yapilabilecegi sonucuna varilmistir. (58)

2.2.4.3.3 Keton olusumu ve ketojenik diyet etki mekanizmasi

Aclik veya KD uygulanmasi durumunda viicut enerji kaynagi olarak keton
cisimlerini kullanir. Viicutta keton cisimleri yag asitleri B oksidasyonu ile meydana
gelirler. B oksidasyonda iki karbonlu (C) parcalar, yag acil CoA’nin karboksil
ucundan sirayla ayrilirlar ve boylece asetil CoA’lar ortaya cikar. Yag asitleri
tiyokinaz tarafindan sitozolde CoA tiirevlerine donistirilir. B oksidasyon,
mitokondri matrixinde gergeklestiginden CoA tiirevleri karnitin mekigi ile sitozolden

mitokondriye taginir (59) (Sekil 8)
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Sekil 8. Karnitin Mekigi (59)

3 oksidasyonun ilk dongiisii yag asit zincirinin 2 karbon azalmasi ile

sonuglanan 4 basamakli bir diziden olusur:

FADH?2 iireten oksidasyon

Hidrasyon

NADH iireten oksidasyon

Tiyolitik yarilma (Asetil-CoA ortaya ¢ikar) (59)

M w0 D

Her bir dongiide bir asetil grubu, bir NADH ve bir FADH; iiretimi
gerceklesir. Son tiyolitik yarilma iki asetil grubu iretir (Asetil-CoA’nin allosterik
aktivatorii yag asidi oksidasyonu ile glukoneogenezi birbirine baglayan Piruvat

Karboksilazdir) (59) (Sekil 9)
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Sekil 9. Yag asitlerinin beta oksidasyonun enzimatik basamaklar1 (60)

Yag asidi oksidasyonu ile elde edilen bu asetil gruplar1 karaciger
mitokondrisinde keton cisimlerine donistiriliirler. Asetoasetat ve BOHB keton
cisimleridir. Asetoasetat ve BOHB periferik dokulara tasinarak yeniden asetil-

CoA’ya doniisiirler ve krebs siklusunda oksitlenirler. Keton cisimciklerinin periferik

dokular i¢in 6nemli enerji kaynagi olmalariin sebepleri;

1. Sulu ¢ozeltilerde ¢oziiniirler (tastyiciya ihtiyag duymazlar)

2. Mevcut asetil-CoA miktar1 karaciger oksidasyon kapasitesini astigi zaman

olusurlar

3. lskelet kasi, kalp kasi gibi karaciger dist dokularda kandaki miktari ile

orantili olarak kullanilirlar. Hatta uzamis aclikta beyin de kullanir.



Hepatik asetil-CoA’lar piriivat dehidrogenazi inhibe eder, Piruvat
karboksilaz1 aktive eder. BOylece olusan oksaloasetat krebs siklusundan ziyade
karacigerde glukoneogenez igin kullanilir. Bu nedenle asetil-CoA Kketon cisimlerine
yonelir (59).

Mitokondriyal HMG-CoA sentaz (keton sentezinde hiz kisitlayict basamak) ;
asetil-CoA’y1 tigiincii bir asetil-CoA ile birlestirerek HMG-CoA (kolesterol onciisii)
olusturur. HMG-CoA, asetoasetat ve asetil-CoA’y1 olusturmak iizere ikiye ayrilir.
Asetoasetat, NADH’1 hidrojen kaynagi olarak kullanarak BOHB‘a indirgeyebilir
veya aseton olusturabilir. Asetoasetat ve 3-hidroksibiitirat dengesi NAD+/NADH
orani ile belirlenir. Yag asidi oksidasyonu sirasinda bu oran yiiksek oldugu i¢in 3-

hidroksibiitirat sentezi tercih edilir (Sekil 10) (59).

Aclik esnasinda enerji kaynagi olarak keton cisimleri kullanilir. BOHB tan B-
hidroksi dehidrogenaz ile NADH iiretilerek asetoasetat olusturulur. Asetoasetat
tiyoforaz enzimi ile siiksinil-CoA’dan bir molekiill CoA alir ve asetoasetil-COA
olusturulmus olur. Asetoasetil-CoA’dan tekrar enerji elde etmek iizere iki molekiil
asetil-CoA olusturulur (Sekil 11). Mitokondrisi olan tiim dokular asetoasetati
BOHB’a okside eder ve enerji kaynagi olarak kullanir. Karacigerde tiyoforaz enzimi
bulunmaz, bu nedenle karaciger keton cisimlerini metabolize edemez. Mitokondrileri
olmadig1 igin eritrositler de keton cisimlerini kullanamazlar. Ketonlar basit
diftizyonla, monokarboksil tasiyicisi ile kan beyin bariyerini gegerler (59). BOHB
ayrica beyinde tek yag asidi oksidasyonu yapabilen hiicre olan astrositlerden de
sentezlenir (61).
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Sekil 10. Keton sentezi (61) Sekil 11.Ketonun periferik dokularda
kullanimi (61)

Saglikli insanlarda normal sartlarda BOHB seviyeleri 0-04 ila 0,08 mMol/L
arasinda degisirken aglikta veya diyabetik ketoasidozda bu seviler daha da artar. (61)
Ergen farelerde KD’in ortalama BOHB seviyelerini 1.1+/-0.2mM e kadar yiikselttigi
bulunmustur. Ayni ¢alismada intraselliiler BOHB seviyelerinin ekstraselliiler sividan

daha yiiksek oldugu gosterilmistir (62).

Beta-hidroksi bitiiratin beyine alimi tasiyict bagimlidir. Bunun i¢in kontrol
noktasi, MCT1 (SLC16A1:astrositlerdeki BOHB tasiyicisi) ekspresyonu ve BOHB
seviyeleridir. Bu seviyeler aglik ve KD ile artar. MCT1 seviyeleri yenidoganlarda
yiiksektir. Yagsla beraber azalir. BOHB'nin beyindeki bazal gereksinimlere, néronal

aktiviteyi destekleyen katkisinin 36 saatlik agliktan sonra oldugu gosterilmistir.
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BOHB'!n kan konsantrasyonunun yeterli diizeyde yiiksek olmasi ile BOHB, tiim
bazal gereklilikleri ve noéronal aktivitenin enerji ihtiyacinin yaklagik yarisini

saglayabilmektedir (61) (63).

2.2.4.3.4 KD’in beyin uyarilabilirligi ve epilepsi iizerindeki metabolik etkileri

Ketojenik diyet kullanildiginda viicut birincil enerji kaynagi olarak keton cisimlerini
kullanir. Lipoliz aktive olur ve mitokondrilerde serbest yag asitlerinin 3 oksidasyonu
baslar. Aseton, asetoasetat, BOHB; kan beyin bariyerini kolaylikla gecer. Noronal ve
sinaptik uyarilabilirligi diizenleyerek antiepileptik mekanizma olusturular. Keton

cisimlerinin néroprotektif etkisi de vardir (64).

Ketojenik diyetin glutamaterjik sinaptik aktariminin bozulmasi, glikolizin
inhibisyonu ve ATP'ye duyarli potasyum kanallarinin aktivasyonu gibi cesitli
mekanizmalarla antikonviilzan oldugu diisiiniilmektedir (64). Ketozis durumunda
beyindeki glutamat ve GABA sentezi artar. Astrositlerde, glutamat ile glikoz
yoklugunda ve BOHB (5 mM) varliginda, glutamatin aspartata dontisiimii azalir (61).
Ayrica keton cisimcigi asetoasetat tarafindan da vezikiiler glutamat transportu,

VGLUTZ2, inhibe edilir (64).

Beta-hidroksi biitirat K-ATP kanallarinin aktivitesini degistirir. K-ATP
kanallar1 noron ve glial hiicrelerde bulunan ATP bagimli kanallardir. Hiicre i¢ci ATP
konsantrasyonu ile bu kanal duyarliligi arasinda iliski vardir. KD kullaniminda,
kalori kisitlanmasi veya aglik gibi durumlarda hiicredeki ATP azalmaktadir. Boylece
K-ATP kanallar1 aktive olarak agilmaktadir veya daha uzun siire acik kalmaktadir.
Bu kanallar aktive oldugunda hiperpolarizasyon gerceklesir ve noéronun
uyarilabilirligi zorlagir (65). Keton cisimlerin suprafizyolojik konsantrasyonlarda
(0.4 mM BOHB) uygulanmasinin, substantia nigra pars reticularis néronlarinin
kendiliginden uyarilma esigini diigiirdiigli gosterilmistir. Bu etkiye D-BOHB aracilik
ettigi; ama aktif olmayan L-BOHB’nin aracilik etmedigi gosterilmistir. Keton
cisimlerinin K-ATP kanallar1 tizerindeki etkisine beyinde de dahil olmak {izere

glikoz metabolizmasinin diizenleyicisi olarak gorev yapan bcl-2 ile iliskili BAD
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proteini aracilik eder (61). BOHB, BAD proteinine baglanabilir ve K + kanallarinin
acilmasini etkileyebilir. Bu etki ayn1 zamanda azaltilmis glikolizle daha da artar ve
bu da K kanallarin1 giiclendirmek igin azaltilmis sitozolik ATP'ye yol agar.
Apopitoz ve glikoz metabolizmasinda ikili fonksiyonlara sahip bir protein olan BAD
proteininin, beyin hiicrelerinde glikoz ve keton cisimlerinin metabolizmasi lizerinde
karsilikli etkiler sagladigina dair genetik kanitlarin oldugu bir ¢calisma da yapilmustir.
Bu etkiler BAD'm fosforulasyonunu igerir ve apopitotik islevinden bagimsizdir.
Glikoz metabolizmasini azaltan BAD modifikasyonlari, néronlarda metabolik olarak
duyarli K-ATP kanallarinin aktivitesinde belirgin bir artig ve bunun yani sira in vivo
olarak davranigsal ve elektrografik nobetlere karsi direng saglar. BAD’in genetik

ablasyonu ile direngli nébetler tersine ¢evrilebilir (66) (67).

Adenozin sinyalizasyonu da A1 reseptorleri iizerinden néronal uyarilabilirligi
azaltmaktadir. Artan adenozin seviyesi antikonviilzan sayilabilir. Son ¢alismalar Al
reseptorleri deneysel olarak bozulan farelerde KD ile nobetlerin tersine ¢evrilebildigi
gosterilmistir. Burada KD hiicre dist adenozini ve adenozin sinyalizasyonunu

arttirarak antikonviilzan olarak ¢alistigi varsayilmistir (64) (68) (Sekil 12).

Glikoliz inhibisyonunun antikonviilzan etki yarattigi diisiniilmektedir. Glikoz
azalmasi ve keton cisimlerinin artmasi ile glikoliz inhibe olur. 2-deoksi-D-glikoz bir
glikoz analogudur. Fosfoglikoz izomeraz basamagindan glikolize katilir. Glikoz
alimin1 azaltarak ve fosfoglikoz izomeraz igin yarigarak glikolizi inhibe eder. Ayrica
2-deoksi-D-glikoz’un beyin kaynakli norotrofik faktoériin  (BDNF) ve BDNF
reseptorii  TrkB'nin  ekspresyonunun azaltarak nébetleri azalttigi  hipotezi

sunulmustur. BDNF prokonviilzandir, TrkB ise nobetin direncini yiikseltir (64).
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Sekil 12. Ketojenik Diyetin Potansiyel Mekanizmalar1 (64)

Beta-hidroksi biitirat, histon deasetilaz (HDAC) aktivitesini inhibe ederek
oksidatif strese karsi koruyuculuk saglar. BOHB, HDAC1, HDAC3 ve HDAC4'i
inhibe eder. Bu inhibisyon, CAT, mitokondriyal SOD (Mn-SOD) ve metalotiyonin-
2’yi igeren FOXO3A’daki genlerin upregiilasyonuna neden olur (61).

2.2.4.3.5 Ketojenik diyetin anti-inflamatuar 6zelliklerinin muhtemel mekanizmalari

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda BOHB’in direkt anti-inflamatuar mediyator
oldugu goriisii desteklenmektedir. Bu gortisle ilgili ilk ¢alisma 2009 yilinda Ruskin
ve arkadasglar1 tarafindan yapilmistir. Bu ¢alisma ile KD’in ROS’lar1 azaltarak ve
santral adenozini arttirarak termal nosisepsiyonu ve periferik 0demi azalttig
gosterilmistir (69) (70). Daha sonra 2015 yilinda Dupuis ve arkadaslar1 tarafindan
ratlara 2 hafta KD verilip, iki haftanin sonunda ratlara intraperitoneal (ip) LPS
yapilmistir. Deney sonunda atesin ve proinflamatuar sitokinlerin (TNF-a ve IL-1B)
seviyelerinin azaldig: goriilmiistiir. KD alan gruplarin hipokampiisiinde IL-18 mRNA
seviyeleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda daha diisiik bulunmustur. Bu deneyde
KD’in yag asidi profilini de modifiye ettigi diistiniilmiistiir. KD tedavisinden 14 giin
sonar total yag aside sentezi artmistir. Poliansature yag asitlerinden (PUFAs) bazi

anti-inflamatuar  sitokinlerin  onciili olan eikazopentaenoik asit (EPA) ve
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dokosaheksaenoik asit (DHA) seviyeleri bu deneyde diisiik Ol¢iilmiistiir. Diger
taraftanda da bazi proinflamatuar sitokin Onciillerinden olan arasidonik asit (AA) ve
omega-6 PUFAs diizeyleri de bu deneyle diisiik bulunmustur. Bu diizeyler ile Dupuis
deneyinde n-3 PUFAs’larin KD’in anti-inflamatuar 6zelliklerine aracilik etmedigini
iddia etmistir. Bununla beraber KD ile beslenenlerde diisik AA diizeylerinin pro-

inflamatuar sitokin seviyesinin azaltilmasina aracilik ettigini sdylemistir (71).

Ketojenik diyet baz1 dokularda anti-inflamatuar 6zellikler gostermesinin yani
sira hepatik steatoz, insiilin direnci gelisimine neden olan dislipidemiye yol agar. Bu
etkisini gosterebilmek i¢in KD’in farkli dokular iizerindeki farkli inflamatuar
ozellikleri c¢aligilmistir. KD’in FGF21 (karacigerde {retilir, adipositlerde etki
gosterir, adinopektin {iretimini ve salimimini arttirir) sinyalini etkiledigi; boylece
karaciger ve beyaz yag dokusunda farkli inflamatuar cevaplar olusturdugu
gosterilmistir. KD ile karacigerde artmis bir inflamasyon ve makrofaj birikimi
olurken, beyaz yag dokuda inflanmasyon azalmaktadir. FGF21 diizeyleri KD ile
plazmada artar. FGF21 gen ekspresyonu karacigerde artar; ancak beyaz yag dokuda
azalir. Ayrica TNF-a, IL-6 gibi proinflamatuar sitokinler ve Emrl, Cd68, Itgam gibi
makrofaj birikimini saglayan molekiil diizeylerinin de karacigerde arttig1, beyaz yag
dokuda azaldigi gosterilmistir. KD karacigerde FGF21 sinyalini bozarak, karaciger
lipit metabolizmasinda bozulmaya yol agip insiilin direncini arttirmaktadir. Ancak
beyaz yag dokuda bakilan lipit birikim genleri (Lpl ve CD36) KD ile azalmistir. Yani
beyaz yag dokuda lipoliz olsa bile lipitler karacigere yonlendirilmektedir. Ayrica
yine KD ile beyaz yag dokuda ROS’un iiretimi daha az olmakta ve bu da

inflamasyonun burada daha az olmasinin bir nedeni olarak disiiniilmektedir (72).

Ketojenik diyetin inflamasyon iligkili hastaligi bulunan hayvan modellerinde
de iyilesme sagladig1 gosterilmistir. Bu hayvan modellerinde genellikle agri, gut,
bakteriyel-viral inflamasyonlar, multipl skleroz ve parkinson hastalig: kullanilmistir
(73) (69).

Multipl skleroz (MS), beyaz cevheri etkileyerek motor, kognititif ve

psikiyatrik bozukluklara yol acan demiyelinizan otoimmiin bir hastaliktir. Deneysel

33



otoimmiin ensefalomyelit (EAE) modellerinde MS’in hayvan modelleri kullanilir.
Bir calismada 7 giin KD verildikten sonra EAD’li modellerde motor ve kognitif
fonksiyonlar bakilmistir. Burada spatial hafizanin arttig1r gosterilmistir. Ayni fareler
7T-MRG ile goriintiilendiginde periventrikiiler beyaz cevher lezyonlarinin azaldigi
gosterilmistir. KD’in bunu 6zellikle CD4+ T hiicrelerve CD11b/CD45+ makrofaj ve
mikroglialar1  azaltarak sistemik inflamasyonu modiile etmesiyle yaptig
distintilmiistiir. KD ile beslenen EAE modellerinde CD4+ CD25+ Foxp3+ Treg
hiicrelerinde artmaya egilim vardir. KD grubu normal diyet ile beslenen grupla
karsilagtirildiginda, sitokin ve kemokinlerin (IFN-gama, MCP-1, MIP-1a, MIP-1b)
diizeylerinin diisiik oldugu gosterilmistir (73) (69).

Beta-hidroksi biitirat direkt NLRP3 inflamazomunu inhibe eder. NLRP3
kaspaz-1’i aktivasyonuna ve IL-1B ve IL-18 salinimina neden olur. BOHB, ATP
bagimli kaspaz-1 aktivasyonunu ve LPS ile muamele edilmis hiicrelerde IL-18’1n
aktif formuna doniisiimiinii inhibe eder. Bu durum glikoliz inhibisyonu ve ROS’larin
azalmasi gibi aglik iliskili mekanizmalarla alakali degildir (74). BOHB, NLRP3
inflamazomunun hiicre igine potasyum girisini engelleyerek inhibe eder; ama ayni
BOHB, NLRC4 ve AIM-2 ye dokunmaz (75).

2.2.4.3.6 Ketojenik diyetin noroprotektif 6zelliklerinin muhtemel mekanizmalari

Ketojenik diyetin epilepsi tedavisindeki etkileri gosterilirken, beyin gelisimi
tizerindeki etkileri hala netlestirilememistir (76). Bu nedenle arastirmalar hala devam
etmektedir. ATP'ye duyarli potasyum kanallarinin modiilasyonu, GABAerjik
norotransmisyonun yani sira KD'nin antioksidan ve anti-inflamatuar etkilerinin
arttirilmasi, noroprotektif 6zelliklerine katkida bulunuyor gibi gériinmektedir (77).
KD; mitokondriyal islevleri yiikseltir, apopitoz ve inflamasyonu azaltir, néroprotektif
fonksiyonlar1 artirir. KD hipokampuste UCP (uncoupling protein-1) iiretimini ve
aktivitesini arttirip, mitokondriyal membran potansiyelini azaltarak ROS {iretimini
azaltir. KD hipokampusta glutatyon (ROS ve serbest radikalleri yok eden

antioksidan) seviyelerini ve GPx aktivitesini yiikseltir. Ayrica, biyoenerjitik
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enzimleri kodlayan genleri diizenler. Bu mitokondriyal etkilerin n&roprotektif

mekanizmalardan biri oldugu distiniilmiistiir (78).

KD epilepsilerde uyarilabilme esigini artirarak ndbet sayisini azaltir ve
noroprotektif etkilerin gelisimine aracilik eder. Bu etkisinin hipokampal

uyarilabilirligi ve yosun lifi filizlenmesini azaltmasi ile ilgili oldugu diistinilmustiir

(78).

KD’in noroprotektif 6zelliklerine ¢oklu doymamis yag asitleri de aracilik
edilebilir. Antikonviilsan ve noroprotektif Ozellikleri olan ¢oklu doymamis yag
asitlerinin beyin ve kan seviyeleri, (6rnegin, dokosaheksaenoik asit), KD ile
artmaktadir. Coklu doymamis yag asitleri, hipokampal ndronlarin uyarilabilirligini
azaltir. Travmatik, iskemik ve eksitoksik yaralanmalardan sonra ndronal sagkalimi
arttirir. Ayrica, yagh asitlerinin beta hidroksilasyon iiriinleri olan keton cisimlerinin

KD’dekine benzer noroprotektif etkilere aracilik edebildigine dair kanitlar vardir
(78).

Ketojenik diyetin néroprotektif etki mekanizmalarindan biri de antiapopitotik
mekanizmalar1 arttirmasi ile alakalidir. Bu mekanizma; proapopitotik faktorlerin
kiimelenmesi ve kaspaz-3’tin (proapopitotik faktor) azalmis iiretiminin yani sira,
kalbindinin (hiicre i¢i kalsiyum tamponu) artan aktivitesidir. KD ayrica proapopitotik
faktor Bad'in, 14-3-3 saperon proteininden ayrilmasini da engeller. Bu nroprotektif
etkilere paralel olarak, KD, néronal uyarilabilirligi sinirlandirarak beyin hasarini
onleyebilir (78) (Sekil 13).
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Sekil 13. KD’in noroprotektif etki mekanizmalari (78)

Ketojenik diyetin sosyal davranistaki olumlu etkileri hastalarda ve otizm
spektrum bozuklugu (ASD) olan kemirgenlerde gosterilmistir. KD ile ASD
semptomlar1 azalir. ASD semptomlarinin azalmasi; KD’in gen ekspresyonlarini
degistirmesi, norotransmisyon, protein fosforilasyonu gibi olumlu etkilerinin bir
sonucu oldugu sanilmaktadir; fakat KD’in ASD’nin hangi patolojik siirecini
etkileyerek bunu yaptigi hala net bilinmemektedir. Sosyal davranisin gelismesinin
lokomotor aktivite, azaltilmis kaygi ya da tanima hafizasindaki degisiklikler ile
iligkili olmadig1 2017 yilinda yapilan bir calismada gosterilmistir. Hatta burada

BOHB veya asetonun disardan verilmesi sosyal davranisi etkilememistir (77).

Ketojenik diyetin uzun donemde noroprotektif Ozelliginin olmadigini
gosteren ¢alismalar da mevcuttur. Qian ve arkadaglarinin 2004’te ratlarla yaptig bir
calismada; KD'nin aktivite diizeyi ve duygusallik {izerinde minimal etkisi oldugu ve
beyin biiyiimesini énemli 6l¢iide bozdugunu iddia etmistir. Bu calismada KD ve
standart diyet (SD) gruplari arasinda patoloji skorlarinda bir fark goriilmedi.
Nobetlerin - sayisin1  azaltmasina ragmen, KD gorsel-uzamsal bellekte ciddi
bozulmalara yol agmistur. Yosun lifi filizlenmesini etkilemeden beyin gelisimini

azaltmig oldugu bu ¢alismada gosterilmistir (76).
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2.2.4.3.7 Ketojenik diyetin oksidatif stres ve mitokondriyal fonksiyonlar iizerindeki

muhtemel mekanizmalari

Beta-hidroksi biitirat ve asetoasetat gibi ketonlarin yiikselmesi anlamina gelen
ketozis, glikoz sentezi igin kas kullanimini engelleyerek, beyine glikoz saglayip a¢
kalmanin merkezini oOlusturmustur (79). Bu Kketonlar oksidatif stresi azaltip,
antioksidanlarin diizeyini arttirarak serbest radikalleri temizler (80). Aslinda
BOHB'nin koenzim Q' yu okside etme ve NADP™ 'y1 azaltma kabiliyeti ROS hasarini
azaltir. BOHB'nin diger yararlar1 arasinda artmis ATP hidroliz enerjisi bulunur. Bu,

ilaca direngli epilepside, yaralanma ve anoksik durumlarda 6nemli olabilir (79).

Meperidin analogu ve serbest radikal kaynagi MPP* uygulanarak insanlarda,
hayvanlarda olusturulan parkinsonizmde, mezensefalik dopaminerjik primer
noronal kiiltiirlere 4 mM BOHB verilmesi ile bu néronlarin MPP* tarafindan
indiiklenen serbest radikal kaynakli 6limden kurtarildigi goriilmiistiir. Bu bulgular
hafif ketozisin bu hastalikta radikal toksisitesi tizerinden etkili bir tedavi

olabilecegini diisiindiirmektedir (24).

Keton cisimlerinin diger yararlar1 arasinda koenzim-Q’yu okside edebilme
yetenekleri yer alir. Mitokondriyal ROS’un ana kaynagi aslinda koenzim-Q’nun
semikinon formudur. Bu semikinon ROS olusturmak i¢in direkt O, ile reaksiyona
girer. Keton cisimleri ile koenzim-Q okside edilerek indirgenmis koenzim-Q’nun

azaltilmast ile serbest radikallerin mitokondriyal tiretimi azaltilabilir (79).

2008 yilinda Jarrett ve ark, KD’in mitokondriyal redoks durumunu iyilestirip
iyilestirmedigini gostermek amaci ile KD ile beslenen ratlarin hipokampal
mitokondrisinde, H,O; iiretimi ve mtDNA hasarinin miktarimi ¢alismistir. KD ile
beslenen ratlar, kontrol diyet ile karsilastirildiginda, hipokampal mitokondriyal GSH
ve GSH / GSSG oranlarinda iki kat artis oldugu gosterilmistir. Mitokondriyal redoks
durumunun bir gostergesi olan indirgenmis CoA (CoASH) ve bir antioksidan olan
lipoik asit de KD ile beslenen ratlarin hipokampiisiinde belirgin sekilde artmigtir. Bu

calisgma ile KD'in GSH biyosentezini diizenledigini, mitokondriyal antioksidan
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durumunu arttirdignt ve  mtDNA'yit oksidan kaynakli hasardan korudugunu

anlasilmistir (81).

2.2.4.3.8 Ketojenik diyet tiirleri ve alternatifleri

Ketojenik diyet insan metebolizmasinda ketozise yol agmasi beklenen diyet tiirlerine
verilen addir. KD, ATP saglayan, aclig1 taklit eden, viicudu glikoz yerine yaglar
kullanmaya zorlamay1 amaglayan, yiiksek yagl, diisiik karbonhidratli, orta dereceli
bir protein diyeti olarak tanimlanmaktadir. KD'ler aslinda aglig1 tetiklemez. Agliktan
kaynaklanan yetersiz beslenmeyi 6nlemek amaci ile yeterli besin alinimi sagladiklari

icin saglikli bir bitylime ve gelisme saglarlar (82).

Dort farklt KD tanimlanmustir:

1.Klasik KD

2.0rta zincirli trigliserid diyeti (MCT)
3.Modifiye atkins diyeti (MAD)
4.Diistik glisemik indeks diyeti (LGIT)

Birbirlerine olan farklar1 ve nobetteki etkinlikleri Ek-1 ve Ek-2’de

gosterilmistir.

2.2.4.3.8.1 Klasik KD

Klasik KD’de yag ile kombine protein ve karbonhidrat arasinda sabit bir oran vardir.
Yiiksek karbonhidrath yiyecekler diyetten uzaklastirilirken, yiiksek yagh yiyecekler
tercih edilir. Hastane ortaminda baslanir (83). Su anda kullanilan klasik KD tiirii ilk
olarak Mayo klinik grubunun belirledigi 6nerilere benzerdir. 1 g/kg protein, 10-15
g/kg karbonhidrat ve kalan kisim yaglardan saglanir. (82) Oranlanarak yapildiginda;
oranlar 3 veya 4 gram yaga 1 gram protein ile beraber karbonhidrat olacak sekilde
diizenlenir. (3:1 ya da 4:1) Bu oranlar enerjinin %90’ min yaglardan, %10’unun ise

protein ve karbonhidratlardan geldigini anlatir (84).
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2.2.4.3.8.2 Orta zincirli trigliserid diyeti (MCT)

Orta zincirli trigliserid diyeti diyetinde, yaglarin ¢ogu enerji birimi bagina daha ¢ok
keton {irettigi icin, oktanoik ve dekanoik asitlerin orta zincirli trigliseridlerinden
faydalanilir. Klasik KD de yaglar uzun zincirli yag asitlerinden saglanir (83). Orta
zincirli yag asitleri ise dolasimda tasiyiciya gerek duymadan karacigere, karnitine
gerek duymadan mitokondriye tasinmaktadirlar. Boylelikle daha hizli tasinip ve fazla
okside edildiklerinden daha fazla keton {iretimine neden olurlar. (85) MCT diyetinde
kalorinin %60’1 MCT’lerden saglanir; bu nedenle daha fazla gesit besin tiiketilebilir
ve hasta uyumu arttirilabilir (84) (85).

2.2.4.3.8.3 Modifiye Atkins Diyeti (MAD)

Ketojenik diyet gibi yiiksek yag diisiik karbonhidrat alimini amaglar ama iki énemli
fark1 vardir: birincisi acglik gerekmez, ikincisi daha fazla protein alimina miisaade
eder. Giinliikk 10-20 gram karbonhidrat alimina izin verir. Enerjinin %60°1 yaglardan
%30’u proteinlerden gelir (82). Yag alimini destekler. Ev ortaminda baslanabilmesi
ve kalori ve sivi kisitlamasi olmamasi nedeni ile uyumu kolaydir. Direngli epilepsisi
olan 87 ¢ocugun katildigi MAD kullanilan uzun siireli bir ¢aligmada, hastalarin 54’
6 aydan daha uzun siire diyetine devam etmis, 33’ii ise daha az siire diyet yapmustir.
54 ¢ocugun 30’unda (yani >%50 si) nobetlerde iyilesme gozlemlenip, 19°u ise
nobetsiz seyretmistir. Diger 33 ¢ocugun %50’sinden fazlasinda nobet sikligi azalmas,

16’s1 ise nobetsiz seyretmistir (83).

2.2.4.3.8.4 Diisiik Glisemik Indeks Diyeti

Diisiik karbonhidrat diyetidir. Giinlik karbonhidrat alimi 40-60 gram/giin
seklindedir. Diisiik glisemik indeksli besinler kullanilir. Daha 6nce en az 3 AEI
kullanan 20 hasta tizerinde yapilan bir ¢alismada, bu diyet ile hastalarin %50sinden
fazlasinda %90’1n iizerinde ndbet kontrolii saglandig1 gosterilmistir. Yapilan baska
bir retrospektif caligmada ise en az 3 AEI kullanip generalize veya fokal epilepsisi
olan hastalarin %40’1nda %75-90’1ara varan ndbet kontrolii saglandig1 gosterilmistir

(82).
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2.4.4.4 Kalori kisitlanmasi

Kalori kisitlamasi (KK) yasa bagli bozukluklar1 dnlemek ve omrii uzatmak
icin gilivenilir diyet tedavilerindendir. Bir ad libitum diyetine kiyasla kalorinin %10
ila 30 oraninda kisitlanmasinin, ¢esitli tiirlerin 6mriinii uzattig1 bilinmektedir. KK’nin
yararlariin temel mekanizmalar1 heniliz net bir sekilde tanimlanmamaistir. Bununla
birlikte, bu mekanizmalar1 agiklamaya yonelik birgok calisma yapilmaktadir. KK
mekanizmalarinin metabolik hizi degistirmesi ve ROS ile ilgili olabilecegine dair
gostergeler vardir. Molekiiler sinyalizasyon sirasinda, insiilin/insiilin benzeri biiyiime
faktorli sinyalizasyonu, rapamisin yolagmin hedefi, adenozin monofosfat ile aktive
edilmis protein kinaz sinyallemesi ve sirtuin, KK’nin yararlarina aracilik eden temel

yollar olarak diistiniiliip deneylerde galisiimistir (86).

2.4.4.4.1 Kalori kisitlanmasinin tarihgesi

Kalori kisitlamasinin yasam tizerindeki etkilerinin ilk deneysel kanitt Osborne ve ark.
tarafindan ¢alisitlmistir. 1900'li  yillarda, ratlarda KK’nin rat biiylimelerini
yavaglattigini, ancak yasam siirelerini uzattiklarini bildirmislerdir. KK’nin etkileriyle
ilgili en dikkat ¢eken ¢alisma 1935'te McCay ve ark. tarafindan yapilmistir. KK’nin,
siitten kesim yasindan itibaren %40 oraninda rat omriinii iki katina kadar uzattigim
gostermistir. Bu ¢alismanin bulgulari, Walford ve Weindruch tarafindan 1986'da
fareler kullanilarak yapilan bir dizi deneyle dogrulanmistir. Weindruch, KK altinda
birakilan farelerin, ad libitum ile beslenen kontrol grubundan daha uzun
yasadiklarini, yasa bagli hastaliklarin baslangicinda gerilime ve dis goriiniim ve
fiziksel kosullarda iyilesme gosterdiklerini de bildirmistir. Bugiine kadar, KK’nin
yasam ve saglik tizerindeki etkileri, bircok model hayvanda mayadan memelilere

kadar gosterilmistir (86).

2.4.4.4.2 Kalori kisitlamasinin etki mekanizmalari

Kalori kisitlamasinin yaglanma karsit1 oldugu ile ilgili hipotezler vardir. En giivenilir

hipotez oksidatif stresin azalmasi ile iliskilidir. Viicuda giren oksijen, hiicresel
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solunum yoluyla ROS’a dontisiir. Bu da hiicrelerdeki makromolekiillere saldirarak
yasa baglh degisikliklerin baglamasina neden olur. KK’in ROS iiretimini azalttigi ve
yaslanmay1 geciktirdigi distiniilmektedir (86) (87). Ama bu konu ile ilgili
tartismalarda devam etmektedir. SOD’u olmayan farelerin artan oksidatif strese karsi
yaglanma gostermedigi bir ¢calismada gosterilmistir. Bu nedenle hala ek ¢alismalara

ihtiyag vardir (86).

Cesitli hayvan modellerinde ana enerji kaynagi olan glikozun asir1 alinima,
diyabet ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi yasa bagli hastaliklar tetikler. Serumdaki
artmis glikoz seviyeleri ve ardindan gida alimi, insiilin hormonunun salgilanmasina
neden olur. Bu da insiilin / IGF sinyallesmesini aktive eder. Insiilin ile baglandiktan
sonra, insiilin reseptorili, PI3K / Akt / Ras gibi faktorleri aktive eder ve bu faktorler
aracilig1 ile Forkhead (FOXO-stres yanit genleri) transkripsiyon faktorii bastirir. KK
ile, bir¢ok tlirde sistemik insiilin / IGF sinyallesme seviyeleri kesinlikle azalir. Bu
nedenle; KK, insiilin / IGF sinyalinde yaslanma karsiti etkisi ile araci olarak
Onerilmistir. Bununla birlikte, KK’nin uzun siireli yagsami uzatma etkisinin insiilin /
IGF sinyalleme yolagina bagli olup olmadigi hala agik degildir. KK ile FOXO
transkripsiyon faktorlerinin arttirilmaya c¢alisildigr diistinilmektedir. Forkhead
transkripsiyon faktorlerinin FOXO ailesi ise, tiimdor baskilanmasi, enerji
metabolizmast ve organizma uzun Omiirliliigiinde islev goriir. FOXO faktorlert;
insiilin, bilyiime faktorii, besin maddesi ve oksidatif stres uyaranlarinin ana alt
hedefleridir. FOXQ'ya bagimli hiicresel yanitlar arasinda glukoneogenez, ndropeptid
sekresyonu, atrofi, otofaji, apopitoz, hiicre dongiisiinii durdurma ve stres direnci
bulunur (86) (88) (Sekil 14, Sekil 15).

41



o (b)
Inasi?t]'l’nlw Biiytime Oksidatif stres
Faktorleri Besinler

(a)

N\
\\ Gadd‘1511
SN p27

~

S~__MnSOD _--~
Hiucre Siklusunun durmasi

Proliferasyon Apoptozis
Hicre sagkalim ROS temizlenmesi
ROS duyarlilizs

Current Opinion in Cell Biology

Sekil 14. FOXO transkripsiyon faktorlerinin biiyiime faktorleri ile negatif
regiilasyonu ve FOXO faktorlerinin oksidatif ve besinsel stres uyaricilari ile pozitif

regiilasyonu.

(a) Biiyiime faktorleri veya insiilin ile uyarilmayla, Akt, FoxO faktorlerini, dogrudan ii¢ basamakta
fosforile eder ve fosforile FOXO, saperon 14-3-3 ile baglanir. Boylece FOXO'ya bagh
transkripsiyonun inhibisyonu meydana gelir. Biiylime faktorlerinin veya insiilinin varliginda,
FOXO'ya bagli transkripsiyon, hiicresel proliferasyon ve hayatta kalmayi tesvik etmede inhibe edilir,
ayni zamanda hiicreyi oksidatif hasara duyarli hale getirir. (b) (b) Oksidatif ve besin stres uyaricilari,
AMPK (AMP bagimh kinaz), INK (Jun-N-terminal kinaz), MST1 (memeli Ste20) ve CBP (KKEB
baglayici protein) gibi faktorlerle FOXO faktérlerinin bir dizi diizenleyici bolgede fosforilasyonunu,
asetilasyonunu ve monoubiquitinasyonunu uyarir. Oksidatif strese cevap olarak, FoxO faktorleri
cekirdege yer degistirir ve deasetilaz Sirtl'e baglanir. Anahtar modifikasyon noktalari, FoxO
faktorlerini hiicre dongiisli tutuklanmasinda ve strese yanitta rol alan spesifik genlere doniistiiriiyor
gibi goriinmektedir. (88)
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Sekil 15. Doku homeostazinda FOXO transkripsiyon faktorlerinin rolii.

FOXO'ya bagimli transkripsiyon, hepatositler, pankreas b-hiicreleri ve hipotalamik néronlar gibi
organizmanin diizenleyici hiicrelerinde glikoneogenezi, insiilin sekresyonunu ve gida alimini
diizenleyerek sistemik glikoz seviyelerini arttirmaya yarar. Miyositler ve noronlar gibi enerji kullanan
hiicrelerde, FOXO faktdrlerinin atrofi, otofaji veya apoptoziyi baglatmak i¢in aglik ve oksidatif stres
gibi sert gevre kosullarina cevap olarak aktif hale geldigi goriilmektedir. T hiicrelerinde, FOXO
faktorleri proliferasyonu ve hiperaktivasyonu azaltir. Vaskiiler sistemin endotelyal hiicrelerinde,
FOXO faktorleri proliferasyonu baskilamak ve gocii inhibe etmek igin genleri diizenler. FOXO
faktorleri ayrica, hematopoetik kok hiicrelerin (HSC) ve epitel progenitdr hiicrelerin korunmasinda,
sessizligi, stres direncini ve / veya terminal farklilasmasini koordine ederek ¢ok 6nemli bir rol oynar.
Genel olarak, FOXO faktorlerinin organizmanin gelismis ¢evre kosullarimi Ongorerek hayatta
kalmasimi saglamak i¢in aclik gibi sert cevresel kosullara cevaben organizmal bir metabolik
kapanmay tesvik ettigi goriilmektedir (88).

Kalori kisitlamasinin anti-inflamasyonda da etkili oldugu distiniilmiistiir.
Kalori fazlaligi ile meydana gelen tip-2 diyabet ve obezite gibi hastaliklardaki steril
inflamasyon immiin aktivasyona neden olan temel durumdur. Bu gibi hastaliklarda
NLRP-3, asir1 kalori alimi ile artar. KK ile NLRP-3 inhibe edilmeye ¢alisiimistir.
(NLRP3 kompleksi kaspaz-1 aktivasyonu ile prolL-1p ve prolL-18'in inflamasyonu

giiclendiren biyoaktif sitokinlere boliinmesine neden olur) KK ile bu hastaliklardaki
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mitokondriyal biyogenezis de saglanmaya c¢alisilir. KK ile AMP-activated protein
kinaz (AMPK=enerji durumunun azalmasiyla aktive edilir) aktive olur. Bu enzim
sayesinde ATP seviyeleri korunarak mitokondriyal fonksiyonlar iyilestirilir. Kalori
kisitlanmasiyla ayrica hiicre i¢i NAD+ seviyeleri artar. NAD+, bazi sirtuin
proteinlerinin (NAD+ gerektiren ,deasetilaz aktivitesine sahip bir enzim grubudur, 7
alt grubu vardir:SIRT1-7) ve AMPK nimn kofaktoriidir. KK ile AMPK ve SIRT-1
birbirlerinin etkilerini diizenlerler. AMPK ve SIRTI, peroksizom proliferatorle
aktive edilmis reseptor koaktivatér-la (PGC-la) ve FOXO gibi mitokondriyal gen
ekspresyonunun anahtar transkripsiyonel aktivatorleri dahil olmak {izere birgok ortak
hedefi paylasir. Kalori fazlaligi ile hiicre i¢i ATP artar, AMPK azalir, NAD azalur,
SIRT-1 azalir , PGC-1a azalir ve mitokondriyal biyogenezis azalir (89).

Kalori kisitlamasi ¢cogu tiirdeki yasa bagli hastaliklarin baslamasini geciktirir,
ancak insanlik dis1 primatlardaki etkisi tartismalidir (90). AMPK, KK’nin yasami
uzatma etkisinin altinda yatan temel bir besin tetiklemeli sinyal yoludur. Enerji
yoksunlugu altinda, LKB (serin-treonin karaciger kinaz b), AMPK'y1 fosforile eder
ve aktive eder. Nematod model sistemi, AMPK'nin yasamin uzatilmasi konusundaki
islevini KK ile destekleyen kanitlar iiretmistir. AMPK'y1 (aak-2) asir1 iireten
solucanlarin, kontrollerden daha uzun yasadigi gosterilmistir. Glikoz kisitlamasi,
aak-2 aktivitesini arttirdigi da gosterilmistir. Ayrica, KK ile 6miir uzatma etkisinin
bir C. elegans modelinde aak-2'ye bagli oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte,
AMPK'nin KK’nin memeli sistemlerindeki uzun dmiirliiliik iizerindeki etkilerinin bir

aracisi olup olmadigi hala agik degildir (86).

Kalori kisitlamasinin kardiyovaskiiler hastalik gelisimini azaltarak da yasama
katki sagladig ile ilgili calismalar da yapilmistir. Normalde endotelyal disfonksiyon,
oksidatif stres ve inflamasyon, vaskiiler yaslanma ile iligkilidir ve kardiyovaskiiler
hastaliklarin gelisimine neden olur. Vaskiiler disfonksiyon iizerindeki etkilerini
tanimlamak amaci ile KK’in vazoprotektif etkiler yapip yapmadigi calisiimistir.
Ratlarin kullanildigi bu ¢alismada ad libitum diyet ile KK diyetin koroner arter

endotel hiicrelerindeki anti-inflamatuar ve antioksidatif ozellikleri kiyaslanmistir.
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KK alanlarin koroner arter endotel hiicrelerinde TNF-a iligkili ROS {iretimi ve NFKf

tiretimini azalttig1 gosterilmistir (91).

Kalori kisitlamasiin antioksidatif 6zelliklerini gostermek amaci ile 2013
yilinda 42 rat {izerinde beslenmeye oksidatif yanit arasindaki iligki ¢alisilmistir. Bu
amagla rat karaciger ve plazmalarindan AST, ALT, SOD, kortikosteron, nitrit ve
nitrat (NOx), malondialdehit (MDA) ve glutatyon seviyeleri ¢alisgilmigtir. Akut ve
kronik aclik arasindaki farklar1 gosterebilmek icin 42 hayvan 5 gruba ayrilmustir.
(Kontrol grubu ve almasi gereken kalorinin %80, %60, %40, %20’sini (akut aglik)
almasi geklinde gruplar) Almasi gereken kalorinin giinliilk %60’ alan grupta Mn-
SOD aktivitesi, GSH ve NOx konsantrasyonlar1 artmistir. Akut acglik grubunda ve
glinliik kalori ihtiyacinin% 20’sini alan grupta glutatyon seviyeleri kontrol grubuna
gore anlaml derecede diisiik bulunmustur. Siddetli KK ve akut aclik, oksidatif hasari
arttirir ve karacigerin antioksidan kapasitesini azaltir. Orta dereceli KK, Mn-SOD
aktivitesindeki ve glutatyon konsantrasyonundaki artisa bagli olarak karacigerin

antioksidan kapasitesini arttirir (92).

2.4.4.4.3 Kalori kisith diyetin noroprotektif 6zelliklerinin muhtemel mekanizmalari

Hiicre i¢i ROS’un yasamin asil belirleyicisi oldugunu ileri siiren serbest radikal
yaslanma teorisi gelistirilmistir (93). Bu nedenle noroprotektif oGzellikler
arastirilirken de mitokondri yakindan incelenmeye baslanmistir. KK’in néroprotektif
ozellikleri mitokondriyal fonksiyonlar1 arttirmasi ve proapopitotik, inflamatuar

faktorleri azaltan gen ekspresyonlarini diizenlemesine dayandirilmaktadir (78).

Mitokondriyal hasar ve glutamat ekzotoksisitesi gibi durumlarda hiicre igi
kalsiyum miktar1 artar. Mitokondriyal disfonksiyon ve oksidatif hasar meydana gelir
(78). Normalde ETZ’de az miktarda iiretilen siiperoksit anyon radikali, hiicre hasar1
sonrast hiicre i¢i kalsiyumun artmasi ile asir1 iiretilir (93). Stiper oksit anyon radikali,
H,0; ‘ye doniistiiriiliir. Bu proteinlere, lipidlere ve DNA'ya oksidatif hasar verip
hiicresel hasara neden olur. Sonugta norolojik hastalik belirtileri ortaya ¢ikar (94).

KK ile SOD, GPx ve CAT gibi antioksidan savunmalarin arttigi disiiniiliir (78).
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Ayrica yine KK ile mitokondriyal biyogenez mekanizmalarindan olan AMPK ve
GLUT-4 iiretimi artar. Bu artigla hipokampusa bagli mekansal 6grenme yeteneginin

artabilecegi 2017’ de bir rat deneyinde gosterilmistir (95).

Kalori kisitlamasi ile norogenezisin de arttigi disiiniilmektedir (78).
Norogenezis, hipokampal bolgedeki kok hiicrelerin yeni noronlara ve diger beyin
hiicrelerine farklilagmasi ve c¢ogalmasidir. NoOrogenezis yasla beraber azalir.
Noroinflamasyon, oksidatif stres ve beyin hasari, yiiksek yagh ve yiiksek sekerli
diyetler, alkol ve opioid bagimlilig1 gibi faktorler nérojenezisi azaltir. 'Yaban mersini,
salyonik asit, c¢coklu doymamis yag asitleri (PUFA'lar) ve PUFA'larla
zenginlestirilmis diyetlerin yani1 sira KK ve fiziksel egzersiz noérogenezisi indiikler.
Besinlerin ve diyet faktorlerinin norogenezi nasil etkiledigi ile ilgili mekanizmalarin
cogu heniiz belirlenememistir. Ama yine de beslenme yaklasimlar1 6zellikle yetiskin
ndrojenezini uyarmak, noérodejeneratif hastaliklar ve bilissel gerilemeyi onlemek igin
umut vaat edicidir (96). KK’nin, yetiskin kemirgenlerde BNDF seviyelerini artirarak
norojenezi arttirdigini gosteren ilk ¢alisma Lee ve arkadaslari tarafindan 2002 de
yapilmistir (97). KK yapilan ratlarda norogenezdeki artisin, hiicre ¢ogalmasindan
ziyade, yeni dretilen hiicrelerin O6liimiiniin  azalmasindan  kaynaklandig:

goriilmektedir (98).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 Hayvan Bakim

Toplam 54 adet 8 haftalik disi Wistar albino rat (170 g ile 200 g agirliginda), klimali
bir odada 12 saatlik aydinlik ve karanlik dongiilerle, sicakligin (22 + 2 ° C) ve bagil
nemin (65-70) bulundugu klimali bir odaya yerlestirildi. Calisma Mayis 2019-
Haziran 2019 tarihleri arasinda Marmara Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama
ve Aragtirma Merkezi (DEHAMER)’ nde gerceklestirildi. Tiim deney protokolleri,
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Bakim ve Kullanim Kurulu tarafindan
onaylandi. Laboratuar hayvanlarinin bakimi ve kullanimi i¢in kilavuz bu calismada

basariyla kullanilmistir.

3.2 Diyet tedavisi

Bazal tartilar alindiktan sonra ratlar 5 gruba ayrildi. Standart diyet 2,6 kcal/gr olacak
sekilde, KD ise total kalorinin %67,2 i yag, %17,6’si protein, %0,2’ karbonhidrat,
6.7 kcal/gr olacak sekilde yerel tedarik¢i tarafindan (Arden Arastirma ve Deney),
ekibimiz tarafindan da yapilan birka¢ miidehale ile Research Diets, D12369B KD’ e
gore hazirlandi. 1 haftalik yem +4 derecede, daha fazlasi -20 derecede saklandi.

Diyet igerikleri Tablo 1°de gosterilmistir.
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Tablo 1. Diyet Icerikleri

Diyet Igerikleri SD KD
Kazein 90 100,0
DL-Metiyonin+Lsistein 0,68 15
Seliildz 6 50,0
Zeytin yagi 0 338,0
Mineral Miks S10026 *! 10,0
Vitamin Miks 10001 * 10,0
Kolin Kloriir 10 2,0
Maisir yagi 2,7 50,0

*1-Fosfor:%0,6, Sodyum:%0,1

*2: \/jtA:24000 IU/kg, VitD3:3000 1U/kg, VitE:300 mg/kg, Vitk3:30 mg/kg, VitB1:20 mg/kg, VitB2:20 mg/kg
VitB6:12mg/kg, Vith12:100 mcg/kg, Biotin 6,3mg/kg, Nikotinik asit:100mg/kg, Pantotenik asit:41 mg/kg

3.3 Deney Protokolii

Calismada 54 tane Winstar tipi ratlar randomize olarak 5 gruba (G) ayrildi. Bazal
agirliklan 6lgiildiikten sonra 6 haftalik ratlar 7 hafta siire ile beslenmeye baslandi. Bu
zaman araligi ketojenik diyete tam metabolik uyum saglanmasi ve davranig

deneylerinin yapilabilmesi amaci ile segildi.

G1: Standart diyet ad libidum (SD) (n=6)

G2: Standart diyet + LPS grubu ad libidum (SD+LPS) (n=6)

G3: Ketojenik diyet + LPS (KD + LPS) ad libidum olacak sekilde beslendi.
(n=15)

G4:Kalorisi  kisitlanmig KD (KKKD) KD’den alacaklarinin  %30°u
kisitlanmis sekilde beslendi. (n=15)

G5: Kalorisi kisitlanmig diyet (KKD + LPS) SD’den alacaklarinin %30°u
kisitlanmis sekilde (n=12)
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Tablo 2. Deney Gruplari

DENEY GRUPLARI RAT SAYISI
G1: STANDART DIYET SALIN GRUBU (SD) 6
G2: STANDART DIYET LPS GRUBU (SD+LPS) 6
G3: KETOJENIK DIYET LPS GRUBU (KD+LPS) 15
G4:KALORISI  KISITLANMIS KETOJENIK DIYET 15
ARKAN LPS GRUBU (KKKD+LPS)

G5:KALORISI KISITLANMIS DIYET LPS GRUBU 12
(KKD+LPS)

Toplam: 54

Su, tiim gruplara ad libidum seklinde verildi. Tiim deney gruplar1 haftada bir
kez tartildi. 2. haftanin sonunda oftalmik ven kullanilarak kanda glukometre ile kan
glikozu, keton cihazi ile de BOHB diizeyi bakildi. Yeterli keton diizeyi saglandiktan
sonra SD alan gruplara (n=10) ve KD (n=10), KKKD (n=10) ve KKD (n=10)
alanlara 6. haftanin sonunda LPS verilmeden 6nce davranis yiizme testi ve obje
tanima testi yapildi. 7. haftanin sonunda testler bittikten 1 giin sonra LPS alacak
gruplara 150 mcg/kg LPS (sigma;Escherichia coli serotip 055;B5 saat 10.00 da), LPS
almayacak olan SD (n=6) grubuna da 100 uL normal salin ip verildi. LPS verildikten
4 saat sonra ratlara ketamin 100 mg/kg ip uygulanip intrakardiyak IL-16 , IL-6,
TNF-a, SOD diizeyleri i¢in kan alind1.

3.4 Keton ve Glikoz Ol¢iimii

Glikoz ve BOHB diizeyleri, deneyin 2. haftasinda ketozisin kontrolu amaci ile
oftalmik venden kan alinarak, glikoz ve keton stripleri ile Optimum Xeed marka

6l¢tim cihazi kullanilarak 6lgiildii (Abbott Laboratories, Abbott Park, Illinois).
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3.5 Morris Su Labirenti Testi

Morris su labirent testindeki performans, hipokampal fonksiyon ve hipokampal uzun
vadeli 6grenme (LTP) ile koreledir. NMDA reseptor antagonistleri kullanilarak
yapilan iki ¢alisma ile hipokampal NMDA reseptorii fonksiyonu ile spesifik olarak
iliskilendirilmistir (99). Morris su labirent testi i¢in paslanmaz ¢elikten dairesel bir
tank (gapt 160 cm, yiiksekligi 35 cm) su havuzu olarak kullanildi. Tank dort sabit
noktadan dort kadran olusturacak sekilde boliindii. Bu havuz igerisine havuzla ayni
renkte (goriintiiyle ilgili herhangi bir yanlis pozitif sonucu elimine etmek igin)
10x10x10 cm olgiilerinde bir kagis platformu yerlestirildi. Bu platform c¢aligma
boyunca havuzun sabit bir kadraninda ve su ylizeyinin 1.5 cm altinda tutuldu. Yiizme
egzersizi dort giin boyunca saat 10:00 ve 16:00 arasinda 32 + 1 ° C su sicakliginda
gerceklestirildi. Hayvanlara bes ardisik giin boyunca 10'ar dakika ayrilarak dort
deneme yapild1 ve bu siire zarfinda dort ayr1 sabit noktadan platforma ulasmak i¢in
gecen siire degerlendirildi. 5. glin ratlar sadece bir noktadan birakilip platforma

ulagmasi i¢in gegen siire kaydedildi. Bu test uzaysal 6grenme ve hafizanin bir 6l¢iisii

olarak kabul edildi.

3.6 Yeni Obje Tanima Testi

Yeni obje tanima testi; bir bellek edinme ve bir hatirlama evresi igerir. Bu test ile
hipokampiisiin, bir nesnenin yerini veya nesnenin hatirlanmasinda rol oynadigini,
ancak prefrontal korteksin yeni nesne tercihinde daha fazla dahil oldugunu
gosterilmistir (99). 50x50x30 cm siyah pleksiglastan yapilmis bir diizenekte yari
karanlik ortamda gerceklestirildi. Bir hayvanin testi tamamlandiktan sonra diger

hayvani teste almadan once diizenek ve objeler etanol ile silinerek temizlendi.
Birinci giin (Alistirma gilinli): Ayni kafesteki tiim hayvanlar grup halinde

pleksiglas diizenege konulacak ve 60 dakika ortamda hi¢cbir obje olmaksizin test

diizenegine alismalar1 saglandi. Bu siire¢ tiim hayvanlar i¢in tekrarlandi.
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Ikinci giin (Test giinii): Test, 60 dakika ara ile birbirinden ayrilmus iki adet 3
dakikalik periyottan olusturuldu. Birinci 3 dakikalik periyot tanima evresi olarak
kabul edildi ve bu periyotta birbiri ile aym iki obje test diizenegine yerlestirilip, 3
dakikalik siliregte deney hayvaninin diizenekte serbestce gezinerek bu objeleri
tanimasi saglandi. 3 dakikalik siire doldugunda hayvan diizenekten alind1 ve kafesine
konuldu (T1). 60 dakikalik aradan sonra hayvanin T1’de gérmiis oldugu objelerden
bir tanesi degistirilecek ve tekrar ayn1 diizenege alinarak 3 dakika boyunca hayvanin

diizenekte her iki obje ile de serbest¢e vakit gegirmesi saglandi (T2).

Her iki periyot da (T1 ve T2) bilgisayar destekli kamera ile kayit altina alindi
ve hayvanlarin T2 de her iki objeye karst ilgileri de skorlandirildi.

3.7 Serum Analizi

Obje tanima testinden bir giin sonra LPS alacak gruplara 150 mcg/kg LPS
(sigma;Escherichia coli serotip 055;B5 saat 10.00 da) intraperitoneal (ip) verildi.
LPS verildikten 4 saat sonra ratlara ketamin 100 mg/kg intraperitoneal uygulanip

intrakardiyak kan alind1.

Interlokin-1B, IL-6, TNF-alfa, SOD ve BOHB &lgiimleri icin iiretici
talimatlarina gére ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) Kkitlerinde
calisilmak iizere kanlar toplandi. Serum eldesi i¢in numuneler 20 dakika pihtilasma
icin bekletildikten sonra +4 °C'de 2000 g’de 15 dakika santrifiij edildi. Analiz
edilmeden 6nce numuneler alikotlanarak -80° C ultraderin dondurucuda muhafaza
edildi. Toplanan kan numunelerinde ELISA yontemi kullanilarak IL-1p (Thermo
Fischer) pg/mL, IL-6 (Thermo Fisher) pg/mL, TNF-a (Thermo Fisher) pg/mL,
BOHB (Abbkine) umol/L diizeyleri ve SOD (Cayman) U/mL aktivitesi Slgiildii.
Okumalar Tecan marka Infinite 200 pro model mikroplak okuyucuda yapildi.
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3.7.1 Serum TNF-a analizi

Timor nekroz faktor-a analizi sandvig ELISA yontemi ile kolorimetrik olarak tayin
edilmistir (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, ABD, katalog no: BMS622). Analiz
icin serum Ornekleri kullanilmistir. Analiz 6ncesi 6rneklere 1:2 oraninda diliisyon
yapilmistir. TNF-a analizinde standartlar, 6rnekler ve biyotin isaretli poliklonal anti-
rat TNF-a antikoru, poliklonal anti-rat TNF-a antikoru ile kaplanmis mikroplak
kuyucuklarinda inkiibe edilir. Inkiibasyonun ardindan yikama islemiyle baglanmayan
biyotin isaretli poliklonal anti-rat TNF-a beta antikoru uzaklastirilir. Birinci yikama
sonrasinda streptavidin-HRP konjugat eklenir, bir saatlik bir inkiibasyon siiresinin
ardindan yikanarak baglanmayan konjugatlar atilir ve kalan konjugat, substrat
solusyonu (TMB) ile reaksiyona sokulur. Reaksiyon asidik bir soliisyonun
eklenmesiyle durdurulur. Olusan sar1 renkli iiriinlin absorbansi 450 nm’de Ol¢iiliir.
Olgiilen absorbans TNF-a konsantrasyonu ile orantilidir. Elde edilen absorbans
degerleri, kit igeriginde bulunan ve konsantrasyonlar1 bilinen standart ¢6zeltilerin
absorbans degerleri araciligiyla olusturulan “TNF-a standart egrisi” ile kiyaslanarak

her bir 6rnekte bulunan TNF-a miktar1 saptanir.

3.7.2 Serum IL-1B analizi

Interlokin-1B analizi sandvig ELISA yontemi ile kolorimetrik olarak tayin edilmistir
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, ABD, katalog no: BMS630). Analiz i¢in
serum Ornekleri kullanilmigtir. Analiz Oncesi Orneklere 1:2 oraninda diliisyon
yapilmustir. IL-1p analizinde standartlar, 6rnekler ve biyotin isaretli poliklonal anti-
rat IL-1p antikoru, poliklonal anti-rat IL-1B antikoru ile kaplanmis mikroplak
kuyucuklarinda inkiibe edilir. Inkiibasyonun ardindan yikama islemiyle baglanmayan
biyotin isaretli poliklonal anti-rat IL-1p beta antikoru uzaklastirilir. Birinci yikama
sonrasinda streptavidin-HRP konjugat eklenir, bir saatlik bir inkiibasyon siiresinin
ardindan yikanarak baglanmayan konjugatlar atilir ve kalan konjugat, substrat
solusyonu (TMB) ile reaksiyona sokulur. Reaksiyon asidik bir soliisyonun

eklenmesiyle durdurulur. Olusan sar1 renkli iirliniin absorbansi 450 nm’de 6lgiiliir.
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Olgiilen absorbans IL-1B konsantrasyonu ile orantilidir. Elde edilen absorbans
degerleri, kit iceriginde bulunan ve konsantrasyonlari bilinen standart ¢ozeltilerin
absorbans degerleri araciligiyla olusturulan “IL-1p standart egrisi” ile kiyaslanarak

her bir 6rnekte bulunan IL-1 miktar1 saptanir.

3.7.3 Serum IL-6 analizi

Interlokin-6 analizi sandvi¢ ELISA yontemi ile kolorimetrik olarak tayin edilmistir
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, ABD, katalog no: BMS625). Analiz igin
serum Ornekleri kullanilmistir. Analiz Oncesi Orneklere 1:2 oraninda diliisyon
yapilmistir. IL-6 analizinde standartlar, 6rnekler ve biyotin isaretli monoklonal anti-
rat IL-6 antikoru, monoklonal anti-rat IL-6 antikoru ile kaplanmig mikroplak
kuyucuklarinda inkiibe edilir. Inkiibasyonun ardindan yikama islemiyle baglanmayan
biyotin isaretli monoklonal anti-rat IL-6 antikoru uzaklastirilir. Birinci yikama
sonrasinda streptavidin-HRP konjugat eklenir, bir saatlik bir inkiibasyon siiresinin
ardindan yikanarak baglanmayan konjugatlar atilir ve kalan konjugat, substrat
solusyonu (TMB) ile reaksiyona sokulur. Reaksiyon asidik bir soliisyonun
eklenmesiyle durdurulur. Olusan sar1 renkli iiriiniin absorbansi 450 nm’de Ol¢iiliir.
Olgiilen absorbans IL-6 konsantrasyonu ile orantilidir. Elde edilen absorbans
degerleri, kit iceriginde bulunan ve konsantrasyonlari bilinen standart c¢ozeltilerin
absorbans degerleri araciligiyla olusturulan “IL-6 standart egrisi” ile kiyaslanarak her

bir 6rnekte bulunan IL-6 miktar1 saptanir.

3.7.4 Serum BOHB analizi

Beta-hidroksi biitrat analizi sandvi¢ ELISA yontemi ile kolorimetrik olarak tayin
edilmistir (Abbkine, Inc., Cin, katalog no: KTE100913). Analiz i¢in serum Ornekleri
kullanilmistir. Analiz 6ncesi Orneklere 1:5 oraninda diliisyon yapilmigtir. BOHB
analizinde standartlar ve 6rnekler anti-rat BOHB antikoru ile kaplanmis mikroplak

kuyucuklarinda inkiibe edilir, yikanir ve ardindan HRP-konjugat isaretli anti-rat
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BOHB antikoru eklenerek ilk inkiibasyonda tutulan BOHB molekiilleri isaretlenir.
Inkiibasyonun ardindan yikama islemiyle baglanmayan HRP-konjugat isaretli anti-rat
BOHB antikoru uzaklastirilir. ikinci yikama sonrasinda kromojen soliisyonu eklenir,
15 dakikalik bir inkiibasyon siiresinin ardindan reaksiyon asidik bir soliisyonun
eklenmesiyle durdurulur. Olusan sar1 renkli {irliniin absorbansi 450 nm’de 6l¢iiliir.
Olgiilen absorbans BOHB konsantrasyonu ile orantilidir. Elde edilen absorbans
degerleri, kit iceriginde bulunan ve konsantrasyonlar1 bilinen standart ¢ozeltilerin
absorbans degerleri aracilifiyla olusturulan “BOHB standart egrisi” ile kiyaslanarak

her bir 6rnekte bulunan BOHB miktar1 saptanir.

3.7.5 Serum SOD aktivite olciimii

Stiperoksit dismutaz aktivite ol¢limii ELISA yontemi ile enzimatik olarak tayin
edilmistir (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, ABD, katalog no: 706002).
Analiz i¢in serum O&rnekleri kullanilmistir. Analiz Oncesi Orneklere 1:5 oraninda
dilisyon yapilmistir. Bu yontem, ksantin ve ksantin oksidaz (XOD) kullanilarak
olusturulan siiperoksit radikallerinin, tetrazolium tuzu ile meydana getirdigi
formazan boyasinin 450 nm dalga boyunda verdigi optik dansitenin (OD) okunmasi
esasina dayanmaktadir. Ornekte bulunan SOD, siiperoksit radikallerini ortamdan
uzaklastirarak formazan reaksiyonunu inhibe eder. SOD’nin bir {nitesi tetrazolium
tuzu indirgenme hizinin % 50 inhibisyonudur. Tiim standart ve 6rneklerin absorbans
degerleri en diisiik standartin absorbansina boliinerek dogrusallagtirilmis oran
hesaplanir. Standartlarin bilinen aktivitelerine denk gelen dogrusallastirilmis oran
degerleri kullanilarak bir kalibrasyon egrisi ve denklemi olusturulur. Bu denklem ile

hasta drneklerinin konsantrasyonlari hesaplanir.

3.7.8 istatiksel analiz

[statistiksel analizler SPSS versiyon 17.0 programi yardimiyla gerceklestirilmistir.

Degiskenlerin normal dagilima uygunlugu histogram grafikleri ve Kolmogorov-
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Smirnov testi ile incelendi. Tanimlayici analizler sunulurken ortalama, standart
sapma, ortanca degerler kullanilmistir. Normal dagilim gdstermeyen (nonparametrik)
degiskenler gruplar arasinda degerlendirilirken Kruskal Wallis Testi kullanilmistir.
Anlamli ¢ikan degerlerin posthoc ikili kargilastirmalart Mann Whitney U Testi ile
yapilmistir. Birden fazla Olclilen degerlerin gruplar arsindaki degisiminin
karsilastirmas1 Tekrarlayan Olgiimler Analizi ile yapilmistir. P-degerinin 0.05’in
altinda oldugu durumlar istatistiksel olarak anlamli sonuglar seklinde degerlendirildi.

Bellek testlerini degerlendirmek icin ayrica Graphpad Prism programi da kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1 Agirhk Degisimleri

Agirlik degisimleri diyet gruplarina gore karsilastirilmis ve anlamli iliski oldugu

saptanmistir (p<0O, . Yapilan posthoc analizle bu anlamliligin hangi gruplar
p stir (p<0,001). Yapilan posth lizle b lamliligin hangi grupl

arsinda oldugu incelenmistir. Buna gére KKKD ile KD ve SD gruplar1 arasinda

anlami fark vardir. KKD grubunda agirlik az da olsa siirekli artmigtir. KD grubunda

once artmis, sonra azalmis ve tekrar artmistir. SD grubunda diizenli bir artis oldugu

goriilmektedir. KKD grubu ile diger gruplar arasinda da anlamli fark vardir. KKD

grubu 6nce azalma egiliminde olup son dl¢iimde artis gostermistir. Diger gruplar ilk

hafta artig gostermistir (Tablo 3, Tablo 4).

Tablo 3. Olgiilen agirliklarin gruplara gére karsilastirilmasi

0.hafta tartisi 3.hafta tartis 5.hafta tartist 7.hafta tartis

Ort s.s. MedyanOrt  s.s. MedyanOrt  [s.s. MedyanOrt  s.s. Medyan
KD 222,33:£14,62 220,00 242,13:+20,84 [240,00 [231,27:30,25 [220,00 [254,53+24,95 250,00
KKKD 210,13+20,67 [210,00 [215,13+14,90 [212,00 [215,40+17,03 [210,00 [219,40+23,19 215,00
KKD  [197,92+17,51 192,50 (179,83+17,88 (174,50 [171,75+16,70 [166,50 (179,42+23,78 (169,50
SDLPS [201,67113,66 202,50 [224,8310,30 227,50 [249,33+9,03 (250,00 [270,00+17,03 266,00
SD 198,83+10,46 (198,50 [234,67H11,41 237,00 [255,50+14,20 259,00 274,17+9,45 [274,50

Tekrarlayan dlgiimler analizi
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Sekil 16. Gruplarin haftalara gore agirlik degisimi

Tablo 4. Gruplarin haftalara gore agirlik degisimleri

0-3. hafta farki 3-5. hafta farki 5-7. hafta fark:
Ort | s.s. |Medyan| Ort | s.s. |Medyan| Ort | s.s. |Medyan
KD 19,80 |+13,00| 20,00 |-10,87|+13,86| -9,00 |23,27|+£13,95| 28,00
KKKD 5,00 |£16,12| -1,00 | ,27 |£7,76 | 2,00 |4,00|£16,03| ,00
KKD -18,08| +5,02 | -20,00 | -8,08 | +6,27 | -9,50 | 7,67 |+16,18| 8,50
SDLPS 23,17 | £9,28 | 22,00 | 24,50 | +£6,83 | 24,50 |20,67|+10,65| 20,00
SD 35,83 |+18,02| 31,00 |20,83 |£11,07| 20,50 |18,67| £5,47 | 17,00

Gruplar arasinda agirliktaki 7 haftalik fark karsilastirilmistir. Buna gére KD
grubundaki agirlik artist KKKD ve KKD gruplarina gore daha fazla, SDLPS ve SD
gruplarina gore daha azdir. KKKD grubundaki agirlik artist KKD grubuna gore daha
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fazla, SDLPS ve SD gruplarina gore daha azdir. KKD grubunda agirlik degisimi
SDLPS ve SD gruplarina gore daha azdir (Tablo 5, Sekil 17).

Tablo 5. Gruplar arasinda 7 haftalik tart1 farkinin karsilastirilmasi

1-7 haftalik fark p
Ort S.S. Medyan
KD 32,20 +19,32 35,00 <0,001
KKKD 9,27 +25,31 10,00
KKD -18,50 +17,01 -18,50
SDLPS 68,33 +17,85 64,50
SD 75,33 +12,39 77,00
100,004
80,007
60,00+
o -
E 40,00 l
E
20,00
T
-~ —_
-~
00+
20,004
-40,00
L] T L L) L]
KD KKKD KKD SOLPS sD

Sekil 17. Gruplarin 7 haftalik agirlik fark: degerleri
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SD+SDLPS gruplar1 birlestirilerek (¢iinkii LPS yapilmadan once deney
gruplar tartilmigtir) diger gruplar ile karsilastirilmigtir. SD+SDLPS grubundaki 7
haftalik tarti degisim yiizdesi (%36,19+8,73), KD grubuna (%14,5348,43), KKKD
grubuna (%5,01+12,14) ve KKD grubuna (%-9,36+8,88) gore daha fazladir.
(Tablob)

Tablo 6. 7 haftalik tart1 farki ylizdesi

7 haftalik tart1 fark: yiizdesi p
Ort S.S. Medyan
SD+SDLPS 36,19 +8,73 35,99
KD 14,53 +8,43 14,89 <0,001
KKKD 5,01 +12,14 5,00 <0,001
KKD -9,36 +8,88 -10,14 <0,001

Mann Whitney U Testi

4.2 Glukoz Diizeyleri

Olgiilen glikoz degerlerindeki degisimin gruplar arasinda karsilastirilmasi sonucu
anlamli iligki bulunamamistir (p=0,828) (Tablo7). 7. haftada LPS ve salin
uygulamasi sonrasi bakilan kan sekerlerinde KD alan grupta ortalama 118,53+31,0,
KKKD alan grupta 110,80+16,74 , KKD grubunda 86,92+19,07 , SDLPS grubunda
101,33+5,35, SD grubunda 102,50+5,75 seklinde tespit edilmistir. Hipoglisemi veya

hiperglisemi yaratan diyet terapisi olmamuistir.
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Tablo 7. Gruplar arasinda glikoz degerlerinin karsilastiriimasi

14. giin kan sekeri 7.hafta kan gekeri p
Ort S.S. Medyan Ort S.S. Medyan
KD 120,87 +29,84 114,00 118,53 +31,08 124,00 0,828
KKKD 103,73 +11,66 104,00 110,80 +16,74 113,00
KKD 95,75 +6,06 92,50 86,92 +19,07 80,50
SDLPS 103,17 +7,14 103,00 101,33 +5,35 100,00
SD 103,00 +6,29 102,50 102,50 +5,75 100,00

4.3 Beta-Hidroksi Bitiirat Ol¢iimleri

BOHB degerleri gruplar arasinda karsilagtirilmistir. KD, KKKD, KKD gruplarinin
BOHB degerleri SDLPS, SD gruplarina gore daha yiiksek bulunmustur (p<0,001)
(Tablo 8, Sekil 18).

Tablo 8. Gruplar arasinda BOHB degerlerinin karsilagtirilmasi

BOHB p
Ort S.S. Medyan
KD 59,40 +5,56 58,61 <0,001
KKKD 60,24 +4,62 59,64
KKD 61,75 +3,85 60,89
SDLPS 50,69 +2,82 51,52
SD 46,65 +4,38 46,76

Kruskal Wallis Testi
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Sekil 18. Gruplara gore BOHB degerleri

4.4 Siiperoksit Dismutaz Olciimleri

Stiperoksit dismutaz diizeyi gruplara gore karsilastirilmistir. Buna gére KKKD
grubunun SOD degeri SDLPS ve SD gruplarina gore daha yiiksektir (p:0,007).
KKKD grubu ile KD ve KKD gruplari arasinda anlamli fark bulunamamaistir. Yani
ketonemi yaratan diyetlere bakildiginda SOD diizeyleri arasinda belirgin bir farklilik
tespit edilememistir (Tablo 9, Sekil 19)
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Tablo 9. Gruplar arasinda SOD degerinin karsilastiriimasi

SOD (U/ml) p
Ort S.S. Medyan
KD 11,00 +5,44 11,53 0,007
KKKD 14,51 +4,47 14,01
KKD 12,49 +6,07 13,40
SDLPS 6,86 +2,19 6,18
SD 6,39 +3,86 6,35

Kruskal Wallis Testi

25,00

20,009 |

15,00]

SOD (U /ml)

10,00

00

T T
KD KKKD KKD SDLPS =)

Sekil 19. Gruplara gore SOD degerleri

4.5 interlokin-1 Diizeyleri

Sitokin diizeylerine bakildiginda LPS ile inflamasyon olusturulmayan grupta sitokin
diizeyleri 6nemsenmeyecek kadar diigiiktiir. LPS yapilan gruplarda, IL-1 degeri
gruplar arasinda karsilastirildiginda anlamli iligki saptanamamustir.  Salin alan SD

grubu hari¢ diger tiim diyet terapilerinde IL-1 diizeyi benzer oranda artis
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gostermistir.

Ol¢iilmiistiir (Tablo 10).

Salin alan grubun IL-1 diizeyi Onemsenmeyecek kadar diisiik

Tablo 10. Gruplar arasinda IL-1 degerinin karsilastirilmasi

IL-1 (pg/ml) p
Ort S.S. Medyan
KD 573,68 +271,21 488,54 0,087
KKKD 739,91 +524,30 551,82
KKD 854,32 +762,79 468,77
SDLPS 683,79 +374,15 595,43
SD 156,63 +114,93 97,34

Kruskal Wallis Testi

4.6 interlokin-6 Diizeyleri

Interlokin-6 gruplar arasinda karsilastirildiginda; KKD grubunun (91,92+10,89

pg/ml) IL-6 degerinin diger gruplara gore daha diisiik oldugu gozlenmistir (p:0,004)
(Tablo 11, Sekil 20).

Tablo 11. Gruplar arasinda IL-6 degerinin karsilagtirilmasi

IL-6 (pg/ml) p
Ort S.S. Medyan
KD 260,79 +101,68 240,94 0,004
KKKD 234,19 +45,96 242,14
KKD 91,92 +10,89 93,87
SDLPS 256,31 +78,32 285,46

Kruskal Wallis Testi

63



(*IL-6 diizeyi SD grubunda oOl¢iilemeyecek kadar diisiik saptandigi i¢in tabloya
eklenmemistir.)

400,00 ;|;

300,00

IL-6 (pg I ml)
I
W

200,00

100,00 E

T T T
KD KKKD KKD SDLPS

Sekil 20. Gruplarin IL-6 degerleri

4.7 Tiimor Nekroz Faktor-a Diizeyleri

TNF-a degeri grup arasinda karsilastirildiginda anlamli iliski olmadigr goriilmiistiir
(Tablo 12). LPS yapilan gruplarda TNF-a degeri benzer sekilde artmistir. Salin

yapilan SD grubunda ise dnemsiz derecede diisiik gelmistir.
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Tablo 12. TNF alfa degerinin gruplara gore karsilastirilmasi

TNF-a p
Ort S.S. Medyan

KD 118,686 +31,78 111,676 0,077

KKKD 132,975 +27,59 129,976

KKD 135,663 +46,81 121,902

SDLPS 133,525 +31,17 132,177

SD 97,502 +16,72 99,054

Kruskal Wallis Testi

4.8 Morris Su Labirenti Testi ve Yeni Obje Tamima Testi

Morris su labirenti testi sonuglarinin degisimi gruplar arasinda karsilastirildiginda

anlamli iligki oldugu goriilmiistiir. Fakat yapilan posthoc analizle gruplar arasinda

anlamli iliski olmadig1 saptanmistir. Tiim gruplarda tekrarlayan uygulamalar sonucu

test glinii hedef kadran1 bulma siiresi azaldi; ancak aralarinda istatistiksel olarak

anlaml1 bir fark olusmadi (Tablo 13, Sekil 21, Sekil 22)

Tablo 13. Gruplarin giinliik yiizme testi sonuglarinin karsilagtiritlmasi

1. giin 2. giin 3. giin 4. giin 5. glin
Ort | s.s. |[Medyan| Ort | s.s. [Medyan| Ort | s.s. |Medyan| Ort | s.s. [Medyan| Ort | s.s. |[Medyan
KD  149,33+17,49 55,00 [37,20:14,80| 36,50 [23,48113,22| 19,75 (12,48 +6,16| 12,13 |8,90|+7,91| 6,00
KKKD@45,63+13,57| 47,88 [29,55(+8,47 | 31,38 [24,45|+8,81| 25,38 [22,78+11,39| 21,38 [28,10:22,50, 22,50
KKD 147,80117,44] 45,63 145,43/+9,55| 47,88 [35,18+12,64| 33,38 [18,50/+7,09 | 15,38 [10,80/+9,07| 8,00
SD  [36,29+10,25| 36,88 [30,08+13,52| 27,63 23,17/+9,30| 22,13 |15,71)+5,57| 17,75 {12,00/+6,69 | 10,50

Tekrarlayan dlgiimler analizi
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Sekil 21. Gruplara gore giinliik ylizme testi sonuglari
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Sekil 22. Gruplara gore giinliik yiizme testi sonuglart (Graphpad Prism)

Gruplar arasinda yeni obje tanima ile kisa bellek yanitin1 degerlendirmek i¢in

Discrimination
karsilagtirilmis, anlamli iliski bulunamamustir. (Tablo 14, Tablo 15, Sekil23)

Index (p=0,335) ve Preferential

Index (p=0,335) degerleri
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Tablo 14. Gruplar arasinda Discrimination Index karsilastirmasi

Discrimination Index (Fark skoru) p
Ort S.S. Medyan
KD ,29 +,52 27 0,335
KKKD ,05 +,53 ,10
KKD ,30 +,48 ,48
SD -,09 +,54 ,16
Kruskal Wallis Testi
Tablo 15. Gruplar arasinda Preferential Index karsilastirmasi
Preferential Index p
Ort S.S. Medyan
KD ,65 +,26 ,64 0,335
KKKD 53 +,27 ,55
KKD ,65 +,24 Ne
SD 46 +,27 ,58

Kruskal Wallis Testi

0.6+

o
»
1

Fark skoru (sn)
=]
i
|
I

0.0

Sekil 23. Yeni obje tanima testinde gruplar arasi fark skoru (Graphpad Prism)
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5. TARTISMA

Ketojenik diyet, yiiksek yag ve diisiik karbonhidrat ile ketonemi ve rolatif
hipoglisemi yaratan bir diyettir (100). Kritik hastaliklarda hiperglisemi, hipoglisemi
ve kan glukozunun siirekli degisiklik gostermesi yiikselen morbidite ve mortalitenin
belirleyicisidir. Glikozdaki bu degisikliklere enteral ve parenteral nutrisyon ile
degisen insulin seviyelerinin aracilik ettigi disinilir (4). Bu amagla diyet
karbonhidratlarinin eliminasyonu veya asir1 azaltilmasi, yag bazli metabolizmaya ve
azalmis insiilin seviyelerine neden olur. Birkag¢ hafta sonra viicut, siirekli ketonemi
ve ketoniiri ile sonuglanan bir ketojenik duruma ulasir. Boyle ketojenik durum
yaratmak igin {i¢ diyet terapisi secilebilir: KK, KKKD, OKD (6kalorik KD). ilk iki
diyet terapisi kilo kaybina neden olup tip-2 DM’de kilo kaybin1 saglamasi1 amaci ile
kullanilir. OKD ise ¢ocuklarda AEI direncli epilepsilerde kullanilirken kilo kaybi
yaratmadan normal biiylimeye de izin verir. KKKD ve KKD gibi ciddi hipokalorik
rejimlerin kullanimi, sepsis ve major yaniklar, travmatik beyin hasart ve major
travma gibi ciddi katabolik durumlarda etkisiz kalabilir. OKD ile yeterli protein alim1
sayesinde uygun klinik sonuglar alinabilir; ama yine de OKD'nin de orta ile siddetli
yaralanmalarda ve ciddi enfeksiyonlarda sonuglari iyilestirmede etkili olup olmadigi
bilinmemektedir (101).

Okalorik ketojenik diyetler yeterli kalori destegi saglarken, kan glukozunun
stirekli degiskenlik gostermesini, lipit disregiilasyonu ve organ disfonksiyonu
yapmadan minimalize etmeye ¢alisirlar (102). Nandivada ve ark. 2016’da 6 haftalik
erkek farelerde yaptifi ¢alismada OKD alan grupta LPS ile olusturulan akut
inflamasyon sonrasi postprandiyal periyotta hipoglisemi riskinin SD’e gére daha az,
postabsortif fazda ikisinin esdeger oranda hipoglisemi yaptigini séylemistir (4).
Aym calismada SD ve OKD alanlarin tartilarinda énemli bir degisiklik olmamistir
(4). 2016 yilinda yas ortalamasi 4.6 yil olan epilepsili 158 ¢ocugun dahil edildigi bir
calisgmada KD’in en sik yan etkileri arasinda kusma, gida reddi ve hipoglisemi
oldugu tespit edildi. (103) En son 2019 yilinda Lorenzo ve ark.’inin omega-3
agirlikli KD (O3KD), OKD ve SD’i karsilastirdig ratlarla yaptigi bir ¢alismada
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glikoz degerlerinin postprandiyal periyodda ii¢ diyet grubunda da benzer oldugunu
ama postabsortif periyodda sadece SD ile LPS uygulanan OKD grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli sayilabilecek, endotoksin uygulamasindan sadece 60 dk
sonra saptanan, OKD’de de daha yiiksek glukoz seviyeleri oldugunu gosterdi (101).
Aym calismada agirliklar kiyaslandiginda OKD ve O3KD alan gruplar daha diisiik
tart1 alimi1 elde ettiler. SD'ye kiyasla KD ile beslenen bazi gruplarin elde ettigi bu
diisiik agirliklar, kismen ketoz durumu ve sonugta ortaya c¢ikan ketoniiri ile artan
diiirezle agiklanabilir kanisina varildi (101). Calismamizdaki tartt durumlar1 Lorenzo
ve ark’larinin yaptig1 ¢calismaya neredeyse benzerdir (101). Bizim ¢alisamizda da SD
alan gruplarda diizenli bir tarti alimi1 vardi. Bazal tartilarina gore belirgin tarti
kazanimi elde ettiler. KKKD, SD ve KD ile kiyaslandiginda en az tart1 elde eden
gruptu. KKD alanlarin tartilar1 ise kendi bazal tartilari ile kiyaslandiginda tart1 kaybi
yasadiklar1 gorildii. Lorenzo ve ark.’larmin yaptigi c¢alismada SD’in kalori
kisitlanmig hali yoktu (101). Calismamizda bu tartt durumlari ile keton (BOHB) ve
glikoz diizeyleri arasinda anlaml bir farklilik tespit edilemedi. Bu nedenle biiyiime
doéneminde olan g¢ocuklarin tarti kayb1 yasamadan hipokalorik diyet ile ketonemi
durumunu saglamalar1 i¢in KD terapilerinin KKD’e tercih edilmesi gerektigi

distiniildi.

Ketonemi yapan diyet terapileri son zamanlarda AEI direngli epilepsi ve
inflamasyon iligkili epileptik ensefalopatilerde kullanilsa da yarattiklar1 inflamatuar
cevaplar sayesinde deneysel noérolojik hastalik modellerinde de kullanilmaya
baglanmistir. KD’in bu inflamatuar cevaplarinin 6zellikle proinflamatuar sitokin
diizeylerini azaltarak yaptigi disiiniiliir. (100) 2015 yilinda Dupuis ve arkadaglar
tarafindan ratlara 2 hafta KD verilip, iki haftanin sonunda ip LPS yapilmistir (71).
Deney sonunda atesin ve pro-inflamatuar sitokinlerin (TNF-a ve IL-1B) seviyelerinin
azaldig1r gorilmistiir (71). 2015 yilinda Asrih ve arkadaslari tarafindan yapilan bir
baska ¢alismada da KD ile TNF-a ve IL-18 diizeylerinin karacigerde artip, beyaz yag
dokusundan azaldigi gosterilmistir (72). Bu durum KD’in farkli dokularda farkli
inflamatuar yanitlar olusturabilecegini gostermistir (72). KKD’nin de anti-
inflamasyonda etkili oldugu distinilmiistiir. Kalori fazlaligi ile meydana gelen tip-2

diyabet ve obezite gibi hastaliklardaki steril inflamasyon, immiin aktivasyona neden
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olan temel durumdur. Bu gibi hastaliklarda NLRP-3, asir1 kalori alimi ile artar. KK
ile NLRP-3 inhibe edilmeye calisilarak IL-16 gibi sitokin diizeyleri azaltilmaya
calisilir (89). Sepsis c¢alismalarinda ise kalori fazlaliginin bakteriyel inflamasyonda
oliimciil olabilecegi gosterilmisken, viral inflamasyonlarda mortaliteye Kkarsi
koruyucu olabilecegi gosterilmistir (104). 2015 yilinda Nandivada ve arkadaslarinin
yaptig1 bir caligmada ise inflamatuar cevap olarak bakilan IL-6 ve TNF-a
diizeylerinde postabsortif ve postprandiyal periyotlarda KD ile SD alan ratlar
arasindaki sitokin farkliliklar1 anlasilmaya ¢alisilmistir (4). Postprandiyal periyodda
IL-6 seviyelerinde SD+LPS ve KD+LPS alanlarda 6nemli bir farklilik olmadigi,
TNF-a diizeyinin ise KD+LPS alanlarda belirgin yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ancak
postabsortif periyodda KD alanlarda IL-6 ve TNF-a diizeyi belirgin diisiik
Olglilmiistiir (4). Lorenzo ve ark.’larinin 2019 yilinda yaptiklari deneyde KD ve SD
uygulanan ratlara LPS sonrasi postabsorbtif ve postprandial donemlerde inflamatuar
yanit bakildi (101). IL-6 seviyeleri bu deneyde O3KD alanlarda postabsortif
dénemde en diisiik iken postprandiyal donemde diyetler arasindaki sitokin diizeyi
farki kayboldu. TNF-a diizeyi ise postabsortif dsnemde O3KD alanlarda OKD ve SD
alanlara gore diisiik iken IL-6’da oldugu gibi postprandiyal donemde benzer sekilde
yiikseldi (101). Bizim ¢alismamizda ip LPS sonras1 serumda bakilan pro-inflamatuar
sitokin cevaplarinda KD, KKKD, KKD ve SD gruplarinda IL-18 ve TNF-a
diizeyleri ile anlamli bir iligki bulunamamistir ve hepsinde bu sitokinlerin diizeyi
artmigtir. IL-6 cevabi ise KKD’de belirgin azalmistir (p=0,004). Ancak KD ve
KKKD durumlarinda da IL-6 seviyesi artmistir. IL-6 hem proinflamatuar hem de
anti-inflamatuar etkili bir sitokindir. IL-6’nin KKD alanlarda anti-inflamatuar faza
gecmis olabilecegini diigiindiik. Calismamizda KD, KKKD ve KKD ile benzer
BOHB seviyesi saglanarak ketozis olusturuldugunu ketozis ile IL-18 ve TNF-a
yanitlarinin baskilanmadigimi gosterdik. Ayrica ratlarnmizdan LPS ve salin ip
enjeksiyonu sonrasi kan almadan once bir hafta boyunca her deney grubundan 10
rata bellek testi yaptik ve bu durumun disi ratlar1 fazladan strese soktugunu
diisindik. Bu stres durumunun akut bakteriyel inflamasyona verilecek cevabi
etkileyip IL-18 ve TNF-a diizeylerini arttirmis olabilecegini diisiindiik. Ayni
zamanda Nandivada ve Lorenzo’nun c¢alismalarina benzer olarak biz kan

orneklerimizi postprandiyal zamana denk gelecek sekilde aldik, ancak farkli olarak
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postabsortif donemde kan 6rnegi almadik (4) (101). Bu ¢alismalara benzer sekilde
TNF-a ve IL-1 yanitlarin1 postprandiyal donemde yiiksek bulduk (4) (101). Bu
durumun yag asidi sirkiilasyonu ile alakali olabilecegi goriisii ¢alismamizla da
desteklenmektedir. KKD’de IL-6 yanitinin baskilanmasinin, KKD’nin KD ve
KKKD’ye iistiinliigii olabilecegini diisiindiik.

Beta-hidroksi biitirat ve asetoasetat gibi ketonlarin yilikselmesi anlamina gelen
ketozis, glikoz sentezi i¢in kas kullanimini engelleyerek, beyine glikoz saglayip ag
kalmanin merkezini olusturmustur (79). Bu ketonlar oksidatif stresi azaltip,
antioksidanlarin diizeyini arttirarak serbest radikalleri temizlerler (80). Aslinda
BOHB'nin koenzimQ' yu okside etme ve NADP™ 'y1 azaltma kabiliyeti ROS hasarim
azaltir (79). Calismalar, KD'nin mitokondriyal niceligi ve / veya niteligi etkileyerek
oksidatif stresi etkileyebilecegini gostermistir. Bu bilgiye dayanarak Parry HA ve
ark.’lar1 10 aylik 344 rat ve izokalorik KD ve SD’nin kullanildigi bir deneyde,
karaciger ve iskelet kas dokusundan SOD1 ve CAT diizeylerine bakt1 (105). Bakilan
SOD1ve CAT antioksidan seviyeleri, KD'de anlamli olmamakla birlikte daha yiiksek
(swrasiyla, p = 0.094 ve p = 0.062) bulundu. Burada KD’in antioksidan seviyelerinde
degisiklik yapmadan mitokondri hacmini arttirdig1 gosterildi (105). Oksidatif stres ve
inflamasyon, spinal kord hasarlanmasinin ardindan iki anahtar patolojik mekanizma
oldugu i¢in 2018 yilinda Lu Y. ve ark.’lar1 spinal kord hasarlanmasi sonrasi1 SD ve
KD’in yanitlarina baktilar (106). KD’in hem antioksidan hem de anti-inflamatuar
ozelliklere sahip oldugunu gosterdiler. Antioksidan belirteg olarak SOD, anti-
inflamatuar belirte¢ olarak ise myeloperoksidaz (MPO) diizeylerini kullandilar. KD
alanlarda SOD belirgin yiiksek, MPO belirgin diisiik ¢ikt1 (106). Bu mekanizma
tizerinden yapilan bir bagka deney ise 2017 yilinda Wang X ve ark. aitti (107). Farkli
diyet miidahaleleri ile indiiklenen ketojenik metabolizmanin, hasarli spinal korda
sahip ratlarda, potansiyel antioksidan kapasiteyi nasil etkiledigini arastirmak
istediler. KD, giin asir1 KD, giin agir1 SD ve SD’i 2 hafta boyunca ratlara uyguladilar.
2. haftanin sonunda spinal kord hasari Oncesi ve hasardan 24 saat sonrasinda,
antioksidan parametreler olarak FOX0O3a, SOD ve CAT baktilar. Ketonu yiikselten
diyetlerin bu antioksidan parametreleri yiikselttigini gosterdiler. Ve bu ii¢ diyet

icinde antioksidan parametleri en fazla yiikselten grubun giin asir1 uygulanan KD
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oldugunu buldular (107). Biz de c¢alismamizda keton diizeylerini arttiran diyet
terapileri arasinda bir fark olup olmadigini gdstermeye calistik. Caligmamizda
antioksidan parametre olarak kullanilan SOD diizeyi, SD ve SDLPS alan gruplarda
belirgin diisiik; KD, KKKD ve KKD alanlarda ise yiiksek bulundu. SDLPS ve SD
gruplaria kiyasla SOD diizeyini en fazla arttiran KKKD olmasina ragmen, keton
saglayan diyetler arasinda belirgin bir farklilik tespit edilemedi ve bu {i¢ diyetin

antioksidatif 6zellikler bakimindan birbirlerine tistiinliikleri olmadigi gésterildi.

Ketojenik diyetin epilepsi tedavisindeki etkileri gosterilirken, beyin gelisimi
tizerindeki etkileri hala netlestirilememistir. Bu nedenle arastirmalar hala devam
etmektedir (76). KD; mitokondriyal islevleri yiikseltir, apopitoz ve inflamasyonu
azaltir, noroprotektif fonksiyonlari artirir. KK’nin de noroprotektif o6zellikleri
mitokondriyal fonksiyonlar1 arttirmast ve proapopitotik, inflamatuar faktorleri
azaltan gen ekspresyonlarini diizenlemesine dayandirilmaktadir (78). 2017 yilinda
Newman ve ark.’larinin yaptig1 calismada ise KD ve siklik uygulanan KD’ nin orta
yasta Oliim oranimi azalttigi ama maksimum Omrii etkilemedigi tespit edildi. Ayni
deneyde KD yaslilikta bellek performansini iyilestirmistir. (108) KK ile hafiza
arasinda iligskiyi gdstermek i¢in mitokondriyal biyogenez mekanizmalarindan olan
AMPK ve GLUT-4’e bakilmistir. KK ile AMPK ve GLUT-4 {iretiminin artti1
bulunmustur. Bu artisla hipokampusa bagli mekansal 0grenme yeteneginin
artabilecegi 2017’de bir rat deneyinde gosterilmistir (95). KK’nim, yetigkin
kemirgenlerde BNDF seviyelerini artirarak norojenezi arttirdigini gosteren ilk
calisma Lee ve arkadaglar tarafindan 2002 de yapilmistir (97). 2016 yilinda 10 ay
boyunca KK ile beslenen 36 haftalik 30 fareye yas ile iliskili 6grenme durumunun
degerlendirilmesi i¢gin Morris’in su tanki testi uygulanmis, KK’ nin apopitozisi
baskilayarak uzun siireli bellegin gelisimine yardim ettigi gosterilmistir (109). Son
zamanlarda c¢esitli ¢alismalar, Sirtuin 1 proteininin (SIRT1) KK’1 takiben
noroproteksiyonda O6nemli bir rol oynadigint gostermistir. 2019  yilinda
Rubovitch’nin yaptig1 bir fare modelinde, hafif derecede kapali beyin travmasinin
ardindan korteks ve hipokampusta SIRT1 diizeylerinde anlamli bir azalma oldugunu
bulunmustur (110). Bu azalmadan sonra fareler giinlik KK ve giin asir1 aralikli

beslenmeye tabii tutulmustur. Burada hipokampusa bagli 6grenme ve hafizayi
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degerlendirebilmek i¢in yeni obje tanima testi kullanilmistir. Ad libitum ile beslenen
farelerde yaralanmadan 30 gilin sonra hipokampusa bagli 6grenme ve hafiza
bozulmus, ancak giinlik KK ve giinasir1 aralikli beslenme uygulanan gruplarda
bozulmamistir. Bu sonuglar, travmatik beyin hasar1 olanlarda, beyin hasarini
azaltmak ve fonksiyonel sonucu iyilestirmek i¢in KK’y1 ve giin asirt aralikli

beslenmeyi klinik kulanim i¢in potansiyel bir tedavi sekli olarak gostermistir (110).

Ketojenik diyetin uzun doénemde noroprotektif ozelliginin olmadigini
gosteren calismalar da mevcuttur. Qian ve arkadaslarinin 2004°te ratlarla yaptigi bir
calismada; KD'nin aktivite diizeyi ve duygusallik iizerinde minimal etkisi oldugu ve
beyin biiylimesini 6nemli 6l¢iide bozdugu iddia edilmistir (76). Bu ¢alismada KD ve
SD gruplari arasinda patoloji skorlarinda bir fark goriilmemistir. Nobetlerin sayisini
azaltmasina ragmen, KD gorsel-uzamsal bellekte ciddi bozulmalara yol agmistur.
Yosun lifi filizlenmesini etkilemeden beyin gelisimini azaltmis oldugu bu ¢alismada
gosterilmistir  (76). 2019’da Huang J ve arkadaslari 2-3 aylik farelere KD
uygulayarak yaptigi ¢alismada KD alan farelerin yavas kilo artis1 ve artmis nobet
esigi gostermesine ragmen, davranis testleri ve elektrofizyolojik deneylerde SD ile
beslenen farelerle benzer yanitlar elde etmistir (111). Biz de ¢alismamizda ketonemi
yaratan diyetlerin néroprotektif 6zelliklerini anlamak igin ratlara uzun ve kisa donem
bellek fonksiyonlarini test edebilmek amaciyla Morris’in su tanki testi ve yeni obje
tanima testlerini uyguladik. Ancak bu testlerin sonucunda SD ile diger diyet
terapileri arasinda anlamli bir farklilik bulamadik. Calismamiz ile simdilik ketozis
yaratan bu diyet terapilerinin birbirlerine ve SD’ye {stiinliiklerinin olmadigi

gosterilmistir.
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6. SONUCLAR

o KKD diyet terapileri arasinda tart1 kaybina yol acan tek gruptur.

e KD ve KKKD, SD ile kiyaslandiginda beklendigi gibi daha az tart1 alimina
neden olmustur.

e KKD, IL-6 diizeyini baskilayan tek diyet grubudur.

e KKKD, SD’ye gore SOD diizeyini en belirgin arttiran gruptur. Ketozis yapan
¢ diyet grubunda da SOD diizeyi artmistir. KKKD, KD ve KKD ile
kiyaslandiginda aralarindaki fark anlamli olmamakla beraber SOD diizeyini
daha fazla yiikseltmistir. Biiylime doneminde tarti alimmi da engellemedigi
i¢in antioksidan tedavi olarak KD ve KKKD kullanilabilir.

o Glukoz diizeyleri diyet terapileri arasinda farklilik gostermemistir.
Hipoglisemi veya hiperglisemi yapan diyet grubu saptanmamistir. Ketonemi
yapan diyet terapileri bu amagla giivenle kullanilabilecegi caligmamizda
gosterilmistir.

e |L-1B8 ve TNF-a diizeyleri LPS yapilan tiim diyet gruplarinda yiiksek
bulunmustur. Ketonemi yapan diyetlerin anti-inflamatuar 6zelliklerini
gostermek i¢in daha fazla ¢aligmaya ihtiyag vardir.

e Uzun ve kisa donem bellek {lizerine etkilerine bakildiginda tiim diyet
terapileri arasinda anlamli bir fark saptanamadigi i¢in biiyiime déneminde
keton vyaratan diyet tedavilerinin bellek iizerine etkilerinde, SD’e

uistiinliiklerinin olmadig1 calismamaiz ile gosterilmistir.
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8. EKLER

Ek 1. Farkh Ketojenik Diyet Icerikleri ve Artilari/Eksileri (83)

Diet Icerigi Artilar Eksileri
Klasik Herhangi bir Ebeveynler, her yemegin ne | Cocugun istahina dayanarak tiiketilen miktar
KD oran olabilir gﬁ?ﬁg?‘ verecegini tam olarak | 5aramak zordur;
ama Cok tutarlidir, bu nedenle Cocuk tabagindaki her seyi yemelidir;
genelliklikle 3- ket(c)lnlarda cok az degisiklik Protein miktar: gocugun almasi gerekenden
4:14:1 vardir, daha kisithd
oraninda: 90% Diyetisyen tam olarak gocugun TZr‘z 1Sl"l1 "lrrni rir; yemek hazirlamaktan
5 - 7U70 1 ne'aldigmi bildigi igin Ve oleum 1gertr; yeme
yag, 4% kh, ayarlamasi kolaydur; daha fazla zaman alir
6% protein Ebeveynler tarafindan daha az
vardir kay1t tutma gerektirir
Orta Herhangi bir Daha fazla protein saglar Yiyeceklerin
Zincirli oranda Fazla protein igerdigi igin yag | tartilmasini ve
Trigliserid Genelde 4:1 ve yemek cesitliliginin 6lgililmesini igerir
Diyeti 10% LCT, oldugu fazla volimler vardir | yemek hazirlamak
60% MCT i¢in zaman alict;
12093;/(’p|(r2iein Gastrointestinal yan
0 .
etkiler
Modifiye Yaklasik 1.1:1 | Istahtaki degisikliklere gére | Yag miktarlariyla ilgili kesin kurallar yoktur;
i orant ayarlamak i¢in daha fazla Istenilen ketozu saglamak igin yeterli yag
Atkins o 1o esneklik saglar ’ o g ¢n ¥ yag
Diyeti 65% yag, 10% | Daha fazla protein saglar; belirlemek i¢in deneme _gerektlrlr;
Kh, 25% Biiyiik protein porsiyon Genellikle keton iiretiminde daha fazla
protein Eﬁyﬁklﬁl%ﬁl ygglllarlfn lah degiskenlik vardir
izaiﬁ%grlir'lgl aha lazla hacme Diyette diizenlemelere izin vermek i¢in daha
Daha 1?%1 {aml dlgiim, daha hizl | fazla kayit tutma gerektirir
yemek hazirligi;
Diisiik Yaklagik 0.6:1 | Istahtaki degisikliklere gére | Glisemik indeksi diisiik gidalar hakkinda
Glisemik orani gﬁéﬁﬁ?{agagﬁ daha fazla bilgi gerektirir; Diyette diizenlemelere izin
Indeks 60% yag, Daha fazla protein saglar; vermek i¢in daha fazla kayit tutma gerektirir
Diveti 10%kh , 30% Biiyiik protein porsiyon
y protein bityiikligi, yaglarm

karistirildigr daha fazla hacme
izin verir,

Daha az tart1 6l¢tim, daha hizli
yemek hazirligy;
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Ek 2. Direncli epilepsisi olan hastalarda farkh KD tiplerinin etkileri (83)

Geleneksel KD

Calisma

Hasta sayisi

Cevap oranlari

Kinsman ve ark 1992

58 gocuk (>= 2 AEI and multipl
ndbet tipi)

%67’sinin 6 ayda >%50 azald1

Vining ve ark 1998

51 gocuk (>10 ndbet/hafta)

%50’sinin 6 ayda >%50 azald1

DiMario ve ark 2001

24 cocuk (multiple nobet tipi)

%54 tinlin 6 ayda >%50 azaldi

Kang 2005

199 ¢ocuk (>=4 nobet/ay ve >=3
AEI)

%58’inin 6 ayda >%>50 azaldi

Neal ve ark 2009

73 cocuk (giinliik ndbet ve >= 2
AEI)

%25’inin 6 ayda >%>50 azald1

Dressler 2010

50 gocuk (>=2 AEI’s)

%50’sinin 6 ayda >%50 azaldi

Thamongkol 2012

64 cocuk ve 4 yetiskin (basarisiz
>=2 AEI)

%48’inin 3 ayda >%>50 azald1

Orta Zincirli
Trigliserid Diyeti

Huttenlocher 1971

12 gocuk (>=2 AEI)

%50’sinin 6 ayda >%>50 azaldi

Mak ve ark 1999

13 gocuk (>=2 AEI’s ve multiple
ndbet tipi)

%70’sinin 6 ayda >%>50 azald:

Neal ve ark 2009

72 (giinliik ndbet ve >= 2 AEI)

%20’sinin >6 ayda >%>50 azaldi

Diisiik Glisemik

index Diyeti

Pfeifer ve ark 2005 | 20 hasta (>= 3 AEI) %350’sinin 6 ayda >%90 azald1
Muzykewicz 2009 76 cocuk (>=3 AEI) %354 1iniin 6 ayda >%50 azald1

Coppolla 2011

15 hasta ( 4 nébet/ay ve (>=3 AEI)

%40’1n1n 12 ayda >%75-90 azaldi

Modifiye atkins

diyeti

Kossoff ve ark 2006 | 20 ¢ocuk (>3 nobet/hafta ve %65’inin 6 ayda >%>50 azald1
basarisiz >= 2AEl) %35’inin %90 azald1

Kossoff ve ark 2008 | 30 yetiskin (>1 nobet/hafta ve %33 linlin 6 ayda >%50 azald1
basarisiz >=2 AEI])

Weber ve ark 2009 | 20 ¢ocuk (>1 nébet/hafta ve %40’ 1n1n 3 ayda >%50 azald1
basarisiz >=2 AEI])

Chen ve ark 2012 | 87 gocuk (>=2 AEI) %35°inin 6 ayda >%30 azaldt,

%38’inin 12 ayda >%50 azald1

Kim ve ark 2012

20 g¢ocuk (>=2 AEI)

%45°1inin %50 azald1
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Ek 3. Etik Kurul Onay1
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