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OZET

Tamer, F., Farelerde Diyet Yag Asitleri ve Fruktozun Bazi Inflamatuar
Medyatorler ve Yag Asit Biyosentezi Uzerine Etkileri, Hacettepe Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii Beslenme ve Diyetetik Program Doktora Tezi,
Ankara, 2017. Giliniimiizde, islenmis besinlerle yiiksek miktarda fruktoz ve doymus
yag asitleri alimi, kronik hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda 6nemli bir saglik tehdidi
olarak diisliniilmektedir. Bu ¢aligmanin amaci, farelerde yiiksek doymus yag asitli
veya fruktozlu diyetin lipogenez, insiilin direnci ile inflamasyon iizerine olasi
etkilerinin incelenmesidir. Calismaya yetiskin C57B1/6 erkek fareler (n=40, 8 haftalik)
dahil edilmistir. Fareler 15 hafta boyunca ad libitum olarak, standart diyet veya farkli
yag (rafine zeytinyagi, hindistan cevizi yag1) ve karbonhidrat tiirii (fruktoz) igeren 3
farkli diyet kombinasyonu ile beslenmistir. Diyet dénemi sona erdiginde fareler
sakrifiye edilerek deney sonlandirilmis ve dokular izole edilmistir. Sonugta, en yiiksek
yem tiiketiminin fruktoz grubunda oldugu gériilmiistiir (p<0,05). Yiiksek enerji alan
doymus yag asidi ve fruktozla beslenen farelerin viicut agirliklarindaki degisim,
kontrol grubu ve izokalorik yiiksek tekli doymamis yag asidi alan gruptan anlamli
olarak yiiksek bulunmustur (p<0,001). Yiiksek doymus yag asidi ve fruktozlu beslenen
gruplarda plazma ve karaciger trigliserid diizeyleri ile HOMA-IR degerlerinin anlaml
olarak yiiksek oldugu saptanmistir (p<0,05). Plazma serbest yag asitleri ve CRP
diizeyinin ise yiiksek fruktozlu beslenen grupta anlamli olarak yiiksek oldugu
gbzlenmistir (p<0,05). Yiiksek doymus yag asidi ve fruktozlu diyet alan gruplarda,
ACC-1 ve fosforile formu, fosforile IRS-1, AMPK ve TLR-4 ekspresyon diizeylerinin
artis gosterdigi saptanmustir. Sonuglar; karacigerde insiilin direnci ile birlikte,
lipogenez ve inflamasyonun artis1 ile kronik hastaliklar i¢in risk olusturmasi agisindan

doymus yag asidi ve fruktoz tiiketimine dikkat edilmesi gerektigini gdstermektedir.
Anahtar Kelimeler: Doymus yag asitleri, fruktoz, lipogenez, inflamasyon
Bu tez, Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu, Bilimsel ve Teknolojik

Aragtirma Projelerini Destekleme Programi (TUBITAK 1001- Proje No: 114S726)

kapsaminda desteklenmistir.
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ABSTRACT

Tamer, F., The Effects of Dietary Fatty Acids and Fructose on Some
Inflammatory Mediators and Fatty Acid Biosynthesis in Mice, Hacettepe
University Institute of Health Sciences Nutrition and Dietetics Program, Doctor
of Philosophy Thesis, Ankara, 2017. Currently, consumption of high quantities of
fructose and saturated fatty acids via processed food is recognized as a central factor
in the development of chronic disease. The aim of this study was to investigate the
effects of dietary high saturated fatty acid or fructose on lipogenesis, insulin resistance
and inflammation. The study was performed on the C57BI/6 type male mice (n=40, 8
weeks old) with ad libitum access to chow diet and three different type of diets
enriched with two different fatty acids (refined olive oil, coconut oil) and carbohydrate
(fructose) types for 15-weeks. At the end of the dietary period, the animals were
sacrificed; then organ and tissues isolated immediately. As a result, it was found that
mean feed intake of fructose fed group was higher (p<0,05). Body weight change were
found significantly higher in saturated fatty acid and fructose fed mice with higher
energy intake than control and isocaloric high monounsaturated fatty acid fed groups
(p<0,001). Plasma and liver triglyceride levels and HOMA-IR (p<0,05) values were
significantly higher in high saturated fat and high fructose fed groups. Plasma free
fatty acids and CRP levels were higher in fructose fed group (p<0,05). Western-
blotting results for ACC-1 and phosphorylated form of ACC-1, phosphorylated IRS-
1, AMPK and TLR-4 expression in liver showed that the expression levels were higher
in high saturated fatty acid and high fructose fed groups. In conclusion, this study
showed that to reduce the risk of chronic diseases, it is necessary to pay attention to
the saturated fatty acid and fructose intake which can increase lipogenesis and

inflammation accompanying with insulin resistance in the liver.
Key words: Saturated fatty acids, fructose, lipogenesis, inflammation
This thesis was supported by the Scientific and Technological Research Council of

Turkey, Scientific and Technological Research Projects Funding Program (TUBITAK
1001-Project No: 114S726).
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1. GIRIS
1.1. Kuramsal Yaklasimlar

Beslenme ile iliskili kronik hastaliklar Diinya’da hizla artis gdsteren saglik
sorunlaridir. Bu hastaliklar icerisinde yer alan obezite, diabetes mellitus (DM) ve
metabolik sendrom insidansindaki artis ile birlikte alkole bagli olmayan yagh
karaciger hastaliklarinin goriilme sikliginda da artis oldugu bildirilmektedir (1).
Alkole bagli olmayan yagli karaciger hastaliklar1 genellikle insiilin direnci ile birlikte
seyreden ve karacigerde lipid birikimi ile iligkili bozukluklar olarak tanimlamaktadir.
Bu hastaliklar basit karaciger yaglanmasindan (hepatik steatoz), inflamasyon ve
oksidatif stres gibi faktorlerin etkisiyle ilerleyen karaciger hastaliklarina genis bir
yayilim gostermektedir (2).

Diinya  Gastroenteroloji ~ Organizasyonu  (World  Gastroenterology
Organization) (3) verileri ve farkl: iilkelerde yapilan epidemiyolojik ¢aligmalarin (4-
6) sonuclarina gore karaciger yaglanmasi ile iligkili hastaliklar Diinya’da en sik
gozlenen karaciger hastaliklaridir. Beslenme aliskanliklarindaki degisiklikler ve
merkezi obezite gibi metabolik sendrom bilesenlerinin prevalansindaki artisin bu
durum ile iligkili oldugu bildirilmektedir (5, 6).

Gilinliik insan diyetindeki toplam karbonhidrat igeriginin diyetin toplam
enerjisine olan katkist % 55-60; yag iceriginin katkist ise % 25-35 arasinda
degismektedir. Diyet enerjisinin doymus yag asitlerinden gelen ylizdesinin; iilkemiz
% 10, Diinya Saglk Orgiiti (WHO) % 10, Amerikan Kalp Birligi (AHA) ise % 7
degerinden daha az olmasi gerektigini 6nermektedir (7-9). Diyet enerjisinin eklenmis
sekerden gelen oraninin ise hem iilkemizde hem de diinya capinda onerileriler
dogrultusunda %10’dan az olmas1 gerekmektedir (7, 10). Onerilen miktarlardan fazla
doymus yag asitleri ve basit seker tiiketiminin karacigerde yaglanmay: indiikledigi
insanlarda (11-14) ve hayvan modellerinde (15, 16) gosterilmistir. Diyette makro besin
ogeleri oraninin insiilin diizeyleri, insiilin duyarlilig1 ve basit karaciger yaglanmasi ile
iligkili olabilecegi hem epidemiyolojik (17-20) hem de deneysel ¢aligmalarda (21-23)
bildirilmistir.

Diyetle alinan yag asidi tiirliniin, Karacigerde yaglanma olusumuna etki

gosterdigi bilinmektedir (24). Karacigere akisi olan ve karacigerde trigliserid



formunda depo edilen yag asitleri, karacigerin patofizyolojik yapis1 ve fonksiyonlari
icin 6nem tasimaktadir (25). Yag asitleri igerisinde 6zellikle doymus yag asitlerini
yiiksek miktarda iceren diyet tiiketiminin ¢esitli metabolik risk faktorleri ve
inflamasyon ile iligkili oldugu bildirilmektedir (26). Karacigerde yag asidi sentezinde
gbrev alan enzimlerin ekspresyonunun doymus yag asitleri ile stimiile oldugunu
vurgulayan bir ¢alisma bulunmaktadir (27). Ayrica yiiksek doymus yag asitleri igeren
diyet tiiketiminin karacigerde inflamatuar siiregleri baslattigt ve pro-inflamatuar
sitokinlerin ekspresyonunu arttirabildigi ¢esitli caligmalarda bildirilmektedir (28-30).

Fruktoz bir¢ok besin maddesinde bulunan basit yapili bir karbonhidrattir ve
diyetteki baglica kaynaklari; bal, meyve, ¢ay sekeri, yiiksek fruktozlu misir surubu ve
bunlarla tatlandirilmus iiriinlerdir (7). Ulkemizde fruktoz tiikemine dair veri sinirh
olmakla birlikte, yapilan bir epidemiyolojik calisada islenmis tiriinlerin tiiketiminde
artig sonucunda fruktoz aliminin arttig1 bildirilmektedir (31). Fruktozun karacigerdeki
metabolizmasi sonucunda karacigerde yag asit sentezini arttirarak basit karaciger
yaglanmasini etkiledigi c¢esitli c¢aligmalarda gosterilmektedir (32, 33). Ayrica
metabolizmas1 sirasinda insiiline bagimlilik gostermedigi ancak sinyalizasyon
yolaklarini etkileyerek insiilin direnci olusumuna neden olabildigi bilinmektedir (34).
Cesitli calismalarin sonuglarina goére asir1 fruktoz tiiketimi plazma trigliserid seviyesi,
hepatik insiilin direnci gibi ¢esitli metabolik risk faktorleri ve karaciger yaglanmasi ile
iliski gostermektedir (32, 35).

Giliniimiizde tiiketime hazir islenmis besinlerin tiiketimindeki artis kronik
hastaliklarin ortaya ¢cikmasinda dnemli bir saglik tehditi olarak degerlendirilmekte ve
konu ile ilgili yapilan ¢calismalar hizla artmaktadir. Diyetteki yag ve karbonhidratlarin
cinsi ve orani karacigerde lipogenez, inflamasyon ve insiilin direncini etkileyerek
karaciger yaglanmasinin nedeni olabilmektedir. Ancak tiikketime hazir islenmis gidalar
ile alinan doymus yag asitleri ve fruktozun lipogenez ve inflamasyon {izerine etkileri
heniiz yeteri kadar bilinmemektedir. Dolayisiyla giinliik beslenme icerisinde yiiksek
miktarda alian bu besin dgelerinin basit karaciger yaglanmasi mekanizmasi iizerine

olan etkilerinin arastirilmasi 6nem tasimaktadir.



1.2. Amag ve Varsayimlar

Bu ¢alisma yliksek doymus yag asitli veya fruktozlu diyet alimi ile olusabilecek
karaciger yaglanmasinin hepatik insiilin salinimi/direncini arttirabilecegi, boylece
artmigs de novo lipogenez sonucu Kkaracigerde inflamatuar durumda degisiklikler
olabilecegi varsayimi lizerine kurulmustur.

Bu ¢alismanin birinci hipotezi; yliksek doymus yag asidi veya fruktoz igeren
diyet ile beslenme, karacigerde yaglanma, kanda trigliserid ve serbest yag asitleri
diizeyinde artis ve insiilin seviyesindeki degisimler araciligr ile lipogenezi
etkileyebilmektedir. ikinci hipotez ise; yiiksek doymus yag asidi veya fruktoz igeren
diyet ile beslenme, karacigerde yaglanma, aglik kan glukozu ve insiilin seviyesindeki
degisimler ile bazi inflamatuar medyatorler araciligi ile inflamatuar yaniti
etkileyebilmektedir.

Bu ¢alismanin amaglari; yiiksek yagli veya karbonhidrath diyet ile beslenen
farelerde (i) karacigerde yaglanma; kanda trigliserid ve serbest yag asitleri, aglik kan
glukozu ve insiilin seviyeleri ile (ii) bazi inflamatuar medyatorler araciligr ile

karacigerde inflamasyon iizerine etkilerinin arastirtlmasidir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Lipogenez ve Karaciger Yaglanmasi

Alkole bagli olmayan yagli karaciger hastaliklari, Bat1 toplumlarinda en sik
karsilagilan karaciger hastaliklaridir (36-38). Cok sayida epidemiyolojik ¢alisma, diyet
ve yagsam tarzi degisikliklerinin sonucu olarak beslenme ile iligkili kronik hastaliklarla
birlikte alkole bagli olmayan yagli karaciger hastaliklarinin prevalansinda dramatik bir
artig oldugunu bildirmektedir (25, 39-41). Bununla birlikte, karaciger yaglanmasi ile
iliskili hastaliklarin kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in giiclii risk gostergesi oldugu ¢esitli
calismalarda vurgulanmaktadir (42, 43).

Alkole bagli olmayan yagh karaciger hastaliklarinin ilk asamas1 olarak kabul
edilen basit karaciger yaglanmasi; karacigerde trigliserid konsantrasyonunun 55mg/g
karaciger dokusu (% 5,5) lizerine ¢ikmasi ile olusmaktadir (44). Basit karaciger
yaglanmasinin viseral obezite, dislipidemi ve insiilin direnci ile iligki gosteren bir
durum oldugu bilinmektedir (6, 41, 45, 46). Ayrica inflamasyon gibi ikincil faktorlerin
etkisiyle terminal donem kronik karaciger hastaliklarina gidebilen patolojik siiregleri
baslatabilecegi dikkatleri gekmektedir (15, 21, 47, 48).

Basit karaciger yaglanmasi, yliksek miktarda trigliserid igeren makrovezikiiler
ve/veya mikrovezikiiler lipid damlaciklarinin hepatositlerde birikmesi ile karakterize
bir durumdur (37, 49). Tanilamada basit yaglanmanin karaciger biyopsisinde patolojk
bulgular gostermedigi, alkole bagli olmayan steatohepatite prognozu sirasinda
inflamasyon, oksidatif stres, hepatoseliiler balonlasma dejenerasyonu, hepatosit hasar
ve/veya fibroz gibi bulgulara rastlandigi belirtilmektedir (38, 45, 50-54). Diinya
Gastroenteroloji Organizasyonu (World Gastroenterology Organisation) (3) ve
Amerikan Gastroenteroloji Birligi (55) karaciger yaglanmasi hastaliklar ile ilgili
raporlarinda; basit karaciger yaglanmasinin tam tanisi icin histolojik degerlendirme
(steatoz ve steatohepatit agsama ve derecesinin belirlenmesi) ve hastaligin klinik
etiyolojisinin (kronik alkol tiiketimi, insiilin direnci, ila¢ kullanimi, dislipidemi, toksik
etmenler gibi) degerlendirilmesi gerekliligi vurgulanmstir.

Basit karaciger yaglanmasinin genellikle insiilin direnci ile birlikte seyrettigi
ve trigliserid sentezi ile kullanimi arasindaki dengesiziklikten ileri gelen bir durum

oldugu bildirilmektedir. Hepatik trigliserid tiretimi i¢in kullanilan yag asitleri; diyet,



de novo lipogenez ya da adipoz doku lipolizi kaynakli olarak saglanmaktadir. Bu

kaynaklarin birisinde meydana gelen istenmeyen degisiklikler basit karaciger

yaglanmasi ile sonuglanabilmektedir (37, 56).

Basit karaciger yaglanmasi mekanizmasinda;

(1) Yiiksek yag asidi/karbonhidrat alimi sonucu hepatik lipogenezin stimiile
olmast ve hiperinsiilinemi/hepatik insiilin direnci gibi metabolik
bozukluklarla birlikte hepatik lipid miktarinda artis,

(i) Adipoz doku fonksiyon bozuklugu, inflamasyon ya da artmisg doniisiim
(turnover) gibi nedenlerden dolay1 karacigere serbest yag asidi akisinda
artis,

(iii) Yag asit oksidasyonu ve bu siireci kontrol eden proteinlerin
regiilasyonunda bozulma ve karacigerde lipid klirensinde azalma oldugu
bildirilmektedir (57, 58).

Karacigerde trigliserid birikimi ile iliskili mekanizmalar Sekil 2.1.°de

goriilmektedir.

Artmis de
novo

lipogenez

Artmis
fruktoz
alimi
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asidi alim

Hepatik Triglisit
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oksidasyonu

Azalmis
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sekresyonu

Sekil 2.1. Basit karaciger yaglanmasinda karacigerde trigliserid birikimi ile iligkili
mekanizmalar (57, 58).



Diyet ile alinan ya da adipoz doku lipolizi sonucu karacigere ulasan serbest yag
asitleri okside edilerek veya lipoproteinler ile karacigerden uzaklastirilmazsa,
trigliserid seklinde depolanmaktadir (59-61). Bununla birlikte, basit karaciger
yaglanmasinda karacigerde bulunan lipidlerin 6nemli bir kismmnin adipoz dokudan
saliman yag asitleri oldugu bilinmektedir (60). Saglikli bireylerde % 5 oraninda
gerceklesen hepatik de novo lipogenez alkole bagli olmayan yaglh karaciger
hastalarinda % 26’ya g¢ikmaktadir. Bu durum adipoz lipolizi ve hepatik de novo
lipogenezin diizenlenmesinde gerg¢eklesen bozukluklarin basit karaciger yaglanmasi
patogenezinde anahtar rol oynadigini gostermektedir (37). Serbest yag asitlerinin lipid
sentezini arttiric1 etkisi ayrica karacigerde bir transkripsiyon faktorii olan sterol
regiilator element baglayan protein (SREBP)-1c¢’nin aktivitesini arttirmasi ile ortaya
cikmaktadir. Plazma lipoproteinlerinin periferal ve hepatik yag depolar1 arasindaki
dengeyi regiile ederek, basit karaciger yaglanmasini etkiledigi vurgulanmaktadir (57).

Karacigerde depolanan lipid miktarindaki artis sonucunda fibroz ve apoptoza
neden olan mitokondriyal disfonksiyon, lipid peroksidasyonu ve inflamasyon gibi
faktorlerle fonksiyon bozuklugu artmaktadir (25, 54, 62, 63). Adipoz doku lipolizi
bozuklugu sonucu karacigere serbest yag asidi akisinin artig1 insiilin direnci gibi
metabolik bozukluklarda goriilebilmektedir (64). Bu siireclerde olusan diasilgliserol
(DAG) ve seramidler gibi lipid-kaynakli ikincil mesajcilar, var olan insiilin direnci
izerine arttirict etki gosterebilmektedir. Sonucta kupffer hiicrelerinde ve hepatik
stellat hiicrelerinde immiin yanit meydana gelmekte ve steatohepatit, hepatik siroz ve

hepatoseliiler karsinom gibi daha agir durumlarin olusumuna neden olabilmektedir

(61, 65).
2.2. Enerji Homeostaz1 ve Karacigerde Lipogenez

Karacigerin temel fonksiyonlarindan birisi karbonhidrat, lipid ve proteinin
metabolik yolaklarinin yer aldigi enerji homeostazinin saglanmasidir. Karaciger;
iskelet kas1 ve adipoz doku da dahil olmak iizere ¢ok sayida dokuyla etkilesim i¢inde
periferal dokulara glukoz, yag asidi ya da keton cisimcigi saglayarak enerji
homeostazinda rol oynamaktadir (66, 67). Sindirimi takiben gastrointestinal kanalda
bulunan basit yapili karbonhidratlar, yag asitleri ve amino asitler portal ven ve lenfatik

sistem aracilig1 ile karacigere gelerek metabolize olmaktadir (67, 68).



Karaciger, karbonhidrat ve lipid biyosentezinin gerceklestigi temel organdir.
Bununla birlikte kendi enerji ihtiyaglarimin karsilanmasi i¢in bu substratlarin
oksidasyonunu da gerceklestirmektedir. Normal sartlarda; besin alimini takiben
karacigere karbonhidrat ve lipid akis1 ve aglikta adipoz doku lipolizi kaynakli serbest
yag asidi akis1 bu aktivitelerin diizenlenmesinde 6nem tasimaktadir. Sistemik glukoz
ve yag asidi metabolizmasinin diizenlenmesinde temel rolii olmasindan dolay1
karacigerdeki bu metabolik yolaklar sik1 bir sekilde regiile edilmektedir. Cok sayida
besin dgesi, hormon ve sinir sistemi kaynakli sinyalin karacigerde gergeklesen
regiilasyonda rol aldigi bilinmektedir (67, 69). Bu kontrol mekanizmalarindan en
onemlilerinden olan insiilin; karacigerde reseptorii araciligi ile ¢esitli sinyal yolaklarini
aktive etmekte ve 6zellikle glikojen sentezi ile lipogenez lizerine etki gdstermektedir
Insiilin basta olmak {izere regiilasyonda rol alan faktdrlerde gerceklesen
bozukluklarinin basit karaciger yaglanmasi ile iliski gosterdigi cesitli calismalarda

bildirilmektedir (70-72).
2.2.1. Hepatik Karbonhidrat Metabolizmasi

Karbonhidratlar diyetle disakkarit, oligosakkarit ve polisakkarit formunda
alinmakta; sindirim ve emilimi takiben dolasimda temel olarak glukoz formunda
tasinmaktadir. Diyet ile yiiksek oranda alinmasi, tiim dokularda metabolize olmasi ve
diisiik depolanma kapasitesinden dolayr glukozun, postprandiyal siireglerde temel
enerji kaynagi olarak kullanildigi bilinmektedir. Karaciger, kan glukoz diizeyinin
regiilasyonu ve glukoz homeostazinin saglanmasi i¢in 6onemli gorevlere sahiptir.
Glukoz karacigerde enerji iiretimi i¢cin okside edilebilmekte, glikojen formunda
depolanabilmekte ya da de novo lipogenez ile yag asidi sentezine girebilmektedir (16).
Saglikli bireylerde hepatik glikojenoliz ve glikoneogenezin aglikta stimiile oldugu,
postprandiyal donemde ise insiilinin etkisiyle hepatik glukoz liretiminin inhibe oldugu
bilinmektedir (73, 74).

Kan glukozunun hiicre i¢ine alinmasi, dokulara spesifik membran-bagli glukoz
tagiyicilart araciligl ile gerceklestirilmektedir. Glukozun karaciger hiicrelerine girisini
saglayan glukoz tasiyicisinin insiiline bagimlilik gostermeyen glukoz tastyicisi
(GLUT)-2 oldugu bilinmektedir. Bu tasiyici, yliksek miktardaki glukozun hiicreye

girisi ile kan glukoz diizeyinin azaltilmasini saglamaktadir (75).



Karaciger kisa siireli aclikta glikojen yikimi, uzun stireli aglhkta ise
glikoneogenez ile viicuda glukoz saglamaktadir (76). Karacigerde glikojenden glukoz
tiretiminde gorev alan glukoz 6-fosfataz enzimi ¢ikartilmis (knock-out) farelerde;
hiperlipidemi, laktik asidoz, glikojen birikimi sonucu hepatomegali ile birlikte basit
karaciger yaglanmasi olustugu bildirilmistir (67). Uzamis aglikta ise glikojen depolari
bosalmakta; laktat, pruvat, gliserol ve glikojenik amino asitler aracilig: ile glukoz
tiretimi gergeklesmektedir. Bu glukoneojenik substratlar karacigerde tiretilebilmekte
ya da ekstrahepatik dokularda tiretilerek karacigere gelebilmektedir. Farelerde
glikoneogenezin inhibisyonu sonucunda aglikta sitrik asit dongiisii ara triinlerinin
biriktigi ve karaciger yaglanmasi olusumu gozlendigi bildirilmistir (77, 78).

Fare karacigerinde insiilin reseptoriiniin ¢ikarilmasi sonucunda hepatik
glikoneogenez diizeyinin énemli derecede arttigi, hiperglisemi ve glukoz intoleransi
gelistigi saptanmustir (79). Insiilin reseptdr substrat (IRS)-1 ve IRS-2 tirozin
rezidiilerinin fosforilasyonu ve fosfotidilinositol-3 (P13)-kinaz /Akt gibi baz1 sinyal
yolaklarindaki bozulmanin; insiilin direnci, tip II DM ve karaciger yaglanmasi
olusumu ile iliski gosterdigi bildirilmistir (80, 81).

Yiiksek plazma glukoz diizeyinin karacigerde de novo lipogenezi aktive ettigi
bilinmektedir. Glukoz, lipogenik genleri regiile eden karbonhidrata yanit veren
element baglayan proteini (ChREBP) uyarmaktadir. Yiiksek plazma glukoz diizeyi
ayrica insililin salinimini arttirarak lipogenik genlerin ekspresyonunu stimiile
etmektedir. Insiilinin lipogenik gen ekspresyonu iizerine olan etkileri ayrica SREBP-
1c ile diizenlenmektedir (82). Insiilin direnci ile birlikte artmis plazma glukoz
diizeylerinin, basit karaciger yaglanmasina neden olacak sekilde hepatik yag asit
sentezini arttirdigi ve B-oksidasyonu bozdugu cesitli ¢aligmalarda gosterilmistir (71,
83). Biitiin bu siireglerle alinan fazla basit yapili karbonhidratlar, yag asitleri sentezi
ve sonrasinda trigliseridler seklinde depolanmas: ile karaciger yaglanmasi siirecini

arttirabilmektedir.



Fruktoz Metabolizmasi

Fruktoz, tastyici aracili kolaylastirilmis difiizyon ile enerjiye bagimli siireclerle
emilmektedir. Fruktoz metabolizmasinda yer alan dokularmm GLUT-2 (karaciger ve
ince bagirsakta bulunmaktadir) ve GLUT-5 (bébrek ve ince bagirsakta bulunmaktadir)
eksprese ettigi gosterilmekle birlikte (84), fruktoz i¢in 6zellesmis tastyicinin GLUT-5
oldugu diisiiniilmektedir. Bunlara ek olarak, son yillarda fruktoz tasinmasinda rolii
olan ancak fruktoz igin 6zellesmemis bazi soliit tastyicilarin (soliit tasiyict 2A ailesi)
bulundugu da gosterilmistir (85).

Fruktoz, intestinal hiicrelerden emilerek portal vene giris yapmakta ve
karacigere tasinmaktadir. Yiksek siikroz tiiketimi sonucunda karaciger disi bazi
dokularin enerji kaynagi olarak fruktozu kullanabildigi gosterilmistir. Bununla
birlikte, fruktoz metabolizmasinda yer alan enzimlerin periferal dokularda diistik,
karacigerde ise yliksek diizeyde eksprese oldugu bilinmektedir (86, 87). Fruktoz, hiicre
igerisine alinmasi sirasinda insiiline bagimlilik géstermediginden dolay1 insiilin aracili
besin alimini durdurucu etkiyi uyarmamaktadir (88).

Karacigerde fruktoz metabolizmasimin glukoza goére daha hizli oldugu
bilinmektedir.  Glukozun glukokinaz enzimi ile fosforilasyonu hepatik
metabolizmasindaki hiz kisitlayic1 basamaklardan birisidir. Buna karsin, fruktozun
fruktokinaz enzimi ile fosforilasyonu ve trioz fosfat diizeyindeki metabolizmasi
kontrolsiiz bir sekilde gergeklesmektedir (89). Emilimden sonra fruktoz ve glukoz
metabolizmasini karsilagtiran bir insan ¢alismasi, fruktozun daha hizli metabolize
oldugunu ve karaciger glikojenine daha yiiksek diizeyde doniistiigiinii gostermistir
(90). Fruktoz hiicre igerisine girisini takiben, kinaz enzimlerine bagl olarak fruktoz-
1-fosfat veya fruktoz-6-fosfat yolaklarini izlemektedir. Fruktozun 1. karbonundaki
hidroksil grubununun fosforlanarak fruktoz-1-fosfata doniistimii sirasinda fruktokinaz
enzimi ve adenosin tri fosfata (ATP) gereksinim duyulmaktadir. Fruktoz-1-fosfat,
aldolaz B enzim aktivitesi ile dihidroksiaseton fosfat ve gliseraldehite doniismektedir.
Fruktokinaz ile fruktoz-1-fosfat olusumu allosterik olarak inhibe olmamakta ve
glikolizdeki 2 6nemli diizenleyici basamak olan hekzokinaz ve fosfofruktokinaz-1
basamaklarin1 atlamaktadir. Buna karsin glukoz metabolizmasi ise glikojen yapisinda
depolanma ile ATP ve sitratin fosfofruktokinaz enzimi {izerine inhibe edici etkisi ile

sik1 bir sekilde diizenlenmektedir (91, 92).
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Fruktozun bir diger metabolik yolagi olan hekzokinaz bagimli fruktoz-6-fosfat
yolaginda ise fruktozun 6. karbonunda yer alan hidroksil grubunun fosforlanip bir
glikoliz ara {irlinii olusturulmaktadir. Bununla birlikte hekzokinaz enziminin glukoza
olan afinitesi daha yiiksek oldugu icin fizyolojik konsantrasyonlarda bu enzim igin
primer substratin glukoz oldugu bilinmektedir. Bu nedenle karacigerde fruktoza 6zel
fruktokinaz enzimi ile fosforilasyon daha yiiksek diizeyde ger¢eklesmektedir. Fruktoz
metabolizmasinin devaminda olusan gliseraldehit ve dihidroksiaseton fosfat gibi ara
tiriinler glikoz, laktat ya da yag asiti sentezi ve sonrasinda trigliserid olusturmak iizere

metabolize olmaktadir (Sekil 2.2.) (93, 94).

Fruktoz
Ekstraseliiler
¥
Intraseliiler
GLUT 2,5,6,7 veya 9
Fruktoz
Hekzokinaz / Frokiokinaz
Fruktoza diisiik afinite \ F ruktoza yiiksek afinite
Fruktoz-6-fosfat \“\
/ \
Fosfofruktokinaz / \
v/ L‘;
Fruktoz-1,6-difosfat Fruktoz-1,6-difosfat
Aldolj\ )
Gliseraldehit-3-fosfat Dihidroksiaseton Gliseraldehit
A /‘\ fosfat |
l \ Triozkinaz
l Triozfosfatizomeraz ‘
Pruvat

Sekil 2.2. Fruktoz Metabolizmasi (93, 94).
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Karacigerde fruktoz metabolizmasinin sonucu, metabolik durum ve karacigere
gelen fruktoz miktar1 ile iligkilidir. Hepatositlere yiiksek diizeyde fruktoz akisi
sonucunda hepatik triasilgliserol depolanmasi ve enerji metabolizmasinin bozuldugu
bildirilmistir. Yiiksek diizeyde fruktoz, glikolitik yolaga girmeye devam ederek hem
gliserol hem de asil-gliserol molekiillerinin asil kisimlar1 i¢in karbon atomu
saglamaktadir (95, 96).

Glukozdan trigliserid sentezinin regiilasyonu; biiyiik oranda glikojen sentezi,
ti¢ karbonlu ara iiriinlerin glikoneogeneze girmesi ve fosfofruktokinaz enzim aktivitesi
ile saglanmaktadir. Siki bir sekilde regiile edildigi bilinen glukozdan trigliserid
sentezinin aksine, fruktoz metabolizmasi sirasinda diizenleyici faktorlerin rol almadigi
bilinmektedir. Diyetle alinan fruktoz miktar1 arttik¢a asetil KoA iiretimi i¢in kontrol
edilemeyen bir kaynak olugsmaktadir. Fruktoz metabolizmasi sonucu olusan asetil KoA
molekiillerinin ise [-oksidasyon kapasitesini asarak sitrata dontstlirildigi
bilinmektedir. Uretimi artan sitrat molekiilleri ise hepatik de novo lipogenez iizerine
arttiricr etki gostermektedir. Tiim bu etkilerin sonucunda; normal sartlarda insiilin ile
diizenlenen glikojen ve trigliserid sentezinin regiilasyonu yiiksek fruktoz nedeniyle
bozulmaktadir (97-99). Yapilan bir insan c¢alismasi, fruktoz alimmin de novo
lipogenezi arttirdigim1  ancak aymi enerjiye sahip glukozun bu etkiyi
gerceklestirmedigini gostermistir (100).

Fruktoz metabolizmasi sonucu iiretimi artan trigliserid molekiillerinin bir kism1
dolagima verilerek periferal dokularda lipoprotein lipaz (LPL) enzim aktivitesi ile
serbest yag asitleri ve gliserole ayrilmaktadir. Bu nedenle, yiiksek fruktoz tiikketiminin
plazma serbest yag asitleri diizeyine arttiric1 etki yapabilecegi belirtilmektedir (101).
Uzaklastirilamayan trigliserid molekiillerinin ise karacigerde birikerek basit karaciger
yaglanmasina neden olabilecegi gesitli ¢alismalarda bildirilmistir (102, 103) (Sekil
2.3).

Fruktoz, karacigerde c¢ok diisiik dansiteli lipoprotein (VLDL) {iretimini
arttirarak ve kan trigliserid diizeyini yiikselterek insiilin direnci olusturabilmektedir
(104). Insiilin, karacigerde glukoz iiretimini baskilayarak etki gostermektedir ancak
instilin direncinde bu etkinin bozuldugu bilinmektedir. Yapilan bazi deneysel

calismalarda yiiksek fruktozlu beslenme sonucunda karacigerde glukoz iiretiminin
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baskilanmadigi gosterilmistir. Bununla birlikte insiilin duyarliliginda azalma oldugu

ve plazma glukoz diizeylerinin yiikseldigi de bildirilmistir (105, 106) (Sekil 2.3.).

Fruktoz

{
Fruktoz 1-P
I T Glsieraldehit

Karaciger ~ Dihidroksi aseton P
Yaglanmasi Glsieraldehit 3-P
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| N Laktat
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MTP
CO,+ATP
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\

Insiilin direnci
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Sekil 2.3. Fruktozun Karacigerde Lipogenez ve Karaciger Yaglanmasi1 Uzerine
Etkileri. Diyet ile alinan fruktoz emildikten sonra metabolizmasinin biiyiik kisminin
gerceklestigi karacigere ulagsmaktadir. Fruktoz, gliserol ve trigliserid sentezi igin
karbon atomu saglamaktadir. Yiiksek fruktoz alimi asetil KoA sentezi i¢in kontrolsiiz
bir kaynak olusturmaktadir. Trigliserid sentezinin uyarilmast sonucunda karacigerde
birikim diizeyi artar ve insiilin direnci olusumuna neden olabilir. Ayrica, VLDL
tiretimi ve kandaki diizeyleri artig gosterir. VLDL: ¢ok diislik dansiteli lipoprotein;
ApoB: Apolipoprotein B; MTP: Mikrozomal transfer proteini (102, 103).

Fruktozun de novo lipogenezi arttirici etkisinin yani sira, uzun zincirli yag
asitlerinin mitokondriyal B-oksidasyonu iizerine inhibe edici etki gostererek de
intrahepatik lipid miktarin arttirabildigi bilinmektedir. De novo lipogenez sirasinda
olusan bir ara iiriin olan malonil KoA’nin, karnitin palmitoil transferaz (CPT)-1 enzimi
tizerine inhibe edici etki gostererek B-oksidasyon hizini azalttigi bildirimistir (107).
Yag asitlerinin B-oksidasyon hizlarinin azalmasi, karaciger yaglanmasi i¢in bir risk
faktorii olusturmaktadir. Fruktozun ayrica proteinlerin fruktozillenmesi ve reaktif
oksijen tiirlerinin olusumunu arttirici 6zelliginin basit karaciger yaglanmasindan
steatohepatite olan prognozu sirasinda etkili oldugu bildirilmistir (108).

Fruktoz, uzun donem enerji homeostazinda rol alan 2 anahtar hormon olan

insiilin ve leptin salinimini uyarmamaktadir. Pankreatik B-hiicrelerde GLUT-5’in
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diisiik diizeyde eksprese olmasi fruktozun insiilin salinimina neden olmamasinin temel
nedeni olarak kabul edilmektedir (109). Insiilin, doyurulabilir reseptdr aracili
siireglerle merkezi sinir sistemine etki ederek besin alimini azaltan ve enerji
harcamasini arttiran bir hormondur. Merkezi sinir sisteminde yer alan insiilin
reseptorleri temel olarak besin alimi ve enerji homeostazi ile ilgili bolgelerde
bulunmaktadir. Bu sekilde insiilinin viicut adipozitesi iizerine etki gosterdigi
bilinmektedir. Yapilan bir ¢aligmada, yiiksek yagl diyet ile olusturulan obezitenin,
insiilinin merkezi sinir sistemine tasmmmasinda % 60 azalma ile iliskili oldugu
bildirilmistir (110).

Fruktoz ile salinimi stimiile olmayan ve enerji homeostazinda 6énemli roli
oldugu bilinen leptin; besin alimini sinirlandiran ve enerji harcamasini arttiran etkilere
sahiptir. Leptin ve insiilinin besin alimi tizerine olan etkilerinin PI3 kinaz aktivasyonu
iizerinden gerceklestigi gosterilmistir (111). insanlarda leptin reseptdr defektlerinin
hiperfaji ve obezite ile sonu¢landigi, leptin yetersizligi olan kisilere leptin verilmesinin
adipoziteyi azalttig1 bildirilmistir. Bununla birlikte, uzun dénem yiiksek fruktoz iceren
diyetlerin tiikketilmesi dolagimda insiilin ve leptin konsantrasyonu azalist ile viicut

agirhigi artis1 ve iligkili metabolik sonuglar1 dogurabildigi diisiiniilmektedir (112).
2.2.2. Hepatik Lipid Metabolizmasi

Lipidler, besin tiiketimini takip eden 2 saat igerisinde olgunlagsmamis
silomikronlarin yapisina girerek lenfatik sisteme sekrete olmakta ve dolasima
gecmektedir. Silomikronlar bu siire i¢erisinde, LPL enzim aktivitesi i¢in gereksinim
duyulan apolipoprotein (Apo) C-2’yi yapilarina alarak dokulara serbest yag asitleri
gegisini saglarlar. A¢iga ¢ikan serbest yag asitlerinin bir kisminin karacigere tagindigi
gosterilmigtir.  Karacigerde LPL ekspresyonu artisinin, hayvanlarda lipid
metabolizmas1 bozukluklari ve insiilin direnci ile iligkili oldugu bildirilmektedir (37,
113, 114).

Karacigere silomikronlar araciligi ile gelen yag asitleri; hepatositlerde oksidatif
yolaklar araciligi ile metabolize olmakta, trigliseridlere esterifiye olarak lipid
damlaciklar1 igerisinde depolanmakta ya da VLDL yapisina girerek karacigerden
uzaklastirilmaktadir (115). Hepatositlerde yag asit p-oksidasyonu gibi metabolik

yolaklar i¢in 6zellesmis bolgeler oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte; farkli oksijen,
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substrat ya da hormon yogunluklar1 olan bélgelerde ise de novo lipid sentezi veya
ketogenez gibi siireglerin gergeklestigi saptanmustir (116).

Hepatik lipid metabolizmasi hormonlar, niikleer reseptorler, intraseliiler
sinyalizasyon yolaklar1 ve transkripsiyon faktorleri ile kontrol edilmektedir. Lipid
metabolizmasinin regililasyonunda rol alan en 6nemli hormonlardan birinin insiilin
oldugu bilinmektedir. Insiilin, karacigerde gerceklesen yag asit sentezini bir¢ok
basamakta etkilemektedir (117). Insiilin ve diger medyatdrlerin lipid metabolizmasi
tizerine olan etkilerinin temelde metabolik durumdan etkilendigi gosterilmistir.
Glukagon benzeri peptit (GLP)-1 gibi hepatik lipid metabolizmasi iizerine etki eden
cesitli peptit yapilar da bulunmaktadir (118).

Karacigerde yag asitlerinin dogru metabolize olamamasi ya da lipid metabolik
yolaklarinda gozlenen bir bozukluk karaciger yaglanmasi ile sonuglanabilmektedir
(119). Karacigerde yag asidi ve trigliserid sentez hizindaki artiglar karaciger
yaglanmasi olusumunda etkilidir ancak insiilin aktivitesinde bozulmanin da bu
mekanizma i¢in 6nem tasidigi bilinmektedir. f-oksidasyon ve VLDL sekresyonu
diizeyinin; trigliserid sentezinde gerceklesen artis1 dengeleyemedigi durumlarda ve
intrahepatik lipid deposunda gergeklesen artisin alkole bagli olmayan yagh karaciger
igin risk olusturdugu bildirilmektedir (54, 114, 120, 121).

Serbest Yag Asitleri Akisi

Karacigere yag asidi girisi; hepatik lipid dengesinin saglanmasi ve basit
karaciger yaglanmasi olusumu i¢in 6nemli etkenlerden birisi olarak kabul edilmekte
ve plazmadaki yag asidi konsantrasyonu ve hepatoseliiler kapasiteye baglilik
gostermektedir (122). Depo trigliserid miktarinin artisi, inflamasyon ve reaktif oksijen
tiirleri (ROS) gibi ikinci darbelere hassasiyeti arttirarak steatohepatit gibi ilerlemis
karaciger hastaliklarina neden olabilecegi bildirilmektedir (123).

Serbest yag asitleri, hidrofobik 6zelliklerinden dolay1 plazmada albiimine bagh
olarak taginmaktadir. Yag asitlerinin plazma membranlarindan gegisi i¢in membrana
bagli olarak bulunan cesitli tagiyici proteinleri gereksinim duyulmaktadir. Karacigerin
yag asidi alma kapasitesi, hepatositlerin siniisoidal plazma membraninda bulunan
tastyict proteinlerin say1 ve aktivitesine bagli olarak degisiklik gostermektedir (124).

Dolayistyla hepatositlere serbest yag asidi girisi tamami doyurulabilir 6zellikte olan
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bu membran proteinleri ile regiile olmaktadir. Karacigerde yaglanma gozlenen
durumlarda, ¢esitli serbest yag asidi tastyicilarinin fazla aktive olmalari insiilin direnci
ile iliskilendirilmektedir (37, 54, 125).

Basit karaciger yaglanmasi patogenezinde hepatositlere yag asit giriginin
Oonemi, ¢esitli deneysel ¢calisma sonuglari ile dogrulanmistir. Karacigerde sentezlenen
trigliserid i¢in en dnemli kaynaklardan biri, adipoz doku lipolizi ile plazmaya verilen
serbest yag asitleridir ve yiiksek yag asidi diizeylerinin bozulan lipoliz ile iliskili
oldugu bildirilmektedir. Donnelly ve ark., alkole bagli olmayan karaciger
yaglanmasinda hepatik yag birikimine neden olan yag asitlerinin % 60’min adipoz
doku lipolizinden kaynakli oldugunu gostermislerdir (60). Boylece adipoz dokudan
salinan ve karacigere akisi olan serbest yag asitleri konsantrasyonundaki artigin, basit
karaciger yaglanmasi ile sonuglanan siiregleri baslatabilecegi vurgulanmaktadir (126).

Serbest yag asilerinin membranlardan tasinarak hiicre igerisine alinma
siireclerinde rol alan temel proteinlerin yag asidi transport protein (FATP) ve yag asit
translokaz (FAT/CD36) oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte hiicre icerisinde yag
asidi tasinmasindan sorumlu olan yag asidi baglayan proteinlerin (FABP) varlig1 da
bilinmektedir. Memeli hiicrelerinde yag asidi tasinmasindan sorumlu 6 farkli FATP
izoformu tanimlanmistir. Bu izoformlardan FATP-2’nin karaciger ve bobreklerde
eksprese oldugu, FATP-5’in ise karacigere 6zel izoform oldugu bilinmektedir (127).
FATP-2 ve FATP-5 geni ¢ikartilmis farelerde diyet ile indiiklenen obezite ve karaciger
yaglanmasi gelisimine diren¢ olustugu gosterilmistir (128). Benzer sekilde FATP-2
geni cikartilmis hayvan modellerinde karacigere serbest yag asidi alimi diizeyinin
diistiigii ve yliksek yagl beslenme ile indiiklenen karaciger yaglanmasinda azalma
oldugu saptanmustir (125).

Yag asit translokaz; hepatosit, ¢izgili kas ve adipoz doku, makrofaj ve platelet
gibi ¢ok sayida doku ve hiicre tipinde ekspre olan ve hepatositlerdeki ekspresyon
diizeyinin diisiik oldugu bilinen bir transport proteinidir (129). Obezite gibi yiiksek
enerji alimi ile indiiklenen durumlarda ve basit karaciger yaglanmasinda karacigerde
FAT/CD36 ekspresyonunun, trigliserid diizeyi ile pozitif korelasyon gosterdigi
bildirilmistir (130).

Hiicre igerisinde yag asidi tasinmasindan sorumlu olan yag asidi baglayan

proteinler, hem uzun zincirli yag asitlerine hem de yag asil KoA’ya baglanarak taginma
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gerceklestirebilirler. Memeli karacigerinde eksprese olan FABP’nin baglamis oldugu
uzun zincirli yag asitlerini hiicre ¢ekirdegine getirerek peroksizom proliferator aktive
reseptor (PPAR)-a aktivasyonu gergeklestirdigi bilinmektedir. Bu tasiyici proteinin
delesyonu sonucunda hepatik yag asidi alimi ve diyet ile indiiklenen karaciger
yaglanmasinda azalma oldugu bildirilmistir (131). Yag asidi tasinmast ile iligkili bir
diger protein sinifi olan kaveolinler ise lipid damlaciklarinin olusumu i¢in 6nem
tasimaktadirlar. Kaveolin-1 geni ¢ikartilmis farelerde karacigerde trigliserid
birikiminin azaldig1 ve bu farelerin diyet ile indiiklenen obeziteye direng gosterdigi
saptanmustir (118, 130, 132).

Yag asidi tasiyicilarinin regiilasyonu insiilin ve karaciger X reseptorii (LXR),
farnesoid X reseptor (FXR), pregnane X reseptér (PXR), PPAR-a, PPAR-y gibi
niikleer reseptorler ile iligkilidir ve bu siire¢lerde ortaya ¢ikan bozukluklarin basit
karaciger yaglanmasi i¢in risk olusturdugu diistiniilmektedir. Bu niikleer reseptorlerin
hepatositlerde FAT/CD36 aktivasyonu ile iligkili olabilecegi ve sonugta hepatosit yag
asit alimu ve trigliserid sentez diizeylerinin artisina neden olabilecegi bildirilmektedir

(37, 54, 125).
De Novo Lipogenez, Yag Asidi ve Trigliserid Sentezi

Karacigerde trigliserid sentezinde kullanilan yag asitleri; plazmadan ya da de-
novo lipogenez adi verilen siirecle farkli kaynaklardan sentezlenerek elde
edilmektedir. De novo lipogenez, basit karaciger yaglanmasinda karacigerde depo
edilen yag asitlerinin yaklasik % 26’sm1 olusturarak patogenezde Onemli rol
oynamaktadir (60). Diyetle karbonhidrat ve yag alimi fazla oldugunda, karacigerde
yag asidi sentezi ve trigliserid formunda depolama oranlar artis gostermektedir (67,
120).

Karacigerde yag asit sentezi ve trigliserid olusturularak depolanmasi i¢in
glukozdan glikoliz ve pruvat dehidrogenaz enzim aktivitesi sonucunda asetil KoA
olusturulmasi ve sonrasinda asetil KoA karboksilaz (ACC) enzim aktivitesi ile malonil
KoA sentezlenmesi gerekmektedir. ACC enziminin 2 izoformundan biri olan ACC-
1’in, baghca karacigerde eksprese oldugu bilinmektedir. ACC aktivitesinin
diizenlenmesi hizli olusan veya daha uzun siire gerektiren bazi kontrol mekanizmalari

ile gerceklesmektedir (82). Sitrat, ACC enzimine baglanarak enzimin aktivitesini
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arttiric1 yonde etki gostermektedir. Ayni bolgeye palmitoil KoA baglanmasi ise enzim
aktivitesinde inhibisyona neden olmaktadir. Yiiksek sitrat diizeyleri, ihtiyagtan fazla
enerji oldugunu ve enerjinin depolanmas1 gerektigini ifade ettiginden bu kosullarda
yag asidi sentezi uyarilmakta, yag asidi biyosentezinin son liriinii olan palmitoil KoA
biriktiginde ise sentez yavaslamaktadir (82, 133). ACC enzimi kontrol
mekanizmalarindan ~ digeri ise  enzim yapisinda  gergeklesen  kovalent
modifikasyonlardir. Hiicre i¢i siklik adenosin mono fosfat (CAMP) artistyla aktiflenen
cAMP bagimli protein kinaz enzimin fosforilasyonu ve inaktif formuna
doniistiirmektedir. Insiilin, cAMP diizeylerini azaltarak ACC’nin fosforilasyonunu
onlemekte, ayn1 zamanda fosfatazlar aktifleyerek defosforilasyonu gerceklestirmekte
ve aktif formu olusturmaktadir (134). ACC enzim aktivitesi ayrica uzun siirede
gerceklesen etkilesimlerle de diizenlenmektedir. Farelerde ACC-1 inhibisyonunun
hepatik trigliserid diizeylerinde azalmaya ve B-oksidasyon hizinda artisa neden olarak
basit karaciger yaglanmasi i¢in koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir (135).

Yag asidi sentaz (FAS) enzim kompleksi, malonil KoA ve asetil KoA’y1
substrat olarak kullanarak ilk sentezlenen yag asidi olan palmitik asit sentezini
gergeklestirmektedir. PPARa, PPARy ve FXR’nin bu enzim kompleksini regiile ettigi
bilinmektedir. Palmitik asit sentezlendikten sonra bazi elongaz ve desatiiraz enzim
aktiviteleri ile trigliseridlerin major yag asidi bileseni olan tekli doymamis yag
asitlerini olusturmaktadir (136, 137). Gliserol-3-fosfat asiltransferaz enzimi aktivitesi
ile yag asitleri ve gliserol-3-fosfat esterleserek  trigliserid  sentezi
gerceklestirilmektedir. Karacigerde sentezlenen ya da karacigere akisi olan serbest yag
asitleri diizeyi arttiginda trigliserid ve lipoprotein sentezi de artig gostermektedir.
Yapilan bazi deneysel c¢alismalarda hepatik trigliserid biyosentezinde son basamagi
katalizleyen diasilgliserol-asil transferaz (DGAT) enzim inhibisyonunun basit
karaciger yaglanmasim1 azalttigt ancak hepatik serbest yag asidi, lipid
peroksidasyon/oksidan stres, lobular nekroinflamasyon ve fibrozu arttirdigi
gosterilmistir (138, 139).

De novo lipogenez, temel olarak transkripsiyonel diizeyde, hormonlar ve
beslenme durumu ile regiile edilmektedir. Aclikta, artmis glukagon ve cAMP
diizeylerine bagl olarak de novo lipogenez hizi azalmaktadir. Postprandiyal stirecte

artig gosteren plazma insiilin diizeyi ve aktive olan ¢esitli spesifik kinaz enzimleri
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lipogenezin stimiile olmasi i¢in 6nem tasimaktadir (82). Yag asidi ve trigliserid
sentezine katilan c¢ok sayida enzim aktivitesinin allosterik kontrol ve
fosforilasyon/defosforilasyon gibi posttranslasyonel modifikasyonlar ile hizli sekilde
regiile edildigi bildirilmektedir (140).

Lipid homeostazinin regiilasyonunda rol alan niikleer reseptorler ve stoplazmik
transkripsiyon faktorleri, de novo lipogenez ile iliskili olarak ortaya ¢ikan
bozukluklarda 6nem kazanmaktadir. Insiilin sinyalizasyonu ve de novo lipogenez igin
onemli uyaricilar olan niikleer reseptorlerin glukoz ve lipid metabolizmasinin
etkilesim icerisinde olmasina katki sagladiklar1 bilinmektedir. insiilinin hem glukoz
metabolizmasi {izerine etki gostermesi, hem de PI3K yolagi araciligr ile FAS
ekspresyonunu stimiile etmesi bu etkilesim igerisinde yer almaktadir. insiilin ayrica
lipogenik genleri transkripsiyonel diizeyde stimiile eden SREBP-1c ve ChREBP’nin
aktivasyonunu saglamaktadir (141, 142).

Karacigerde yag asidi ve trigliserid sentezi ile iligkili transkripsiyon
faktorlerinden SREBP ailesi iiyelerinin, lipid metabolizmasinin temel diizenleyicileri
olarak gorev yaptigi bilinmektedir. Karacigerde yiiksek diizeyde eksprese olan
SREBP-1c, yag asit ve trigliserid sentezi ile iliskili genlerin (FAS ve ACC gibi)
aktivasyonunda rol almaktadir. ChREBP ise de novo lipogenezin diizenlenmesinde
glukoz diizeyine yanit vererek etki gosteren bir transkripsiyon faktoriidiir. Glukoz
varligi, ChREBP amino asit rezidiilerinin defosforilasyonu ile niikleusa taginmasi ve
gen promotor bolgelerine baglanmasini saglamaktadir. ChREBP ¢esitli lipogenik
genlerin ve karacigerde bulunan pruvat kinazin ekspresyonunu stimiile etmektedir. Bu
enzimin aktivitesi sonucunda yag asit ve trigliserid sentezi i¢in daha fazla substrat elde
edilmektedir. ChREBP’in sistemik delesyonu bu genlerin ekspresyonunu azaltarak
hepatik glikoliz ve lipogenezi inhibe etmekte ve karacigerde glikojen sentezini
arttirmaktadir (143). ChREBP asiri-ekspresyonunun ise insiilin direnci gozlenmeden
karaciger yaglanmasina neden olabildigi yapilan bir ¢calismada gosterilmistir (144).
Fare modeli kullanilan bir ¢alismada LXR ile birlikte SREBP-1¢ ve ChREBP’nin
karaciger yaglanmasi gelisim mekanizmasinda rol aldig1 gosterilmistir (145).

Lipid metabolizmasinin diizenlenmesinde rol alan niikleer reseptorlerden birisi
olan LXR, kolesterol metabolizmas: ara iriinleri olan oksisteroller ile aktive

olmaktadir. Aktive olduktan sonra retinoid X reseptorii (RXR) ile heterodimer
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olusturarak etki gosterdigi bilinmektedir. LXR’nin hedef genleri arasinda SREBP-1c
ve ChREBP de bulunmaktadir. LXR, SREBP-1c ekspresyonunu arttirarak de novo yag
asit sentezini stimiile etmektedir (146, 147). Glukoz, LXR’ye baglanarak bu reseptorii
aktive etmekte ve dolayisiyla ortamda fazla miktarda bulunan glukoz, yag asit
sentezini indiikleyebilmektedir. Diistik yagl, yiiksek karbonhidratli beslenme
sonucunda gdzlenen hipertrigliseridemi bu iliski ile aciklanabilmektedir. insiilin de
LXR’yi aktive ederek SREBP-1c transkripsiyonunda artis saglamaktadir (120). insiilin
direncinde yiiksek seviyedeki insiilin ve glukozun hem LXR hem de SREBP-1c ve
ChREBP’yi indiikleyerek hepatik lipogenezi arttirdigi bildirilmistir (54).

Farnesoid X reseptorii, safra asitleri ile aktive olan ve negatif geri-bildirim
mekanizmasi ile safra asidi sentezini baskilayan bir niikleer reseptor ailesi tiyesidir
(148). Bu reseptor, serbest yag asitleri ve trigliserid metabolizmasinin kontroliinde rol
alan ¢ok sayida geni regiile etmektedir. SREBP-1c¢ ve ChREBP iizerinden glikoliz ve
lipogenez lizerine baskilayici etki gostermektedir (149). FXR geni ¢ikarilmis farelerin
hem dolasim hem de karacigerlerinde daha yiiksek diizeyde trigliserid diizeyi oldugu
saptanmustir (148).

Lipid metabolizmasinin regiilasyonunda yer alan bir diger niikleer reseptor
ailesi PPAR iiyesi olan PPAR-o’nin c¢esitli fare modellerinde basit karaciger
yaglanmasina kars1 koruycu etki gosterdigi (150), PPAR-y nin ise karacigerde yag asit
alim ve trigliserid biyosentezi ile iligkili cok sayida genin ekspresyonunu stimiile
ettigi bildirilmistir (37). Hem PPAR-a hem de PPAR-y’ nin basit karaciger yaglanmasi
patogenezinde etkili oldugu bildirilmektedir. Hepatosit PPAR-y spesifik delesyonu,
yiiksek yagli diyet alan farelerde bir¢ok lipogenik genin ekspresyonunu baskilamis ve

basit karaciger yaglanmasina karst koruyucu etki gostermistir (132).
Yag Asitlerinin Oksidasyonu

Karacigerde depolanan trigliserid miktarinin dengeleyen etmenlerden biri
mitokondride gerceklesen yag asit P-oksidasyonudur. Yag asit oksidasyonu;
mitokondri, peroksizom ya da mikrozomlarda gerceklesen katabolik bir yolaktir. Kisa,
orta ve uzun zincirli yag asitleri genellikle mitokondride okside olurken, ¢ok uzun
zincirli yag asitlerinin peroksizomlarda okside oldugu bilinmektedir. DM gibi ortamda

yiiksek miktarda yag asidi bulunmasina neden olan patolojik durumlarda uzun zincirli
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yag asitlerinin endoplazmik retikulumda (ER) sitokrom (CYP)-4A bagimli ®-
oksidasyona ugradig1 gosterilmistir. Bu metabolizma sonucunda reaktif oksijen tiirleri
ile lipid peroksidasyon tiriinlerinin iiretiminin artis gosterdigi bilinmektedir (151).

Yag asitleri, mitokondriyal membranlardan ge¢is yapabilmek icin aktive
olmaktadir. Aktive olmus uzun zincirli yag asitleri dis mitokondriyal membrandan
karnitin ve karnitin palmitoil transferaz (CPT)-1 enzimine bagimli olarak ge¢mektedir.
Yag asit sentezi sirasinda asetil KoA’nin karboksilasyonu ile olugturulan malonil KoA,
CPT-1 enzimini allosterik olarak inhibe etmektedir. Adenozin monofosfat ile aktive
olan protein kinazin (AMPK) mitokondriye yag asit tasinmasi ve [-oksidasyonu
arttirict etkisinin de ACC inaktivasyonu ve malonil KoA iiretiminin azaltilmasi
tizerinden oldugu bildirilmistir (66). Farelerde B-oksidasyonun enzim yetersizligi
olusturularak inhibe edilmesi sonucunda basit karaciger yaglanmasi gelistigi
gozlenmistir. Bu durum yag asit -oksidasyonunun hepatik trigliserid birikimi icerigi
i¢in 6nemli oldugunu vurgulamaktadir (152).

Postprandiyal siiregte karacigerde f-oksidasyonun baskilandig bilinmektedir.
Bu durumun insiilinin adipoz doku iizerine olan antilipolitik etkisi sonucu karacigere
akis1 olan serbest yag asidi diizeyindeki diisiis ile iliskili oldugu bildirilmektedir.
Bununla birlikte, insiilinin SREBP-1¢ ve ACC’yi aktive ederek de novo lipogenez
hizini arttirdigr gosterilmistir. Artan ACC aktivitesi sonucu olugan malonil KoA’nin,
CPT-1 aktivitesini inhibe ederek mitokondriye girisi olan yag asit miktarini ve f-
oksidasyon hizini azalttig1 bilinmektedir. A¢likta ise glukagonun etkisi ile yag asit
oksidasyonunun artis gosterdigi bilinmektedir. Glukagon sinyalizasyonu sonucu
AMPK aktive olarak ACC fosforilasyonu ile malonil KoA sentezini azaltmaktadir.
Glukagonun bu net etkileri sonucunda hepatik yag asit sentezi azalmaktadir (153).

Karaciger yaglanmasi ile iliskili durumlarda yag asit oksidasyon hizinin
degistigi bildirmektedir (154). Karaciger yaglanmasi ve insiilin direnci gibi patolojik
durumlarda ATP iretiminin bozuldugu bilinmektedir (155). Bununla birlikte,
karaciger yaglanmasinda yag asit oksidasyon hizinin arttigin1 gosteren caligmalar da
bulunmaktadir (71, 156). Ayrica artmis mitokondriyal aktivitenin karacigerde
oksidatif stresi arttirabilecegi ve alkole bagli olmayan steatohepatit i¢in risk faktorii

olusturabilecegi bildirilmektedir (157).
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Trigliseridlerin Sekresyonu

Karacigerde bulunan trigliserid molekiillerinin, VLDL partikiilleri igerisine
paketlenerek iskelet kasi ve adipoz doku gibi periferal dokulara gonderilmektedir.
Karacigerde trigliserid diizeyi metabolize olacagi ya da sekrete edilebilecegi miktari
astiginda, karacigerde depolanma siireglerinin basladigi gosterilmistir (27).

Her VLDL partikiilii bir molekiil Apo-B100 ile stabilize edilmektedir. Apo-
B100, uzun bir polipeptit zincirdir ve ER liimeninde trigliserid molekiilleri ile
lipidlenmektedir. Apo-B100’iin lipidlenmesi mikrozomal trigliserid transfer proteini
(MTP) ile gergeklestirilmektedir (158). Olgunlagsmamis VLDL partikiillerinin ER’den
golgi aparatina transfer oldugu ve bu siirecte yapisina daha fazla trigliserid molekiilii
aldig1 gosterilmistir (159).

Karacigerde bulunan trigliserid miktar1 ve hepatositlerin VLDL {iretme
kapasitesinin VLDL sekresyon hizin1 etkiledigi bilinmektedir. VLDL yapisina
katilacak yeterli trigliserid olmadiginda Apo-B100’{in proteozomal ve proteozomal
olmayan yolaklarla degrade edildigi bildirilmistir (37, 130). Insiilin, VLDL
partikiillerinin sentezinde Onemli bir diizenleycidir ve otofaji-bagimli bir yolak
araciligt ile Apo-B100 degradasyonunda rol almaktadir. Bununla birlikte, PI3K/Akt
yolag1 aracili bir regiilasyon ile MTP ekspresyonunu inhibe ettigi ettigi de bildirilmistir
(160). Toklukta insiilin ile indiiklenen lipogenez sonrasinda VLDL yapisina girmek
lizere daha fazla trigliserid sentezlense de, insiilinin net etkisi postprandiyal VLDL
sekresyonunu azaltmak yoniindedir (161).

Bozulmus VLDL sentez ve sekresyonu sonucunda karacigerde yliksek
miktarda lipid birikimi gozlenmektedir. Hipobetalipoproteinemi (6rn; Apo-B100
mutasyonlar1) veya abetalipoproteinemi (6rn; MTP mutasyolar1) hastalarinda
karacigerde yaglanma oldugu bildirilmektedir (37, 162). Bununla birlikte, karacigerde
asirt MTP eksprese eden farelerde VLDL iiretimi ve plazma trigliserid diizeylerinin
arttig1 gosterilmistir (163). Alkole bagli olmayan karaciger yaglanmasinda artmig de
novo lipogeneze bagli olarak VLDL partikiillerinin asir1 miktarda Tretildigi
gosterilmistir. Artmig VLDL {retiminin karacigeri yaglanmadan korumak amagh
gelismis bir mekanizma olabilecegi disiiniilmektedir ancak uzun doénem fazla
beslenme gibi durumlarda bu mekanizmanin dengeyi saglayamadigi ve karacigerde

trigliserid birikiminde kronik artislar gdzlendigi belirtilmektedir (164). Insiilin direnci
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gibi karacigere serbest yag asidi akisinda artis olan durumlarda ER stresi de artis
gostermekte ve bu durum Apo-B100 degradasyonunu ve yaglanma durumunu
arttirmaktadir (37, 161).

Sonu¢ olarak, karacigerde lipid homeostazinin saglanmasinda karacigere
serbest yag asidi girisi, trigliserid sentezi ile sekresyonu arasindaki denge biiyiik 6nem
tasimaktadir. Bu yolaklarin herhangi birinde gerceklesen bozukluk lipid
metabolizmast  acisindan  istenmeyen sonuglar dogurmaktadir. Karaciger
yaglanmasinin baslangicinda; serbest yag asidi aliminda ve de novo lipogenezde artis
ve yag asit B-oksidasyonunda azalma oldugu bildirilmektedir. VLDL aracilig ile
azalmis trigliserid sekresyonu hepatik lipid birikimi {izerine arttirict etki
olusturmaktadir. Lipid metabolizmas ile ilgili olarak karaciger yaglanmasinda aktive

olan molekiil/yolaklar Tablo 2.1.’de gosterilmektedir.



Tablo 2.1. Karaciger yaglanmasida aktive olan molekiiller ve sinyal yolaklar1 (37).

23

Molekiil/yolaklar Gorevler Yagh
karacigerde
durum

Serbest yag asitlerinin

karacigere girisi

FATP-2,5 Hiicreye uzun zincirli yag asitlerinin 1
alimi

FAT/CD36 Hiicreye yag asitlerinin alimi 1

FABP-1, 4,5 Hiicre i¢i yag asit tagiyicilar )

Hepatik yag asidi ve TAG

sentezi

ACC-1, 2 Asetil KoA’dan malonil KoA olusumu 1

FAS Yag asit sentezi 1

SCD-1 Tekli doymamis uzun zincirli yag asidi )
sentezi

GPAT TAG sentezi 1

Hepatik yag asit

oksidasyonu

CPT-1 Yag asitlerinin mitokondriye transferi !

B-oksidasyon enzimleri

Uzun zincirli yag asitlerinden Asetil
KoA olusturulmast

Yetersiz veri

Hepatik TG sekresyonu

ApoB-100 VLDL sentezi 1

MTP ApoB100 - lipid birlesimi 1

Regiilatorler

PPAR-a CD36, FABP-1 ve CPT-1 !
stimiilasyonu

PPAR-y CD36, SREBP-1c, ChREBP, ACC, 1
FAS ve SCD-1 stimiilasyonu

LXR-a CD36, FABP-1 stimiilasyonu 1

SREBP-1c ACC-1, ACC-2, FAS ve SCD-1 1
stimiilasyonu

ChREBP ACC-1 ve FAS stimiilasyonu 1

FXR De novo lipogenez inhibisyonu !

FATP: Yag asidi transprot proteini, FAT/CD36: Yag asit translokaz, FABP: Yag asit baglayan protein,
ACC: Asetil KoA karboksilaz, FAS: Yag asit sentaz, SCD: Steroil KoA desatiiraz, GPAT: Gliserol

fosfat asil transferaz, CPT: Karnitin palmitoil transferaz, ApoB: ApolipoproteinB, MTP: Mikrozomal

transfer proteini, PPAR: Peroksizom proliferatér aktive protein; SREBP: Sterol regiilatér element

baglayan protein, ChREBP: Karbonhidrata yanit veren eleman baglayan protein; LXR: Karaciger X

reseptorii, FXR: Farnesoid X reseptorii
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2.3. Glukoz ve Lipid Metabolizmasinda Diizenleyici Enzim Olarak

Adenozin Monofosfat ile Aktive Olan Protein Kinaz

Tim hiicrelerin temel gereksinimlerinden biri, yeterli besin Ggesi
saglandiginda biiylime faktorlerinden kaynaklanan sinyaller ile proliferasyona
ugrayarak dogru hiicre bdliinmesini gergeklestirmektir. Hiicrelerin biyoenerjetik
ihtiyaglar1 i¢in intraseliiler ATP diizeyleri 6nem tasimaktadir. Alinan besin 6gesi
diizeyi azaldiginda, ATP/AMP oram1 azalmakta ve eger biyosentetik siirecler
yavaglatilmaz ise kritik diizeyde azalan ATP hiicrede ¢ok Onemli hasarlar
olusturmaktadir (165). Hiicresel enerji durumunun diizenlenmesinde AMP diizeyi
ATP’ye gore daha hassas bir gostergedir. AMP ile diizenlemenin en 6nemli enzimi,
cesitli proteinleri fosforilleyerek AMP diizeyini arttirict yonde etki gosteren
AMPK dir (165).

Adenosin mono fosfat aktive protein kinaz, enerji homeostaz1 ve besin 6gesi
Metabolizmasinin diizenleyicisi olarak rol alan bir serin/teronin kinazdir. Enerji
yetersizliginde allosterik ve kovalent modifiasyonlarla aktive olan AMPK; cesitli
dokularda metabolik yolaklar1 etkileyerek enerji diizeyinin regiilasyonunda rol
almaktadir (166). AMPK’nin karacigerde ¢esitli enzimlerin aktivitesini degistirerek
katabolik yolaklar1 aktive, anabolik yolaklar1 ise inhibe ettigi bilinmektedir (167).
Enerji metabolizmas: tizerine olan etkilerini akut olarak ya da enerji metabolizmasinda
yer alan genlerin transkripsiyon ve translasyonlarini diizenleyerek gerceklestirdigi
bildirilmistir (168-170). Ayrica, karacigerde SREBP-1c aktivitesini azaltarak lipid
sentezi ile iligkili genlerin transkripsiyonu lizerine azaltici etki yaptig1 gosterilmistir
(171).

Karacigerde, AMPK nin lipid metabolizmasinda yer alan ¢ok sayida proteinin
aktivitesini diizenledigi bilinmektedir (172). Yag asit sentezinde diizenleyici enzim
olan ACC’nin Ser79 kalintisim1 fosforilleyerek bu enzimi inhibe ettigi gosterilmistir.
Bu inhibisyon, malonil KoA diizeyi ve yag asit sentezinin azalmasi ile
sonuglanmaktadir. Malonil KoA diizeyinde azalma ile birlikte CPT-1 aracili yag asit
oksidasyonu artmakta ve bunun sonucunda enerji liretiminde artis ger¢eklesmektedir
(173, 174). Bununla birlikte, gliserol fosfat asil transferaz (GPAT) enzimini akut
olarak inhibe ettigi ve trigliserid sentezini azalttig1 bildirilmistir. Trigliserid sentezinde

azalma sonucunda da yag asitleri oksidasyonu artig gostermektedir (175). Sonugcta;
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AMPK’nin GPAT inhibisyonu ve CPT-1 aktivitesindeki artisa olan akut etkisi, yag
asitlerinin oksidasyonunda artis saglamaktadir (Sekil 2.4.).

Karacigerde lipid birikimini 6nleyici etkilerinden dolayt AMPK ’nin karaciger
yaglanmasi mekanizmasinda etkili oldugu bildirilmistir (172, 176). Bununla birlikte,
glukoz metabolizmasi ile iligkili olarak da diizenleyici etki gostermesi mekanizmada
rol almasini saglamaktadir (168). Yapilan bir hayvan ¢alismasinin sonuglarina gore,
yiiksek siikroz ile beslenen siganlarda AMPK aktivitesindeki azalmaya bagli olarak

karacigerde yaglanma gelistigi gosterilmistir (177).

Aktif AMPK

Asetil KoA \/
ACC
Malonil KoAl
GPAT * > Yag asidi .
esterlesmesi

D

Mitokondri

CPT1 T

Yag asit oksidasyonuT

Sekil 2.4. Hepatik AMPK ile lipid metabolizmasinin diizenlenmesi. Asetil KoA
karboksilaz (ACC) inhibisyonu sonucunda malonil KoA diizeyi azalarak karnitin
palmitoil transferaz (CPT-1) aktiflenmesi gerceklestirilmektedir. Bu aktivasyon
sonucunda yag asit oksidasyon diizeyi artig gostermektedir. Adenozin Monofosfat ile
Aktive Olan Protein Kinaz (AMPK) ayrica gliserol 3-fosfat asiltransferaz (GPAT)
enzim aktivitesini inhibe ederek yag asidi esterlesmesini baskilamaktadir (175).
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2.4. Insiilin Direnci ve Lipogenez

Karbonhidrat ve lipid metabolizmasinda énemli gorevlere sahip olan instilinin
(178); reseptoriine baglandiktan sonra GLUT-4 aracili glukoz akis1 ve ACC-1 aracili
yag asit sentezi gibi bircok metabolik siireci baslattigi bilinmektedir (179, 180).
Insiilin, glukoz tastyicilarinin ekspresyonunu arttirarak, hiicrelere glukoz girisini
saglamaktadir. Karacigerde insiilinin etkisi sonucunda glikonoegenez ve glikojen
yikimi inhibe edilmekte, glikojen sentezi ise artig gdstermektedir. Insiilinin lipid
metabolizmasi1 {izerine etkisi ise lipolizin inhibisyonu ve trigliserid sentezinin
arttirilmasi yoniinde gergeklesmektedir. Sonugcta insiilinin; hem glukoz hem de lipid
metabolizmasinda depolanmay arttirici yonde etki gosterdigi bilinmektedir (181).

Insiilin; iskelet kasi, adipozitler ve hepatositlerin yiizeyinde bulunan
reseptoriiniin o-alt iinitelerine baglanarak reseptoriin stoplazmik bdlgesinde (B-alt
iiniteler) otofosforilasyona neden olmaktadir. Insiilin reseptdriiniin, insiilin ile
baglanmay1 takiben aktive olan intrinsik tirozin kinaz aktivitesi bulunmaktadir.
Otofosforillenen reseptdr, IRS-1 ve IRS-2, Src homoloji kollajen ve adaptor protein
gibi substratlarinin tirozin kalintilarini fosforilleyerek aktive etmektedir. Fosforillenen
bu proteinler ise, insiilin sinyalizasyon yolaklarinda yer alan ¢esitli bilesenlere
baglanmakta ve aktivasyonlarini saglamaktadir. Aktive IRS-1, PI3-kinaz ile birleserek
Akt aktivasyonunu gerceklestirmektedir. Bu sinyalizasyon kaskad1 ve hepatik glukoz
cikisinin insiilin bagimli inhibisyonu glukoz homeostazinin saglanmasinda 6nemli
islev gostermektedir. Insiilinin ayrica lipid metabolizmasi {izerine olan regiile edici
etkileri de glukoz homeostazini etkilemektedir (95).

Adipoz doku, insan viicudunda insiiline duyarl: temel dokulardan birisidir ve
bununla birlikte preadipozitlerin  adipozitlere  farklilasmasi inslilin ile
indiiklenmektedir. Adipoz dokuda insiilin; lipoprotein lipaz aktivitesini arttirarak
trigliserid sentezini stimiile ederken, lipolizi inhibe etmektedir. Bu yolak, insiilin
aktivitesine en hassas yolaklardan birisidir ve serbest yag asidi alimi, glukoz transportu
velipogenik enzimlerin gen ekspresyonunu arttirmakta, hormona duyarli lipaz1 ise
inhibe etmekte ve (95).

Insiilin reseptdrii bir tirozin kinaz reseptdrii oldugu icin kinaz aktivitesi ile
baglayan sinyal yolaklarindaki bozulma, insiilin direnci olusumu ile

sonuglanabilmektedir (182, 183). Insiilin direnci, eksojen ya da endojen insiiline
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verilen biyolojik yanitin saglanamamasi ve bununla birlikte karbonhidrat, protein ve
yag metabolizmasi iizerine olan etkilerinin bozulmasi olarak tanimlanmaktadir. Insiilin
direnci ile iligkili bozukluklarda insiilinin hepatik glukoz {iretimi iizerine olan
baskilayic1 etkisinin azaldigi ve dolasimdaki glukoz diizeyinin artis gosterdigi
bildirilmektedir. Insiilin sinyalizasyon yolaklarindaki bozukluklar sonucunda insiilin
direnci ile birlikte glukotoksisite ve hiperinsiilinemi olusabilmektedir. Kronik
hiperinsiilinemik durumlarda hayvanlarda IRS-1 ve IRS-2 diizeylerinin azaldigi
gosterilmistir. IRS-1, glukokinaz ekspresyonunu regiile ederek glukoz homeostazina
etki gostermektedir. IRS-2 ise SREBP-1c ve yag asit sentaz gibi ¢esitli lipogenik
enzimlerin regiilasyonunu degistirerek lipogenez tizerine etki gostermektedir (184).

Insiilin direnci ve basit karaciger yaglanmasi arasinda iliski oldugu ¢ok sayida
epidemiyolojik ve deneysel ¢alismada gosterilmistir (72, 185-187). Insiilin direncinin,
alkole bagli olmayan karaciger hastaliklarinin baslaticis1 olarak kabul edilen basit
karaciger yaglanmasimin patofizyolojisindeki temel bozukluk olabilecegi
vurgulanmaktadir (188, 189). Insiilin direncinin karacigerde lipid birikimine neden
oldugu diisiiniilen mekanizmalarin basinda lipolizin bozulmasi ve hiperinsiilinemi
olusumu gelmektedir (187).

Insiilin direnci, hepatik ve adipoz dokuda lipid metabolizmasi iizerine etki
gdstererek karaciger yaglanmasina neden olabilmektedir. Insiilin direnci sonucunda
adipoz dokuda hormona duyarl lipaz aktivitesi uyarilarak lipoliz artis gdstermektedir.
Boylece, karacigere serbest yag asidi akisi artarak de novo yag asit biyosentezinin
ACC-1 aracili bagladigi bilinmektedir (130). Olusan hiperinsiilinemiye karsin,
insiilinin glikoneogenez iizerine baskilayici etkisinin gergeklesmedigi ve ortamda
fazla miktarda bulunan substratin karacigerde trigliserid depolanmasini arttiric1 yonde
etki ettigi bildirilmektedir (126). Hiperinsiilineminin ayrica SREBP-1c ve ChREBP’yi
stimiile ederek de novo lipogenezde artisa neden oldugu; bununla birlikte VLDL ve
Apo B degradasyonunu arttirarak karacigerden trigliserid ¢ikisini azaltabildigi
gosterilmistir (178, 179).

Insiilin direncini inflamatuar siirecte salman bir¢ok inflamatuar aracinin
etkiledigi ya da var olan insiilin direncini siddetlendirebildigi bildirilmistir (178, 182,
190, 191). Insiilin direnciyle birlikte, adipokin ve inflamatuar sitokinlerin iiretim ve

sekresyonunda degisiklik olugsmakta ve adipoz doku disfonksiyonu gergeklesmektedir.
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Adipozitlerde lipoliz hizinin bozulmasi sonucunda boélgeye makrofaj akisi ve
proinflamatuar sitokin sekresyonu artis gostermektedir (192).

Karaciger hiicrelerinde lipid birikiminin insiilin direnci olusum mekanizmalar1
tizerine etki gosterdigi distiniilmektedir (117, 193). Artmis serbest yag asitlerinin,
IRS-1’in tirozin fosforilasyonunu bozarak insiilin direncini arttirabildigi bildirilmistir
(183). Karacigerde lipid metabolizmasi sirasinda olusan spesifik ara iiriinlerin insiilin
sinyalizasyonu iizerine etki gosterebildigi vurgulanmaktadir (154). Bu ara iiriinlerden
biri olan DAG’nin karacigerde protein kinaz C (PKC)-¢’nin plazma membranina
translokasyonu arttirdig1 ve insiilin reseptoriiniin hiicre i¢inde yer alan kinaz bolgesini

inhibe ederek direng olusturabildigi gosterilmistir (154).
2.5. inflamasyon ve De Novo Lipogenez

Inflamatuar aracilarin salinip inflamasyonun baglamasina mekanik ve kimyasal
bircok ajan sebep olabilmektedir (190). inflamasyon, vaskiiler doku ve ¢esitli
hiicrelerin herhangi bir hasara kars1 verdigi yanit1 iceren kompeks bir reaksiyon olarak
tanimlanmaktadir. Dogal ve edinilmis immiin sistem disfonksiyonunun, inflamatuar
yolaklarin aktivasyonu ile birlikte karaciger yaglanmasi mekanizmasinda rol aldigi
diistiniilmektedir. Bununla birlikte; nétrofil, dendritik hiicre, dogal 6ldiiriicii hiicre ve
kupffer hiicrelerinin bu siireclerde aktive olan immiin hiicreler oldugu cesitli
calismalarda bildirilmistir (194-196). Karacigerin inflamatuar uyaranlara karsi
gerceklestirdigi yanit, karaciger yaglanmasi progresyonunu etkileyebilmektedir (197).

Dogal immiin hiicre aktivasyonunun basit karaciger yaglanmasinda
gerceklesen inflamatuar yanitin baslamasi agisindan onem tasidigi bilinmektedir.
Hiicre yiizeyinde eksprese olan veya hiicre icerisinde yer alan bazi kalip tanima
reseptorlerinin bu inflamatuar yanitta rol aldigi bildirilmistir (196). Karacigerde
bulunan kalip tanima reseptorlerinden biri olan toll benzeri reseptdr (TLR) ailesi
hepatosit, kupffer hiicreleri, hepatik stellat hiicreleri, biliar epitel hiicreler ve siniisoidal
endotel hiicreler gibi hiicrelerin yilizeyinde yer almaktadir. Bu reseptdr ailesinde yer
alan TLR-4{in karaciger yaglanmasi ile iliskili oldugunu ve uyarildiktan sonra bir seri
inflamatuar reaksiyonu baslattigin1 bildiren g¢alismalar bulunmaktadir (198-200).
TLR’nin aktive olarak uyarilmasindan sonra, stres aktive protein kinaz, mitojen aktive

protein kinaz ve Jun N-terminal kinaz (JNK) gibi ¢esitli inflamatuar yolaklari aktive
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ettigi bilinmektedir. Bununla birlikte niikleer faktér-kB (NF-kB)’nin niikleusa
translokasyonu ve cesitli proinflamatuar genlerin transkripsiyonunu arttirdigi
gosterilmistir. TLR uyarilmasini takiben tiimoér nekfroz faktér (TNF)-a ve interlokin
(IL)-6 gibi inflamatuar sitokinlerin salinimi ile lokal bir inflamatuar yanitin basladig
bilinmektedir. Bu sitokinlerin inflamasyonu arttiric1 yonde etki gosterdigi, insiilin
direnci olusumu ve lipid metabolizmasini etkiledigi bildirilmistir (201). Karaciger
yaglanmasinda gergeklesen lipid birikiminin de kupffer hiicre TLR aktivasyonu
gerceklestirdigini gosteren bir galisma bulunmaktadir (202). Serbest yag asitlerinin
direkt olarak TLR-4’c¢c baglanarak kupffer hiicre aktivasyonuna neden oldugu
bildirilmistir (203).

Karacigerde bulunan immiin hiicrelerden olan Kuppfer ve dendritik hiicrelerin,
hepatoseliiler hasarin ilk asamalarina proinflamatuar sitokin salinimi yaparak yanit
verdikleri bilinmektedir (197). Kupffer hiicrelerinin aktivasyonu sonucunda, hiicre
yiizeyinde bulunan reseptorler uyarilarak TNF-o, IL-6, IL-1p gibi pro-inflamatuar
sitokinlerin salimiminda artig olustugu gosterilmistir (204, 205). Bununla birlikte
nétrofil akitvasyonunun da proinflamatuar sitokin salinimini arttirarak karaciger
hiicrelerinde oksidatif hasar olusturabildigi bildirilmistir (53).

Inflamatuar siireglerde ¢esitli proinflamatuar sitokin ve adipokin salmiminin
artis gosterdigi bilinmektedir. Karaciger hiicre hasari ile birlikte, proinflamatuar
sitokinlerin salinimini uyaran NF-kB gibi baz1 yolaklar aktive olmaktadir. Karacigerde
serbest yag asitleri diizeyinin artisi ile birlikte inflamatuar sitokin TNF-a {iretiminin
arttigini bildiren bir deneysel ¢alisma bulunmaktadir (206). Karacigere gergeklesen
yiiksek miktarda lipid akiginin hepatik mitokondriyal oksidatif aktiviteyi arttirabildigi
ve inflamatuar sitokinlerin salinimini indiikleyen reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna
neden olabildigi gosterilmistir (207, 208). Ayrica adipozit farklilasmasi ve adipoz
doku kiitlesindeki artis sonucunda salinimi artan ¢esitli sitokin ve adipokinlerin lokal
ve sistemik etkileri ile karaciger yaglanmasi {izerine etki gosterdigi bildirilmektedir.
Adipokinlerin akut faz yanit, lipoprotein metabolizmasi, enerji homeostazi, immiin
sistem ve vaskiilarizasyonda degisiklik olusturarak bu etkiyi gosterdigi
diistiniilmektedir (45, 46). Fonksiyonu bozulmus adipoz dokuda gergeklesen makrofaj
infiltrasyonunun TNF-o ve IL-6 gibi proinflamatuar sitokinlerin salinimini arttirdigi
bildirilmektedir (209). Yapilan bir ¢aligmada, fare hepatositlerinde IL-6’nin FABP
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geni ve protein ekspresyonu iizerine arttirici etki yaparak karaciger lipid igerigini
arttirdigr gosterilmistir (210). Yapilan baska bir ¢alismada ise TNF-a geni ¢ikarilmis
farelerde karaciger trigliserid diizeyinin FAT/CD36 diizeylerindeki azalmaya bagh
olarak diistiigli gosterilmistir (211).

Karacigerde gerceklesen inflamasyonun insiilin direnci olusumu ile iligki
gostererek de karaciger yaglanmasi mekanizmasinda rol alabildigi diisiiniilmektedir
(212). Karaciger yaglanmasinda artis gosteren TNF-a ekspresyon diizeyinin, insiilin
reseptorii ile IRS-1’in tirozin fosforilasyonunu etkileyerek insiilinin hedef dokularda
etkisini azaltabildigi bildirilmistir (182). Karaciger yaglanmasinda artis gosteren diger
proinflamatuar sitokinlerden IL-1 ve IL-6 iiretiminin (213, 214), karacigerde artan
inflamasyon ile birlikte hiperinsiilinemi ile iligkili oldugunu gosteren caligmalar
bulunmaktadir (28, 215). Dolayisiyla karaciger yaglanmasi olusumunda
inflamasyonun, hem hepatik hem de sistemik insiilin direnci ile iligkili gdstererek

onem kazandigi belirtilmektedir (51).
2.6. Beslenme ve De Novo Lipogenez

Kapsamli epidemiyolojik ¢aligmalar, diyetle alinan makro besin 6geleri ve
basit karaciger yaglanmasi arasinda iligki oldugunu bildirmektedir (52, 216, 217).
Diyetteki karbonhidrat ve yaglarin cinsi ve orani karacigerde lipogenez, inflamasyon
ve insiilin duyarliligint etkileyerek karaciger yaglanmasinin nedeni olabilmektedir.
Cesitli deneysel ¢alismalarin sonuglarina gore; sagliksiz beslenme aligkanligi olan
normal viicut agirlikli bireylerde insiilin direnci geliserek karaciger yaglanmasi icin
risk faktorii olusturmaktadir (218, 219). Diyetin karaciger yaglanmasi patogenezindeki
etkilerinin arastirildigi epidemiyolojik ¢aligmalarin sonuglarina gore farkli oranlarda
karbonhidrat ve yagli beslenmenin insiilin direnci (220), obezite ve karaciger hasari
(30) etiyolojisinde 6nemli oldugu belirtilmektedir.

Yiiksek karbonhidrat veya yiiksek yagli diyet ile beslenmenin karaciger
hiicrelerinde lipogenez ve inflamatuar yaniti etkileyebilecegi g¢esitli deneysel
calismalarda gosterilmistir (47, 190, 221). Bununla birlikte, karaciger yaglanmasi olan
bireylerde diyetle doymus yag asidi ve basit yapili karbonhidrat alimlarinin yiiksek
oldugu ¢esitli ¢alismalarda tespit edilmistir (222, 223).
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2.6.1. Diyetle Karbonhidrat Alimm

Cok sayida epidemiyolojik ve deneysel ¢alisma; fruktoz basta olmak iizere
ilave seker tiiketimini, enerji aliminda artis ve gesitli metabolik risk faktorlerinin
olusumu ile iliskilendirmektedir (223-228). Ozellikle islenmis gida ve asitli icecek
tiketimindeki artigla birlikte, diyete eklenen seker miktarinin toplam enerjiye
katkisinin istenen degerlerin iizerine ¢ikt1g1 bilinmektedir (107). Diinya Saglik Orgiitii,
basit seker tiikketiminin toplam enerjinin % 10’undan daha az olmasi gerektigini
vurgulamistir (229). Benzer sekilde, iilkemiz igin yapilan oneriler de ilave sekerden
saglanan enerjinin glinliik alinan toplam enerjinin % 5-10’unu agsmamasi1 yontindedir
(7). Bununla birlikte, ilave seker tiiketiminin Amerika Birlesik Devletleri’nde yaklasik
% 16, Avrupa iilkelerinde % 15-21 (230, 231) oldugunu bildiren caligmalar
bulunmaktadir. Ulkemizde ise tiiketim, Tiirkiye Beslenme Saglik Arastirmasi (TBSA)
2010 wverilerine gore, yas grubu ve yerlesim bolgelerine gore farklilik gostermekle
birlikte erkeklerde ortalama 26,3 g, kadinlarda ise 19,4 g olarak saptanmistir. Bu
degerlerin basit seker tiiketimi i¢in yapilan Onerilere uygun oldugu gozlenmektedir
(232).

Cesitli kesitsel ve prospektif epidemiyolojik c¢alismalar; diyetle alinan
karbonhidrat miktar ve tiiriiniin kan glukozu (233), insiilin (16, 97, 234) ve trigliserid
(235) diizeyleri gibi kronik hastalik risk faktorleri ile iliski oldugunu bildirmektedir.
Beslenme aligkanliklar1 ve karaciger yaglanmasi arasindaki iligki incelendiginde;
tilkketilen karbonhidrat tiirlinlin basit karaciger yaglanmasi olusumunda 6nemli role
sahip olabilecegi goriilmektedir (223). Fruktoz ve diger basit karbonhidratlarin; glukoz
ve lipid metabolizmas1 {iizerine etki ederek karaciger yaglanmasi olusumunu
arttirabilecegi ¢esitli epidemiyolojik (87, 236), kesitsel (237) ve deneysel (238-240)
caligmalarda bildirilmistir.

Cesitli meta-analiz caligmalarinin sonuglarina gore; sekerle tatlandirilmis
icecek tliketimi, trigliserid sentezi ve viseral yaglanma diizeyindeki artigla
iliskilendirilmektedir (19, 241-243). Fruktoz basta olmak iizere yiiksek miktarda basit
yapili karbonhidrat tiiketiminin, karacigere glukoz akis1 sonucu de novo lipogenez igin
kullanilan substrat miktarin arttirarak trigliserid sentezini stimiile ettigi gosterilmistir
(244, 245). Trigliserid sentezindeki artigin sonucu olarak karacigerde VLDL sentezi

ve sentezlenen partikiillerin biiyiikliigiinde artis oldugu bildirilmistir. Yiiksek miktarda
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karbonhidrat alim1 sonucu olusan hipertrigliserideminin, trigliserid klirensinde azalma
sonucunda olusabildigi de bildirilmistir. Bununla birlikte, trigliserid Klirensindeki
azalmanin, LPL aktivitesindeki azalma ile iligkili olabilecegi belirtilmektedir (246).

Onerilenlerden yiiksek miktarda karbonhidrat alimi; ACC, FAS veya steroil
KoA desatiiraz (SCD) gibi ¢ok sayida lipogenik enzimin aktivasyonunu arttirarak
karacigerde yaglanmay1 arttirabilmektedir (247, 248). Bununla birlikte, SREBP-1c ve
ChREBP gibi transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunu stimiile ederek de novo
lipogenezin indiikledigini bildiren ¢aligmalar da bulunmaktadir (245, 249).

Kronik hipergliseminin, insiilin sekresyonu ve aksiyonunu etkileyerek insiilin
direnci olusturdugu ve basit karaciger yaglanmasi patogenezinde rol aldig
bilinmektedir (250, 251). Bununla birlikte, yiiksek miktarda ilave seker iceren
tirtinlerin tliketiminin glisemik yanit ve insiilin sekresyonundaki degisiklikler ile
birikte inflamatuar ve oksidatif stres yolaklarinin aktivasyonunu etkileyebilecegini

bildiren ¢alismalar da bulunmaktadir (252, 253).
Fruktoz

Diyetteki basit seker kaynaklarinin baginda gelen fruktozun Bati tarzi
diyetlerdeki enerjiye katkisinin son yillarda hizla artis gosterdigi bilinmektedir (254).
Dogal olarak, meyve ve sebzelerin yapisinda bulunan bir monosakkarit olan fruktoz;
glukoz ve siikrozdan daha tatli olmasi nedeniyle gida endiistrisinde siklikla tercih
edilmektedir. Fruktozun islenmis yiyecek ve iceceklerde tatlandirici olarak
kullanilmasi basit yapida karbonhidrat tiiketimindeki artisin temel nedenleri arasinda
gosterilmektedir. Bati tarzi diyetlerdeki en 6nemli fruktoz kaynagi olarak kabul edilen
yiiksek fruktoz igeren misir surubu (YFMS), dekstrozun fruktoza izomerizasyonu ile
olusturulmaktadir (255, 256). YFMS, % 42 veya % 55 fruktoz icermekte ve yapisal
olarak siikkroza benzerlik gostermektedir. Uzun siire yiiksek miktarda fruktoz
tilketimini alkole bagli olmayan karaciger yaglanmasi basta olmak iizere; kronik
bobrek hastaliklari, tip II DM, ateroskleroz, hiperiirisemi, obezite ve dislipidemi gibi
durumlarla iliskilendiren ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir (84, 87, 257).

Fruktoz tliketimi ve alkole bagli olmayan karaciger yaglanmasi arasindaki
iliskiyi inceleyen bir gozlemsel ¢alisma, yiiksek asitli icecek tiiketiminin karaciger

yaglanmasini arttirici etkileri oldugunu bildirmistir (258). Ultrasound ile tan1 alan basit
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karaciger yaglanmas1 hastalarinda asitli iceceklerden alinan fruktoz miktarinin anlaml
olarak yiiksek oldugu saptanmistir (216). Benzer sekilde, basit karaciger yaglanmasi
icin ¢esitli biyokimyasal ve diyet degiskenleri arasinda en gii¢lii belirleyicinin fruktoz
oldugu vurgulayan bir kohort ¢alismasi da bulunmaktadir (259). Benzer sekilde, bir
epidemiyolojik ¢alismada alkole bagli olmayan karaciger yaglanmasi olan bireylerde
YFMS tiiketimi ve fibroz derecesi arasinda iliski oldugu gosterilmistir (87).

Metabolizmada izledigi yollar glukozdan farklilik gésteren fruktozun, lipid ve
karbonhidrat metabolizmasina 6zel etkileri oldugu bilinmektedir (260). Fruktozun; de
novo lipogenez, insiilin direnci, oksidatif stres ve inflamasyon ile iligkili
mekanizmalar1 etkileyerek basit karaciger yaglanmasi olusumunda rol alabildigini
gosteren ¢ok sayida ¢aligma bulunmaktadir (32, 33, 107, 245, 261-263).

Fruktozun karacigerdeki trigliserid diizeyine olan etkisinin temel
mekanizmalar1 arasinda, de novo lipogenez ile sentez (264) ve VLDL sekresyonunda
artis (265) bulunmaktadir. Bununla birlikte, adipozitlerde azalmis lipoprotein lipaz
aktivitesinin de periferdeki trigliserid klirensinin azalisina neden olarak etkili
oldugunu bildiren bir ¢alisma bulunmaktadir (265). Yiiksek fruktoz tiiketiminin
kemirgenlerde de novo lipogenez aracili hiperlipidemiye neden oldugunu gdosteren
calismalar bulunmaktadir (266, 267). Yiiksek fruktozlu diyet ile beslenen siganlarin
serum trigliserid diizeylerinin yiikseldigi gosterilmistir. Benzer miktarda glukoz
tilkketiminin ise serum trigliserid diizeyine etkisinin daha diisiik oldugu bildirilmistir.
Bu sonug, karacigerin fruktozu de novo lipogenez igin substart olarak kullanma
kapasitesinin daha yiiksek oldugu seklinde yorumlanmustir (268). Hellerstein ve
ark.’1n yaptig1 ¢alismada (269), fruktoz tiiketimi sonucu de novo lipogenezin 3-15 kat
arttigint gosterilmistir ve fruktoz alimini takiben dolasimdaki palmitatin yaklasik %
30’unun de novo lipogenez kaynakli oldugunu bildirilmistir.

Fruktoz, yag asit sentezinde yer alan gesitli genlerin ekspresyon diizeylerini
arttirarak etki gosterebilmektedir (270). Siganlarda yapilan bir ¢alismada yiiksek
oranda fruktoz tliketiminin makro ve mikrovezikiiler karaciger yaglanmasini
indiikledigi ve bu artista bazi transkripsiyonel faktorlerin rol aldigi gosterilmistir
(271). Diyet enerjisinin % 65-75’inin fruktozdan karsilandigi bazi deneysel
calismalarin sonuglari; yag asit sentaz gibi lipogenik enzimlerin aktivitesi ile serum ve

hepatik trigliserid diizeylerinde artis oldugunu saptamistir (272, 273). Bununla
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birlikte, yapilan bir ¢alismada fruktozun pruvat kinazt mRNA diizeyinde regiile ettigi
bildirilmistir. Insiilin ve glukozun hepatik lipogenik gen regiilasyonu iizerine etkisinde
aract transkripsiyon faktorleri SREBP-1c ve ChREBP aktivitelerinin fruktoz ile
diizenlendigi gosterilmistir. Bu calismada ayni zamanda, fruktozun PPAR-a
aktivitesini azaltarak lipid oksidasyonunu azaltabildigi de bildirilmistir (274).

Fruktozun insiilin direnci ve hepatik inflamasyon olusumu ile iliskili oldugunu
gosteren calismalar bulunmaktadir (104, 275). Yiiksek fruktoz iceren diyetlerin
kemirgenlerde insiilin direncine neden oldugu ile iligkili bir deneysel ¢aligmada,
yuksek fruktozla beslenen siganlarin plazma glukoz diizeylerinde artis ve insiilin
duyarlihginda azalma oldugu saptanmustir (276). insiilin direnci, aclik plazma insiilin
konsantrasyonundaki artis ve glukoz intoleransi arasindaki klasik iligkinin serbest yag
asitleri konsantrasyonundaki degisiklikten kaynaklandigi disiiniilmektedir. Kronik
pozitif enerji dengesi ve artmis viicut adipozitesinin temel sonuglarindan birisi artmis
serbest yag asitleri diizeyidir. Yiiksek fruktoz tiiketiminin azalmis insiilin ve leptin
konsantrasyonu sonucu viicut agirligi ve dolasimdaki serbest yag asitlerinin
diizeylerini arttirdig1 diisiiniilmektedir. Artmis serbest yag asit konsantrasyonunun
intramiyoseliiler lipid igerigini arttirarak insiilin duyarlilgini azalttig1 bilinmektedir.
Ozellikle viseral adipoz doku kaynakli serbest yag asitlerinin portal akisindaki artis
hepatik glukoz iiretimini arttirarak karbonhidrat metabolizmasini bozmaktadir (277,
278). Bununla birlikte yiiksek serbest yag asitleri diizeyinin B hiicre fonksiyonlarini
bozdugu da bildirilmistir (279).

Fruktoz ile iliskili olarak gelisen kronik inflamasyon durumunun, TNF-a ve
plazma serbest yag asitleri diizeyinde artis ile birlikte IRS-1’in  Ser307
fosforilasyonunu uyarak insiilin sinyal yolaklarin1 bozabildigi bilinmektedir. Hem
TNF-a hem de serbest yag asitleri, stres ile iligkili kinazlar1 aktive ederek insiilin
direnci olusumunu arttirict etki gdsterebilmektedir (87). Insiilin direncinin de hiicre
icerisinde trigliserid depolanmasini arttirarak lipotoksisite olusturabilecegi ve hiicre
sinyalizasyon yolaklarinda bozulmaya neden olabilecegi bildirilmistir. Yapilan bir
hayvan  c¢alismasinda,  fruktozun  bakteriyel  endotoksinlerin intestinal
translokasyonunu degistirdigi ve TLR bagimli mekanizmalar ile Kupffer hiicre

aktivasyonuna neden oldugu gosterilmistir (280, 281). Ayni zamanda yiiksek
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karbonhidrat igeren diyetin farelerde karacigerde TNF-a diizeylerini yiiksek yaglh
diyete gore daha fazla arttirdigin1 gosteren bir ¢alisma da dikkat ¢ekicidir (282).

2.6.2. Diyetle Lipid Alim

Cok sayida epidemiyolojik ¢alisma, diyet ile alinan yag asidi miktar ve tiirlinii
metabolik ve kardiyovaskiiler risk faktorleri ile iliskilendirmektedir ancak basit
karaciger yaglanmasi ile olan iliskisinin mekanizmalar1 net olarak acgiklanamamistir
(217). Basit karaciger yaglanmasi olusumu mekanizmasinda endojen yag asidi akist
ve de novo lipogenezde artisla birlikte, diyetle alinan yag asitleri miktar1 ve
kompozisyonunun da Onemli yer tuttugu bilinmektedir. Karacigerin lipid
metabolizmasi i¢in temel organ olusu, diyet yaglar1 ve okside metabolitlerinin
karaciger hastaliklar1 patogenezinde dnemli rol almasi ile sonuglanmaktadir (122).

Yag asitleri; enerji kaynagi olmalariin yani sira; biyolojik membranlarin
yapisal bilesenleri olmalar1 agisindan hayati 6nem tasimaktadir. Lipidler; yag asit
kompozisyonlarina bagli olarak, hiicre membranlarinin yapisina girerek membran
iligkili iyon kanallar1 ve reseptorlerinin iglevlerini etkilemektedirler. Bununla birlikte,
yag asitlerinin hiicre i¢i sinyal molekiilleri olarak islev gosterdigi ve gen
ekspresyonunu degistirebildigi bildirilmistir. Yag asitlerinin tim bu etkileri
sonucunda; metabolik homeostaz, hiicre proliferasyonu ve inflamatuar siireglerin
regiilasyonunda rol alarak 6nemli islevleri yerine getirdikleri bilinmektedir (283).

Diyet ile alinan yag asitlerinin hepatik lipogenezi etkiledigi ve basit karaciger
yaglanmasi olusumunda rol aldig1 ¢ok sayida ¢alismada bildirilmistir (11-13, 15, 16).
Basit karaciger yaglanmasinda; karacigerde depolanan yag asitlerinin % 15’inin
diyetle alindig1 gosterilmistir (60).

Diyet ile alinan yag miktar1 ve basit karaciger yaglanmasi arasindaki iligkiyi
inceleyen az sayida insan ¢alismasi bulunmaktadir. Yapilan bir kohort ¢aligsmasinda,
354 bireyin beslenme aliskanliklar1 ve manyetik rezonans yontemi ile belirlenen
karacigerdeki yag miktar1 arasindaki iligki incelenmis ancak anlamli bir sonuca
ulagilamamistir (284). Buna karsin, yapilan baska bir ¢alismada toplam enerjinin
yaglardan gelen oraninin % 35’in iizerinde olusu karacigerde depolanan yag miktari

icin 6nemli bir belirleyici olarak kabul edilmistir (285).
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Hayvanlarla yapilan caligmalar fazla miktarda yiiksek yagh diyet tiiketiminin,
karacigerde olusan degisiklikleri arttirarak basit karaciger yaglanmasi olusumuna
neden oldugunu bildirmektedir. Yiiksek yagli diyet tiiketiminin, farelerde viicut
agirligl ve viicut yag ylizdesi ile insiilin direncini arttirdigi ve hepatik hasara neden
olabilecegi gosterilmistir (286, 287). Sicanlarla yapilan bir ¢alisma, yiiksek yagl
beslenmenin (diyet enerjisinin % 42’si) basit karaciger yaglanmasi ile sonu¢landigini
bildirmektedir (288). Yapilan baska bir sican ¢alismasinda da, yiiksek yagli beslenme
sonucunda yag asit oksidasyonunda azalmaya bagli olarak karacigerde yaglanmanin
arttigr gosterilmistir (289). Farelerin 9 hafta boyunca yiiksek yagl diyet (diyet
enerjisinin % 60°’1) ile beslendigi bir ¢alismanin sonuglari ise de novo lipogenez ve
periferden yag asidi alimu ile iligkili baz1 genlerin aktive oldugunu bildirmistir (290).
Bu calismada ayrica, yiiksek yagli beslenmeyi takip eden siireclerde karacigerde lipid
sentezinin ve depolanmasinin arttig1 vurgulanmstir.

Basit karaciger yaglanmasi olusumunu takiben plazma trigliserid
konsantrasyonundaki artis basta olmak iizere lipoprotein metabolizmasinda
degisikliklerin ~ meydana  geldigi  bilinmektedir. =~ Genel  popiilasyonla
karsilastirildiginda, basit karaciger yaglanmasi olan kisilerin, dislipidemi ve tip I[I DM
gibi kardiyovaskiiler hastalik risk faktorleri agisindan risk altinda oldugu saptanmistir
(291). Genis kapsamli aterosikleroz (MESA) ¢alismasinin sonuglarina gore, karaciger
yaglanmasi olan bireylerde kan trigliserid ve lipoprotein profilinde degisiklikler
oldugu gozlenmistir (292). Yapilan bir meta-analiz ¢alismasinda, endojen kolesterol
sentezinin karaciger lipid miktar1 ile pozitif iliskili iken insiilin duyarlili1 ile negatif
iliskili oldugu vurgulanmistir (293).

Yiiksek yagl diyet ile beslenme, insiilin direnci olusumunu etkileyerek de
karaciger yaglanmasima neden olabilmektedir (294). Insiilin direncinin bir sonucu
olarak adipoz dokudaki lipolizin artis gdsterdigi bilinmektedir. Lipolizdeki artigla
birlikte karacigere akis1 artan serbest yag asitlerinin, karaciger yaglanmasi
olusumunda etken olabildigi bildirilmistir. Hepatik yag asitleri diizeyindeki artis,
instilin reseptorii ile iliski mekanizmalari etkileyerek insiilin direnci olusumuna neden
olabilmektedir. Yag asitlerinin, PKC-delta izoformunun sitozolden membrana
ilerlemesine neden olarak IRS-PI3 kinaz aktivasyonunda bozulmaya neden olabilecegi

diistiniilmektedir (12). Bununla birlikte, karacigerde lipid birikimini takiben
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gerceklesen hepatik insiilin direncini 6zellikle spesifik lipid ara {iriinlerinin artisi ile
iliskilendiren goriisler de bulunmaktadir. Bunlardan DAG ve seramidin insiilin
sinyalizasyonu {izerine olan inhibe edici rolii gosterilmistir (295).

Diyetle yiiksek miktarda yag asidi aliminin adipoz doku miktar1 ve viicut
agirh@inda artis ile iliskili oldugu bilinmektedir. Adipoz dokuda artis sonucunda
proinflamatuar sitokinlerin salinimi gerg¢eklesmekte ve sistemik inflamasyon
artmaktadir (296). Bu durum oksidatif stres ve endotoksinlere karsi asir1 inflamatuar
yanit ile iliskilendirilmektedir. Sitokinler bir kez olustuktan sonra direkt olarak
karaciger hasarina neden olmakta ya da oksidatif stres ve inflamatuar yanit1 etkileyerek
karacigerde fonksiyon bozuklugunu arttirabilmektedir (25). Yag asitleri ayrica
ER’deki metabolik ya da inflamatuar yaniti direkt ya da indirekt olarak
etkileyebilmektedir (27, 297). Yiiksek yagl diyet verilen farelerde, proinflamatuar ve
oksidatif stres molekiillerinin ekspresyon diizeyindeki artisa bagli olarak,
karacigerlerindeki hasarin artis gosterdigi bildirilmistir (298). Bununla birlikte; yiiksek
yagli beslenme sonucunda artan viseral yaglanmanin (214); insiilin direnci ile iliskili
ya da bagimsiz olarak karaciger yaglanmasi mekanizmasinda rol alabildig:
gosterilmistir. Viseral yag endokrin bir organ gibi davranarak; insiilin direnci,
sitokin/adipokin ag1 lizerine etki gosterebilmektedir. Viseral adipoz dokunun; serbest
yag asidi, TNF-a ve IL-6 gibi cesitli molekiiler medyatdrii sekrete ederek karaciger

yaglanmas1 mekanizmasinda rol alabildigi bildirilmistir (54).
Doymus Yag Asitleri ve Karaciger Yaglanmasi

Glinlimiizde, Bat1 tarz1 diyetlerin tiiketimiyle birlikte doymus yag asitlerinin
alimi da 6nerilen diizeylerin iizerine ¢ikmaktadir. Ozellikle kardiyovaskiiler hastaliklar
tizerine olan etkilerinden dolayi, doymus yag aliminin azaltilmasi yoniinde saglik
otoritelerinin Onerileri bulunmaktadir. Diyet enerjisinin doymus yagdan gelen
oraninin; iilkemiz % 10, WHO % 10, AHA ise % 7 degerinden daha az olmasi
gerektigini onermektedir (7-9). TBSA 2010 (232) verilerine gore iilkemizde giinlikk
doymus yag tiiketimi 19-30 yas grubunda erkeklerde 28,3 g, kadinlarda 21,7 g; 31-50
yas grubunda erkeklerde 27,4 g ve kadinlarda 21,1 g olarak saptanmistir. Bu degerler

doymus yag asidi alim onerilerinin {izerindedir (7). Yiiksek doymus yag asidi i¢eren
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diyetlerin metabolik sendrom bilesenleri ile yiiksek oranda korelasyon gosterdigi ve
inflamasyon ile iliski gosterdigi bildirilmistir (26).

Karacigere gelen ya da karacigerde depolanan doymus yag asidi/doymamis yag
asidi oraninda artisin karaciger yaglanmasi olusumunda etkili olabilecegi
bildirilmektedir. Doymus yag asitleri oranindaki artigla birlikte karacigerde hasarin
indiiklendigi, proliferatif kapasitenin azaldigi ve karacigerin endotksinlere olan
hassasiyetini arttirdig bildirilmektedir. Karacigere akis1 olan ve depolanan yag asitleri
kompozisyonunun karaciger biitiinliigli i¢in Onem tasidigi ve basit karaciger
yaglanmasi progresyonu i¢in potansiyel bir risk faktorii olusturdugu bilinmektedir
(25). Doymus yag asidi alimi ile birlikte lipid ile indiiklenen hiicre toksisitesi
olusabilemkt ve benzer sonuglar doymamis yag asitleri ile gézlenmemektedir (299).
Dolasimda veya karacigerde doymus yag asitleri artisi ile birlikte karaciger hasarinin
olustugu bir deneysel c¢alismada gosterilmistir (300). Karaciger yaglanmasi
hastalarinin kontrollerine goére daha yiiksek doymus yag asidi ve daha az coklu
doymamus yag asidi tiikettiklerini bildiren bazi insan ¢aligsmalart da bulunmaktadir (25,
222).

Yapilan cesitli calismalarin sonuglarmma gore; diyet ile yliksek miktarda
doymus yag asitleri alimi insiilin direnci ve basit karaciger yaglanmasi ile iligkili
gostermektedir (301, 302). Doymus yag asitleri miktarindaki artisin; beyaz adipoz
dokuda disregiilasyona neden olarak ve bununla birlikte oksidatif stres, ER stresi,
seramit ve ROS iiretimini arttirarak inflamasyon ve apoptozu indiikledigi
bilinmektedir. ER stresin doymus yag asitleri ile indiiklenen hiicresel disfonksiyonda
rolii oldugu ve alkole bagli olmayan basit karaciger yaglanmasinda ER stres
belirteclerinin artis gosterdigi saptanmistir. Doymus yag asitlerinin ER stresi
indiiklemesi ile iligkili mekanizmalar net olmamakla birlikte, bozulmus fosfolipid
metabolizmasinin etkili oldugu diistiniilmektedir (29). Bununla birlikte yiiksek
doymus yag asitleri ile beslenme sonucunda SCD gibi lipogenik genlerin aktive olarak
trigliserid tiretimini arttirdigi bildirilmistir (303). Benzer bir ¢caligmada, basit karaciger
yaglanmasi olan hastalarin karaciger ve plazmalarinda doymus ve tekli doymamis yag
asitleri miktarinin daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Yag asit konsantrasyonlarinda
gozlenen bu farkliliklarin, ¢alismaya katilan bireylerin diyet alimlart ve endojen yag

asit metabolizmalart ile iligkili oldugu belirtilmistir (304).
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Siganlarda yapilan bir ¢alismanin sonuglarina gore diyetle yliksek doymus yag
asitleri alimi, ER disfonksiyonu ve hepatosit hasarini arttirmaktadir (300). Bununla
birlikte yapilan bir hiicre kiiltiirlii calismasinda karaciger hiicrelerinin doymus yag
asitleri ile muamelesi (palmitat veya stearat), kaspaz-3 aktivitesini arttirarak apoptozu
indiiklemektedir (305). Yapilan baska bir ¢alismada ise, tekli doymamis yag
asitlerinin de hepatik steatozu indiikleyebildigi ancak apoptoz ile iligkili
mekanizmalar1 baglatmadig bildirilmistir (306).

Yiiksek doymus yagl diyet tiiketiminin karacigerde inflamatuar siiregleri
baslattig1 ve pro-inflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu arttirdigi ¢esitli calismalarda
bildirilmistir (28-30, 215). Doymus yagin pro-inflamatuar etkilerinin bir kisminin
TLR-4 aktivasyonu ile olusabildigi (16, 179); doymus yag asitlerinin adipozit ve
makrofajlarda TLR ile etkilesime girerek NFkB ve JNK aktivasyonu sonucunda
sitokin tretimini arttirdigi bildirilmistir (307). Benzer bir ¢alismada, TLR geni
cikartilmis farelerde yiiksek yagli beslenme sonucunda olusan sitokin iiretimindeki
artigin indiiklenmedigi saptanmustir (308).

Yag asit tiirii ile insiilin sinyal defektlerini AMPK ile iligskilendiren bir ¢aligma
bulunmaktadir (309). AMPK aktivasyonunun yag asitlerinin yani sira hiicrelerde
insiilin aracili glukoz alimini arttirdigi da gosterilmistir (310). Doymus yag asitlerinin
mononiikleer fagositler ile inflamatuar sinyal yolaklarimi aktive edebildigi
bildirilmektedir (200). TLR-4 ile ilgili yapilan bir ¢alismada, yiiksek yagh diyet ile
beslenen farelerde hiperinsiilinemi, glukoz intoleransi ve insiilin direnci gelistigi ancak
TLR-4 geni ¢ikartilmis grupta hepatik insiilin duyarliliginin arttigi belirtilmistir (311).
Serbest yag asitlerinin; insiilin sinyalizasyonu {izerine etki gostererek, TLR ile
etkilesime girerek, hiicresel apoptozu aktive ederek, oksidatif stres, sitokin ve ROS
dretimini  indiikleyerek karaciger yaglanmasi progresyonunda oOnemli rol

oynayabildigi bildirilmektedir (54).
Tekli Doymamis Yag Asitleri ve Karaciger Yaglanmasi

Hayvansal ve bitkisel kaynakli yaglarda bulunan baslica tekli doymamis yag
asidi olan oleik asidin basit karaciger yaglanmasi iizerine olan etkilerini arastiran az
sayida deneysel calisma bulunmaktadir. insan karaciger hiicre modelleri ile yapilan bir

hiicre ¢alismasinin sonuglari, palmitik asit ile aktive edilen stres iliskili kinaz ve
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apoptozun, oleik asit verilmesi ile artis gosterdigini bildirimistir (312). Oleik asidin,
insan noétrofillerinde LXR mRNA sentezini indiikledigi ancak hiicre i¢i lipid
diizeylerini ve inflamatuar belirteglerini azalttigi gosterilmistir (313). Bu sonuglardan
farkli olarak, in vitro bir modelde oleik asidin bazi sinyalizasyon yolaklarinin
regiilasyonu ile basit karaciger yaglanmasini indiikledigi bildirilmistir (314). Yapilan
bir klinik ¢caligmada da benzer sekilde karaciger yaglanmasi hastalarinin plazma oleik

asit diizeylerinin yiiksek oldugu gézlenmistir (315).
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3. GEREC ve YONTEM

Yapilan bu ¢alisma, Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik
Kurulu'nun 18.02.2014 tarihli toplantisinda 2014/01-12 karar numaras: ile
onaylanmistir (Ek 1). Calismanin biitiin asamalarinda Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu esaslarina uygun olarak uygulamalarin yiiriitiilmesi saglanmustir.

Calisma i¢in gerekli biitce, Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Projelerini
Destekleme Programi’ndan alinan ve tez danismanmin yiiriitiicii oldugu TUBITAK

1001 projesi ile karsilanmustir (Proje No: 114S726).
3.1. Cahsma Yeri, Zamam ve Orneklem Secimi

Bu ¢alisma i¢in kullanilacak deney hayvani sayisini belirlemek i¢in gii¢ analizi
yapilmustir. Hesaplamada bilimsel yayinlar ve proje ekibinin daha 6nceki hayvan
calismalarindan edindigi tecriibeleri ile elde edilmis iki ortalama arasindaki fark
kullanilmustir (316). Hesaplamada N = 2(za/2 + zf)2 x (S/A)2 formiilii kullanilmustir.
Formiilde yer alan simgeler : a = yanilma diizeyi; S = standart sapma; A = kontrol ve
test grubu arasinda gecerli 6l¢iilmiis fark; p = anlama kapasitesini gostermektedir.
Hesaplama: F = 2(za/2 + z)2 i¢in: yanilma diizeyi= a= 0,05 ve anlama kapasitesi=
=% 80 i¢in degerler formiile konuldugunda her bir grup i¢in n=8 olarak
hesaplanmistir.  Cevresel nedenlerle olusabilecek hayvan kayiplart goz Oniine
alindiginda her gruptaki fare sayist n=10 ve dort grup i¢in toplam n=40 erkek fare
calismaya dahil edilmistir. Ancak caligma siiresince gerceklesen hayvan kayiplari
nedeniyle kontrol grubu 8, yiiksek tekli doymamis yag asidi ile beslenen grup 7 hayvan
ile calismay1 tamamlamistir. Sekil 3.1.’de ¢alisma miidahale semasi1 goriilmektedir.

Farelerin (C57Bl/6) calisma siiresince bakimlar1 ve diyet miidahaleleri
Hacettepe Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Arastirma ve Yetistirme Unitesi’nde
yuriitiilmiistiir. Calismanin ikinci kisminda anestezi altinda kan alma; doku ve organ
izolasyonlar1 gibi cerrahi islemler yer almaktadir ve bu asama Hacettepe Universitesi
Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma Unitesi’nde yapilmistir. Izole edilen organ ve
dokularin saklanmasi ve ileri laboratuvar analizleri ise Hacettepe Universitesi Saglik
Bilimleri Fakiiltesi Beslenme ve Diyetetik Boliimii Arastirma Laboratuvalari’nda

yiriitilmustir.
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3.2. Hayvanlarin Temini ve Diyet Miidahalesi
3.2.1. Hayvanlarin Temini ve Bakim

Calismada kullanilan ayni soydan gelen (inbred), 10 adet 8 haftalik erkek
C57Bl/6 fareler 6zel bir firmadan temin edilmistir (Kobay Deney Hayvanlar1 A.S.,
Tiirkiye). Teslim alinan fareler 0,1 grama duyarli hassas terazi (A&D EK-6000H
Scale, A&D, Japonya) ile tartilarak, transparan polikarbon kafeslere yerlestirilmistir.
Yem tiiketimleri her bir fareye 6zel olarak kaydedileceginden dolay:1 fareler ayri
kafeslere yerlestirilmistir. Farelerin hepsinin bakimi i¢in ayni kosullar (22 + 2 °C, 12
saat donlistimlii aydinlik/karanlik ortam, %45 nem) saglanmistir. Caligma boyunca
farelerin agirliklar1 arastirmaci tarafindan iki giinde bir 0,1 grama duyarli hassas terazi

(A&D EK-6000H Scale, A&D, Japonya) ile dl¢iilerek kayit edilmistir.
3.2.2. Uygulanan Diyet Miidahalesi

Farelere (n=40) 2 hafta siiresince verilen kontrol yemi ve sonrasinda 15 hafta
siiresince verilen deney yemleri arastirmac tarafindan Hacettepe Universitesi Saglik
Bilimleri Fakiiltesi Beslenme ve Diyetetik Boliimii arastirma laboratuvarlarinda belirli
bir protokol olusturularak hazirlanmistir. Bu protokoliin olusturulmasi sirasinda
Amerikan Beslenme Enstitiisii’niin kemirgenler i¢in 6nerdigi AIN-93M formiilasyonu
temel alinmustir (317, 318).

Bu yem kompozisyonunda (AIN-93M) yer alan; nisasta (Kimbiotek, Tiirkiye),
maltodekstrin (Kimbiotek, Tiirkiye), seliiloz (Kimbiotek, Tiirkiye), kazein (Unsan
Kimya, Tirkiye), L-sistein (Sigma Aldrich, Almanya), misir yagi (Kimbiotek,
Tirkiye), AIN-93M mineral ve vitamin karisimlar1 (MP Biomedicals, ABD), kolin
bitartarat (MP Biomedicals, ABD) ve tetrahidrokinon (MP Biomedicals, ABD)
kemirgenlerin gereksinimine gore eklenmistir. Deney gruplarinin yemlerine ise
hindistancevizi yag1 (MP Biomedicals, ABD), rafine zeytinyag1 (Taris, Tiirkiye) veya
fruktoz (Egepak, Tiirkiye) eklemesi yapilmistir. Homojen bir karisma elde edebilmek
icin yeme eklenen maddelerin suda ¢oziiniirlikkleri veya su ¢ekme gibi 6zellikleri
dikkate alinarak, her bir komponent i¢in farkli hiz ve siirelerde protokolde belirlenen

sira ile kanistirilmalar1 saglanmistir. Elde edilen karisim, kullanilana kadar +4°C’de
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saklanmistir. Calisma siiresince farelerin yem tiiketimleri giinliik olarak aragtirmaci
tarafindan olciilerek kaydedilmistir.

Calisma siiresince kontrol ve deney gruplar i¢in farkli makrobesin Ogesi
icerikleri bulunan 4 ¢esit yem hazirlanmigtir. Bu yemlerin igerikleri Tablo 3.1.’de
gosterilmistir. Kontrol grubu i¢in hazirlanan standart diyet (chow) 3,5 kkal/g yem
enerji igerirken tekli doymamis yag asitleri yiiksek (YTD), doymus yag asitleri yiiksek
(YD) ve fruktozu yiiksek (YF) igeren diyetler 4,6 kkal/g yem enerji igermektedir.

Tablo 3.1. Farelere diyet miidahalesi sirasinda verilen yemlerin igerigi

Yemler
Diyet Oriintiisii Yiiksek tekli Yiiksek Yiiksek
Kontrol doymamis  doymus yag fruktozlu
diyeti yag asitli asitli diyet diyet
diyet

Enerji (kkal/g) 3,5 4,6 4,6 4,6
Karbonhidrat (%enerji) 75,0 50,0 50,0 80,0
Protein (%enerji) 15,0 11,0 11,0 12,0
Yag (%enerji) 10,0 39,0 39,0 8,0
**Doymus yag asitleri (%oenerji) - - 30,0
**Tekli doymamis yag asitleri - 30,0 - -
(%enerji)
**Fruktoz (Yoenerji) - - - 35,0
Karbonhidrat kaynagi(g/kg)
Misir nisastasi 465,7 360,7 360,7 230,7
Maltodekstrin 255,0 200,0 200,0 100,0
Seliiloz 50,0 50,0 50,0 40,0
Fruktoz - - - 400,0
Protein kaynag (g/kg)
Kazein 140,0 140,0 140,0 140,0
L-sistein 1,8 1,8 1,8 1,8
Yag kaynagi (9/kg)
Misir yagi 40,0 40,0 40,0 40,0
Hindistancevizi yagi - - 160,0 -
Zeytinyagi* - 160,0 - -
Diger (g/kg)
Mineral karigimi1 35,0 35,0 35,0 35,0
Vitamin karigimi 10,0 10,0 10,0 10,0
Kolin bitartarat 2,5 2,5 2,5 2,5
tert-biitilhidrokinon 0,01 0,01 0,01 0,01

*Rafine zeytinyagi1 kullanilmistir.
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3.3. Anestezi, Kan Alma, Doku Toplama ve Otanazi

Standardizayon (wash out, 2 hafta) ve diyet miidahalesi (15 hafta) sonrasi
toplam on yedi haftalik deney siiresi sonunda farelerin anestezi altinda kan alma,
doku/organ izolasyonu ve &tanazi islemleri Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Cerrahi Arastirma Unitesi’nde gerceklestirilmistir. Cerrahi miidahalenin bes saat
oncesinde farelerin kafeslerindeki yem ve sular1 alinarak aclik durumundaki kan

ornekleri aragtirmaci tarafindan toplanmustir (318).
3.3.1. Anestezi

Fareler genel anestezi altina arastirmaci tarafindan alinmistir. Terminal viicut
agirliklar1 Olgiildiikten sonra uygun konsantrasyonda subkutan ketamin (Richter
Pharma, Avusturya) ve ksilazin (Alfasan International B.V., Hollanda) enjeksiyonu
yapilarak (0,1 mg/g ve 0,02 mg/g viicut agirligi) anestezi islemi gergeklestirilmistir
(319).

Isleme alinacak fare digerlerinden ayrilarak miidahale odasina alinmis ve ortam
kaynakli stres diizeyi en aza indirilerek enjeksiyon gerceklestirilmistir. Anestezi
derinligi parmak kistirma yontemi ile siklikla kontrol edilerek farenin tepki vermesinin

sonlandig1 noktada arastirmaci tarafindan cerrahi miidahaleye baglanmistir (319)
3.3.2. Kan Alma ve Otanazi

Farelerin derin anesteziye girmesi icin gerekli olan siire beklendikten sonra
fareler sabitlenerek cerrahi miidahaleye baslanmistir. Antikoagiilan olarak laboratuvar
kosullarinda sodyum sitrat (Merck Chemicals, Almanya) ile arastirmaci tarafindan
hazirlanan sitrat ¢ozeltisi (12,9 mM) kullanilmistir.

Cerrahi operasyona gergin sekilde duran farenin alt orta kadranindan
baslanmis, her iki yandan yukar1 dogru kaburgalara gelinceye kadar deri ve kas doku
yavasca kesilerek i¢ organlarin ortaya c¢ikmasi saglanmistir. Daha sonra uygun
enjektorle kan (vena kava yolu) alindiktan sonra eksanguinasyon yontemiyle dtanazi
gerceklestirilmistir. Alman sitrath  kan polipropilen kapakli tiiplere konulup
mikrosantrifiij cihaziyla 10,000 rpm (8736 g)’de 10 dk santrifiij edilmistir (Selecta

Microtronic-BL, Ispanya). Santrifiij isleminden sonra plazma ayrilarak temiz
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polipropilen kapakli tliplere alinmis ve s1vi nitrojende hizlica dondurularak -80 °C’de

analiz giinline kadar saklanmustir.
3.3.3. Karaciger Diseksiyonu

Eksanguinasyon yontemiyle Otenaziden sonra, farelerin karacigerleri cevre
dokulardan dikkatli bir sekilde disekte edilerek serum fizyolojik (%0,9 NaCl izotonik
SF) ile tamamiyla perfiize edilmistir. Karaciger 4 loba ayrilarak her bir lobun
agirliklart 0,0001 grama duyarli laboratuvar terazisi (Precisa 220A, Isvigre) ile
Olgiilerek kaydedilmistir. Dokular sivi nitrojende hizlica dondurularak polipropilen

kapakli tiiplerde analiz giiniine kadar -80°C’deki dondurucuda saklanmistir (318).
3.4. Kan ve Karacigerde Kantitatif Analizler
3.4.1. Glukoz Analizi

Glukoz analizi hazir kitler yardimiyla, kolorimetrik/ELISA yontemiyle dublike
olarak plazmada arastirmaci tarafindan yapilmistir (Cayman Chemical Company,
ABD). Glukoz analiz kiti, kanda glukoz konsantrasyonunu belirlemek i¢in glukoz
oksidaz-peroksit reaksiyonu araciligr ile tayin etmektedir. Kitin ¢aligma prensibi,
glukozun §-glunolakton olusturmak {izere oksidasyonu ve flavin adenin diniikleotid
(FAD)-bagimli enzim glukoz oksidaz diizeyinde azalmaya dayanmaktadir. Glukoz
oksidazin indirgenmis formu molekiiler oksijeni kullanarak tekrar okside formuna
doniismektedir ve bu sirada hidrojen peroksit olugmaktadir. Katalizér olarak
horseradish peroksidaz (HRP) kullanilarak hidrojen peroksit 3,5-dikloro-2-
hidroksibenzensiilfanik asit ve 4-aminoantipirin (4-aminophenazone) ile reaksiyona
girmektedir ve 514 nm dalga boyunda optimal absorpsiyon saglayan pembe bir renk
olusturmaktadir.

Konsantrasyona paralel olarak olusan renk yogunluklari, kolorimetrik
mikroplaka okuyucu ile Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Fakiiltesi Beslenme
ve Diyetetik Bolimili Arastirma Laboratuvarlari’nda tayin edilmistir (Chrommate
4300, Awareness Technology Inc, ABD). Kit iceriginde bulunan ve glukoz

konsantrasyonlart bilinen standart soliisyonlarin absorbans degerleri kullanilarak
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olusturulan “glukoz standart egrisi” yardimiyla her bir 6rnegin igerdigi glukoz miktari

hesaplanmustir.
3.4.2. Trigliserid Analizi

Trigliserid analizi hazir kitler (Cayman Chemical Company, ABD) yardimiyla,
kolorimetrik/ELISA yontemiyle dublike olarak karaciger dokusu ve plazmada
arastirmaci tarafindan gerceklestirilmistir. Analiz 6ncesinde karaciger dokusu serum
fizyolojik ile uygun konsantrasyonda (1/5) karistirilarak mikrohomojenizator (T25 Ika
Labortechnik, Almanya) ile homojenize edilmistir.

Trigliserid analiz Kiti, ornekteki trigliseridleri lipaz enzimi ile gliserol ve
serbest yag asitlerine hidroliz etmektedir. Agiga ¢ikan gliserol ile gergeklestirilen bir
dizi enzimatik reaksiyon sonrasinda renk degisimi olugmaktadir. Trigliserid,
lipoprotein lipaz enzimi ile hidrolize edilerek gliserol ve serbest yag asidi
olusturulmaktadir. Gliserol, reaksiyonun ikinci basamaginda gliserol kinaz enzimi ile
fosforlanarak gliserol-3-fosfat olusturmaktadir. Fosforlanmis olan gliserol, gliserol
fosfat oksidaz enzimi ile dihidroksiaseton fosfat olusturmakta ve son basamakta
peroksidaz enzimi ile hidrojen peroksit indirgenerek kinon pigmenti agiga ¢cikmaktadir
ve 540 nm dalga boyunda optimal absorpsiyon saglayan mor bir renk olusturmaktadir

Konsantrasyona paralel olarak olusan renk yogunluklari, kolorimetrik
mikroplaka okuyucu ile Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Fakiiltesi Beslenme
ve Diyetetik Boliimii Arastirma Laboratuvarlari’nda tayin edilmistir (Chrommate
4300, Awareness Technology Inc, ABD). Kit iceriginde bulunan ve trigliserid
konsantrasyonlart bilinen standart soliisyonlarin absorbans degerleri kullanilarak
olusturulan “trigliserid standart egrisi” yardimiyla her bir 6rnegin igerdigi trigliserid

miktar1 hesaplanmustir.
3.4.3. Toplam Serbest Yag Asitleri Analizi

Toplam serbest yag asitleri (SYA) analizi hazir kitler yardimiyla,
kolorimetrik/ELISA yoOntemiyle duplike olarak plazmada arastirmaci tarafindan
yapilmistir (My BioSource, ABD). Serbest yag asitleri tayin kiti, monoklonal anti-
SYA antikoru ve SYA-HRP konjugati kullanarak kompetitif enzim-immiin analizi

prensi ile ¢alismaktadir. Standart, 6rnek ve uygun sekilde eklenen ¢ozeltiler, SYA-
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HRP konjugati ile inkiibe edilerek reaksiyonun gerceklesmesi saglanmaktadir. Plaka
hiicrelerine daha sonra HRP-enzimi icin bir substrat cklenereck tekrar inkiibe
edilmektedir. Enzim-substrat reaksiyonunun {iriinii 6nce mavi renk vermekte,
reaksiyonu durdurucu ¢o6zelti eklendikten sonra ise renk sariya donmektedir.
Orneklerdeki SYA ve SYA-HRP konjugati anti-SYA antikor baglanma bélgelerine
baglanmak i¢in yaristigindan dolay1 olusan renk yogunlugu SYA konsantrasyonuna
bagli degigsmektedir. Renk yogunlugu 450 nm dalga boyunda optimal absorpsiyon
saglayan renk olusturmaktadir.

Konsantrasyona paralel olarak olusan renk yogunluklari, kolorimetrik
mikroplaka okuyucu ile Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Fakiiltesi Beslenme
ve Diyetetik Bolimii Arastirma Laboratuvarlari’nda tayin edilmistir (ChromMate
4300, Awareness Technology Inc, ABD). Orneklerdeki SYA konsantrasyonu standart
sollisyonlarin absorbans degerleri kullanilarak olusturulan “SYA standart egrisi”

yardimiyla hesaplanmustir.
3.4.4. C-Reaktif Protein Analizi

C-Reaktif protein (CRP) analizi hazir kitler yardimiyla, kolorimetrik/ELISA
yontemiyle duplike olarak plazmada arastirmaci tarafindan yapilmistir (Cloud-Clone
Corp., ABD). C-Reaktif protein analiz kiti, standart ve orneklerin CRP-spesifik
biyotin-konjuge antikor igeren plaka hiicresine eklenmesi prensibi ile caligmaktadir.
Her hiicreye HRP-konjuge avidin eklenerek baglanmanin ger¢eklesmesi igin inkiibe
edilmektedir. TMB substrati eklendikten sonra sadece CRP, biyotin-konjuge antikor
ve enzim-konjuge avidin igeren hiicrelerde renk degisikligi gozlenmektedir. Enzim-
substrat reaksiyonu, siilfirik asit soliisyonu eklenerek sonlandirilmaktadir. Renk
yogunlugu 450 nm dalga boyunda optimal absorpsiyon saglayan renk olusturmaktadir.

Konsantrasyona paralel olarak olusan renk yogunluklari, kolorimetrik
mikroplaka okuyucu ile Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Fakiiltesi Beslenme
ve Diyetetik Bolimii Arastirma Laboratuvarlari’nda tayin edilmistir (ChromMate
4300, Awareness Technology Inc, ABD). Orneklerdeki CRP konsantrasyonu standart
soliisyonlarin absorbans degerleri kullanilarak olusturulan “CRP standart egrisi”

yardimiyla hesaplanmistir.
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3.4.5. Insiilin Analizi ve Insiilin Direnci Tayini

Insiilin  analizi hazir kitler yardimyla (Eastbiopharm, China),
kolorimetrik/ELISA yoOntemiyle dublike olarak plazmada arastirmaci tarafindan
yapilmustir. Insiilin analiz kitinin ¢alisma prensibi; insiilin konsantrasyonlarini sinirl
spesifik kobay anti-fare antiserum bolgelerine baglanmak igin yarisan isaretlenmemis
fare instilini ve fare insiilinine bagl asetilkolin esteraz izleyicisi (tracer) arasindaki
iliski Gizerinden hesaplamaya dayanmaktadir. Kompleks kobay antiserum-fare insiilini
(serbest insiilin ya da izleyici) plaka hiicresine bagl olarak bulunan kegi anti-kobay
antikoruna baglanmaktadir. Hiicreler yikandiktan sonra Ellman’s reaktifi (asetilkolin
esteraz ve kromojen i¢in enzimatik substrat) eklenmistir. Asetilkolin esteraz izleyicisi,
Ellman’s reaktifi ile sar1 bilesik olusturmaktadir.

Konsantrasyona paralel olarak olusan renk yogunluklari, kolorimetrik
mikroplaka okuyucu ile Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Fakiiltesi Beslenme
ve Diyetetik Boliimii Arastirma Laboratuvarlari’nda tayin edilmistir (ChromMate
4300, Awareness Technology Inc, ABD). Kit iceriginde bulunan ve insiilin
konsantrasyonlar1 bilinen standart soliisyonlarin absorbans degerleri kullanilarak
olusturulan “insiilin standart egrisi” yardimiyla her bir 6rnegin i¢erdigi insiilin miktar
hesaplanmustir.

Farelerde insiilin direnci (Homeostatic Model Assessment of Insulin
Resistance-HOMA-IR ve Quantitative Insulin Sensitivity Check Index-QUICKI)
varligi asagida belirtilen HOMA-IR ve QUICKI formiilleri kullanilarak hesaplanmistir
(320, 321). Ek olarak, aclik kan glukoz ve insiilin degerleri kullanilarak glukoz:insiilin
orani hesaplanmistir. HOMA-IR degeri icin incelenen bilimsel verilere gore kesisim
noktalarinin insan ve kemirgenlerde 2,0-3,9 araliginda oldugu goriilmektedir (321,
322). Glukoz:insiilin oraninin ise insanlarda 7,0’dan diisiikk olmasi insiilin direnci
olarak kabul edilmektedir (323) ancak kemirgenler igin net bir kesisim noktasi
belirlenmedigi i¢in kontrol grubuna gore karsilastirma yapilmasi tercih edilmistir.

HOMA-IR= Aclik insulin (pU/nL) x aclik glukoz (mmol/L)/22,5

QUICKI= 1/[log aglik insulin (uU/mL) + log glukoz (mg/dL)].
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3.5. Karacigerde Bazi Enzim ve Peptidlerin Western-Blot Yontemiyle

Analizi

Western-Blot analizi, protein igeren Orneklerin jel elektroforezi ile
ayristirildiktan sonra uygun bir membrana transferi ve gorilintiilenmesini igeren
birbirini izleyen asamalardan olusan bir yontemdir. Bu yontem ile proteinlerin
biyiikligi, konsantrasyonu  ve  gruplar  arasindaki  farkli  miktarlar
karsilagtirilabilmektedir. Test edilen 6rnekte bulunan ilgili proteinin spesifik antikora
baglanarak olusan kompleks yapinin, eklenen isaretli ikinci antikorla birlesmesi
prensibine dayanmaktadir. Son olarak eklenen substrat ¢ozeltisi ile kompleks renk
olusturarak goriiniir hale getirilmektedir (324). Karacigerde ACC-1, fosfo ACC-1 (Ser
79), IRS-1, fosfo IRS-1 (Ser 612), AMPK, fosfo AMPK-a (Thr 172), TNF-a, IL-1p,
IL-6, TLR-4 ve B-aktin analizleri peptide uygun spesifik antikorlar (Cell Signaling
Technology, ABD) kullanilarak western-blot yontemiyle Beslenme ve Diyetetik
Aragtirma Laboratuvar’nda arastirmaci tarafindan gergeklestirilmistir. Analiz
asamalari, Orneklerin hazirlanmasi, Orneklerde protein tayini, poliakrilamid jel
elektroforezi, jeldeki proteinlerin membrana transferi, antikorlarla tepkime ile
kemiliiminesans ve fotograf ¢cekimi kisimlarini icermektedir. Bu asamalar asagida

ayrintili bir sekilde anlatilmustir.
3.5.1. Karaciger Orneklerinin Hazirlanmasi

Dondurucuda (-80 °C) saklanan dokular pargalanarak hiicrede protein igeren
kisimlarin ayristirilmasi islemi gerceklestirilmistir. Laboratuvarda hazirlanan RIPA
(radioimmunoprecipitation assay buffer) tampon ¢ozeltisi (25 ml 1M Tris-HCI, 5 ml
NP-40, 2,5 g Na-deoksikolat, 0,5 g SDS, 15 ml 5 M NaCl, 2 ml 0,5 M EDTA, 1,05 g
NaF) ile hiicre zarlar1 parcalanmig ve stoplazmik proteinler elde edilmistir. Hiicre
parcalanmasi sirasinda ortaya ¢ikan proteaz enzimlerinin inhibisyonu i¢in proteaz ve
fosfataz inhibitér kokteyli (Thermo-Scientific, ABD) eklenerek mikro tiip havaneli
yardimiyla (Interlab, Tiirkiye) homojenizasyon gerceklestirilmistir. Homojenize
edilen dokular 3 dakika 13,000 rpm’de (8765 g) 4 °C’de santrifiij edilerek (Eppendorf
Centrifuge 5430R, Almanya), tliplerin i¢indeki s1v1 kisim (slipernatant) baska bir tiipe

aktarilmustir.
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3.5.2. Orneklerde Protein Miktar Tayini

Jele yiiklenecek orneklerdeki protein konsantrasyonu Smith ve ark. (325)
tarafindan Onerilen bisinkoninik asit (BCA) yontemine gore, ticari bir BCA kiti
yardimiyla (DC Protein Assay Kit Il, Bio-Rad, ABD) belirlenmistir. BCA analizi,
orneklerde bulunan proteinin alkali bakir tartarat ¢ozeltisi ve folin reaktani ile
reaksiyona girmesi prensibine dayanmaktadir. Alkali ortamda, protein ve bakir
reaksiyona girerek folin reaktanini indirgemektedir. Renk degisimi, temel olarak
tirozin ve triptofan ve daha az oranda sistin, sistein ve histidin amino asitlerine bagl
olarak gerceklesmektedir. Folin reaktaninda gergeklesen indirgenme reaksiyonu
sonucu olusan tiriinler karakteristik mavi rengi olusturmaktadir. Olusan renk degisimi
minimum 405 nm dalga boyunda Olciilmektedir. BCA analizi sonucu, protein
konsantrasyonu ile iliskili olarak olusan farkli renk yogunluklar1 Hacettepe
Universitesi Saglik Bilimleri Fakiiltesi Beslenme ve Diyetetik Boliimii Arastirma
Laboratuvarlari’nda, kolorimetrik mikroplaka okuyucu ile okunmustur (ChromMate
4300, Awareness Technology Inc, ABD).

Yapilan BCA analizi sonuglarina gore orneklerin protein konsantrasyonlari
diliisyon ile esitlenerek jele yiiklenmistir. Hazirlanan 6rnekler uygun miktarda
laemmli o6rnek ¢ozeltisi (Bio-Rad, ABD) ve B-merkaptoetanol (Bio-Rad, ABD)
eklenerek, 100 °C’de 5 dakika kuru blok 1siticida (Bio-Rad, ABD) yakilmis ve analize
kadar -20°C’de saklanmustir.

3.5.3. Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Protein karigimlarinin poliakrilamid jel icinde go¢ ederek molekiil agirliklarina
gore ayrilmasini saglayan bir yontemdir (324). Elektroforezde kullanilamak tizere
yiriitme jeli (%10) (MilliQ, 1,5 M Tris. HCI (pH=8,8) (Sigma-Aldrich, Almanya),
%10’luk (w/v) SDS ¢ozeltisi (Bio-Rad, ABD), %40’lik akrilamid-bisakrilamid
¢ozeltisi (Bio-Rad, ABD), %10’luk (w/v) amonyum persiilfat (Bio-Rad, ABD)
cozeltisi ve tetrametiletilendiamin (TEMED) (Bio-Rad, ABD)) ve yiikleme (stacking)
jeli (%6) (MilliQ, 1,5 M Tris. HCI (pH=6,8) (Sigma-Aldrich, Almanya), %10’luk
(w/v) SDS ¢ozeltisi (Bio-Rad, ABD), %40’lik akrilamid-bisakrilamid ¢ozeltisi (Bio-
Rad, ABD), %10’luk (w/v) amonyum persiilfat (Bio-Rad, ABD) ¢6zeltisi ve TEMED
(Bio-Rad, ABD)) uygun konsantrasyonlarda hazirlanmistir.
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Vertikal elektroforez sistemi jel hazirlama standi kullanilarak (Mini-
PROTEAN Tetra Cell, Bio-Rad, ABD) hazirlanmis olan jeller elektroforeze uygun
sekilde yliklenmistir. Bunun i¢in; uzun ve kisa cam plakalar sisteme yerlestirilerek
jellerin katilasacagi ortam hazirlanmistir. Vertikal elektroforez sistemi taraklari,
protein belirteci ve drnekleri yiiklemek icin gerekli olan kuyular: olusturacak sekilde
camlarin arasina yerlestirilmis ve polimerizasyonun tamamlanmasi i¢in beklenmistir.

Polimerizasyon tamamlandiktan sonra taraklar ¢ikarilarak jel igeren camlar
vertikal elektroforez sistemi (Mini-PROTEAN Tetra Cell, Bio-Rad, ABD) tankina
yerlestirilmistir. Tanka yiiriitme tampon ¢ozeltisi (Tris/Trisin/SDS, Bio-Rad, ABD)
konularak protein belirteci (Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder, Thermo-
Scientific, ABD) ve drnekler kuyulara yiiklenerek elektrotlar uygun sekilde baglanmis
ve elektroforez (50V 60 dk ve 100V 45 dk) yapilmustir.

3.5.4. Jeldeki Proteinlerin Membrana Transferi (Yari-Kuru Sistem)

Jellerin transfer edilecegi PVDF transfer membrani (Thermo-Fisher Scientific,
ABD) sirastyla farkli konsantrasyonlarda metanol (Sigma-Aldrich, Almanya),
deiyonize saf su ve % 100 (v/v) transfer tampon ¢ozeltisi (10x Tris/Glisin (BioRad,
ABD) ile yikanmis ve bu ¢ozelti igerisinde bekletilmistir. SDS yiiriitme islemi
tamamlandiktan sonra jel, PVDF transfer membrani1 iizerine yerlestirilerek jel-
membran transfer cihazi (Pierce G2 Fast Blotter, Thermo-Fisher Scientific, ABD) ile
transfer 20V’da 50 dk siiresince ger¢eklestirilmistir.

Transfer gergeklestirildikten sonra, PVDF membranlar tris-buffered saline
(TBS) cozeltisi (pH=7,6) (Trizma bazi, sodyum kloriir (NaCl) (Sigma Aldrich,
Almanya)) ile yikanmigtir. TBS ¢ozeltisine, Tween-20 (Thermo-Fisher Scientific,
ABD) eklenerek TBS-T (TBS-Tween 20) ¢ozeltisi hazirlanmistir. Spesifik olmayan
baglanmalarin 6nlenmesi amaciyla membranlar TBS-T ve sigir serum albiimini
(bovine serum alblimine-BSA) iceren bloklama tampon ¢6zeltisi (% 7,5 BSA, % 0,1
TBS-T w/v) igerisinde bekletilmistir. Membranlar TBS-T sollisyonu ile yikanmis ve

bir sonraki asamaya gegilmistir.
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3.5.5. Antikorlarla Tepkime

Yikanan membranlarin birincil antikorlar ACC 1, fosfo-ACC (Ser 79), IRS-1,
fosforile IRS-1 (Ser 612), AMPK, fosforile AMPK-a (Thr 172), TNF-a, IL-1p, IL-6,
TLR-4 ve B-aktin (Cell Signaling Technology, ABD) ile muamelesi 1:5000 oraninda,
oda sicakliginda 1 gece roller karistiric1 cihazi iizerinde gergeklestirilmistir. Birincil
antikor ile muamele edilen PVDF membranlar TBS-T soliisyonu ile yikanmuistir.

Membran birincil antikorlara uygun ikincil antikor (IgG (H+L) ikincil antikor,
Thermo-Fisher Scientific, ABD) 1:20000 oraninda TBS-T ¢6zeltisine eklenmistir.
Membranlar sekonder antikor ile oda sicakliginda 1 saat roller karistirict cihazi
iizerinde inkiibe edilmistir. Ikincil antikor (1:20000) ile muamele edilen PVDF
membran TBS-T soliisyonu ile yikanmistir. Membranlar TBS soliisyonunda

bekletilerek goriintiilleme i¢in hazir hale getirilmistir.
3.5.6. Kemiliiminesans ve Goriintii Alma

Baglanan  ikincil  antikor, peroksidaz  reaksiyonu  gerceklestiren
kemiluminesans substrati (SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrat,
Thermo-Fisher Scientific, ABD) ile tespit edilmistir. Peroksidaz enzimi gesitli ara
tirlinler olusturarak luminoliin 3-aminofitalata oksidasyonunu katalizlemektedir.
Reaksiyon 428 nm’de diisiik yogunlukta 1s1ma saglamaktadir. Bu yontemde
kemiliiminesans substrati kullanilarak reaksiyonun duyarlilig1 ve 1gtmanin saptanmasi
arttirilmaktadir (326).

Kemiliiminesans ile goriiniir hale getirilen protein-antikor kompleksinin
fotograflama islemi goriintiileme cihazinda (ChemiDoc Touch Imaging System,

BioRad, ABD) fotograflar ¢ekilerek yapilmustir.
3.6. Verilerin Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Calismadan elde edilen veriler SPSS (Statistical Package for Social Science)

23.0 istatistik programu ile degerlendirilmis ve ortalama (x ), standart hata (Sx) olarak
ifade edilmistir. Gruplarin karsilastirilmasinda verilere uygun olarak parametrik

olmayan Kruskal-Wallis hipotez testi uygulanmistir. Gruplar arasindaki farkliliklar
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Mann-Whitney hipotez testi ile degerlendirilmistir. Istatistiksel anlamlilik p<0,05

degeri ile belirlenmistir.
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4. BULGULAR

Calismada yer alan C57BI/6 cins farelere ait bulgular standart diyet ile beslenen
kontrol grubu (K), yiiksek tekli doymamis yag asitleri alan grup (YTD), yiiksek
doymus yag asitleri alan grup (YD) ve yiiksek fruktoz alan grup (YF) olacak sekilde

asagida verilmistir.

4.1. Yem Tiiketimleri, Enerji Alimlar1 ve Viicut Agirliklarina fliskin

Bulgular
4.1.1. Yem Tiiketimi Bulgulari

Farelerin caligma siiresince yem tiiketimlerinin haftalara gore degisimi Sekil
4.1.’de verilmistir. Farelerin miidahale 6ncesi donemde yem tiiketimleri agisindan
gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamaistir (p>0,05). Ancak miidahale doneminde
ve ¢alismanin sonunda toplam yem tiiketimleri gruplar arasinda istatistiksel olarak

farklidir (p<0,05) (Sekil 4.1.).
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Farelerin diyet miidahalesi Oncesi, miidahale sirasinda ve toplam diyet
doneminde giinliik ortalama yem tiiketimi bulgular1 Tablo 4.1.”de verilmistir. Farelerin
miidahale Oncesi donemdeki yem tiiketimi ortalamalarina bakildiginda; kontrol
grubunun yem tiiketiminin 4,07+0,15 g/glin, YTD grubunun 4,06+0,05 g/giin, YD
grubunun 4,16+0,19 g/giin ve YF grubunun 4,15+0,15 g/giin oldugu saptanmustir.
Miidahale donemindeki yem tiiketimleri ise kontrol grubu i¢in 3,92+0,07 g/giin, YTD
grubu icin 4,04+0,04 g/glin, YD grubu icin 4,01+£0,08 g/giin ve YF grubu icin
4,184+0,04 g/glin olarak saptanmigtir. Buna gore calismanin ilk iki haftasinda yem
tilketimi agisindan gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0,05).
Miidahale déneminde ise gruplarin yem tiiketimleri arasindaki farklilik istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Calismanin tamamindaki ortalama yem
alimlarina bakildiginda ise kontrol grubunun 3,92+0,06 g/giin, YTD grubunun
4,04+0,03 g/giin, YD grubunun 4,04+0,08 g/giin ve YF grubunun 4,19+0,04 g/giin
yem tiikettigi saptanmistir. Toplam diyet donemindeki yem tiiketiminin gruplar

arasinda farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir (p<0,05) (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Farelerin miidahale dncesi, miidahale sirasi ve toplam diyet doneminde

ortalama yem tiiketim durumlari

Calisma Kontrol  Yiiksek tekli  Yiiksek Yiiksek Xi _ Pdegeri
donemleri diyeti doymamis doymus fruktozlu  Jfaktorii
(g/giin) yag asitli yag asitli diyet

diyet (YTD) diyet (YD)  (YF)

Miidahale 4,07+0,15 4,06+0,05 4,16+0,19  4,15+0,15 0,44 0,932
oncesi

Miidahale  3,92+0,07°  4,04+£0,04*  4,01+0,08* 4,18+0,04° 10,26 0,016*
sirasi

Toplam 3,92+0,06°  4,04+£0,03%  4,04+£0,08% 4,19+0,04> 9,13  0,028*
diyet

donemi

Veriler ortalama + standart hata (X + Sx) olarak gdsterilmistir. *Non-parametrik, Kruskal Wallis testi
uygulanmustir. Istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak verilmistir.

®Farkl harflerle gosterilen degerler birbirinden anlamli olarak farklidir (Mann Whitney U Hipotez Testi
Uygulanmustir).
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4.1.2. Enerji ve Makro Besin Ogeleri Alimi1 Bulgular

Farelerin miidahale 6ncesi, miidahale donemi ve toplam diyet donemleri
stiresince gilinliik ortalama enerji alimlar1 ve alinan makro besin dgelerinin giinliik
alman enerjiye katki yiizdesi Tablo 4.2.°de gosterilmistir. Farelerin ¢alisma
donemlerdeki enerji alimi ortalamalarina bakildiginda miidahale oncesi donemde
kontrol grubunun enerji aliminin 14,24+0,52 kkal/giin iken YTD grubunun 14,21+0,18
kkal/giin, YD grubunun 14,55+0,65 kkal/giin ve YF grubunun 14,53+0,52 kkal/giin
oldugu gozlenmistir (p>0,05). Miidahale doneminde ise giinliikk ortalama enerji
alimlart; kontrol grubu i¢in 13,71£0,24 kkal/giin, YTD grubu i¢in 19,80+0,18
kkal/giin, YD grubu i¢in 19,51+0,42 kkal/giin ve YF grubu i¢in 19,65+0,20 kkal/giin
olarak saptanmigtir. Buna gore dort grubun enerji alimlar arasindaki farkin miidahale
doneminde istatistiksel olarak anlamli oldugu gozlenmistir (p<0,001). Gruplar
arasinda ikili karsilagtirmalar yapildiginda, enerji alimlarindaki farkliligin kontrol
grubundan kaynaklandig1 saptanmistir. Kontrol grubunun giinliik ortalama enerji alim
degeri tiim gruplardan anlamli olarak diisiik bulunmustur. Tim c¢alisma
donemlerindeki giinliik ortalama enerji alim diizeyleri incelendiginde ise kontrol,
YTD, YD ve YF gruplar i¢in sirasiyla 13,72+0,23 kkal/giin, 19,28+0,17 kkal/giin,
19,16+0,38 kkal/giin ve 19,34+0,19 kkal/giin oldugu gozlenmistir. Buna gore ¢alisma
boyunca gruplarin enerji alim degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir
(p<0,001). Tiim c¢aligma doénemlerinde de kontrol grubunun giinliik ortalama enerji

alim degerinin diger gruplardan anlamli olarak diisiik oldugu gézlenmistir (Tablo 4.2).
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Calisma siiresince donemlere gore glinliik ortalama ener;ji (kkal), karbonhidrat
(g), protein (g) ve yag (g) alim miktarlar1 ve ortalamalarinin gruplararasi
karsilastirilmast Sekil 4.2.’de gosterilmektedir. Farelerin miidahale 6ncesi donemdeki
giinliikk karbonhidrat alimi ortalamalarina bakildiginda; kontrol grubunun giinliik
ortalama karbonhidrat aliminin 2,67+0,10 g/giin, YTD grubunun 2,66+0,03 g/giin, YD
grubunun 2,73+0,12 g/giin ve YF grubunun 2,72+0,10 g/giin oldugu saptanmustir.
Buna gore ¢aligmanin ilk iki haftasinda giinliik karbonhidrat alim1 agisindan gruplar
arasinda anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0,05). Miidahale donemindeki
giinliik ortalama karbonhidrat alimlar1 incelendiginde ise; kontrol grubunun 2,57+0,04
g/giin, YTD grubunun 2,48+0,02 g/giin, YD grubunun 2,46+0,05 g/giin ve YF
grubunun 3,93+0,04 g/giin karbonhidrat alimi oldugu goriilmektedir. Miidahale
doneminde gruplarin giinliik ortalama karbonhidrat alim1 arasinda farklilik istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0,001). Caligmanin tamamindaki ortalama
karbonhidrat alimlarina bakildiginda ise; kontrol grubunun 2,57+0,04 g/giin, YTD
grubunun 2,49+0,02 g/giin, YD grubunun 2,49+0,05 g/giin ve YF grubunun 3,86+0,04
g/giin karbonhidrat aldig1 goriilmektedir. Toplam diyet donemindeki giinliik ortalama
karbonhidrat alimi1 farkinin gruplar arasinda anlamli oldugu saptanmstir (p<0,001)
(Sekil 4.2.).

Farelerin diyet miidahalesi oncesi donemde giinliik protein alim miktarlar
incelendiginde; kontrol grubunun 0,5340,02 g/giin, YTD grubunun 0,53+0,01 g/giin,
YD grubunun 0,55+0,02 g/giin ve YF grubunun 0,54+0,02 g/giin protein aldig
saptanmigstir. Miidahale doneminde giinliik ortalama protein alim degerleri ise; kontrol
grubunun 0,51+0,01 g/giin, YTD grubunun 0,59+0,01 g/giin, YD grubunun 0,59+0,01
g/giin ve YF grubunun 0,59+0,01 g/giin oldugu goriilmektedir. Buna gore ¢aligmanin
ilk iki haftasinda protein alimi agisindan gruplar arasinda anlamli bir farklilik
bulunmamistir (p>0,05). Miidahale doneminde ise gruplarin protein alimlari
arasindaki farkliligin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmektedir (p<0,05).
Calismanin tamamindaki ortalama protein alimlart karsilastirildiginda ise; kontrol
grubunun 0,51+0,01 g/glin, YTD grubunun 0,59+0,01 g/giin, YD grubunun 0,58+0,01
g/giin ve YF grubunun 0,59+0,01 g/giin protein aldigi saptanmistir. Toplam diyet
donemindeki giinliik ortalama protein alimi farkinin gruplar arasinda anlamli oldugu

saptanmstir (p<0,05) (Sekil 4.2.).
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Farelerin diyet miidahalesi 6ncesi donemde giinliik ortalama aldiklar1 yag alim
miktarlarina bakildiginda; kontrol grubunun 0,14+£0,01 g/giin, YTD grubunun
0,14+0,01 g/giin, YD grubunun 0,1540,01 g/giin ve YF grubunun 0,15+0,01 g/giin yag
aldig1 belirlenmistir. Miidahale donemindeki giinliik ortalama yag alimlar1 ise kontrol
grubu icin 0,14+£0,01 g/giin, YTD grubu i¢in 0,844+0,01 g/giin, YD grubu icin
0,83+0,02 g/giin ve YF grubu icin 0,17+0,01 g/giin olarak saptanmistir. Buna gore,
calismanin ilk iki haftasinda gruplarin giinliik ortalama yag alimi arasindaki farklilik
istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05). Miidahale doneminde ise gruplarin
giinliik ortalama yag alim degerleri arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu
belirlenmistir (p<0,001). Calismanin tamamindaki ortalama yag alim degerlerine
bakildiginda ise; kontrol grubunun 0,14+0,01 g/giin, YTD grubunun 0,77+0,02 g/glin,
YD grubunun 0,76+0,02 g/giin ve YF grubunun 0,17+£0,01 g/giin yag aldig1
saptanmistir. Toplam diyet doneminde yag alim degerlerinin gruplar arasinda

istatistiksel olarak farkli oldugu goriilmektedir (p<0,001) (Sekil 4.2.)
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Farelerin c¢alisma siiresince ortalama enerji alimlarmin (kkal/giin) haftalara
gore degisimi Sekil 4.3’de verilmektedir. Farelerin diyet miidahalesi oncesi
donemdeki enerji alim degerleri acisindan gruplar arasinda bir fark bulunmamaktadir
(p=0,940). Ancak, diyet miidahalesi doneminde ve c¢alismanin sonunda gruplarin

enerji alim degerlerinin farkli oldugu bulunmustur (p<0,001) (Sekil 4.3.).
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4.1.3. Viicut Agirh@ Artis Diizeyleri

Farelerin haftalara gore viicut agirliklarindaki degisim Sekil 4.4’te verilmistir.
Farelerin miidahale oncesi donemdeki ortalama viicut agirliklar1 agisindan gruplar
arasinda anlamli bir fark bulunamamistir (p>0,05). Ancak; miidahale doneminde ve
toplam diyet doneminin sonunda ortalama viicut agirliklart gruplar arasinda

istatistiksel olarak farklidir (sirasiyla; p<0,05 ve p<0,001) (Sekil 4.4.).
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Farelerin diyet miidahalesi oncesi, miidahale sirasinda ve calisma sonunda
toplam viicut agirliklar1 ortalamalar1 ve ¢alisma sonunda ortalama viicut agirliklar
artist Tablo 4.3.ve Sekil 4.5.te gosterilmektedir. Farelerin miidahale Oncesi
donemdeki viicut agirliklart ortalamalarina bakildiginda; kontrol grubunun ortalama
vicut agirhgmnin 20,17+0,30 g, YTD grubunun 21,15+0,33 g, YD grubunun
20,07+0,40 g ve YF grubunun 20,80+0,42 g oldugu saptanmistir. Buna gore
calismanin ilk iki haftasinda viicut agiligi acisindan anlamli bir farklilik
bulunmamaktadir (p<0,05) (Tablo 4.3.).

Miidahale donemindeki ortalama viicut agirliklart ise kontrol grubu i¢in
23,40+0,40 g, YTD grubu i¢in 26,17+0,56 g, YD grubu i¢in 25,99+0,40 g ve YF grubu
icin 25,78+0,60 g olarak saptanmustir. Gruplarin miidahale donemindeki viicut
agirliklart arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).
Gruplar arasinda ikili karsilastirmalar yapildiginda ise, kontrol grubunun viicut agirlhig
ortalamasimin diger gruplardan anlamli olarak diisiik oldugu goriilmektedir (Tablo
4.3.).

Calismanin ilk iki haftasi ve miidahale donemini kapsayan toplam diyet
donemindeki ortalama viicut agirliklarina bakildiginda ise kontrol grubunun
23,09+0,35 g, YTD grubunun 26,34+0,33 g, YD grubunun 25,16+0,43 g ve YF
grubunun 25,19+0,60 g oldugu saptanmistir. Buna gore toplam diyet donemindeki
viicut agirliklart arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).
Toplam diyet donemindeki viicut agirhgr farkliliginin da kontrol grubundan
kaynaklandig1, bu grubun viicut agirligi ortalamasinin diger gruplardan anlamli olarak
diisiik oldugu goriilmektedir (Tablo 4.3.).

Calismanin sonunda viicut agirliklarinda gergeklesen artis incelendiginde ise;
kontrol grubundaki artisin 4,22+0,38 g, YTD grubundaki artisin 7,86+0,35 g, YD
grubundaki artisin 9,19+0,35 g ve YF grubundaki artisin 8,23+0,68 g oldugu
goriilmektedir. Viicut agirlig artisindaki farkliligin istatistiksel olarak anlamli oldugu
saptanmistir (p<0,05). Buna gore viicut agirligindaki en biiyiik artis YD grubunda, en
diisiik artis ise kontrol grubunda gozlenmektedir. YTD ve YF grubundaki viicut
agirlhigr artis1 ise kontrol grubundan yiiksek olmakla birlikte farkli bulunmamistir

(Tablo 4.3.).
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Tablo 4.3. Farelerin diyet miidahalesi 6ncesi, miidahale sirasinda, toplam diyet
doneminde ve terminal donemde ortalama viicut agirliklar ve viicut

agirliklar artisi.

Kontrol Yiiksek tekli Yiiksek Yiiksek X? P
Cahisma diyeti doymamis  doymus yag  fruktozlu faktorii degeri
donemleri yag asitli asitli diyet diyet
() diyet (YD) (YF)

(YTD)

Miidahale 20,17+0,30 21,154+0,33 20,07+0,40  20,80+0,42 3,70 0,295
oncesi
Miidahale 23,40+0,40*°  26,17+0,56°  2599+0,40° 25,78+0,60° 15,37  0,002*
donemi
Toplam 23,09+0,35%  26,34+0,33°  2516+0,43" 25,19+0,60° 19,58  0,000*
diyet donemi
Terminal 24,060,472  29,01+0,38°  29,78+0,40° 28,75+0,55° 17,22  0,000*
Donem
Viicut 4,22+0,382 7,86+0,35° 9,19+0,35¢  8,23+0,68" 15,08 0,002*

agirhgi artisa
Veriler ortalama =+ standart hata (X £ Sx) olarak gdsterilmistir. *Non-parametrik, Kruskal Wallis testi
uygulanmistir.2°Ayn1 satirda farkli harflerle gosterilen degerler birbirinden farklidir (Mann Whitney U
testi uygulanmugtir). Istatistiksel anlamlilik p< 0,05 olarak verilmistir.

Bahsedilen donemlere gore farelerin viicut agirligi degisimi Sekil 4.5.’te ayrica
gosterilmistir. Farelerin 15 haftalik miidahale donemi ve toplam diyet donemindeki
viicut agirlik ortalamalar1 incelendiginde; kontrol grubunun viicut agirliginin en diisiik
oldugu, bununla birlikte YTD, YD ve YF gruplarimin viicut agirliklar1 arasindaki
farkin anlamli olmadig1 saptanmistir. Farelerin terminal donemdeki viicut agirliklar
ortalamalar1 da benzer sekilde bulunmustur. YTD, YD ve YF gruplarinin terminal
donem viicut agirliklar1 birbirinden farkli olmamakla birlikte kontrol grubuna gore
anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur. Farelerin toplam diyet donemi sonunda
viicut agirliklarindaki artisg incelendiginde ise en yiiksek artisin YD grubunda oldugu
goriilmektedir. YTD ve YF gruplarindaki viicut agirhigr artisi ise kontrol grubundan
ylksek olmakla birlikte farkli bulunmamustir (Sekil 4.5.).
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4.2. Karaciger ve Kanda Biyokimyasal Bulgular
4.2.1. Plazma ve Karaciger Trigliserid Diizeyleri

Farelerin plazma trigliserid diizeyleri incelendiginde; kontrol grubunun
74,50+7,22 mg/dL, YTD grubunun 81,29+6,43 mg/dL, YD grubunun 110,50+£12,98
mg/dL ve YF grubunun 119,50+14,96 mg/dL oldugu saptanmistir. Gruplarin plazma
trigliserid  diizeyleri arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamhi oldugu
gozlenmektedir (p<0,05). Ikili karsilastirmalar yapildiginda, YD ve YF grubunun en
yiiksek plazma trigliserid konsantrasyonuna sahip oldugu ancak bu iki grup arasinda

anlamli farklilik olmadig1 saptanmistir (Sekil 4.6).

,_.
(=
o

e e

= O 0 O N~

c o O o o ©o
—

[}

Plazma Trigliserit (mg/dL)
o
(=]

o

K YTD YD vyF  P0.0%

Sekil 4.6. Gruplara gore farelerin ortalama plazma trigliserid konsantrasyonlari.
K: Kontrol diyeti alan grup, YTD: Yiiksek tekli doymamis yag asitli diyet alan grup,
YD: Yiiksek doymus yag asitli diyet alan grup, YF: Yiiksek fruktozlu diyet alan grup.
*Non-parametrik, Kruskal Wallis testi uygulanmustir. ®Ayn1 satirda farkli harflerle
gosterilen degerler birbirinden farklidir (Mann Whitney U testi uygulanmustir).
Istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak verilmistir.

Farelerin ortalama karaciger trigliserid diizeylerine bakildiginda ise, kontrol
grubunun 159,56+19,08 mg/dL, YTD grubunun 272,38+29,66 mg/dL, YD grubunun
303,09+27,47 mg/dL ve YF grubunun 303,81+£31,43 mg/dL oldugu saptanmustir.
Gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmustir (p<0,05).

Gruplarin ikili olarak karsilagtirmalar1 yapildiginda ise, kontrol grubunun diger
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gruplardan anlamli olarak diisiik plazma trigliserid ortalamasi oldugu goriilmektedir

(Sekil 4.7).

400 *

3
300 b I
250
a
150
100
50
0
K YTD YD YF

Sekil 4.7. Gruplara gore farelerin ortalama Kkaraciger trigliserid
konsantrasyonlari. K: Kontrol diyeti alan grup, YTD: Yiiksek tekli doymamis yag
asitli diyet alan grup, YD: Yiiksek doymus yag asitli diyet alan grup, YF: Yiiksek
fruktozlu diyet alan grup. *Non-parametrik, Kruskal Wallis testi uygulanmstir. ®®Ayni
satirda farkli harflerle gosterilen degerler birbirinden farklidir (Mann Whitney U testi
uygulanmistir). Istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak verilmistir.

Karaciger Trigliserit (mg/dL)
y]
g

*p<0,05

4.2.2. Plazma Serbest Yag Asitleri Diizeyi

Farelerin plazma serbest yag asitleri ortalamalarma bakildiginda kontrol
grubunun 354,21+£23,11 pmol/L, YTD grubunun 421,89+9,46 umol/L, YD grubunun
435,75+20,61 pmol/L ve YF grubunun 434,00+14,05 pmol/L oldugu goézlenmistir.
Plazma toplam serbest yag asitleri i¢in gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak
anlamli oldugu saptanmustir (p<0,05). Ikili karsilastirmalar yapildiginda kontrol
grubunun plazma serbest yag asitleri diizeyinin, diger gruplardan anlamli olarak diisiik

oldugu belirlenmistir (Sekil 4.8.).
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Sekil 4.8. Farelerin ortalama plazma toplam serbest yag asitleri
konsantrasyonlari. K: Kontrol diyeti alan grup, YTD: Yiiksek tekli doymamis yag
asitli diyet alan grup, YD: Yiiksek doymus yag asitli diyet alan grup, YF: Yiiksek
fruktozlu diyet alan grup. *Non-parametrik, Kruskal Wallis testi uygulanmistir. ®®Ayni
satirda farkli harflerle gosterilen degerler birbirinden farklidir (Mann Whitney U testi
uygulanmustir). Istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak verilmistir.

4.2.3. Aclik Plazma Glukoz Diizeyi

Farelerin plazma glukoz ortalamalarina bakildiginda kontrol grubunun
130,38+8,13 mg/dL, YTD grubunun 171,21+7,70 mg/dL, 194,20+11,21 mg/dL ve YF
gubunun 173,76£5,19 mg/dL oldugu saptanmistir. Yiiksek doymus yag asidi ile
beslenen farelerin plazma glukoz degerleri diger gruplardan daha yiiksek bulunmustur

ancak gruplar arasindaki farkin anlamli olmadig1 gézlenmistir (p>0,05) (Sekil 4.9.).
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Sekil 4.9. Gruplara gore farelerin ortalama plazma glukoz konsantrasyonlari. K:
Kontrol diyeti alan grup, YTD: Yiiksek tekli doymamis yag asitli diyet alan grup, YD:
Yiiksek doymus yag asitli diyet alan grup, YF: Yiiksek fruktozlu diyet alan grup.
*Non-parametrik, Kruskal Wallis testi uygulanmustir. Istatistiksel anlamlilik p<0,05
olarak verilmistir.

4.2.4. Achik Plazma Insiilin Diizeyi ve Insiilin Direnci Durumu

Farelerin plazma insiilin degerlerinin ortalamalarma bakildiginda kontrol
grubunun 9,76+0,6 pU/mL, YTD grubunun 10,49+0,41 pU/mL, YD grubunun
11,12+0,17 pU/mL ve YF grubunun 11,17+0,35 uU/mL oldugu gozlenmistir. Yiiksek
fruktozlu diyet alan farelerin aclik kan insiilin konsantrasyonunun diger gruplardan
daha yiiksek oldugu gozlenmektedir ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli

bulunmamistir (p>0,05) (Sekil 4.10.).
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Sekil 4.10. Gruplara gore farelerin ortalama achk plazma insiilin
konsantrasyonlari. K: Kontrol diyeti alan grup, YTD: Yiiksek tekli doymamis yag
asitli diyet alan grup, YD: Yiiksek doymus yag asitli diyet alan grup, YF: Yiiksek
fruktozlu diyet alan grup. *Non-parametrik, Kruskal Wallis testi uygulanmustir.
[statistiksel anlamlilik p<0,05 olarak verilmistir.

Farelerin insiilin direnci hesab1 i¢in HOMA-IR, QUICKI degerleri ve
glukoz:insiilin orani kullanilmistir. HOMA-IR degerlerinin; kontrol grubu igin
3,01+0,10, YTD grubu i¢in 4,67+£0,39, YD grubu i¢in 4,40+0,31 ve YF grubu i¢in
4,87+0,19 oldugu goriilmektedir. En yiiksek HOMA-IR degerine sahip grubun, YF
grubundan farkli olmamakla birlikte YD grubu oldugu goriilmektedir. Kontrol ve YTD
grubunun HOMA-IR degerleri ise anlamli olarak daha diisiik bulunmustur (p<0,05)
(Sekil 4.11.).
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Sekil 4.11. Gruplara gore farelerin ortalama HOMA-IR degerleri. K: Kontrol
diyeti alan grup, YTD: Yiiksek tekli doymamis yag asitli diyet alan grup, YD: Yiiksek
doymus yag asitli diyet alan grup, YF: Yiiksek fruktozlu diyet alan grup. *Non-
parametrik, Kruskal Wallis testi uygulanmistir. Istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak
verilmistir. ®Ayn1 satirda farkli harflerle gosterilen degerler birbirinden farklidir
(Mann Whitney U testi uygulanmaistir).

Farelerin QUICKI degerleri incelendiginde; kontrol grubu i¢in 1,48+0,04,
YTD grubu i¢in 1,46+0,02, YD grubu i¢in 1,49+0,01 ve YF grubu i¢in 1,50+0,01
olarak hesaplanmistir. Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir

(p>0,05). Buna gore kontrol ve miidahale gruplarinda insiilin direnci bulunmamaktadir

(Sekil 4.12.).
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Sekil 4.12. Gruplara gore farelerin ortalama QUICKI degerleri. K: Kontrol diyeti
alan grup, YTD: Yiksek tekli doymamis yag asitli diyet alan grup, YD: Yiiksek
doymus yag asitli diyet alan grup, YF: Yiiksek fruktozlu diyet alan grup. *Non-
parametrik, Kruskal Wallis testi uygulanmustir. Istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak
verilmistir.

#p=0,05

Farelerin hesaplanan glukoz:insiilin oranlar1 incelendiginde; kontrol grubu i¢in
12,75+1,67 mg/10*U, YTD grubu icin 16,64+0,94 mg/10*U, YD grubu igin
16,97+0,70 mg/10*U ve YF grubu igin 15,43+0,70 mg/10*U olarak hesaplanmustir.
Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05). Buna gore

kontrol ve miidahale gruplarinda insiilin direnci bulunmamaktadir (Sekil 4.13.).

20
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14
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Sekil 4.13. Gruplara gore farelerin glukoz:insiilin oram. K: Kontrol diyeti alan

grup, YTD: Yiiksek tekli doymamis yag asitli diyet alan grup, YD: Yiiksek doymus
yag asitli diyet alan grup, YF: Yiiksek fruktozlu diyet alan grup. *Non-parametrik,
Kruskal Wallis testi uygulanmistir. Istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak verilmistir.

Glukoz:nsiilin oram (mg/10- U)

= S e ]

#p>0,05
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4.2.5. A¢hik Plazma C-Reaktif Protein Diizeyi

Farelerin plazma CRP degerlerinin ortalamalarina bakildiginda kontrol
grubunun 240,65+14,94 ng/mL, YTD grubunun 192,20+£27,95 ng/mL, YD grubunun
253,41+£30,59 ng/mL ve YF grubunun 319,04+£22,89 ng/mL oldugu saptanmustir.
Farelerin plazma CRP degerleri arasindaki fark gruplara gore degerlendirildiginde,
gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmektedir (p<0,05).
Gruplar arasinda ikili karsilastirmalar yapildginda en yiiksek plazma CRP diizeyinin

fruktozlu diyet alan grupta oldugu saptanmustir. (Sekil 4.14.).
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Sekil 4.14. Gruplara gore farelerin ortalama achk plazma C reaktif protein
(CRP) konsantrasyonlari. K: Kontrol diyeti alan grup, YTD: Yiiksek tekli doymamis
yag asitli diyet alan grup, YD: Yiiksek doymus yag asitli diyet alan grup, YF: Yiiksek
fruktozlu diyet alan grup. *Non-parametrik, Kruskal Wallis testi uygulanmistir. ®®Ayni
satirda farkli harflerle gosterilen degerler birbirinden farklidir (Mann Whitney U testi
uygulanmustir). Istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak verilmistir.

Farelerin yag asit biyosentezi, insiilin direnci, terminal organ agirliklar1 ve
inflamasyon ile iligkili biyokimyasal parametreleri Tablo 4.4.’te goriilmektedir.

Farelerin terminal karaciger agirliklarina bakildiginda; kontrol grubunun
1,35+0,07 g, YTD grubunun 1,71+0,06 g, YD grubunun 2,08+0,08 g ve YF grubunun
1,95+0,13 g oldugu goriilmektedir. Buna gore; farelerin terminal karaciger agirliklar:
acisindan gruplar arasindaki farkin anlamli oldugu saptanmistir (p<0,001). Gruplar

arasinda ikili karsilagtirmalar yapildginda; en yiiksek karaciger agirliklarinin yiiksek
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doymus yag asidi ve yiliksek fruktoz alan gruplarda oldugu goriilmektedir. YTD
grubunun karaciger agirlig1 kontrol grubundan anlamli olarak yiiksek olmakla birlikte,
YD ve YF gruplarindan diisiiktiir. Farelerin terminal bobrek agirliklari incelendiginde;
kontrol grubunun 0,32+0,04 g, YTD grubunun 0,48+0,04 g, YD grubunun 0,48+0,02
g ve YF grubunun 0,41+£0,01 g oldugu goriilmektedir. Buna gore, farelerin terminal
bobrek agirliklart agisindan gruplar arasindaki farkin anlamli oldugu saptanmistir
(p<0,001). Gruplar arasinda karsilagtirmalar yapildiginda ise YTD, YD ve YF
gruplarinin bobrek agirliklarinin kontrol grubuna gore anlamli olarak daha yiiksek
oldugu saptanmustir. Farelerin terminal kalp agirliklar1 incelendiginde; kontrol
grubunun 0,16+0,01 g, YTD grubunun 0,19+0,01 g, YD grubunun 0,21+0,01 g ve YF
grubunun 0,17+£0,00 g oldugu goriilmektedir. Buna gore, farelerin terminal kalp
agirliklart agisindan gruplar arasindaki farkin anlamli oldugu saptanmistir (p<0,05).
Gruplar arasinda ikili karsilagtirmalar yapildiginda; YTD ve YD gruplarimin kalp
agirliklarinin, kontrol ve YF grubundan anlamli olarak daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. Kontrol ve YF grubunun kalp agirliklar ise farkli bulunmamigtir

(Tablo 4.4.).
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4.3. Karacigerde Western-Blot ile Peptid Analizi
4.3.1. Yag Asit Biyosentezi ile iligkili Peptidler

Farelerin karaciger dokusunda yapilan ACC-1 ve fosforile formdaki ACC-1
enzimi analizi sonucu elde edilen bantlar Sekil 4.15.’de goriilmektedir. Western-blot
analizi sonucunda elde edilen bantlarda ACC-1 enziminin tiim gruplarda eksprese
oldugu, fosforile formdaki ACC-1 enziminin ise ekspresyon diizeyinin ise YD ve YF

gruplarinda artis gosterdigi goriilmektedir.

p-ACC-1 ‘ A 230 kDa
B-aktin ~ WEEEE  Sw— — -0
i S
. IS 2
%, % 0

Sekil 4.15. Farelerin karaciger homojenatlarinda ACC1 ve p-ACC-1 ile kontrol
olarak p-aktin peptidlerine ait western-blot bantlari. ACC-1: asetil KoA
karboksilaz-1, p-ACC-1: fosforile asetil KoA karboksilaz-1

4.3.2. Insiilin Sinyalizasyonu ile Tliskili Peptidler

Farelerin karaciger dokusunda insiilin sinyalizasyonu ile iliskili peptidlerin
western-blot analizi sonucunda elde edilen bantlar Sekil 4.16.’da goriilmektedir.
Sonuglar incelendiginde; AMPK enzimi bantlarinin tiim gruplarda eksprese oldugu
ancak fosforile formdaki AMPK’nin YTD ve YF gruplarinda kontrol ve YTD
gruplarma gore daha diisiik diizeyde eksprese oldugu goriilmektedir. Benzer sekilde

IRS-1’in ekspresyon diizeyinde gruplar arasinda farklilik goézlenmezken, fosforile
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formdaki IRS-1’in ekspresyon diizeyinin YTD ve YF gruplarinda kontrol ve YTD

gruplarina gore daha diisiik oldugu goézlenmektedir.

AMPK =~ " S 62 kDa
P-AMPK | e 62 kDa
IRS-1 —— 180 kDa

p-IRS-1 L ——— 180 kDa

B-aktin ¥ 45kDa
y 4 b
Y, T o
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Sekil 4.16. Farelerin karaciger homojenatlarinda AMPK, p-AMPK, IRS1ve p-
IRS1 ile kontrol olarak f-aktin peptidlerine ait western-blot bantlar.. AMPK:
Adenozin monofosfat ile aktive olan protein kinaz, p-AMPK: fosforile adenozin
monofosfat ile aktive olan protein kinaz, IRS-1: insiilin reseptor substrat-1, p-IRS-1:
fosforile insiilin reseptor substrat-1

4.3.3. inflamasyon ile iliskili Peptidler

Farelerin inflamasyonla iliskili olarak karaciger dokusunda bakilan inflamatuar
sitokinlerden TNF-a, IL-1f, IL-6 ile TLR-4 bantlar1 Sekil 4.17.de goriilmektedir.
Analiz sonuglar1 incelendiginde; TNF-a’nin YD ve YF gruplarinda daha yiiksek
diizeyde eksprese oldugu gézlenmektedir. IL-1p ve IL-6 bantlarinin YTD, YD ve YF
gruplarinda benzer olarak bulunmakla birlikte, bu sitokinlerin kontrol grubunda
eksprese olmadigi goriilmektedir. Ayrica YD ve YF gruplarindaki TLR-4 ekspresyon
diizeyinin kontrol ve YTD gruplarina gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
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TNF-a = # | & W 31kDa
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IL-1p ~ 17kDa

IL-6 # nds e 24kDa
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Sekil 4.17. Farelerin karaciger homojenatlarinda TNF-a, IL-1p, IL-6 ve TLR-4
ile kontrol olarak B-aktin peptidlerine ait western-blot bantlari. TNF-o: Timor
nekroz-o, IL-1p: interlokin-1p, IL-6: interlokin-6, TLR-4: toll benzeri reseptor-4
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5. TARTISMA

Alkole bagli olmayan basit karaciger yaglanmasi, kronik hastaliklarin olusumu
ve prognozunda siklikla karsilagilan metabolik bir etkendir ve karacigerde depolanan
trigliserid miktarinin artisiyla karakterize bir bozukluk olarak tanimlanmaktadir (16,
327). Basit karaciger yaglanmasinin obezite, insiilin direnci ve dislipidemi ile iliski
gosterdigi bildirilmistir (328). Insiilin direnci ve sitokin saliimu ile gelisen inflamatuar
durumun karaciger yaglanmasi olusumu ve progresyonunda onemli risk faktorii
oldugu gosterilmesine karsin, yag asit biyosentezi, lipogenez ve inflamasyonun altinda
yatan mekanizma hentiz aydinlatilamamastir.

Bu nedenlerden dolayi, bu calismada fazla miktarda doymus yag asitleri ve
fruktoz tliketiminin farelerde lipogenez, insiilin direnci ve inflamasyon iizerine etkileri
incelenmistir. Farelerden elde edilen bulgular; kontrol diyeti, yliksek tekli doymamis
yag asitli diyet (YTD), yliksek doymus yag asitli diyet (YD) ve yiiksek fruktozlu diyet
(YD) alan gruplar i¢in degerlendirilmistir. Yem tiiketimi, giinliik enerji alimlar1, makro
besin 6geleri alimlar1 ve viicut agirliklar ile organ-dokularda biyokimyasal analizler
ve mekanizmalarda gorevli olabilecek peptidlerin western-blot analizleri olmak tizere

ic baslik altinda sirasiyla degerlendirilmistir.

5.1. Yem Tiiketimi, Enerji ve Makro Besin Ogeleri Ahmu ile Viicut

Agirhiklar:

Farelerin yem tiiketimleri incelendiginde; miidahale dncesi donemde gruplar
arasinda farklilik bulunmadig1 ve farelerin yem tiiketimi agisindan homojen bir
dagilim gosterdigi saptanmistir. Buna karsin; miidahale donemi ve toplam diyet
donemi siiresince gruplarin yem tiiketimleri arasindaki farkin istatistiksel olarak
anlamli oldugu gozlenmistir (Tablo 4.1.). Izokalorik yiiksek tekli doymamus yag asidi,
doymus yag asidi veya fruktoz iceren yem tiiketimleri kontrol grubuna gore yiiksektir,
ancak fruktoz grubu anlamli olarak diger gruplara gore daha fazla yem tiiketmistir. Bu
farklilik yem, lezzet ve istah gibi bir¢ok etkenden dolay1 olusabilmektedir.

Bahsedildigi gibi kontrol grubuna gore daha yiiksek enerji igermesine karsin,
yuksek fruktozlu diyet ile beslenen grubun daha fazla yem tiikettigi goriilmektedir
(Tablo 4.1.). Bu bulgulara benzer sekilde; yliksek fruktozla beslenen deney

hayvanlarinin daha yiiksek miktarda yem tiikettigini bildiren ¢aligmalara rastlanmakla
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birlikte (329, 330); yem tiikketiminin etkilenmedigini bildiren ¢alismalar da
bulunmaktadir (249, 331-334). Bu durumun fruktozun istah mekanizmasi iizerine olan
etkileri ile iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Besin 6gelerinin, merkezi ve periferal
sinyal peptidlerini etkileyerek istahin diizenlenmesinde rol alabilmektedir. Bu besin
Ogelerinin basinda gelen fruktozun; mideden salinan ghrelin, beyaz adipoz dokudan
salinan leptin ve ince bagirsaklardan salinan peptid Y'Y gibi periferal istah sinyallerini
etkileyerek besin alimini arttirabilecegi diistiniilmektedir (335). Bununla birlikte, besin
alim1 ve enerji homeostazinin uzun dénem diizenlenmesinde rol alan temel hormon
olan insiilin saliniminin fruktoz ile stimiile olmamas1 da istahi arttirici etkisinin
nedenleri arasinda gosterilmektedir (336).

Yiiksek yag iceren diyetlerin yem tiiketimi {izerine olan etkilerin
incelendiginde ise, kemirgenlerde yiiksek yagli beslenmenin hiperfaji olusturdugu
bildiren bir ¢aligmaya rastlanmaktadir (337). Pellet formuna getirilmis diisiikk ya da
yuksek yaglh yemlerin farkli yogunluklarda olmalar1 nedeniyle farkli miktarlarda
tiiketildikleri vurgulanmistir. Diisiik yagli yemlerin daha yogun ve sert oluglari, yiiksek
yagli beslenme sonucunda hiperfaji olusmasinin temel nedeni olarak gosterilmistir. Bu
calismada ise yiiksek yagh diyet alan YTD ve YD gruplarinin, istatistiksel olarak
anlamli olmamakla birlikte standart diyet alan kontrol grubundan daha yiiksek
miktarda yem tiikettigi saptanmustir. Bu sonug, yiiksek yaglh diyetlerin standart diyete
gore daha yumusak ve tiiketilebilir olmalari nedeniyle, daha fazla tiiketildikleri
seklinde yorumlanmistir. Yiiksek yagh diyet alan gruplarin, yiiksek fruktozlu beslenen
gruptan anlamli olarak daha diisiik miktarda yem tiikettigi goriilmektedir. Bu bulguya
benzer sekilde, yiiksek fruktozlu (% 30) diyet ile beslenen si¢anlarin yiiksek yagl (%
45) beslenenlere gore daha yiiksek miktarda yem tiikettigini bildiren giincel bir caligsma
da bulunmaktadir (338).

Yem tiiketimlerinin yami sira giinliik enerji alimi ve buna katkida bulunan
makro besin 0gelerinden karbonhidrat ve yag tiirleri incelendiginde yem alimi1 ve viicut
agirhigr tizerine farkl etkilerinin oldugu goriilmustiir. Yiiksek tekli doymamis yag
asitli diyet, YD ve YF alan gruplar; kontrol grubuna gore daha fazla enerji igeren yem
tiikkettikleri i¢in miidahale doneminde ve toplam diyet doneminde daha fazla enerji
almiglardir (Tablo 4.2.). Birbirine yakin diizeyde enerji iceren diyetler igerisinde;

yiiksek yagl diyetlerde yaglarin toplam enerjiye katkist % 39 iken, yliksek fruktoz
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iceren diyetteki karbonhidratlarin toplam enerjiye katkist % 80°dir. Tekli doymamis
yag asidi igermesi ve eklenen yag asidi kaynaginin rafine olmasi agisindan YTD alan
grup; YD alan grup igin enerji kontrolii olarak degerlendirilmistir (izokalorik kontrol).

Yiiksek yagl diyetler, kemirgenlerde viicut agirligt artiginin saglanmasi ve
obezite ile ilgili deneysel calismalarda siklikla kullanilmaktadir. Yapilan ¢esitli
calismalarin sonuglari; yiiksek yagli diyet (diyet enerjisinin % 40-60’1) ile beslenen
kemirgenlerdeki viicut agirligi degisiminin normal beslenenlere gore daha yiiksek
oldugunu bildirmektedir (339-344). Bu c¢alismada; deney gruplarimin tiikettikleri
yemler kontrol grubuna gore daha fazla enerji igerdigi i¢in, tiim gruplardaki agirlik
kazaniminin kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Tablo 4.3.).
Benzer sekilde yiiksek yagl diyet ile 24 hafta boyunca beslenmenin (diyet enerjisinin
% 60°1) etkilerinin incelendigi bir ¢alismada viicut agirligindaki artisin, viicut yag
kiitlesi ve leptin diizeylerindeki artis ile iliskili oldugu gosterilmistir (345). YTD, YD
ve YF gruplarinin benzer enerji alimlar1 olmasina karsin; ¢alisma baglangici ve bitisi
arasindaki farkin gosterildigi viicut agirligi artisinin, YD grubunda en yiiksek ve sonra
da YF grubunda oldugu gdzlenmektedir. Sonugta viicut agirligindaki artig diizeyine
bakildiginda, yliksek doymus yag asitli veya fruktozlu diyetin de novo yag asit
biyosentezi ve sonrasinda trigliserid seklinde depolanmasi ile lipogenezi artirici
obezojenik etkisi oldugu diisiiniilmiistiir.

Yiiksek fruktozlu diyet ile beslenen farelerde de viicut agirligindaki artig
kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur (Tablo 4.3.). Yapilan
calismalar benzer sekilde; yliksek miktarda (enerjinin % 2,8 ile 65 arasinda) fruktoz
tiiketimi sonucunda viicut agirhginda artis olustugunu bildirmistir (255, 345-347).
Buna karsin yiiksek fruktoz tiiketiminin viicut agirhgim etkilemedigini bildiren bir
caligmaya da rastlanmstir (348).

Bazi kisa donem insan ¢aligmalari, ayn1 enerjiye sahip yag veya karbonhidrath
beslenmenin viicut agirligi lizerine benzer etkileri oldugunu bildirmistir (349, 350). 8
hafta boyunca yiiksek fruktoz (toplam enerjinin % 30’u) veya yiiksek yagli (toplam
enerjinin % 45’1) diyet alan siganlarin viicut agirhiklarindaki  degisim
karsilastirildiginda, yiiksek yagli beslenen gruptaki artisin daha yiiksek oldugu
saptanmistir. Bununla birlikte, yiiksek fruktozlu diyet ile beslenen sicanlarin standart

diyet alan gruba gore viicut yag kiitlesindeki artisin anlamli oldugu bildirilmistir (338).
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Viicut agirliginda tek basina meydana gelen bir artisin obeziteye neden olmayacagi,
viicut kompozisyonunda meydana gelen degisimlerin gz Oniine alinmasi gerektigi
bilinmektedir. Bu ¢calismada, ¢alisma siiresince viicut agirligi artiginin yiiksek doymus
yag asidi alan grupta anlamli olarak daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Ancak
fruktozlu diyet grubunun viicut kompozisyonda beyaz adipoz dokuda daha fazla artis
seklinde degisim olusturabilecegi gz oniinde bulundurulmalidir.

Sonuglar genel olarak degerlendirildiginde, bu ¢aligmada yiiksek fruktozlu
diyet alan grubun, yem tiiketimi daha yiiksek bulunmustur. Bu durum, fruktozun lezzet
algist ve istah iizerinde rolii olan peptidleri etkileyerek yem tliketimini degistirdigi
seklinde yorumlanmistir. Viicut agirlig1 artis1t miidahale gruplarinda enerji alimindaki
artisa bagli olarak kontrol grubundan daha yiiksek olmustur. Enerji alimi ayn1 olmasina
ragmen fruktoz ve doymus yag asitleri iceren diyet tiiketen grubun calisma sonunda
viicut agirligindaki artis anlamli olarak daha yiiksektir. Bu durumun fruktoz ve
ozellikle doymus yag asitlerinin adipoz doku ve karacigerde lipogenezi uyarmasi ve
viicut adipozitesini arttirmasi ile iligkili olabilecegi diislinlilmektedir. Farelerin yem
tilketimleri Olciiliirken farelerin kafes igerisinde olusturdugu yem artiklarinin net
olarak Olclilememesinden dolayr az da olsa farkliliklarin olusabildigi de

degerlendirilmelidir.
5.2. Karaciger ve Kan Biyokimyasal Bulgular

Diyet ile alinan yag asitleri ve de novo lipogenez i¢in substrat olarak kullanilan
karbonhidratlar, karaciger yaglanmasi olusumunda 6nemli rol almaktadir (351, 352).
Ozellikle doymus yag asitleri ve fruktozun, insiilin direnci ve karacigerde yag asidi
sentezi ile iliskili mekanizmalar1 degistirerek basit karaciger yaglanmasi olusumu
tizerine etki gosterebildigi bildirilmistir (270).

Yiiksek yagl diyet ile beslenme basit karaciger yaglanmasi etiyolojisinde
Oonemi yere sahiptir (353). Yapilan hayvan ¢alismalar1 yiiksek miktarda yag asidi
alimiin karacigerde yaglanmaya neden oldugunu gostermektedir (354, 355). Benzer
sekilde, saglikli bireylerde yapilan bir ¢alismanin sonuglarina gore yliksek doymus yag
asitleri ile beslenme (toplam enerjinin % 30’u) hepatik trigliserid depolanmasini
arttirmaktadir (356). C57Bl/6 ve diger fare cinsleri ile yapilan ¢aligmalarda, yiiksek

yagl diyetlerin viicut agirliginda artigla birlikte, insiilin direncinin indiiklenerek
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karacigerde depolanan lipid miktarinin da artisina neden oldugunu bildirmektedir
(357, 358).

Yiiksek fruktozlu (toplam enerjinin % 34°l) veya yiiksek yagh (toplam
enerjinin % 42’si) diyetle beslenen farelerde hem plazma hem de karaciger trigliserid
diizeylerinin kontrol grubuna gore yiiksek oldugu ve fruktoz icerigi yiiksek olan
diyetin, yiiksek yaglh diyetle benzer sekilde viicut agirligimmi degistirmeden lipit
parametrelerini etkiledigi bildirilmistir (249). Bununla birlikte insanlarda yiiksek
karbonhidrat ve diisiik yagh diyet tiikketilmesinin enerjinin hem hiperkalorik (359) hem
de izokalorik oldugu durumlarda (100), plazma trigliserid diizeylerini arttirdigi
bildirilmistir.

Bu calismada farelerin kan biyokimyasal bulgulari incelendiginde; farelerin
plazma trigliserid diizeyleri arasindaki farkin anlamli oldugu gozlenmektedir. Yiiksek
tekli doymamis yag asidi alan grupta, plazma trigliserid diizeyinin standart diyet alan
kontrol grubundan farkli olmadig1 goriilmekle birlikte; yliksek doymus yag asidi ve
yiiksek fruktozlu diyet alan gruplarin plazma trigliserid diizeylerinin anlamli olarak
yiiksek oldugu saptanmustir (Tablo 4.4.). Literatiirdeki ¢alismalara benzer sekilde (97,
360-362), yiiksek fruktoz tiiketiminin plazma trigliserid diizeyinde artis ile iliskili
oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.6.) (Tablo 4.4.). Bu sonuclar yiiksek doymus yag asidi ve
yiiksek fruktozun de novo yag asit biyosentezini stimiille eden mekanizmalar
uyarabildigi seklinde yorumlanmustir.

Yiiksek miktarda fruktoz iceren diyet tiiketimi sonucu metabolize olan fruktoz
miktariin artisi, de novo lipogenezde artis ile beraber plazma ve karaciger trigliserid
diizeylerini yiikseltebilmektedir (97, 361). Fruktozun hepatik metabolizmasi sirasinda
olusan ara tirlinlerin yag asit depolanma diizeyinde artisa neden oldugu gosterilmistir
(363). Fruktozun plazma ve karaciger trigliserid diizeyleri iizerine olan etkilerini
inceleyen ¢alismalarda farkli sonuglara rastlanmaktadir. insanlarda uzun dénem (>2
hafta) enerjinin, % 20-25’ini karsilayan fruktoz tiiketiminin aglik trigliserid
diizeylerini arttirdigi bildirilmistir (364). Bununla birlikte, fruktozla beslenen
siganlarin plazma trigliserid diizeylerinin gruplar arasinda farkli olmadigini bildiren
bir ¢alisma da bulunmaktadir (365). Sonuglarin ¢eliskili olma nedeninin, bireyler ve
gruplar arasindaki ¢esitlilik ile verilen fruktozun kaynagi ve miktarindaki farkliliklar

olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu c¢aligmada, karacigerdeki trigliserid diizeylerine
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bakildiginda ise, benzer sekilde yiiksek doymus yag asidi ve yiiksek fruktoz alan
gruplarin karaciger trigliserid diizeylerinin diger gruplardan daha yiiksek oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.7.) (Tablo 4.4.). Ancak gruplar arasindaki farkin istatistiksel
olarak anlamli olmadig1 saptanmustir.

Yiiksek karbonhidrat ve/veya yagli diyetlerin; karacigerde nétral lipitlerin
birikimine neden olarak hem kan glukoz hem de serbest yag asit diizeylerini arttirdigi,
hiperglisemi ve insiilin direnci ile iligkili gosterilmistir (366). Yiiksek doymus yag
asitleri veya yliksek karbonhidratli diyetlerin etkilerinin karsilagtirildigi bir fare
calismasinda ise; yiiksek doymus yag asitlerinin yiiksek fruktozla birlikte verildiginde,
basit karaciger yaglanmasi olusumu {iizerine bu besin Ogelerinin tek basina
verilmesinden daha fazla etki ettikleri bildirilmistir (367). Diyetle artmis doymus yag
asidi aliminin etkilerinin incelendigi bir ¢alismada (300) ise, erkek Wistar siganlara
nisasta, siikroz, ¢oklu doymamis yag asidi veya doymus yag asidi ytliksek diyetler 1, 4
veya 24 hafta boyunca verilmistir. 4 ve 24. haftalarda karaciger trigliserid diizeylerinin
yiiksek silikroz veya doymus yag asidi alan gruplarda, diger gruplarla benzer oranda
arttig1 saptanmistir. Benzer sekilde, bu ¢alismanin sonuglarinda da yiliksek doymus yag
asidi alan grubun, yiiksek fruktoz alan grupla birlikte en yiiksek karaciger trigliserid
diizeylerine sahip oldugu goriilmektedir (Sekil 4.7.).

Yiiksek tekli doymamis yag asidi veya tekli doymamis yag asidi-doymus yag
asitlerini esit miktarlarda igeren diyetlerin serum trigliserid konsantrasyonlarini
azalttig1 ve lipit profilini iyilestirdigini bildiren bir ¢aligma bulunmaktadir. Bu durum
doymus yag asidi i¢eren bir diyete tekli doymamis yag asidi eklendiginde olumlu etki
olusturabilecegi seklinde yorumlanmistir (368). Benzer sekilde doymus yag asitleri
yerine tekli doymamis yag asidi iceren diyetlerin plazma trigliserid diizeyinde
azalmaya neden oldugunu bildiren ¢alismalar bulunmaktadir (369-371). Bu etkilerin
VLDL-kolesterol kompozisyonunda veya katabolizmasinda olusan degisiklikler ile
iligkili olabilecegi seklinde yorum yapilmustir. Yiiksek tekli doymamis yag asidi ve
yiiksek karbonhidrat igeren diyetlerin biyokimyasal parametreler iizerine olan
etkilerinin karsilagtirildigi bir calismada da, tekli doymamis yag asitlerinin plazma
trigliserid diizeylerini diisiirebilecegi vurgulanmistir (372). Bu ¢alismada da benzer

sekilde tekli doymamis yag asidi alan grubun plazma trigliserid diizeylerinin, doymus
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yag asidi ve fruktoz alan gruplardan anlamli olarak daha diistik oldugu goriilmektedir
(Sekil 4.7.) (Tablo 4.4.).

Yiiksek plazma serbest yag asitleri kompozisyonunun, insiilin direnci ve
adipogenezde artis ile iliskili oldugu bilinmektedir. Serbest yag asitlerinin insiilin
sinyalizasyon yolaklarinda bozulmaya neden olarak insiiline direnci gelisiminde rol
alabildigi bildirilmistir (373). Bu c¢alismada, yiiksek yagli ve yiiksek fruktozlu
beslenen farelerin plazma serbest yag asit diizeylerinin kontrol grubundan anlaml
olarak yiiksek oldugu, ancak birbirlerinden farkli olmadigi goézlenmistir. Plazma
serbest yag asitleri, kontrol grubu ve tekli doymamis yag asidi alan gruba gore yliksek
bulunmustur. Doymus yag asidi yiliksek olan grupla ise fruktoz grubu arasinda fark
bulunamamistir (Sekil 4.8.) (Tablo 4.4.). Serbest yag asitleri diizeylerinde gézlenen
farkliliklarin; yiiksek doymus yag asidi ve yliksek fruktozlu beslenme sonucunda yag
asit biyosentezinde artis ve insiilin sinyalizasyon yolaklarinda bozulma ile iliskili
olabilecegi diisiiniilmektedir.

Diyet kompozisyonunun insiilin duyarlilig1 regiilasyonu {izerine olan etkilerini
inceleyen bazi ¢aligmalarin sonuglari, yiiksek yagli diyet tiiketiminin hiperinstilinemi
(340, 374) ve hiperglisemi (374) ile iliskili oldugunu bildirmektedir. Bu ¢alismanin
sonuclarina gore; doymus yag asitlerinin hiperinsiilinemik ve hiperglisemik etkileri
gozlenmemistir ancak HOMA-IR degerleri hesaplandiginda, YD ve YF gruplarinin
degerleri kontrol ve YTD gruplarina gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur (Tablo
4.4.)). Bu durum, yiiksek doymus yag asitli ve yiiksek fruktozlu beslenmenin
karacigerdeki trigliserid birikimi ve hepatosit disfonksiyonu ile viicutta genel
adipogenez ve viseral yaglanmayr arttirict etkisine bagli olarak insiilin
sinyalizasyonunu bozarak diren¢ olusturabilecegi seklinde yorumlanmistir. Bununla
birlikte, kronik donemde glukoz regiilasyonun da bozulabilecegi ancak akut donemde
aclik kan glukozu acisindan net etkilerin heniiz gériilmemis oldugu diistiniilmektedir.

Yiiksek fruktozlu beslenmenin hiperglisemi olusumuna neden olacagin
bildiren ¢aligmalar bulunmakla birlikte (340, 375), glisemik kontrol iizerine etkisi
olmadigini bildiren bir ¢alisma da bulunmaktadir (266). Yiiksek fruktozlu diyet ile
beslenme sonucunda gozlenen normal kan glukoz diizeylerini, fruktozlu beslenme
sonucunda karacigerde glikojen depolarmin artisina baglayan bir caligma da

bulunmaktadir (376). Bununla birlikte, yiiksek fruktozlu beslenmenin insiilin
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duyarlilig1 ve insiilinin hiicre i¢i sinyal yolaklarinin etkileyerek diyabet riskini arttig
diistintilmektedir (377). Yiiksek fruktozlu diyete yanit olarak gelisen plazma trigliserid
diizeylerindeki artigin da, insiilin sinyalizasyon yolaklar1 ile iligkili olarak insiilin
direnci olusumuna neden olabildigi kabul edilmektedir (35, 260, 377-379). Buna
paralel olarak, diyette yiiksek miktarda fruktoz bulunmasi sonucunda olusan insiilin
direncini yiiksek plazma trigliserid ve serbest yag asitleri diizeyi ile iligskilendiren
calismalar bulunmaktadir (266, 375).

Bu calismanin verileri de benzer sekilde, yiiksek fruktozlu diyet alan grupta
hiperglisemi ya da hiperinsiilinemi olusmadan HOMA-IR degerlerinde anlamli
yukselme oldugunu gostermektedir (Sekil 4.11.) (Tablo 4.4.). Bu durum, yiiksek
fruktozlu diyete yanit olarak gelisen kan lipit parametrelerindeki degisimin insiilin
sinyalizasyon yolaklar1 tizerine etki gostererek insiilin direnci parametrelerini arttirdigi
seklinde yorumlanmustir. Yapilan bir deneysel ¢alismada, bu bulgulara paralel olarak
yuksek fruktozun akut olarak insiilin sekresyonunda artisa neden olmamakla birlikte,
kronik donemde GLUTS ile iligkili ve inflamatuar baz1 yolaklarin aktivasyonu ile
insiilin direncine neden olabilecegi bildirilmistir (270). Benzer bir ¢alismada da, 8
hafta boyunca % 40 fruktozlu diyetin serum insiilin diizeylerinde bir farkliliga neden
olmadig1 gosterilmistir (380). 2 hafta boyunca % 66 fruktozlu diyetin plazma
trigliserid diizeylerini degistirmekle birlikte, plazma glukoz ve insiilin diizeyleri
lizerine etki gdstermedigini bildiren bir ¢calisma da bulunmaktadir (251). Ote yandan,
yuksek fruktozlu veya yiiksek yagli beslenme sonucunda, kemirgenlerde plazma
insiilin konsantrasyonunun anlamli olarak arttigin1 bildiren bir ¢alismaya da
rastlanmistir (365).

Diyette karbonhidrat ve/veya yag oranlarin1 degistirmeden yalnizca alinan
toplam enerjiyi arttirmak, basta karaciger olmak iizere bobrek, kalp, gibi i¢ organlarda
biriken trigliserid miktarin1 yani viseral yaglanmay1 ve bdylece organ agirliklarini
arttirabilmektedir. Bu calismada yiiksek doymus yag asitleri ve fruktoz alan gruplarda
karaciger, bobrek ve kalp agirliklarinin daha yiiksek olusu, abdominal ve viseral
yaglanmanin stimiile olarak organ agirliklarini etkiledigi seklinde yorumlanmaktadir.
Karaciger ve bobreklerde yag asitleri substrat olarak kullanildigi i¢in lipogenezi

tetikledigi ve organ agirliklarinin artisina neden oldugu, bununla birlikte fruktozun
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kalpte substrat olarak kullanilmadigindan (381) dolay1 kalp agirligi {izerine etki
etmedigi diisiiniilmektedir.

Karacigerde lipogenez diizeyinde artisin, hepatositlerde insiilin direnci ve
hiicre hasarina neden olan proinflamatuar medyatdrlerin salinimu ile iligkili oldugu
bilinmektedir (382, 383). Yiiksek enerjili beslenme ile birlikte adipoz doku
miktarindaki artisin, CRP gibi akut faz reaktanlarinin sentezinde artisa neden olarak
inflamatuar sinyal yolaklarini uyardigi gosterilmistir (384). Plazma CRP diizeyinin
insan ve kemirgenlerde inflamasyon i¢in 6nemi bir belirte¢ oldugu, instilin direnci ve
hiperlipidemi ile korelasyon gosterdigi bildirilmistir (385). Siganlarda yapilan bir
calismanin sonuclarina gore, 19 hafta boyunca yiiksek yagl diyet (toplam enerjinin %
31,8’1) ile beslenme, plazma CRP diizeylerinde anlamli artisa neden olmustur (386).
Bu calismada, en yiiksek plazma CRP diizeyinin YF grubunda oldugu saptanmistir
(Sekil 4.14.). Bu sonug, yiiksek fruktozlu beslenmenin karacigerdeki yag asit
biyosentezi ve yag birikimini arttirarak inflamasyona neden olabildigi seklinde

degerlendirilmistir.
5.3. Karacigerde Western-Blot ile Peptid Analizi

Karaciger ve kandan elde edilen biyokimyasal sonuglarin altinda yatan
mekanizmalarin incelenmesi amaciyla yag asit biyosentezi, insiilin reseptor
sinyalizasyonu ve inflamasyon ile iliskili peptid yapili enzimler ve sitokinler karaciger
dokusunda western-blot analizi ile incelenmistir. Farkli oranlarda doymus yag asidi
veya fruktoz alimun; yag asit sentezi iizerine olan etkilerinin degerlendirilmesi
amaciyla ACC-1 ve fosforile formu, insiilin reseptor sinyalizasyonu tizerine olan
etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla AMPK ve IRS-1 ile fosforile formlar1 ve son
olarak inflamasyonla iligkili olarak TLR-4 ile TNF-a, IL-1p ve IL-6 gibi baz
sitokinlerin sentez (ekspresyon) diizeyi incelenmistir.

Yag asit biyosentezinin diizenlenmesinde rol alan ACC-1 enziminin aktivitesi
cesitli besin ogelerinin etkisi ile karaciger gibi lipogenezin yer aldigi dokularda
diizenlenebilmektedir. Yiiksek miktarda doymus yag asidi veya fruktozlu diyet ile
beslenmenin, karacierde ACC-1 ekspresyon diizeyini etkileyerek yag asit
biyosentezini arttirabildigi ¢esitli deneysel calismalarda bildirilmistir (387-390).
Yapilan bir ¢aligmada, 15 hafta boyunca yiiksek yaglh diyet ile beslenen farelerde
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fosforile formdaki ACC-1 ekspresyon diizeyinin arttig1 bildirilmistir (391). Benzer
sekilde, 8 hafta boyunca toplam enerjinin % 25’inin yaglardan saglandigi bir fare
caligmasinin sonuglarin gore de, karacigerde fosforile formdaki ACC-1 ekspresyon
diizeyi artis gostermistir (392). Fruktozun da yiiksek miktarda diyete eklenmesi ile
birlikte (toplam diyet enerjisinin % 50’si) karacigerde ACC-1 ekspresyonunda artis
oldugu gésterilmistr (393). Insanlarda yapilan bir calismanin sonuglarma gore; 6
giinliik yiiksek fruktozlu beslenmenin hepatik de novo lipogenezi stimiile ettigi
bildirilmistir (97). Digerlerinden farkli ve 6zgiin olarak yiiksek yagli, tekli doymamis
yag asitleri iceren diyet ile karsilagtirma yapan bu ¢alismada yiiksek doymus yag asidi
veya yiiksek fruktozlu beslenmenin fosforile formdaki ACC-1 enziminin ekspresyon
diizeyinde artisa neden oldugu goriilmektedir. Bu veri, YD ve YF gruplarinda
gozlenen yiiksek plazma ve karaciger trigliserid diizeyleri ve karaciger agirliklari ile
tutarl bir sonug olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.15.).

Yag asitleri ve fruktozun insiilin reseptdr sinyalizasyonuna olan etkilerinin
mekanizmalarinin aydinlatilmasinda IRS-1 ve AMPK enzimi ile bunlarin fosforile
yani aktif formlar1 western-blot yontemiyle analiz edilmistir. IRS-1’in g¢esitli
bolgelerinde yer alan tirozin kalintilar1 fosforillenerek sinyalizasyon devam
edebilmekte ve glukoz regiilasyonu gerceklesmektedir (119). Yiiksek yagl diyetlerin
IRS-1 fosforilasyonunu bozarak GLUT translokasyonunu azalttig1 ve hiicreye glukoz
girisini etkileyebildigi bildirilmistir (394). Standart diyet ya da Bat1 tarz1 diyet alan
farelerin diyetlerine 12 hafta boyunca fruktoz eklenerek IRS-1 ekspresyon diizeyinin
incelendigi bir ¢caligmanin sonuglarina gore; IRS-1 fosforilasyonu en diisiik Bat1 tarz1
diyet ve fruktoz alan grupta gozlenmistir (395). Buna karsin, siganlara 16 hafta
boyunca yiiksek fruktoz verilerek IRS-1 ekspresyon diizeylerinin incelendigi bir
calismada ise, gruplar arasinda fark gozlenmemistir (396). Benzer sekilde, 9 hafta
boyunca yiiksek fruktozlu diyet verilen si¢anlarda (toplam enerjinin %6 0’1) fosforile
formdaki IRS-1 diizeyinin degismedigi bildirilmistir (397). Paralel olarak bu
calismanin sonuglarina gore, yliksek doymus yag asidi ve yiiksek fruktozlu diyet alan
gruplarda literatlire benzer sekilde; fosforile formdaki IRS-1’in ekspresyonunda
azalma oldugu saptanmustir (Sekil 4.16.)

Hiicresel enerji diizeyine gore aktivitesi diizenlenen AMPK, tirozin kalintisi

fosforillenerek aktiflesen bir kinaz enzimidir (398). AMPK aktive olduktan sonra;
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glukoz metabolizmasindaki diizenleyici etkilerinin yani sira, ACC’yi inhibe ederek
hepatik lipogenezde azalmaya neden olmaktadir (165, 173). Yapilan bir ¢alismanin
sonuclarina gore; 15 hafta boyunca yiiksek yagli diyet ile beslenen farelerin karaciger
dokularinda fosforile formdaki AMPK ekspresyon diizeyinin azaldig1 saptanmistir
(391). Yine, toplam enerjinin % 25’inin yagdan saglandigi diyet ile beslenen siganlarin
karaciger dokularinda fosforile formdaki AMPK’nin ekspresyon diizeyinde azalma
goriilmistiir (399). Yapilan bagka bir kemirgen ¢aligmasinda, 6 hafta boyunca yiiksek
doymus yag asidi iceren diyet alimi fosforile formdaki AMPK diizeylerini azaltmistir
(400). Benzer sekilde, 8 hafta boyunca yiiksek fruktozlu diyet verilen siganlarin
karacigerlerinde eksprese olan fosforile formdaki AMPK’ nin azaldig bildirilmistir
(389). Bu galismanin sonuglarina gore; yiiksek doymus yag asitli ve yiiksek fruktozlu
beslenen gruplarda fosforile formdaki AMPK’nin daha diisiikk diizeyde eksprese
oldugu goriilmiistir. AMPK’de gozlemlenen bu sonug ile tutarli sekilde fosforile
formdaki ACC-1’in de daha yiiksek diizeyde eksprese oldugu goriilmektedir (Sekil
4.16.)

Yiiksek doymus yag asitleri veya yliksek fruktozlu beslenme sonucunda
gerceklesen serbest yag asitleri diizeyinde artig, insiilin direnci (401) ve hepatik de
novo lipogenezin artisi ile iligskilendirilmektedir (402). Serbest yag asitlerinin insiilin
direnci  olusumu mekanizmasindaki etkileri arasinda; IRS-1’in  tirozin
fosforilasyonunda bozulmayan neden olusu da bulunmaktadir (192). Bu ¢alismada da
literatiirle tutarh sekilde, yliksek plazma serbest yag asitleri konsantrasyonu bulunan
yiiksek doymus yag asidi ve fruktozlu beslenen grupta, fosforile formdaki IRS-1
ekspresyon diizeyinin diisiik oldugu goriilmektedir (Sekil 4.16.). Sonuglar birlikte
degerlendirildiginde; doymus yag asidi ve fruktozlu diyetlerin insiilin reseptor
sinyalizasyonunda yer alan IRS-1 ve AMPK diizeylerinde olusturdugu degisim, bu
besin  Ogelerinin  glukoz regiilasyonundaki etkilerinin mekanizmasinda yer
alabildiklerini diistindiirmektedir.

Inflamatuar yamtta dzellikle pro-inflamatuar sitokin ve reseptorlerin hiicresel
diizeyde etki gosterdikleri bilinmektedir. Bu nedenden dolayi, diyet faktorlerinin organ
disfonksiyonu ve dejeneratif kronik hastaliklar iizerine olan etki mekanizmalarinin
aydinlatilmasinda TNF-a, IL-6, IL-1p ve TLR-4 western-blot yontemiyle analiz

edilmistir. Doymus yag asitleri basta olmak iizere yag asitlerinin; plazma membrani
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ve sitozolik sinyalizasyon siireclerine etki ettigi ve bununla birlikte inflamasyonla
iligkili transkripsiyon faktorlerinin aktivitelerini degistirdigi gosterilmistir (403).
Yapilan baz1 ¢alismalarda, yiiksek doymus yag asidi igeren diyetlerin toll benzeri
reseptor-4’l aktive ederek, proinflamatuar sitokinler IL-6 ve TNF-a’nin ekspresyon
diizeyini arttirdigr bildirilmistir (404, 405). 10 hafta boyunca yiiksek fruktozlu diyet
alan sigcanlarda da, TLR-4 ekspresyon diizeyinin arttigi bildirlmistir (406). Bu
calismada da literatiire benzer sekilde, YTD ve YF gruplarinda TLR-4 ekspresyon
diizeyinin arttig1 gériilmektedir. Bu sonug, doymus yag asidi ve fruktozun karacigerde
TLR-4 ekspresyonunu uyararak inflamatuar durumun baglamasina neden olabilecegi
seklinde yorumlanmaktadir. Farelerin sitokin ekspresyon diizeyleri incelendiginde ise
TNF-o’nin YD ve YF gruplarinda daha yiiksek, IL-1B ve IL-6’nin tiim gruplarda
benzer diizeyde eksprese oldugu goriilmektedir (Sekil 4.17.). Insan ve hayvanlarda
yiiksek TNF-a sitokin diizeyi, insiilin direnci ile iliskilendirilmistir (407, 408). Bu
bulgular ile tutarli olarak, bu ¢alismada karaciger dokusunda daha yiiksek diizeyde
TNF-a eksprese eden YD ve YF gruplariin insiilin sinyalizasyonunda yer alan IRS-
1’in fosforile formunu daha diisiik diizeyde eksprese ettigi goriillmektedir.

Bununla birlikte, western blot analiz sonuglar1 birlikte degerlendirildiginde
daha uzun siire calisilarak elde edilen fotograflardan bant yogunluklarinin

hesaplanmas1 gerektigi diisiiniilmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

6.1. Sonuglar

Yiiksek doymus yag asidi veya fruktoza maruziyetin, C57Bl/6 cinsi farelerde

insiilin reseptdr sinyalizasyonu, lipogenez ve inflamasyon {iizerine olasi etkilerinin

arastirldigi bu calisma Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma ve

Yetistirme Unitesi ile Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Fakiiltesi Beslenme ve

Diyetetik Boliimii Arastirma Laboratuvarlari’nda gergeklestirilmistir. Bu ¢alismadan

elde edilen sonuglar asagida maddeler halinde sunulmustur.

Calismada yer alan C57BI/6 cins farelere ait bulgular standart diyet ile beslenen

kontrol grubu (K), yiiksek tekli doymamis yag asitleri alan grup (YTD), yiiksek

doymus yag asitleri alan grup (YD) ve yliksek fruktoz alan grup (YF) olacak sekilde

incelenmistir. Calisma bulgular1 miidahale 6ncesi, miidahale sirast ve toplam diyet

donemi olarak degerlendirilmistir.

1.

Farelerin miidahale 6ncesi donemdeki yem tiiketimi ortalamalari; kontrol
grubunun yem tliketiminin 4,07+0,15 g/giin, YTD grubunun 4,06+0,05
g/giin, YD grubunun 4,16+0,19 g/giin ve YF grubunun 4,15+0,15 g/giin
oldugu saptanmustir (p>0,05).

Miidahale donemindeki yem tiiketimleri ise kontrol grubu i¢in 3,92+0,07
g/giin, YTD grubu i¢in 4,04+0,04 g/gilin, YD grubu i¢in 4,01+£0,08 g/giin
ve YF grubu igin 4,18+0,04 g/giin olarak saptanmustir (p<0,05).
Calismanin tamamindaki ortalama yem alimlarina bakildiginda ise kontrol
grubunun 3,9240,06 g/giin, YTD grubunun 4,04+0,03 g/giin, YD
grubunun 4,0440,08 g/giin ve YF grubunun 4,19+0,04 g/giin yem tiikettigi
saptanmistir (p<0,05).

Miidahale 6ncesi donemde kontrol grubunun enerji alimmin 14,24+0,52
kkal/giin iken YTD grubunun 14,21+0,18 kkal/giin, YD grubunun
14,55+0,65 kkal/giin ve YF grubunun 14,53+0,52 kkal/glin oldugu
gozlenmistir (p>0,05).

Miidahale doneminde ise giinliik ortalama enerji alimlari; kontrol grubu

icin 13,71+0,24 kkal/giin, YTD grubu i¢in 19,80+0,18 kkal/giin, YD grubu
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icin 19,51+£0,42 kkal/giin ve YF grubu i¢in 19,65+0,20 kkal/giin olarak
saptanmustir (p<0,001).

Tiim calisma donemlerindeki giinliik ortalama enerji alim diizeyleri
incelendiginde ise kontrol, YTD, YD ve YF gruplari i¢in sirasiyla
13,72+0,23 kkal/giin, 19,2840,17 kkal/giin, 19,16+0,38 kkal/glin ve
19,34+0,19 kkal/giin oldugu goézlenmistir (p<0,001).

Kontrol grubundaki farelerin miidahale Oncesi donemdeki giinliik
ortalama karbonhidrat alim1 2,67+0,10 g/giin, YTD grubunun 2,66+0,03
g/giin, YD grubunun 2,73+0,12 g/giin ve YF grubunun 2,72+0,10 g/gilin
oldugu saptanmustir (p>0,05).

Miidahale donemindeki giinliikk ortalama karbonhidrat alimlari
incelendiginde ise; kontrol grubunun 2,57+0,04 g/giin, YTD grubunun
2,48+0,02 g/glin, YD grubunun 2,46+0,05 g/gin ve YF grubunun
3,93+0,04 g/giin karbonhidrat alim1 oldugu saptanmustir (p<<0,001).
Calismanin tamamindaki ortalama karbonhidrat alimlarina bakildiginda
ise; kontrol grubunun 2,57+0,04 g/giin, YTD grubunun 2,49+0,02 g/glin,
YD grubunun 2,49+0,05 g/giin ve YF grubunun 3,86+0,04 g/giin
karbonhidrat aldig1 goriilmektedir (p<0,001).

Farelerin diyet miidahalesi dncesi donemde giinliik protein alim miktarlari
incelendiginde; kontrol grubunun 0,53+0,02 g/giin, YTD grubunun
0,53+0,01 g/giin, YD grubunun 0,55+0,02 g/giin ve YF grubunun
0,54+0,02 g/giin protein aldig1 saptanmistir (p>0,05).

Miidahale doneminde giinliik ortalama protein alim degerleri ise; kontrol
grubunun 0,51+0,01 g/giin, YTD grubunun 0,59+0,01 g/giin, YD
grubunun 0,594+0,01 g/giin ve YF grubunun 0,59+0,01 g/giin oldugu
goriilmektedir (p<0,05).

(Caligmanin tamamindaki ortalama protein alimlari karsilastirildiginda ise;
kontrol grubunun 0,51+£0,01 g/giin, YTD grubunun 0,59+0,01 g/giin, YD
grubunun 0,58+0,01 g/giin ve YF grubunun 0,59+0,01 g/giin protein aldig1
saptanmustir (p<0,05).

Farelerin diyet miidahalesi oncesi donemde giinliik ortalama yag alim

miktarlarina bakildiginda; kontrol grubunun 0,1440,01 g/giin, YTD
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grubunun 0,14+0,01 g/giin, YD grubunun 0,15+£0,01 g/giin ve YF
grubunun 0,15+0,01 g/giin yag aldig1 belirlenmistir (p>0,05).

Miidahale donemindeki giinliik ortalama yag alimlar1 ise kontrol grubu
icin 0,14+0,01 g/glin, YTD grubu icin 0,84+0,01 g/giin, YD grubu igin
0,83+0,02 g/giin ve YF grubu icin 0,17+£0,01 g/giin olarak saptanmistir
(p<0,001).

Calismanin tamamindaki ortalama yag alim degerlerine bakildiginda;
kontrol grubunun 0,14+0,01 g/giin, YTD grubunun 0,77+0,02 g/giin, YD
grubunun 0,76+0,02 g/giin ve YF grubunun 0,17+0,01 g/giin yag aldig1
saptanmustir (p<0,001).

Farelerin miidahale 6ncesi donemdeki viicut agirliklar1 ortalamalarina
bakildiginda; kontrol grubunun ortalama viicut agirliginin 20,17+0,30 g,
YTD grubunun 21,15+0,33 g, YD grubunun 20,07+0,40 g ve YF grubunun
20,80+0,42 g oldugu saptanmistir (p>0,05).

Miidahale donemindeki ortalama viicut agirliklar: ise kontrol grubu i¢in
23,40+0,40 g, YTD grubu igin 26,17+0,56 g, YD grubu i¢in 25,99+0,40 g
ve YF grubu i¢in 25,78+0,60 g olarak saptanmistir (p<0,05).

Toplam diyet donemindeki ortalama viicut agirliklarina bakildiginda ise
kontrol grubunun 23,09+0,35 g, YTD grubunun 26,34+0,33 g, YD
grubunun 25,16+0,43 g ve YF grubunun 25,19+0,60 g oldugu saptanmistir
(p<0,05).

(Calismanin sonunda viicut agirliklarinda gerceklesen artis incelendiginde
ise; kontrol grubundaki artisin 4,22+0,38 g, YTD grubundaki artisin
7,86+0,35 g, YD grubundaki artigin 9,19+0,35 g ve YF grubundaki artisin
8,23+0,68 g oldugu goriilmektedir (p<0,05).

Farelerin plazma trigliserid diizeyleri incelendiginde; kontrol grubunun
74,50+£7,22 mg/dL, YTD grubunun 81,29+6,43 mg/dL, YD grubunun
110,50+12,98 mg/dL ve YF grubunun 119,50+£14,96 mg/dL oldugu
saptanmistir (p<0,05).

Farelerin ortalama karaciger trigliserid diizeylerine bakildiginda ise,

kontrol grubunun 159,56+19,08 mg/dL, YTD grubunun 272,38+29,66
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mg/dL, YD grubunun 303,09+27,47 mg/dL ve YF grubunun 303,81+31,43
mg/dL oldugu saptanmistir (p<0,05).

Farelerin plazma serbest yag asitleri ortalamalarina bakildiginda kontrol
grubunun 354,214+23,11 pmol/L, YTD grubunun 421,894+9,46 umol/L,
YD grubunun 435,75+20,61 pmol/L ve YF grubunun 434,00£14,05
umol/L oldugu goézlenmistir (p<0,05).

Farelerin plazma glukoz ortalamalarina bakildiginda kontrol grubunun
130,38+8,13 mg/dL, YTD grubunun 171,21+7,70 mg/dL, 194,20+11,21
mg/dL ve YF gubunun 173,76+5,19 mg/dL oldugu saptanmistir (p>0,05).
Farelerin plazma insiilin degerlerinin ortalamalarina bakildiginda kontrol
grubunun 9,76+0,6 pU/mL, YTD grubunun 10,49+0,41 pU/mL, YD
grubunun 11,1240,17 pU/mL ve YF grubunun 11,17+£0,35 pU/mL oldugu
gozlenmistir (p>0,05).

Farelerin insiilin direnci hesab1 i¢cin HOMA-IR degerlerinin; kontrol grubu
icin 3,01+0,10, YTD grubu i¢in 4,67+0,39, YD grubu i¢in 4,404+0,31 ve
YF grubu igin 4,87+0,19 oldugu goriilmektedir (p<0,05).

Farelerin insiilin direnci hesabir i¢in QUICKI degerleri incelendiginde;
kontrol grubu i¢in 1,48+0,04, YTD grubu i¢in 1,46+0,02, YD grubu i¢in
1,49+0,01 ve YF grubu i¢in 1,50+0,01 olarak hesaplanmistir (p>0,05).
Farelerin hesaplanan glukoz:instilin oranlari incelendiginde; kontrol grubu
i¢in 12,75+1,67 mg/10%U, YTD grubu i¢in 16,64+0,94 mg/10*U, YD
grubu icin 16,97+0,70 mg/10*U ve YF grubu igin 15,43+£0,70 mg/10*U
olarak hesaplanmistir (p>0,05).

Farelerin plazma CRP degerlerinin ortalamalarina bakildiginda kontrol
grubunun 240,65+14,94 ng/mL, YTD grubunun 192,20+£27,95 ng/mL, YD
grubunun 253,414+30,59 ng/mL ve YF grubunun 319,04+22,89 ng/mL
oldugu saptanmustir (p<0,05).

Farelerde karaciger dokusunda yapilan western-blot analizi sonuglarina
gore; ACC-1 enziminin tiim gruplarda eksprese oldugu, fosforile formdaki
ACC-1 enziminin ise ekspresyon diizeyinin ise YD ve YF gruplarinda artis

gosterdigi saptanmugtir.
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30. Farelerde karaciger dokusunda yapilan western-blot analizi sonuglarina
gore AMPK enziminin tiim gruplarda eksprese oldugu ancak fosforile
formdaki AMPK’nin YTD ve YF gruplarinda kontrol ve YTD gruplarina
gore daha diisiik diizeyde eksprese oldugu saptanmustir.

31. Farelerde karaciger dokusunda yapilan western-blot analizi sonuglarina
gore; IRS-1’in  ekspresyon diizeyinde gruplar arasinda farklilik
bulunmadigi, fosforile formdaki IRS-1’in ekspresyon diizeyinin YTD ve
YF gruplarinda daha diisiik oldugu saptanmustir.

32. Farelerde karaciger dokusunda yapilan western-blot analizi sonuglarina
gore; TNF-o’nin YD ve YF gruplarinda daha yiiksek diizeyde eksprese
oldugu saptanmustir.

33. Farelerde karaciger dokusunda yapilan western-blot analizi sonuglarina
gore; IL-1p ve IL-6 bantlarinin YTD, YD ve YF gruplarinda benzer
diizeyde eksprese oldugu saptanmustir.

34. Farelerde karaciger dokusunda yapilan western-blot analizi sonuglarina
gore; TLR-4 ekspresyon diizeyinin YD ve YF gruplarinda, kontrol ve YTD

gruplarina gore daha yiiksek oldugu saptanmustir.
6.2. Oneriler

Diyette yer alan ve islenmis, tiikketime hazir yiyecek ve iceceklerde yliksek
miktarda yer alan doymus yag asitleri ve fruktoz gibi farkli yag ve karbonhidrat tiirleri
gerek enerji icerigi gerek de metabolizmalarindaki farkliliklardan dolay1 kronik
hastaliklar ile ilintili metabolik disfonksiyonlara neden olabilmektedir. Bu besin
Ogeleri; basta karaciger olmak iizere bircok doku ve organda lipogenez ve yag asit
biyosentezi artisi, insiilin sinyalizasyonunda bozukluklar ile inflamatuar yanitin
uyarilmasina bagli olarak bu etkileri gerceklestirdikleri diistiniilmektedir.

Bu c¢alismadan elde edilen sonuglar ile laboratuvar hayvanlarinda
(kemirgenler) diyette yliksek miktarda doymus yag asitleri veya fruktozun uzun siireli
tilketiminin kardiyovaskiiler hastaliklar, obezite ve diyabet gibi kronik hastaliklarin
ortaya ¢cikmasinda olasi etkileri ve altinda yatan mekanizmalara dair bilgi saglanmustir.

Artmis doymus yag asitleri ve fruktoz tiikketimi; viicut agirligindaki artigla birlikte, yag
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asitleri biyosentezi, insiilin direnci ve inflamasyonla ilgili baz1 parametreleri etkiledigi
saptanmustir.

Bu calismada farelerin bir kismi giinliik aldiklar1 toplam enerjinin % 30’u kadar
doymus yag asitleri, bir kismi ise giinliik aldiklar1 toplam enerjinin yaklasik % 35’1
kadar fruktoz almistir. Yapilan analizler sonucunda; doymus yag asitleri ve fruktozun;
insiilin direnci, lipogenez ve inflamasyon {izerine bazi olumsuz etkileri oldugu
saptanmistir. Ancak insanlar ve fareler arasinda bulunan fizyolojik farkliliklardan
dolay1 bu ¢alismanin sonuglarina gore insanlar i¢in doymus yag asitleri veya fruktoza
0zel bir oneri gelistirilmesi uygun degildir. Ancak, yapilacak yeni hayvan veya insan
caligmalari i¢in altyapi niteligi tasiyan bu ¢alisma, yeni ¢alismalarin planlanmasi igin
veri sunmaktadir.

Bu veriler 15181nda; 6rneklem sayisinin daha fazla, calisma siiresinin daha uzun
oldugu, yem tiikketimi ve agirlik takibinin metabolik kafeslerde etkin bir sekilde
gerceklestirildigi, ¢alisma siiresince farelerin kan parametrelerinin incelendigi, yag
birikim bdlgesinin ve adipoz dokunun saptandigi, etki mekanizmalarinin daha net
aciklanmasina yonelik transkripsiyon faktorlerinin analiz edildigi kapsamli ¢caligmalar
yapilmas1 Onerisi getirilebilir. Ayrica bu siire¢ degerlendirilirken diyetin yalnizca
makro besin 6geleri degil; posa, fitokimyasallar gibi diger diyet bilesenleri ile mikro
besin oOgeleri icerigi de degerlendirilerek insanlar icin Oneri gelistirilmesi

gerekmektedir.
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