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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

YAG ASIDI DIYETININ KARACIGERDE MITOKONDRI UZERINE
BIOENERJETIK ETKILERI

Ahmed Saleh Daw SMEA
Kastamonu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Genetik ve Biyomiihendislik Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Nejdet GULTEPE

Obezite temel olarak, viicutta dolasan artan yag asitleri ile sonuclanan yiliksek yag
iceren bir diyetin tiiketilmesinden kaynaklanir. Bu lipit metabolitlerinin, hiicre ici
glikoz oksidasyon islemini etkileyen oksidatif stresin artmasina ve boylece mitokondri
biyogenezini etkileyen reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumuna neden olan bir dizi
metabolik yolu degistirdigi gosterilmistir. Doymus yag asitleri agisindan zengin
diyetler bazal oranlarin azalmasina yol actifindan, agirlikli olarak doymamis yag
asitleri iceren diyetlerle karsilastirildiginda daha yiiksek viicut agirliklar1 ve yag
kazanci, diyet yag igerigi ve yag asidi doygunlugu, mitokondriyal zarlar1 i¢erenler de
dahil olmak {izere lipit ¢ift katmanlarinin yapisini etkiler. Mitokondriyal membran
akiskanligindaki bozulmalari, tasiyicilarin fonksiyonlarini, kalsiyum dinamigini, gen
ekspresyonunu ve translasyon sonrasi protein modifikasyonlarmi igerir. Bu nedenle
mitokondriyal fonksiyon ve ROS iiretimi bu nedenle diyetsel yag alimindan
etkilenmelidir. Bu baglantilar hayvan ¢alismalariyla da gosterilmistir.

Bu ¢alismada ti¢ grup fare ii¢ farkli diyet rejimlere tabi tutuldu. (birisi normal diyet,
diger ikisi doymus yag (HF) ile beslendi. HFD’lerden biri yagin %50sine sahipti ve n-
3 bakimindan zengin yag asitlerine sahip menhaden yagi olarak verildi). Numuneler
farelerin karacigerlerinden toplandi.

Elde ettigimiz veriler bize HF nin mitokondriyal biyoenerjetigi bozdugunu sdylerken,
menhaden yaginda bulunan n-3 yag asitleri doymus yag yerine kullanildiginda
faydalar sunabilecegini diistindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Obezite, yag asitleri, doymus yaglar (HF), menhaden yag1 (MO),
mitokondriyal biyoenerjetik, karaciger
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ABSTRACT

MSc. Thesis

EFFECTS OF FATTY ACID DIET ON MITOCHONDRIA BIOENERGETICS OF
THE LIVER

Ahmed Saleh Daw SMEA
Kastamonu University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Genetics and Bioengineering

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Nejdet GULTEPE

Abstract: Obesity is mainly caused by consuming a high-fat diet that results in
increased fatty acids circulating throughout the body. These lipid metabolites have
been shown to alter a number of metabolic pathways leading to increased oxidative
stress affecting the intracellular glucose oxidation process and thus to the formation of
reactive oxygen species (ROS) affecting mitochondrial biogenesis. Because diets rich
in saturated fatty acids lead to a decrease in basal rates, higher body weights and fat
gain compared to diets containing predominantly unsaturated fatty acids, dietary fat
content and fatty acid saturation, including lipid mitochondrial membranes Affects the
structure. Disorders of mitochondrial membrane fluidity include the functions of
carriers, calcium dynamics, gene expression and post-translational protein
modifications. Therefore, mitochondrial function and ROS production should
therefore be influenced by dietary fat intake. These links have also been demonstrated
in animal studies.

In this study, three groups of mice were subjected to three different dietary regimens.
(one was fed on a normal diet, the other two fed with saturated fat (HF). One of the
HFDs had 50% of fat and was given as menhaden oil with n-3-rich fatty acids).
Samples were collected from the livers of the mice.

Our data suggest that HF disrupts mitochondrial bioenergetics, while n-3 fatty acids in
menhaden oil may offer benefits when used in place of saturated fat.

Key Words: Obesity, fatty acids, saturated fats (HF), menhaden oil (MO),
mitochondrial bioenergetics, liver
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1. GIRIS

Obezite, diinya ¢apinda hassas bir yasta birgok kisiyi etkileyen onemli bir saglik
sorunu haline gelmistir. Obezite tedavi edilmezse, bunun etkisi genellikle
hipertansiyon, diyabet, kanser, kardiyak miyopati ve dislipidemi gibi diger hastaliklara
ilerlemesidir. Bu nedenle Onlenmesi ve tedavisi, daha ileri hastalik
komplikasyonlarmin 6nlenmesi i¢in biiyiikk 6nem tasimaktadir (Oono, Chen,
Overvoorde, Kohler ve Theologis 1998). Obezite temel olarak, viicutta dolasan artan
yag asitleri (FA’lar) ile sonuglanan yiiksek yag igeren bir diyetin tiiketilmesinden
kaynaklanir. Bu FA’lar adipoz olmayan dokulara gidecektir, boylece hiicre i¢i yag
asidi Urlinlerinin (yani uzun zincirli asetil Koenzim A esterleri, diacylgliserol) ve

trigliserin birikimlerini arttiracaklardir (Samuel vd., 2004; Chavez ve Summers, 2003).

Bu lipit metabolitlerinin, hiicre i¢i glikoz oksidasyon islemini etkileyen oksidatif
stresin artmasina ve bdylece mitokondri biyogenezini etkileyen reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) olusumuna neden olan bir dizi metabolik yolu degistirdigi
gosterilmistir (Sreekumar vd., 2002). Mevcut arastirma, obezite ve diyabet gibi insan
metabolik hastaliklarinin etkilerini degerlendirmek i¢in, yiiksek yag diyetleri (HFD)
gibi kontrollii diyet miidahaleleri kullanarak kemirgenlerde taklit edilebilecegini
gostermistir. Bu diyet modelleri standart bir bilesime sahip degildir ve ¢alismanin
insan metabolik hastalig1 iizerindeki etkisini belirlemek i¢in miidahalenin siiresi
aragtirmaciya aittir (Boudina vd., 2007). Yiiksek yagl diyetler (HFD), doymus yag
asidi (SFA), tekli doymamis yag asidi (MUFA) ve ¢oklu doymamis yag asitleri
(PUFA) igeren, yagda% 30 ila% 60 enerji icerigi arasindadir. Farkli tip lipitlerin
tiiketiminin, memelilerin enerji harcamasi tizerinde degisken bir etkisi vardir (Buettner

vd., 2006).

SFA’lar acisindan zengin diyetler bazal oranlarin azalmasina yol agtigindan, agirlikli
olarak doymamis yag asitleri iceren diyetlerle karsilastirildiginda daha yiiksek viicut
agirliklar1 ve yag kazanci, diyet yag icerigi ve yag asidi doygunlugu, mitokondriyal
zarlari igerenler de dahil olmak {iizere lipit ¢ift katmanlarinin yapisini etkiler (Pepe,

Tsuchiya, Lakatta ve Hansford, 1999). Diger sonuglar, mitokondriyal membran



akiskanligindaki bozulmalari, tasiyicilarin fonksiyonlarini, kalsiyum dinamigini, gen
ekspresyonunu ve translasyon sonrasi protein modifikasyonlarini igerir (Rohrbach,
2009; Flachs vd., 2002). Bu nedenle mitokondriyal fonksiyon ve ROS iiretimi bu

nedenle diyetsel yag alimindan etkilenmelidir.

Hayvanlarda yapilan deneysel ¢alismalarla ortaya ¢ikan besin asir1 yiikii, ¢ogunlukla,
¢ogu zaman, bir¢ok hastalik komplikasyonunun baglamasina neden olan obez
bireylerin yasam tarzina ve c¢ogunlukla beslenme ve fiziksel hareketsizlige
benzemektedir (Despres ve Lemieux, 2006). Bu fazla enerji, adipoz dokulari kullanma
kabiliyetine bogacak ve bdylece esterlesmemis yag asitlerinin (NEFA’larin) akisini
artiracak ve karacigerde, kasta ve kalpte ektopik yag birikmesine neden olacak
proinflamatuar sitokinlerin ve adipokinlerin salintmini artiracaktir (Hulbert, Turner,
Storlien ve Else, 2005). Akistaki degisiklikler karacigerde c¢ok toksiktir ¢iinkii
karacigerde ATP {iretimi, oksidatif dengesizlik, insiilin direnci ve mitokondriyal
disfonksiyon, lipid peroksidasyonu ve NF-kB ve JNK enflamatuar yolaklarin
aktivasyonu sonucu proinflamatuar sitokinlerin indiiksiyonuna neden olur (Donnelly

vd., 2009).

1.1. Obezite

1.1.1. Epidemi

Obezite Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan, viicut agirligmn (kg) boyunun (m)
karesine cinsinden orani viicut kiitle indeksi (VKI, kg/m?) bazinda tanimlanmaktadir
(WHO, 2019). WHO kriterlerine gore, 25’ten biiyiik veya ona esit bir VKI fazla kilolu
olarak kabul edilir ve 30°dan biiyiik veya ona esit bir VKI obez olarak kabul edilir.
Obezitenin prevalansi, farkli bolgelerde ve etnik kokenlerde 6nemli 6l¢iide degisiklik
gosterir, ancak ¢ogu bolgede ayni artig egilimi gozlemlenebilir. Son 20 yilda, gelismis

tilkelerde obez insanlarin orani ¢arpici bir sekilde artmistir (Grafik 1.1).



Prevalence of obesity in adults by region Ouriford

The prevalence of obesity in adults, measured as the percentage of adults aged 18 years and older (both male and
female) with a body-mass index (BMI) greater than 30 kilograms per metre squared.

“ Oceania
25%
20%
15%
— World
Africa
10%
—— Asia
5%
0%
1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010 2014
Source: UN Food and Agricultural Organization/'WHO OurWorldInData.org/obesity/ + CC BY-SA

Grafik 1.1. Diinyada obezite prevalansi
1.1.2. Smiflandirma

Siiflandirma viicut yaginin dagilimina dayanmaktadir ve merkezi obezite ve periferik
obezite olan iki tip tanimlanmistir. Santral obezite, mide ve karin ¢evresinde asiri
viseral yag birikimi anlamina gelir. Periferik obezite, 6zellikle subkutan bolgede asiri
yag birikmesidir. Periferik tipte kal¢a ve uyluk bolgelerinde yag birikir; bu, kalgalarin
neredeyse yuvarlandig1 ve kalcalarin normal konulara gore daha biiylik goriinecegi

anlamina gelir.

Obezite, populasyonlar arasindaki boydan bagimsiz olarak agirliklarin
karsilastirilmasini saglayan viicut kitle indeksi (VKI) ile belirlenebilir. Mutlak bel
cevresi (erkek> 90~94 cm, kadin> 80 cm) veya bel-kalca oran1 (ABD’de erkekler i¢in
0,95 ve kadinlar i¢in 0,80) &lgiilerek teshis edilebilir (WHO, 2019). VKI kullanilarak
obezite daha dogru 6lgiimlerle saglanabilir. Tablo 1.1 viicut kitle indeksine gore kilo

durumunu ve obezitenin degerlendirilmesini géstermektedir.



Tablo 1.1. VKI ve bel cevresi ile fazla kilo ve obezitenin simiflandiriimast

(Normal Agirlik ve Bel Cevresine Gore)

VKI Obezite '
Erkekler<40 ing (<102 cm)
(kg/m?) Smifi ' >40 in¢ (>102 cm)
Kadinlar< 35 in¢ (<88 cm)

Diisiik <185
Normal 18,5-24,9

Kilolu  25,0-29,9 Artmig Yiksek
) 30,0-34,9 I Cok Yiiksek
Obezite Yiiksek Cok Yiiksek
35,0-39,9 1 Cok Yiiksek
Asirt
] > 40 i Asirt Yiksek Asirt Yiksek
Obezite

1.1.3. Obezite Komplikasyonlari

Tedavi edilmeyen obezite en yaygin tip 2 diyabet (T2D), alkolik olmayan yagh
karaciger hastaligi (NAFLD), vaskiiler komplikasyonlar ve kanser ile birlikte bir¢ok
metabolik hastaliga yol agacaktir. T2D, genellikle insiilin direnci denilen bir durumla
baslayan metabolik bir hastaliktir (Lear, James, Ko ve Kumanyika, 2010). Insiilin
direnci, hedef dokularin (karaciger, kas ve yag dokusu gibi) insiilinin etkisine kars1
duyarliligmin azalmasi veya duyarliligi olarak tanimlanmaktadir. Insiilin, kan glukoz
seviyelerinin, lipid metabolizmasinin ve protein sentezinin diizenlenmesi igin
pankreastaki B-hiicreleri tarafindan salgilanan bir hormondur (Stumvoll, Goldstein ve
van Haeften, 2005). Karacigerde insiilin, glukoneogenezi ve glikojenolizi inhibe
ederek, glikoz iiretiminin baskilanmasima neden olur. Insiilin ayrica glikoz alimini
uyarir ve yag dokusunda lipolizi baskilar. Buna gore, bu hormon kan glukoz
homeostazinda temel bir rol oynar. Insiilin direnci, viicut insiiline daha az duyarl: hale
geldiginde olusur ve bu nedenle normal kan glukoz seviyelerini korumak i¢in artan
insiilin seviyeleri gerekir. B-hiicrelerinden insiilin sekresyonu, insiilin direncini telafi

etmek icin yeterli olmadiginda, T2D, hiperglisemi ile gosterildigi gibi olusur.

Asir1 kilonun bir sonucu olarak ortaya ¢ikan vaskiiler komplikasyonlar, koroner kalp

hastalig1, kardiyomiyopati, periferik vaskiiler hastalik ve fel¢ gibi kardiyovaskiiler



hastaliklar olup, dislipidaemi, yiiksek tansiyon ve ateroskleroz gibi ortak risk
faktorlerini paylasir. Obez bireylerin sistemlerinde yiiksek kolesterol seviyelerine ve
diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) seviyelerine sahip olma egiliminde olmalar
nedeniyle ortaya c¢ikarlar. Bunlar, kanla taginamayacak kadar agir olacagi igin
arterlerde birikecektir, boylece hipertansiyon ve ateroskleroz gibi bir takim

komplikasyonlara yol acabilir. Obezite kaynakli tibbi komplikasyonlar Sekil 1.1°de

verilmistir.
Obesity
medical complications
IDIOPATHIC INTRACRANIAL
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Sekil 1.1. Obezite ve ilgili tibbi komplikasyonlar



1.1.4. Onlem Ve Tedavi

Obezitenin ¢ok yaygin oldugu ve tedavisi ne kadar zor oldugu goz oniine alindiginda,
onleme 6zellikle 6nemlidir. Asir1 kilolu ve sismanligi 6nlemek i¢in, insanlar beslenme
gereksinimlerine gore yemek yemeli ve igmeli, diizenli egzersiz yapmali ve kilolarini
diizenli olarak kontrol etmelidir. Yiiksek enerji yogunluguna sahip ve daha diisiik
enerji yogunluguna sahip yiyecekler tiiketilmelidir. Televizyonda ya da internette
sik¢a oturan ve benzeri aktivitelerde aktif olmayan bir yasam tarzi, kilo almayi tesvik
eder. Glinliik aktivitelerde ve bos zaman arayislarinda egzersiz yapmak Onleyici bir

etkiye sahiptir (Donnelly vd., 2009).

1.2. Karaciger

1.2.1. Temel Karaciger Fizyolojisi

Karaciger insan viicudundaki en biiyiik i¢ organ ve bezdir. Ust karmn boslugunda yer
alir ve c¢ok cesitli hayati fonksiyonlar yerine getirir. Kan plazmasi, hormonlar ve
kolesterol i¢in protein {iirettigi, bagisiklik yanitlarina katildigi, glikojen depoladigi,
viicut glikozunun ana saglayicisi oldugu i¢in “metabolik merkez” olarak adlandirilir
ve viicutta taginmasi i¢in yag asitlerini, trigliseritleri ve lipoproteinleri sentezleyebilir.
Iki ana damar karacigere kan saglar; hepatik arter oksijenli kan saglarken, portal ven
dalak ve pankreas da dahil olmak {izere tiim gastrointestinal sistemden bosaltilan
mezenterik kan saglar; Portal venin dallari, hepatik arter tiim karaciger dokusuna niifuz
eden portal yollar olarak bilinen yapilar olusturmak igin hepatik safra kanallari ile
birlesir. De-oksijenli kan, her lobiiliin merkezi damarina akar. Santral venler hepatik
venlere doniliserek sonunda vena kava inferior olur. Karacigerin gorevlerini yerine
getirmesi, zararli metabolitlerin temizlenmesi ve Sekil 1.2.’de gosterildigi gibi

sindirim safrasi iiretimi i¢in benzersiz vaskiilarizasyon gereklidir.
1.2.2. Alkolden Bagimsiz Karaciger Yaglanmasi

Alkolsiiz yagli karaciger hastaligi (NAFLD), diinya ¢apinda son dénem karaciger
hastaligina ilerleyebilecek en yaygin kronik karaciger hastaligi nedenlerinden biri

olarak kabul edilmektedir. Patolojik tablo, alkoliin kétiiye kullanilmamasina ragmen,



alkol kaynakli karaciger hastaligina benzer. NAFLD, basit steatozdan steatohepatite,
ilerlemis fibrozis ve hepatik yetmezlik ve hepatoseliiler karsinomun dogal
komplikasyonlar1 ile siroz gelisimine kadar uzanan bir karaciger hastalif1
spektrumunu igerir. Alkolsiiz steatohepatit veya NASH, NAFLD spektrumundaki bir
asamay1 temsil eder ve patolojik olarak, nekro-enflamatuar aktivite ile birlikte steatoz

varlig1 ile tanimlanir.

Right and left
hepatic arteries

Common hepatic
artery

Gallbladder
Cystic duct

Cpmmon
bile duct Portal vein

Sekil 1.2. Karaciger vaskiilarizasyonu
1.3. Mitokondri

1.3.1. Mitokondri Biyoenerjetigi

Mitokondri, bir hiicrenin normal isleyisinin, enerji liretiminden sorumlu olduklari igin
ayrilmaz bir pargasidir. Evrim boyunca kendi genomlarin1 korudular ve bu sayede
ihtiya¢ duyduklar1 proteini, dis fonksiyonundan 6diin vermeden dogru sekilde ifade

etmelerini sagladilar. Boylece mitokondri, ATP formunda enerji tretmek igin



sekerlerin, proteinlerin ve yaglarin tam oksidasyonunda kullanilan baslica enzimatik

sistemleri barindirir.

1.3.2. Karbohidratlar Ve TCA Déngiisii Icin Alt-Tabakalar Olarak Yag Asitleri

Eksojen glukoz, glikoz tastyicilar vasitasiyla sitosol i¢ine tasindiktan sonra, fosforile
edilir ve glikojen olarak depolanabilir veya glikoz-6-fosfata (G6P) doniistiiriilebilir.
G6P, esas olarak glikolitik yolaga girer; glikoliz islemi, bir glikoz molekiiliini iki
piruvat molekiiliine doniistiirlirken, ayn1 anda indirgenmis nikotinamid adenin
dintikleotidi (NADH) ve az miktarda ATP firetir (Donnelly vd., 2009). Piruvat ya
sitozol i¢indeki laktat dehidrojenaz (LDH) yoluyla laktata donistiiriilebilir veya
piruvat dehidrojenazin (PDH) oksitlenecegi ve dekarboksilat piruvatin asetil-CoA’ya
oksitlenecegi mitokondriyal matrikse tasinabilir. Asetil-CoA’dan iki karbonlu asetil
grubu daha sonra sitrat sentaz yoluyla sitrat olusturmak i¢in oksaloasetata geger ve
boylece TCA dongiisii baslar (Cappellini ve Fiorelli, 2008; Williamson ve Cooper,
1980).

FA’lar ayrica TCA dongiistine asetil-CoA yoluyla da girebilir. Serbest FA’lar, sitosol
icindeki lipoliz yoluyla salindiginda, bu FA’lar, dis mitokondriyal zardaki karnitin
palmitoiltransferaz (CPT) I yoluyla yag acyl karnitine donistiiriilen yagli acyl-
koenzim A (CoA) ‘ya esterlenebilir. CPT II, acyl karnitini mitokondriyal matrikse
aktarildiktan sonra tekrar yag acyl-CoA’ya doniistiiriir ve yag acyl-CoA daha sonra
beta oksidasyon yoluna girebilir (Fernie, Trethewey, Krotzky ve Willmitzer, 2004).
Asetil-CoA, NADH ve flavin adenin diniikleotidi hidrokinon formunda (FADH2) bu
islem sirasinda iretilir, NADH ve FADH2, ETS’ye indirgeme esdegerleri olarak
girerken, asetil-CoA, sitrat olusturmak igin oksaloasetat ile birlestirilerek tekrar TCA
dongiisii i¢in bir baslangic alt-tabakasi olarak hizmet eder (Cappellini ve Fiorelli,
2008; Williamson ve Cooper, 1980).

Piruvat, TCA/Curbs dongiisii enzimleri tarafindan katalize edilerek NADH, GTP ve
FADH2 yiiksek enerjili molekiillere doniistiiriiliir. Uretilen NADH, kompleks I’e
yerlestirilir ve NAD+ siirlis oksidatif fosforilasyonuna doniistiiriiliir. Elektronlarin

zincir boyunca transferi, proton pompalama yoluyla IMS’ye membran potansiyelini



korur. Bu son adimda ADP, kompleks V (ATP sentaz) yoluyla ATP olusturmak tizere
fosforile edilir.
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1.3.3. TCA Déngiisii Ve Olusturulan indirgeyici Esdegerler

TCA dongiisiiniin birincil amaci piruvat ve amino asitlerin oksidasyonu yoluyla CO>
ve guanosin trifosfatin (GTP) yani sira NADH ve FADH2 gibi indirgen esdegerler
iretmektir; Birka¢ kimyasal reaksiyondan tiretilen bu indirgeyici esdegerler sonucta
ETS’ye gii¢ verir ve ATP iiretimine neden olur. Tasiyict proteinler, substratlari

mitokondriyal matris icine tasir, bu sayede TCA dongiisiine oksitlenecek cesitli



asamalarda girebilirler (Drynan, Quant ve Zammit, 1996). Piruvat, sitrat, 2-okso-
glutaratin oksidasyonu ve tiim besleme elektronlarin, NAD + ‘nin NADH’ye
indirgenmesiyle ETS’nin Kompleksi I igerisine gonderir (Sekil 1.2); Mitokondriyal
matris i¢indeki yag acyl-CoA’nin beta-oksidasyonu ayrica daha sonra Kompleks I’e
beslenen NADH’yi de iiretir. Siiksinatin oksidasyonu ETS’nin elektronlarini
Kompleks | yerine Kompleks I1’ye beslemesiyle benzersizdir; bu reaksiyon, FAD +
‘in FADH2’ye indirgenmesiyle olusur. Yag acyl-CoA’nin beta-oksidasyonu ayrica
elektron transfer proteinine (ETF) elektronlar saglayabilen FADH2 yi iiretir. Buna ek
olarak, gliserol-3-fosfatin (G3P), i¢ mitokondriyal zar icindeki G3P-dehidrojenaz
yoluyla dihidroksiaseton fosfata (DHAP) dontstiirilmesi, ETS’ye elektron
bagislamak igin baska bir kaynak olarak FADH?2 iiretebilir (Cappellini ve Fiorelli,
2008; Williamson ve Cooper, 1980).

1.3.4. Elektron Tasima Sistemi

Sekil 1.2°de gosterildigi gibi, elektronlarin ETS’ye girdigi mitokondri iginde dort
konum vardir: G3PDH, Kompleks I, Kompleks II ve ETF (Kibbey, Pongratz,
Romanelli, Wollheim, Cline ve Shulman, 2007). Dort bolgedeki elektronlar en
sonunda tasiyict ubikinonu (Koenzim Q) ubikinol’e (QH2) diisiirmeye yarar. Bu
azalma, Karmasik I’de bir flavin mononiikleotidi (FMN) vasitasiyla ayn1 anda
meydana gelir, dort proton, matristen intermembran bosluga translokasyon yapar ve
proton gradyani olusturur. Ubiquinolden gelen elektronlar daha sonra ubiquinol-
sitokrom ¢ oksidorediiktazdan olusan Karmasik III’e aktarilir; iki elektron sitokrom
c’ye yonlendirilirken diger iki elektron ubikinonun kinonunu kinol’e indirger (Chance,
ve Williams, 1955). Elektronlar, mobil elektron tasiyici sitokrom c¢ vasitasiyla
sitokrom c oksidazdan olusan Kompleks IV i¢ine akmaya devam eder. Bu elektronlar
molekiiler oksijene transfer edilir ve ardindan iki su molekiilii iiretir. Protonlarin,
yukarida bahsedilen komplekslerin her birinde matristen intermembran bosluga
pompalanmasi, ATPase (Kompleks V) yoluyla ATP iiretmek icin gerekli olan proton
gradyanini iiretir; bu islem, elektronlarin ETS’den akmasi ile gergeklesir (Chance, ve
Williams, 1955). (Kompleks II, siiksinat dehidrojenaz yoluyla kinona elektron

vermesine ragmen, proton gradyanina katkida bulunmaz).
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Kalp, kas ve karaciger gibi dokulardan baglanmis mitokondride, Kompleks V,
metabolik substratlardan c¢ikartilan elektronlarin akisi tarafindan iretilen proton
gradyani vasitasiyla ATP tiretmek tizere ADP’yi fosforile eder (yani, ATP’nin iiretimi,
ETS boyunca elektronlarin akisiyla baglanir). Sonug¢ olarak oksidatif fosforilasyon
(OXPHOS) olarak bilinen islemde su olusturmak i¢in Kompleks 1V’te oksijen ve

H*’y1 azaltir.

Bu dokulardaki mitokondriyal solunum esas olarak birlesmis olsa da, OXPHOS,
glikoliz, FA oksidasyonu ve enerji kaynaklari olarak TCA dongiisiine dayanma
derecesi kalp, kas ve karaciger arasinda degisiklik gosterir. Ornegin, normal kosullar
altinda, kalpte iiretilen ATP’nin ¢ogunlugu, karbohidrat ve lipid substratlarin bir
karisimi  kullanilarak mitokondriyal OXPHOS yoluyla yapilir, ancak, hizli bir
durumda, FA’larin beta-oksidasyonu, elektronlarin ana kaynagidir (Scheffler, 2007).
Tip I iskelet kas1 (yani, mitokondriyal 6rneklerimizin hepsinin izole edildigi kas tiirii),
OXPHOS yine ana enerji kaynagi olarak iglev goriirken, Tip II iskelet kasi cogunlukla
glikolize dayanir. Karacigerde, amino asitlerden indirgenmis alfa-ketoasitler, 6zellikle
asetoasetatt asetil-CoA’ya doniistirmek i¢in gereken enzim bu dokuda

bulunmadigindan, 6nemli bir enerji kaynagidir (Opie, 2004).

1.3.5. Oksidatif Stress

Oksidatif stres reaktif oksijen tiirleri (ROS) tarafindan indiiklenir ve NAFLD’nin
ilerlemesine katkida bulunabilecek baska bir faktoér oldugu 6ne siiriilmiistiir. [26].
Baglica hiicresel ROS tipleri siiperoksit (*O2"), hidroksil radikali (*OH), hidrojen
peroksit (H202) ve hipoklordz asittir (HOCI) (Berg, Tymoczko ve Stryer, 2002). Artan
ROS seviyeleri, protein, lipid ve DNA gibi hiicresel bilesenlerle reaksiyona girerek
hiicre hasarina neden olacak sekilde toksik etkilere neden olabilir. ROS ii¢ ana yoldan

tiretilir: mitokondriyal oksidatif fosforilasyon, peroksizom ve enzimatik kaynak

(Sumida, Niki, Naito ve Yoshikawa, 2013).
Oksidatif fosforilasyonun bir yan {iriinii olarak, elektron tasima zincirinden elektron

sizintis1 nedeniyle mitokondride siiperoksit tiretilir (Mittal, Siddiqui, Tran, Reddy ve
Malik, 2014) (Sekil 1.4). Elektronlar, enerji salimmminin eslik ettigi redoks
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reaksiyonlart ile protein kompleksleri (I-V) boyunca tasinir. Enerji, protonlar
matristen intermembran bosluga pompalamak icin kullanilir, bu da i¢ siir zarinda
elektriksel bir potansiyel olusturur. Protonlar gradyan boyunca tekrar matrise geri
akar, bu da ADP’den ATP iiretmek i¢in ATP sentazimi aktive eder. Bu siiregte
elektronlarin compleks I ve compleks I11’ten sizabilir, bu da O2’nin *O2”’e diismesine
neden olur. Superoksit dismutaz (SOD), hiicrelerin bu ROS tarafindan indiiklenen
yaralanmaya kars1 korunmasi ig¢in glutatyon peroksidaz (GPx) ile H2O’ya
indirgenebilen *O2’i olusturan H2O,’nin dismutasyonunu katalize eder (Mittal vd.,
2014). H20Oq, iltihaph bolgelerde miyeloperoksidaz yoluyla yiiksek oranda reaktif
HOCI’ye veya hipoksi sirasinda Fenton’in tepkimesi ile yiiksek derecede toksik
*OH’ye doniistiiriilebilir (Sumida vd., 2013).

Ek olarak, plazma membraninda peroksizomda veya NADPH oksidazda ROS
tretilebilir (Li, Fang, Mai, Choi, Wang ve Yang, 2013). Peroksizom transfer
elektronlarindaki cesitli oksidazlar, H2O2 ve az miktarda siiperoksit {iretimi icin diger
metabolitlerden O:’ye transfer olur. ROS, peroksizomdaki oksidatif homeostazi
korumak i¢in katalaz ve manganez siiperoksit dismutaz (MnSOD) gibi peroksizomal
rediiktazlarla bozunabilir. NADPH oksidaz, bir diger biiytik siiperoksit kaynagi olan
sliperoksit iiretmek icin elektronu NADPH’den O2’ye alan, membran bagl bir protein
kompleksidir (Schrader ve Fahimi, 2006).

Klinik calismalar, NASH’in ferritin seviyelerindeki artis ve eslik eden azalmis
glutatyon seviyeleri ile birlikte lipit peroksidasyonuyla gosterildigi gibi karacigerdeki
oksidatif stres ile iliskili oldugunu ortaya koymustur (Bedard ve Krause, 2007). Lipid
kaynakl1 oksidatif stresin altinda yatan mekanizmalar ile ilgili olarak birkag¢ calisma,
lipid birikiminin NADPH oksidaz ekspresyonunu arttirdigini, ancak SOD ve GPx gibi
antioksidan enzimlerin ekspresyonunu azalttigini gostermektedir (Malaguarnera,
Madeddu, Palio, Arena ve Malaguarnera, 2005; Furukawa, Fujita, Shimabukuro,
Iwaki, Yamada, Nakajima, Nakayama, Makishima, Matsuda ve Shimomura, 2004).
Sirayla oksidatif stres, lipid birikimini siddetlendirebilir ve lipid peroksidasyonunu ve
NASH’a ilerlemesini destekleyen diger oksidatif hasari indiikleyebilir (Carmiel-
Haggai, Cederbaum ve Nieto, 2005; Sekiya, Hiraishi, Touyama ve Sakamoto, 2008;
Thuyle vd., 2015). Oksidatif stresin azaltilmasinin sadece ROS kaynakli hiicre hasarini
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azaltmakla kalmayip ayn1 zamanda hepatik steatozu iyilestirebilecegi de One

stirilmiistiir.

Elektronlar, mitokondrinin i¢ zarinda bulunan komplekslerin (I-IV), enerji saliniminin
eslik ettigi redoks reaksiyonlari ile tagimir (kahverengi oklarla gosterilmistir). Uretilen
enerji, protonlart matristen intermembran bosluga pompalamak i¢in kullanilir, bu da
i¢ sinir zarinda elektrik potansiyeli olusturur. Protonlar gradyan boyunca tekrar matrise
geri akar, bu da ADP’den ATP iiretmek i¢in kompleks V’yi (ATP sentaz olarak da
bilinir) aktive eder. Elektronlarin compleks I ve compleks I11’ten sizmasi, O2’nin *O2"
e diismesine neden olur. Siiperoksit dismutaz (SOD), H20,’yi bigimlendiren ve daha
sonra glutatyon peroksidaz (GPx) ile H2O’ya indirgenebilen *O,%’in degisimini

katalize eder.
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1.4. Obezite Gelisiminde Diyet

1.4.1. Diyetin Obezitenin Baslangicindaki Rolii

Daha o6nce belirtildigi gibi, sismanlik, ii¢ ana kaynaktan karbonhidrat, yag ve protein
kaynakli enerji aliminin artmasindan kaynaklanmaktadir. Bu makro besinler farklh
enerji yogunluklarina sahiptir ve sitokinlerin doygunlugu ve saliverilmesinde farkli
etkiler gdsterir. Bu nedenle obezitenin gelisimini etkileyecek kalorileri artiracaktir. Bu
tezde, diisiik protein tiikketiminin ve asiri karbonhidrat tiilketiminin de obezitenin
baslamasina katkida bulundugunu takdir ettigimiz i¢in doymus ve doymamis yaglarin

oynadigi rol tizerinde durulmustur.

1.4.2. Doymus Yag Asitleri

Doymus yag asitleri hem hayvansal hem de bitkisel yaglardan elde edilir. Zengin diyet
doymus yag asitleri kaynaklar1 arasinda tereyagi yagi, et yagi ve tropik yaglar (hurma
yag1, hindistancevizi yagi ve hurma ¢ekirdegi yagi) bulunur. Doymus yag asitleri, esit
sayida karbon atomuna sahip diiz zincirli organik asitlerdir. 8 ve 16 arasi karbon
atomuna sahip tiim doymus yag asitleri, diyetlerinde kullanildigi zaman serum LDL
kolesterol konsantrasyonunu ylikseltir. Diyetlerin cogunda baskin doymus yag asidi,
palmitik asittir (C16:0); serum kolesterol konsantrasyonlarina gore ‘nétr’ kabul edilen
ciss-mono doymamis yag asitleri, Ozellikle oleik asit (C18: cisl n-9) ile
karsilastirildiginda kolesterolii yiikseltir. Bagka bir deyisle, oleik asit cogu arastirmaci
tarafindan serum kolesterolii veya lipoproteinler iizerinde higbir etkisinin olmadigi

diistiniilmektedir.

1.4.3. Doymamis Yag Asitleri

Doymamis yag asitleri, karbon zincirinde bir veya daha fazla ¢ift/iiglii karbon-karbon

bagi igerir. Bu temelde ti¢ sinifa ayrilabilirler:

o Tekli doymamis yag asitleri (MUFA): Farkli pozisyonlarda meydana
gelebilecek yalnizca bir ¢ift bag olmasi durumu. En yaygin monoenler 16-22

zincir uzunluguna ve cis konfiglirasyonuna sahip ¢ift baga sahiptir. Bu, c¢ift
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bagin her iki tarafindaki hidrojen atomlarinin ayn1 yonde yonlendirildigi

anlamina gelir.

o (Coklu doymamis yag asitleri (PUFA): En az iki ¢ift bag varsa ve genellikle o
karbondan ti¢iincii ve dordiincii karbon atomu arasinda bulunursa bunlara ®-
3 yag asitleri denir. Ilk ¢ift bag altinc1 ve yedinci karbon atomu arasindaysa,
0 zaman -6 yag asitleri olarak adlandirilir. PUFA’lardaki ¢ift baglar, bir

metilen grubu ile birbirlerinden ayrilir.

o Asetilenik yag asitleri: bir veya daha fazla iiclii bag olmas1 durumu.

1.4.4. Yag Asitlerinin Metabolizmasi

Serbest yag asitleri (FFA) ve monoacylgliseroller ince bagirsakta serbest birakilir ve
emilir. Bagirsak mukoza hiicrelerinde FFA, lizomik damarlar vasitasiyla, dolasimdaki
bir kolilomikron pargasi olarak tasinan triacylgliserollere tekrar esterlenir. Dolasimda,
yag asitleri alblimine bagli olarak veya lipoproteinlerin bir pargasi olarak tasinir. FFA,
temel olarak plazma zarindaki protein tasiyicilar tarafindan hiicrelere alinir ve hiicre

i¢i olarak yag asidi baglayici proteinler (FABP) ile tagiir (Sekil 1.5).

Daha sonra FFA, acyl-CoA baglayict protein (ACBP) ile mitokondri veya
peroksizomlara b-oksidasyon igin (1s1 ve ATP olarak enerji olusumu) veya farkl lipid
siiflarina esterifikasyon i¢in endoplazmik retikulum igine alinmadan 6nce aktive
edilir (acyl-CoA). Acyl-CoA veya bazi FFA, gen ekspresyonunu diizenleyen
transkripsiyon faktorlerine baglanabilir veya sinyal molekiillerine (eikosanoidler)
doniistiiriilebilir. Glikoz, hiicrelerde bir glikoz / enerji fazlasi varsa, yag asitlerine

(lipogenezis) doniistiiriilebilir.

Serbest yag asitleri (FFA), ¢ogunlukla plazma zarindaki protein tasiyicilari tarafindan
hiicrelere alinir ve hiicre i¢i olarak yag asidi baglayici proteinler (FABP) ile taginir.
FFA, acyl-CoA baglayici protein (ACBP) vasitastyla mitokondri veya peroksizomlara
b-oksidasyona (ATP ve 1s1 olarak enerji olusumu) veya farkli lipit siniflarina
esterifikasyon i¢in endoplazmik retikuluma yerlestirilmeden 6nce aktive edilir (acyl-

CoA). . Acyl-CoA veya bazi FFA, gen ekspresyonunu diizenleyen transkripsiyon
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faktorlerine baglanabilir veya sinyal molekiillerine (eikosanoidler) doniistiiriilebilir.

Glikoz, hiicrelerde bir glikoz / enerji fazlas1 varsa, yag asitlerine doniistiirtilebilir.
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Sekil 1.5. Yag asitlerinin metabolizmast

1.5. Genel Degerlendirme ve Amag

Insanlarda, yagdan elde edilen diyet enerjisi miktar: ile fazla kilolu niifusun orani
(epidemiyolojik calismalarda) arasinda ve diyetsel yag seviyesi ile viicut agirligi artisi
arasindaki klinik ¢aligmalarin yani sira diyetsel yagdaki azalma ve kilo verme
arasindaki klinik c¢alismalarda anlamli bir olumlu iliski bulunmustur (George,
Tremblay, Despres, Leblanc ve Bouchard, 1990; Popkin vd., 1993; Tucker ve Kano,
1992). Bu baglantilar hayvan caligmalariyla da gosterilmistir (Boozer, Schoenbach ve
Atkinson, 1995; Ghibaudi, Cook, Farley, van Heek ve Hwa, 2002; Bourgeois, Alexiu
ve Lemonnier, 1983; Takahashi, Ikemoto ve Ezaki, 1999; DeLany, Windhauser,
Champagne ve Bray, 2000). Insanlarda veya daha fazla obeziteye yol agan daha fazla
diyet yagina sahip hayvan modellerinde bu iliski, diyetin yag igeriginin enerji
dengesinde 6nemli bir faktér oldugunu gostermektedir. Genel olarak, yag olarak

toplam enerjinin% 30’undan fazlasini igeren diyetler obezitenin gelismesine yol agar.

Birgok arastirmaci, diyetin yag asidi kompozisyonunun viicut agirligr diizenlemesinde
ve yag dokusunun hiicreselitesinde 6nemli bir rol oynadigini gostermistir (yag hiicresi

hacmi ve sayisi). Insan deneklerde yapilan calismalar, SFA’nin PUFA’dan daha
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obezojenik oldugunu gostermistir (Kien, Bunn ve Ugrasbul, 2005; Piers, Walker,
Stoney, Soares ve O’Dea, 2003; Silva, Guimaraes, Mizurini, Maia, Ortiz-Costa,
Sardinha ve do Carmo, 2006). Bu fikir, SFA’da orta ya da zengin diyetlerle
beslenmede daha fazla viicut yag birikimi (Takeuchi, Matsuo, Tokuyama, Shimomura
ve Suzuki, 1995; Bell, Spencer ve Sherriff, 1997) veya daha yiiksek viicut agirligi
(Wang, Storlien ve Huang, 2002; Ellis, Lake ve Hoover-Plow, 2002) gostererek
hayvan ¢alismalari ile desteklenmistir. Ellis vd., (2002) tarafindan yapilan 3 haftalik
disi Sprague-Dawley cinsi sicanlar, diisik SFA misir yag veya yiiksek SFA
hindistancevizi yagir bakimindan zengin diyetleri (toplam enerjinin% 40°1) 8 hafta
boyunca karsilagtiran bir ¢alismada, hindistancevizi yagi ile beslenen hayvanlarda
yiiksek yag hiicresi sayis1 ve misir yagi ile beslenen siganlarda daha biiyiik yag hiicresi
biiylikliigli bulunmustur. Adipositlerin hipertrofisi, hiperplazi i¢in bir Onkosul
oldugundan, bu sonuglar SFA’da yiiksek bir diyetle beslenmekten daha siddetli bir

obezite formunun gelistigini gostermektedir.

Bazi raporlar, yiiksek yagli diyetlerin neden oldugu yiiksek gida verimliligine
(tiiketilen kJ gida basina g viicut agirlig1 artis) bagl olan obeziteyi iliskilendirmistir.
Yag kaynakli enerji, viicut agirlhigi artigi lizerinde yagsiz kaynaklardan elde edilen
enerjiden daha biiyiik bir etkiye sahiptir (Hill, Melanson veWyatt, 2000; Bray ve
Popkin, 1998; Prpic vd., 2002; Roberts, Berger. ve Barnard, 2002; O’Rahilly ve
Farooqi, 2008). Diyet kaynakli termogenez, besinlerin sindirilmesi, emilmesi ve
depolanmasi i¢in enerjidir ve viicut i¢in yaglar i¢in %2-3, proteinler i¢in %25-30 ve
karbonhidratlar i¢in %6-8 olan bir enerji kaybi olusturur. Bu nedenle, besin
kullaniminin etkinligi makro besinler arasinda farklilik gosterir ve yaglar %97-98
arasinda bir verime sahiptir, oysa verimlilik proteinler i¢in %70-75 ve karbonhidratlar
igin %92-94°tiir (Silva vd., 2006). Ek olarak, glikoz veya amino asitlerden uzun zincirli
yag asitleri olusturmak enerji tiiketirken, diyet yagi 6nceden olusturulmus uzun zincirli

yag asidi igerir.

Yiiksek yag diyetinin katkisinin yani sira, aragtirmacilar obezite gelisiminin de genetik
ve cevresel faktorler arasindaki etkilesimin sonucundan kaynaklanabilecegini
gostermistir. Genetik faktorlerin obezite gelisimindeki anahtar rolii, ikizlerde ve

insanlarda evlat edinme ¢alismalarinda zarif bir sekilde gosterilmistir (Stunkard, Foch
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ve Hrubec, 1986; Stunkard, Harris, Pedersen ve McClearn, 1990; Maes, Neale ve
Eaves, 1997; Cui, Kong ve Zhang, 2012). Bir ¢alismada 1974 monozigotik (MZ) ve
2097 diziyotik (DZ) erkek ikiz ciftleri karsilastirilmis ve MZ ikizlerinde asir1 kilolu
uyum oraninin DZ ikizlerinin iki kat1 oldugu bulundu (Stunkard vd., 1990). Bir baska
calisma, VKI nin kalitilabilirliginin birbirinden bagimsiz 93 cift ikizde hesaplandigini,
birlikte yetistirilen ikizlerdekine benzer oldugunu ve ayrica genetik faktorlerin obezite
tizerindeki 6nemli etkilerini gosterdigini gostermistir (Maes ver ark., 1997). Bu ikiz ve
evlat edinme ¢alismalarindan elde edilen sonuglar, 25.000 ikiz ¢ift, 50.000 biyolojik
ve evlat edinen aile iiyesini iceren sistematik bir derlemede 6zetlendi ve yeniden
degerlendirildi (Cui vd., 2012). Bu verilere dayanarak, BKi’nin ortalama
korelasyonunun MZ ikizleri igin 0,74, DZ ikizleri i¢in 0,32, kardesler igin 0,25,
ebeveyn ve yavru ¢iftler i¢in 0,19, evlat edinen akrabalar i¢in 0,06 ve esler i¢in 0,12
oldugu tahmin edildi. Yukaridaki bu c¢aligmalar, genetik faktorlerin obezite

gelisimindeki 6nemini ortaya koymaktadir.

Oksidatif stres, NASH’in patogenezine katkida bulunabilecek diger faktorlerle de
(mitokondriyal disfonksiyon, insiilin direnci, ER stresi ve enflamasyonu gibi)
iliskilendirilmistir. Mitokondri, ROS iretimi i¢in ana bolgedir ve ROS’a bu kadar
yakin olmasindan dolayr oksidatif stresin birincil hedefi olduklari1 diistiniilmektedir
(Trachootham, Lu, Ogasawara, Nilsa ve Huang, 2008). Ayrica, mtDNA’nin oksidatif
hasara duyarli oldugu éne siiriilmiistiir (Park vd., 2009). Insanlarda yapilan ¢aligmalar
ayrica oksidatif stresin insiilin direnci ile iliskili oldugunu ve diyabetik
komplikasyonlarin baslica bir nedeni oldugunu gostermistir (Ceriello, 2003). Deney
hayvanlar1 ve hiicrelerinde, farmakolojik bir ajan veya MnSOD eksikligi (MnSOD +/-
) tarafindan indiiklenen mitokondriyal siiperoksit tiretimindeki artig insiilin sinyal
iletimini etkiler. MnSOD transgenik fareleri diyete bagli insiilin direncinden
korunmaktadir. Bu, insiilin etkisinin mitokondri tarafindan tretilen ROS tarafindan
diizenlenebilecegini ve mitokondrinin diyabetle iliskili oksidatif stresde 6nemli bir rol
oynayabilecegini gdstermektedir. Iinsiilin direncine ek olarak, ROS ER stresini
tetikleyebilir ve pro-inflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu kontrol eden bir

transkripsiyon faktorii olan NFkB’yi active edebilir (Ceriello, 2003).
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Mitokondri enerji metabolizmasinda merkezi bir rol oynar. Yag dokusundan taginan
veya lipoliz ve DNL’den firetilen FA’ler ATP olusturmak igin to-oksidasyon, sitrik
asit dongiisii ve oksidatif fosforilasyon yoluyla metabolize edilir. Mitokondriyal
fonksiyon bozuklugu hem kemirgenlerde (Hoehn vd., 2009) hem de insanlarda (Rector
vd., 2010). NASH ile bagdaslastirilmistir. Ornegin, NASH’in bir genetik obezite sigan
modelinde (Otsuka Long-Evans Tokushima yagl siganlar) azalmig CPT1 aktivitesi
gibi bozulmus mitokondriyal fonksiyondan kaynaklandigi oOne siiriilmiistiir.
Insanlarda, NASH hastalarinda mitokondri yapisal degisikliklerinin hepatik steatoz
hastalarindan farkli oldugu gosterilmistir (Hoehn vd., 2009). Bu, obez hastalarda
mitokondriyal solunumun arttigini ancak obezitenin NASH ile iligkili oldugu zaman
azaldigin1 gosteren bir rapor ile tutarlidir Rector vd., 2010), mitokondriyal

disfonksiyonun NASH’1n bir 6zelligi olabilecegini diisiindiirmektedir.

Diyetsel yag, protein ve karbonhidratla karsilastirildiginda en fazla enerji yogun
oldugu i¢in (Koliaki vd., 2015), yag bakimindan zengin bir diyetin tiiketilmesinin,
enerji alimindaki bir artis nedeniyle sismanliga neden olma olasilig1 daha yiiksektir
(Paddon-Jones vd., 2008). Bu, HF diyetlerinin tiikketiminin asir1 kilo almak igin
bagimsiz bir risk faktorii oldugunu gosteren epidemiyolojik caligsmalarla desteklenir
(Lawton, Burley, Wales ve Blundell, 1993), ancak metabolik etkiler yagin FA
kompozisyonunun tipine bagli olarak degisebilir. Trans-yag asitlerin alkolsiiz yagh
karaciger gelisimindeki roliinii belirlemek i¢in kantitatif calismalar yapilmistir. Trans-
yag asitleri tiikketmek insiilin direnci ve kardiyovaskiiler hastaliklar gelisme riskini
arttirir. Suriye siganlari tizerinde yapilan bir ¢aligmada, bir gruba PUFA, diger gruba
trans-yag asitleri verildi (Roberts vd., 2002). Trans-yag asitleri alan bir grup bozulmus
glukoz toleransi gelistirmistir. Ayrica, bu sicanlarda insiilin direnci oran1 artmistir. Bir
calismada, Bat1 yasam tarzinin Suriye si¢canlari {izerindeki etkisi test edildi. Karaciger
steatoz orani, fruktozdan zengin iceceklerle iligkili trans-yag asitler alan siganlarda
anlamli olarak artmistir (Ghibaudi vd., 2002). Bu nedenle, trans-yag asitlerin rolii,

alkolstiz yagl karacigerin ilerleyisinde degerlendirilmelidir.

Domuz yag1 ve don yag1 gibi hayvansal yaglardan elde edilen doymus uzun zincirli
(C16:0, C18:0 ve C20:0) FA bakimindan zengin HF diyetlerinin, sismanlik, insiilin

direnci ve kemirgenlerde diger metabolik islev bozukluklarina neden oldugu ortaya
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konulmustur (Bray ve Popkin, 1998; Prpic vd., 2002; Stunkard vd., 1990). Farkli yag
tiplerinin (SFA’lar veya doymamis FA’ler) metabolize edildiklerinde benzer miktarda
enerji sagladig1 ve doyma iizerindeki etkilerinde ¢ok az fark oldugu one siiriilmiistiir
(Astrup, 2001; Zock, 2006). SFA’lar ayrica, muhtemelen mitokondriyal solunumdaki
SFA kaynakli kompansator artisindan dolayr karaciger hiicrelerinde ROS {iretimini
artirarak oksidatif strese neden olabilir (Alfenas ve Mattes, 2003; Nakamura vd.,
2009). Ayrica, SFA’larin kas ve pankreas hiicrelerinde mtDNA’ya zarar verebilecegi,
oksidatif strese ve apoptoziye yol agabilecegi gosterilmistir (Egnatchik, Leamy,
Noguchi, Shiota ve Young, 2014; Yuzefovych, Solodushko, Wilson ve Rachek, 2012).

Oleik asit, diyet icindeki MUFA ’nin ana kaynagi olarak tiiketilir. Zeytinyagi en 6nemli
oleik asit kaynagidir (diger kaynaklar avokado ve tohumlardir). MUFA, kan lipit
endekslerini diistiriir ve diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) ile toplam kolesteroliin
yiikksek yogunluklu lipoprotein (HDL) oranma indirgenir. Bir meta-analiz
calismasinda, c¢esitli diyetlerin lipid ve glisemik endeksler {izerindeki -etkisi
degerlendirilmistir. Bu metaanalizin sonucu, tekli doymamis yag asitlerinden zengin
diyetlerin, TG konsantrasyonunu ve kan kolesteroliinii sirasiyla %19 ve %22 oraninda
azalttigin1 gostermistir. Ayrica HDL oranini arttirir ancak LDL’yi etkilemez (Grishko,
Rachek, Musiyenko, Ledoux. ve Wilson, 2005).

Bir ¢alismada, farelere mono-doymamis yag asitleri ile iligkili metionin ve kolin
eksikligi (MCD) diyeti (kolin ve metionin eksikligi) verildi. Zeytinyaginin,
karacigerde TG konsantrasyon oranini, sadece MCD diyeti alan diger farelere
kiyasla% 30’a kadar diistirdiigiinii gosterdiler. Boylece zeytinyaginin insiilin direnci
ve TG’nin hepatik salgilanmas1 oranini arttirdig1 gosterilmistir. Bu nedenle zeytinyag,
periferik organlardan karacigere TG akisinin akisini azaltir (Degirolamo ve Rudel,
2010; Hussein vd., 2007). Dengeli beslenme ile iliskili zeytinyagi alan siganlarda
hepatosteatoz orani artmistir (Hernandez vd., 2005). Coklu doymamis yagin aksine,
zeytinyag1 hepatik fibrozisin ilerlemesini onler (Szende, Timar ve Hargitai, 1994).
Ancak, alkolsiiz yagli karaciger hastalarinin saglikli insanlardan daha az zeytinyagi
veya MUFA alip almadiklar1 gosterilmemistir. MUFA’nin alkolik olmayan yaglh

karacigerin gelismesinde veya gelistirilmesindeki rolii tam olarak anlasilmamistir.
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Yuvd., (2014) tarafindan yapilan baska bir ¢aligmada, gesitli FA igerigi ve doygunlugu
ile beslenen farelerin karacigerinin ve kalbin lipid bilesimi ilizerindeki yag asidi
doygunlugunu belirlemek istenilmistir. HF ile beslenen farelerdeki karaciger
mitokondrisinde solunum ve ATP iiretiminin tiim ADP seviyelerinde ve elde edilen
kelepge clamp karaciger mitokondrisinde kontrollere kiyasla anlamli derecede
azaldigin1 bulunmustur. Bununla birlikte, sadece 12 hafta boyunca kontrol ve HF ile
beslenen ayri farelerin ¢alismalarinda mitokondriyal biyoenerjetikte higbir degisiklik
gozlemlenmedigini bildirmis, ancak bir HF diyetini yeterli bir siire boyunca
beslemenin mitokondriyal biyoenerjetigi bozdugunu ve boylece kontrollere kiyasla
daha yiiksek bir ROS ATP iiretim maliyeti ile iliskili oldugunu bulmustur. Buna ek
olarak, Lionetti vd., (2014) tarafindan yapilan bagka bir arastirmada, yiiksek yagl bir
diyetle indiiklenen hepatik steatozda mevcut olan mitokondri disfonksiyonunun,
mitokondrial dinamik ve morfolojideki degisikliklerle iliskili olup olmadigi
degerlendirilmistir. Balik yaginin, yag asitlerinin kullanimini uyararak, obeziteye ve
anti-steatotik etkilere sahip olabilecegi One siiriildiigi igin, yiiksek balik yagi
diyetlerine kiyasla yiliksek domuz yag1 olan yiiksek yag diyeti kullanilmistir. Yiiksek
domuz yagi iceren beslenmenin daha biiyiik hepatik lipid birikimi, iliskili
mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ile insiilin direnci, daha yiiksek oksidatif stres ve
mitokondriyal fisyon islemlerine kayma gosterdigini ortaya koymuslardir
(Mitokondriyal fizyon islemleriyle iliskili olarak anti-steatotik etkiye sahip olan
yiiksek balik yag1 beslemesine kiyasla). Bu nedenle, farkli yliksek yaglh diyet tiirleri
mitokondriyal fonksiyon ve dinamik davranis lizerindeki etkileriyle farklilik gosterir

ve asir1 beslenmeye farkli hiicre adaptasyonlarina neden olur.

Mitokondriyal oksidatif dengesizligin NAFLD ve ilgili metabolik hastaliklarin
gelisimine ve ilerlemesine katkida bulundugu yaygin olarak kabul edilmektedir.
Cardoso vd., (2013), uzun zincirli yag asidi metabolizmasina bagli olarak diyete
duyarli bir hidrojen peroksit iiretim kaynagini, ¢ok uzun zincirli agil CoA
dehidrogenaz  (VLCAD) tarafindan  katalize edilen ilk pirojeno-CoA
dehidrojenasyonu, mitokondriyal oksidasyonda dnemli bir elektron sizintist adimi
olarak tanimlanmistir. Gergekten de, cogu HFD modeli mitokondriyal hidrojen
peroksit lretiminin artmasina, oksidatif hasar belirteclerinin goriilme sikliginin

artmasma (Ornegin arttirilmis lipid oksidasyonu, karbonlanmis proteinler, 3-

21



nitrotirosin seviyeleri ve azaltilmis akonit aktivitesi) ve HFD hayvanlarinda oksidatif
dengesizligin meydana geldigine isaret eden diisiikk antioksidan savunmalara neden

olur.

Tim bu veriler 1s18inda bu calismada; yag asidi diyetinin karacigerde mitokondri

lizerine bioenerjetik etkileri incelenmeye calisilmistir.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Deney Hayvani

Deneysel ¢alismalarda C57BL/6 erkek fareler kullanilmis ve bunlar, yiyecek ve suya
serbest erisimi olan 12 saatlik bir aydinlik / karanhik dongiisinde 22 + 1°C de
tutulmustur. Zenginlestirme igin kafese fare g¢arki konulmustur. Deney diisiik
guriltili, sicakligin takip edildigi ve nemin %50°de tutuldugu bir diisiik stres
ortaminda gergeklestirilmistir. Universitedeki hayvan tesisinde 1-2 haftalik
iklimlendirme sonrasinda, standart bir yem diyeti ile (CH diyeti, Specialty Feeds,
Avustralya) serbest yemleme yapilmistir. Her bir fare i¢in gida alim hizi (diyet

tartilarak) ve viicut agirligi haftada iki kez olglilmiistiir.

2.2. Diyetler

On iki haftalikken, 4-5 fareden olusan gruplar 5 tedavi diyetinden birine rastgele olrak
secilmistir. Protokol 1’de fareler %19 protein %73 karbonhidrat ve %8 lipitten olusan
normal kemirgen diyetine devam dilmis ve bu grup kontrol grubunu olusturmus olup,
hayvanlar 12 hafta sonra sakrifiye edilmistir. Kontrol grubu dahil, ii¢ farkli deneysel
diyette ise rejimlerin ikisinde ise, fareler 14 hafta boyunca HF ile beslenmistir. HF
diyetlerden birinde % 50 yagli ve n-3 bakimindan zengin yag asitlerine sahip
menhaden yagi (MO) kullanilmigtir (MO diyeti, n-3 PUFA, D10122003, Arastirma
Diyetleri, New Brunswick, NJ.). Ev yapim1 bir diyet protokoliine gore isleyen diger
HF diyeti ise; kurabiye, sigir karacigeri ezmesi, sucuk, ¢ikolata ve Tirk hamur
islerinden olusturulmus ve standart bir diyet haline getirilmistir. Ev yapimi diyetin

enerji bilesimi %12,7 protein, %32,8 karbonhidrat ve %54,5 lipid olarak belirlenmistir.

2.3. Yem Aliminin Degerlendirilmesi

Yem alimmin degerlendirilebilmesi i¢in fareler, Fotograf 2.1’de verildigi sekilde
metabolik kafeslere yerlestirilmistir. Biitlin gida bilesenleri, sunulan biitiin bilesenlerin
en azindan bir kisminin ertesi glinii geri kalmasini saglamak icin birkac kiiciik parca

halinde ve fazla miktarda konulmustur. Her hayvan tarafindan tiiketilen her bir
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bilesenin miktar1, sunulan miktar ile ertesi giin geri kalan miktar arasindaki farktan

hesaplanmustir.

Fotograf 2.1. Metabolik kafeslerdeki fareler

2.4. Dolayh Kalorimetre

Oksijen tiiketimi (VO2) ve karbondioksit tiretimi (VCO3), diyet uygulamasi sonunda
acik devre respirometre (akis hiz1 1 L/dk) ile 6lciilmiistiir. Olgiimler, 151k fazinin ikinci
saati boyunca 22°C’de gergeklestirilmistir. Hayvanlar, kalorimetrik odalara
yerlestirilip ve 2 saat boyunca 1sinmasina izin verilmistir. Veri kayitlari, yaklagik 30
dakikalik bir siire¢ igerisinde, 90 saniyelik periyotlar halinde her bir kafes iginde
ardigik olarak yapilmistir. Hem VO2 hem de VCO; viicut yiizeyi i¢in ayarlanmistir
(mL dk-1 x kg 0.75) ve toplama periyodu siiresince ortalamasi alinmigtir (Fernie vd.,
2004). Solunum kismi (RQ = COz iiretimi / Oz tiiketimi) dolayli kalorimetri

verilerinden hesaplanmstir.
Oksijen tiiketimi denklemi:

VOZ.subject = Vi0z; — V04, (2.1)
Karbondioksit tiretimi denklemi:

VCOZ.subject = V,C05, — V;COy; (2.2)
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2.5. Numune Toplama

On iki haftanin sonunda kontrol grubundaki fareler gece boyunca 12 saat a¢ birakilmis
ve 0,1 mL/80 g viicut agirliginda bir dozda Zoletil: Rompun (4:1) ile uyusturulmustur.
Deneme yemleri ile beslenen gruplardaki fareler 14 hafta sonra sakrifiye edilmistir.
Karaciger farelerden disekte edilip, hemen tartilmistir. Karacigerin kiigiik bir boliimii
kullanilmak tizere diseke edilip, geri kalan1 daha sonra kullanilmak iizere sivi azotta
dondurulmus ve bir sonraki analize kadar -70°C de saklanmistir. Alinan karaciger
dokulari histolojik analiz i¢in, buzda sogutulmus tampon (pH 7,4, 250 mmol/L sukroz,
10 mmol/L Tris-HCI ve 1 mmol/L EDTA) ve palmitat oksidasyonu l¢iimii igin, %10
nétr tamponlu formalin (Sigma-Aldrich, #HT501128) igerisine konulmustur.

2.6. Karacigerden Mitokondri izolasyonu

Mitokondri izolasyonu i¢in, taze karaciger (3g), bir teflon/cam homojenlestirici ile 35
mL soguk izolasyon tamponunda (250 mM sukroz, 5 mM Tris HCI, 2 mM EGTA, pH
7,4) homojenlestirilmistir. Cekirdekler ve hiicre pargalari, 10 dakika boyunca 500 g’de
santrifiijlenerek ¢ikartilmistir. Siipernatan, mitokondriyal peleti ¢okeltmek i¢in 8,000
g’de santrifiijlenmistir. Pelet bir kez resiispansiyonla yikanip 8,000 g’de
santrifiijlenmis ve nihai pelet ayn1 tampon i¢inde yeniden silispansiyon haline
getirilmistir. Mitokondriyal protein Bradford metodu ile 6l¢iilmiistiir (Yuzefovych vd.,
2012).

2.7. Mitokondri Solunum Hizx

Mitokondriyal oksijen tiiketimi, Egnatchik vd., (2014) metodu iizerinde
modifikasyonlar yapilarak Fotograf 2.2°de gosterildigi gibi polarografik olarak
dl¢iilmiistiir. izole edilmis mitokondri (2,5 mg protein/mL), su ile termostatik olarak
diizenlenmis bir odada, bilgisayar kontrollii bir Clark tipi oksijen elektrotu Oxygraph
(Hansatech, Norfolk, UK) ile bir solunum tamponu iginde (145 mM KCI, 30 mM
HEPES, 5 mM KH2P04, 3 mM MgCl», 0,1 mM EGTA ve %0,1 BSA, pH 7,4 37°C de),
1,8 mg mitokondriyal protein/mL konsantrasyonunda inkiibe edilmistir. Siiksinat (10
mM), 500 um ADP’nin yoklugunda (durum 4) ve varliginda (durum 3) substrat olarak

kullanilmistir. Mitokondriyal islevsellik, solunum kontrol oran1 (RCR = durum 3
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VO /durum 4 VO) ile kontrol edildi ve RCR’1 2,50’den diisiik Ornekler

kullanilmamustir.

Fotograf 2.2. Polarografi

2.8. Mitokondri Hidrojenperoksit Uretimi

Mitokondriyal H202 salinimi, Amplex™ red/horseradish peroksidaz yontemi
(Molecular Probes, Eugene, OR) ile ol¢iilmiistiir. Red/horseradish peroksidazi (HRP,
2 Dbirim/mL) floresan olmayan Amplex kirmizinin (80 pM) H202 bagimli
oksidasyonunu, floresan resorufin kirmiziya katalize etmektedir. HRP membranlardan
gecemeyen biiyiik bir protein oldugundan dolayi, bu deney yalnizca mitokondriden
salman H20>’yi saptamaktadir (mitokondri igerisindeki H2O2’yi hesaplayamaz). 200
birim/mL CuZn-SOD, biitiin O2’yi, H202’ye déniistiirmek tizere eklenmistir. O HRP
ve HRP bilesik T ile ¢ok hizli tepkimeye girdiginden ve asil H20> iiretim oraninin
yetersiz degerlendirilmesiyle sonuglanmistir. Floresans, 545 nm’lik bir uyarma dalga

boyunda ve 590 nm’lik bir emisyon dalga boyunda bir Floroskan Ascent tipi 374 ¢cok
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oyuklu plaka okuyucu (Labsystems, Helsinki, Finlandiya) kullanilarak izlenmistir.
Floresanstaki artisin egimi, standart bir egri ile H202 iiretim oranina donistiiriilmiistiir.
450 birim/mL katalaz ilavesi, bu egimi ~%99 azaltmistir (veriler gosterilmemistir).
Biitiin deneyleri siyah 96 oyuklu plakalarda, 30°C de gerceklestirilmistir. Kullanilan
substratlar, 9 mM siiksinat ve 5 mM glutamat + malat idi. Her bir deneyde, Amplex
kirmizinin zemin oksidasyon oranlarini ve substrat olmadan (durum 1) mitokondrideki
H20: salinim oranlarini tahmin edebilmek i¢in, bir tepkime oyugunda yalnizca tampon
kullanilirken, bir digerinde mitokondri igeren tampon kullanilmistir. Reaksiyon
tamponu 125 mM KCI, 10 mM HEPES, 5 mM MgCl,, 2 mM K;HPCs, pH 7,44’ten
olusturulmustur. Bu arastirmada, Amplex kirmizi H2O: deneyini ayrica, disaridan
eklenen SOD’nin (Schrader ve Fahimi, 2006; Bedard ve Krause, 2007; Malaguarnera
vd., 2005) varhiginda ve yoklugunda H2O: iiretimini 6lgerek O iiretimi oranini
hesaplamakta kullanilmistir. Bu yaklasimin bir zayifligi, stiperoksit iiretiminin agir
hesaplanmasidir, ciinkii siiperoksit, HRP’yi hem diisiirebilir hem de okside edebilir.
Onceki prosediiriin bu sorununu ¢dzmek icin, bir siiperoksit “canak” gérevi gérmek
tizere (HRP yerine) Amplex kirmizi reaksiyon tamponuna 20 pM asetillenmis
sitokrom c (cyt c) eklenmistir. Bu sekilde, SOD’nin yoklugunda, ilave mitokondriyal
salinmis stiperoksit asetillenmis cyt ¢’yi (H202 olusturmayan bir tepkime) azaltir. SOD
eklendiginde, ilave mitokondriyal siiperoksit SOD ile tepkimeye girer ve H2O> ortaya
¢ikarir. Bu nedenle, SOD ilavesi iizerine H20O2 olusumu, net ilave mitokondriyal

stiperoksit salinimini tahmin etmekte kullanilabilir.
2.9. Trigliserit (TG) Diizeylerinin Ol¢iimii

Karacigerdeki trigliseritler, diyet yaginin etkisini degerlendirmek i¢in 6l¢lilmiistiir.
Numuneler, bir cam homojenlestirici kullanilarak bir kloroform ve metanol (2:1)
karisimi iginde homojenlestirilmis ve gece boyunca galkalayiciya yerlestirilmistir.
Sulu fazi ¢ikarmak i¢in % 0,6 NaCl eklenmistir. Karisim 1,000 g’de 10 dakika
santrifiijlenip, diisiik organik faz yeni tiiplere aktarilmistir. Daha sonra ekstrakt
kurutulmustur ve TG konsantrasyonunun 6l¢iilmesinden once, yeniden etanol i¢inde
¢coziilmiistlir. TG seviyeleri Trigliserit GPO-PAP (Roche Diagnostics, #11730711216)

kiti kullanilarak belirlenmistir.
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2.10. Western Blotlama

Doku ornekleri, 10uL/mL proteaz inhibitdr kokteyli (Sigma-Aldrich, # 9599), 10uL/
mL fosfataz inhibit6r kokteyli (Sigma-Aldrich, #P5726), 10 mM NaF (Sigma-Aldrich,
#S7920), 1 mM NaszVOs (Sigma-Aldrich, # 450243) ve 1 mM fenilmetansiilfonil florit
(Sigma-Aldrich, # 8830) igeren soguk RIPA tamponunda bir havaneli karistirici ile
homojenlestirildi. Doku lizatlar1 daha sonra 4°C de 15 dakika boyunca 20,000 x ¢
hizinda santrifiijlenmistir. Stipernatandaki protein konsantrasyonlari, bisinkoninik asit
tahlili (Sigma-Aldrich, # B9643) ile belirlenmistir. Protein numuneleri daha sonra
suyla seyreltilmis ve 2,5 ug/uL’lik bir nihai konsantrasyon yapmak i¢in 4 x Laemmli
tamponu ile karigtirllmistir. Son olarak, numuneler proteini denatiire etmek igin 95°C

de 5 dakika kaynatilmistir.

2.11. SDS-PAGE Ve immiinoblotlama

Poliakrilamid jeller % 8, 10, 12 veya 14 konsantrasyonunda, proteinlerin molekiiler
agirliklarina gore ayrilmasi i¢in kullanilmis ve daha sonra calisan bir tampon igine
yerlestirilmistir. Denatiire protein ornekleri (50 pg/well) ve standart protein
merdivenleri (5 uL/well, Bio-Rad, # 161-0374) jele yiiklenmistir ve ilgilenilen
proteinin alt ve istiindeki protein merdivenleri iyice ayrilana kadar, 120V’da
dagitilmigtir. Daha sonra jeldeki proteinler, 100V’da 2 saat boyunca bir transfer
tamponu igerisinde PVDF zarina (Bio-Rad, # 162-0177) aktarilmistir. PVDF zari,
spesifik olmayan baglanmayi bloke etmek i¢in oda sicakliginda %3 BSA’da (TBST
tamponu, Sigma-Aldrich, #A9418) 1 saat boyunca inkiibe edilmis ve daha sonra da
primer antikor ile 4°C de gece boyunca inkiibe edilmistir. TBST i¢inde 1 saat
yikandiktan sonra, zar, yaban turpu peroksidaz konjugat sekonder antikorunda (Santa
Cruz, tavsan i¢in # sc-2004, fare igin # sc-2005) inkiibe edilmis ve ardindan TBST
icinde 1 saat daha yikanmstir. Tespit i¢in gelistirilmis kemiliiminesant (Perkin Elmer,
# NEL113001EA) kullanilmustir. Birincil antikor olarak; IRE1, fosfo-IRE1 (S724),
CHOP, Grp78, AMPK, Fosfor-AMPK, ACC, Fosfor-ACC, SIRT1 ve OXPHOS
kompleksleri kullanilmistir. % 1 BSA, % 0,02 sodyum azid (Sigma-Aldrich, # 71289)
ve % 0,0025 fenol kirmizist (Sigma-Aldrich, #32661) iceren bir TBST tamponu
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kullanilarak, hiicre sinyali ve Abcam’dan gelen antikorlar 1:1000, Santa Cruz’dan

gelen antikorlar 1:500 oraninda seyreltilmistir.

2.12. istatistiksel Analizler

Mitokondrial isaretgilere ve inflamatuvar isaretcilere iliskin veriler, biitiin gruplar
arasindaki degisiklikleri gozlemlemek igin tek yonlii varyans analizi (ANOVA)
kullanilarak analiz edilmistir. Student Newman Keuls post hoc testi uygun olan
yerlerde Karsilastirma yapmak igin kullanilmistir. Istatistiksel anlamlilik, p<0,05’lik

bir alfa degeri ile belirlenmis ve veriler ortalama (+ SEM) olarak sunulmustur.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Diyetin Viicut Agirh@ina Etkisi

Ayni viicut agirliklan ile baslanan deneyde; birer hafta araliklarla sakrifiye edilen
kontrol ve deneme diyet gruplar1 arasinda agirlik artis1 bakimindan 6nemli bir fark
bulunamamistir (p>0,05). Bu durum farelerin kontrollii bir diyetle beslenmesinin

vuciit yag dokusu birikimini etkilemedigini gostermistir.

Bununla birlikte, kontrol grubuyla yapilan yiiksek yagli diyetlerden alinan kilo artisi
onemli dlgiide farkli oldugu bulunmustur (p<0,05). Dolayisiyla bu, bize yiliksek bir yag
diyetinin farelerin viicut agirhgm etkiledigini gostermektedir. HDF-1 karisimi ile
HDF-2 MO arasinda viicut agirliklar1 agisindan anlamli bir fark bulunamamastir.
Farelerin agirlik artiglar1 Tablo 3.1°de verilmistir. Karaciger agirliklart olgiilen
farelerde bu bakimdan 6nemli bir fark olmamasina ragmen (p>0,05), HFD-2 ile
beslenenler i¢in ortalama agirlik, MO’nin yag dokusu yaglarini azalttigini diistindiiren

daha diisiik bir agirliga sahip oldugu tespit edilmistir.

Tablo 3.1. Farkli diyetlerin agwrltk bakimindan etkisi

_ Tk Son Agirhk Besin  Karaciger
Diyetler
Agirhk Agirhk Artisi Tiiketimi  Agirhg
Kontrol (12 h) 28,4+0,5 28,4+0,6 29,5+0,6 29.840,7  28,4+0,5
Kontrol 528,940,7  529,4+0,6 637,4+1,1 635,440,7 528,9+0,7
HDF-1 (karisim) 5004405  501,040,2  607,75+0,7 606,25+0,6 500,440,5
HDF-2 (MO) 732462 73,8451 65,5+3,1 66,3442 732462

3.2. Diyetin Viicut Solunumuna Etkisi

Diyetin metabolik sistem tizerindeki etkisini degerlendirmek i¢in tiiketilen Oz (VOy)
ve liretilen CO2 (VCO2) miktar1 belirlendi ve sonuglar normal diyet ile ve HF ile
beslenen fareler arasinda anlamli bir fark olmadig1 gorilmiistiir (Grafik 3.1). Hem HF
hem de MO gruplari, kontrol farelerine kiyasla, glikoza gore daha fazla yag
oksidasyonu ile tutarl olarak daha diisiik bir solunum katsayisina (VCO2/VOz) sahip

olma egiliminde oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle, bu veriler bize HF’nin
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mitokondriyal biyoenerjetigi bozdugunu sdylerken, menhaden yaginda bulunan n-3
yag asitleri doymus yag yerine kullanildiginda faydalar sunabilecegini
diisiindiirmektedir. HF ile beslenen farelerde, kontrollere kiyasla biitiin viicut oksijen
tiketimi azalmistir. HF karistmi MO’lu HF’den daha diisiikk bir enerji harcamasi
egiliminde oldugu goriilmiistiir. Bu, mitokondriyal biyoenerjetigi ve dolayisiyla diisiik
solunum potansiyelini engelledigi gosterilen karisim ile doymus yag asitlerinin bir
sonucu olabilir. Dolayistyla bu, diger arastirmacilar tarafindan n-3 yag asitlerinin,
gelismis bir metabolik sistem sundugu sebebiyle daha iyi bir yag se¢imi oldugu

verilerini desteklemektedir.
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Grafik 3.1. Kontrol (C), yiiksek yag (HF-karisimi) veya menhaden yagli (MO) HF ile
beslenen farelerde biitiin viicut solunum parametreleri*

*Solunum boliimii (RQ), VO2 ve VCO2 protokol I calismalari (sirastyla 12 hafta,
paneller A, B ve C) ve protokol II ¢alismalari (sirasiyla 14 hafta, panel D, E ve F) i¢in
gosterilmigstir. Veriler ortalama + SE olarak sunulmustur, *Eslestirilmemis, iki
kuyruklu t testi veya Newman-Keuls ¢oklu karsilastirma testi ile tek yonli ANOVA

karsilastirmalari i¢in p<0,05 alinmistir.
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3.3. Mitokondriyal Islev

Karaciger mitokondriyal oksijen tiiketimi, HFD-2 (MO)’da karma HFD-1’e gore daha
yiiksekti ve her iki grupta, Grafik 3.2’de gosterildigi gibi her iki mitokondriyal
solunum durumunda 3 ve 4 HFD beslemesine cevap olarak azaldigi goriilmiistiir.
Sunulan bu sonuglar, ADP olmadan gozlenen herhangi bir fark olup olmadigini
gormek icin bir silibstrat olarak siiksinat kullanilarak yapilmistir. Daha sonra
birlestirilmis substratlar, 5 mM siiksinat + 5 mM glutamat + 1 mM malat kullanilarak
daha sonra ADP ilavesiyle aragtirilmistir. Karaciger mitokondri tarafindan Grafik

3.2°de gosterildigi gibi solunum HF-MO ile karsilastirildiginda HF-karigimini

azaltmistir.
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Grafik 3.2. Karacigerde mitokondriyal oksijen tiiketimi*

*0O, tiikketim hizlar1 izole edilmis mitokondri ic¢inde siibstrat olarak siiksinat

kullanilarak ADP’nin yoklugunda (durum 4) ve varliginda (durum 3) dl¢tilmiistiir.

Solunum ayrica, eklenen ADP’nin artan seviyelerinden kaynaklanan kelepgeli
membran potansiyeline kars1 ayarlanmistir (Grafik 3.3). Bu, daha 6nce iskelet kasi
mitokondri (Glancy) icin bildirilen kinetik gozlemlerle tutarli lineer egriler
olusturmustur. Egimlerin gruplar arasinda benzer oldugu gézlemlenmistir. Bununla
birlikte, HF ile beslenen fareler i¢in regresyon ¢izgisi, kontrol ve MO ile beslenen
farelere kiyasla sola cekilmistir (verilen potansiyelde daha diisiikk solunum). Bu
cekilme, degistirilmis mitokondriyal membran lipid bilesiminin bir sonucu olabilir, bu

da daha sonra membran akiskanligini degistirir (Bedard ve Krause, 2007), bu nedenle
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proton akimi ve ATP sentaz aktivitesini degistiren miotokondri katlama modellerinde
degisiklik olusur (Chavez ve Summers, 2003; Kibbey vd., 2007). Bu iliski, ayrica
solunum ADP seviyeleri tarafindan olusturulan solunum ve AY arasinda
tamimlanmustir (Grafik 3.3C), iskelet kasi ¢alismalarinda daha once tarif edilmis olup,
burada AW kreatin fosfat ve kreatin kinaz (Hasselbaink vd., 2002) kullanilarak
kenetlenmistir. Bunlar, elektron tasiniminin oksidatif fosforilasyon i¢in ortaya ¢ikan
itici gilicle, yani membran potansiyeliyle orantili oldugunu gosterdiler.
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Grafik 3.3. Deneysel diyet farelerinin karaciger mitokondrileri ile solunum durumlarini temsil
eden ve kelepgeli ADP’nin 4. durumdan 3. duruma degisen farkli seviyelerdeki
solunumlar1™*

*A) kontrol, yiiksek yag (HF) veya menhaden yagi (MO) ile tedavi edilmis farelere
ilave ADP’nin bir fonksiyonu olarak karaciger mitokondri yoluyla solunum. B) A
panelinin verileri, egrilerin altindaki alanla karsilastirildi. C) Panelin artan ADP
konsantrasyonlarindan kaynaklanan kismi i¢ zar potansiyelinin (AY) bir fonksiyonu

olarak karaciger mitokondri ile solunum.
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Grafik 3.4. Mitokondri solunum hizi. Substrat olarak siiksinat kullanilarak solunum kontrol
oraninin (RCR) 6l¢iimil
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Izole edilmis mitokondri i¢in, kullanilan farkli substratlarda RCR degerlerinde anlamli
bir fark yoktu. Bununla birlikte, RCR degeri, karisik substratta, Grafik 3.5°te
gosterildigi gibi artma egiliminde oldu. Ancak, c¢alisma gruplarindan alinan RCR,
Grafik 3.4 ve Grafik 3.5°deki standart hata ¢ubuklarinda gosterildigi gibi kontrol

grubundan 6nemli 6l¢iide farkliyd.
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Grafik 3.5. Mitokondri solunum hizi. Solunum kontrol oraninin (RCR) kombine substratlarin
(sliksinat, glutamat ve malat) 6l¢limii

3.4. Mitokondri Hidrojenperoksit Uretimi

H20; iiretimi degerlendirildi ve beklendigi gibi karaciger mitokondri tarafindan ROS
tretimi, artan ADP konsantrasyonlar1 olan ve biitiin solunum gruplari ile solunumun
durum 4’ten durum 3’e kadar degistigi A¥’deki iligkili diistis ile birlikte biitiin diyet
gruplari i¢in belirgin sekilde azaldi (Grafik 3.6A ve 3.6B). Karaciger mitokondriler
tarafindan mutlak H»O; iiretimi (mg mitokondriyal protein basina iiretilen H202) MO
ve kontrol fareleri (Grafik 3.6A) ile karsilastirildiginda HF agisindan daha biiyiik
olmustur. Diyet rejimleri arasindaki fark, H>O iiretimi, elde edilen kenetlenmis AY’ye
kars1 sekillendirildiginde (Grafik 3.6B) veya birim oksijen tiiketimi bagma H202
tiretimi ifade edildiginde daha belirgin hale geldi (Grafik 3.6C ve Grafik 3.6D).
Oksijen tiiketiminin elektron tasinmasiyla, yani ROS’un iiretildigi siirecle orantili
oldugu unutulmamalidir. HF ile beslenen fareler ayrica, ATP basmna daha fazla -

biyolojik bir oksidatif fosforilasyonun "maliyeti” olan- H2O> tiretmistir.
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Grafik 3.6. Deneysel diyetlerle beslenen farelerin karaciger mitokondriyle H2O> iiretimi*

*A ve B) Ortama eklenen (ADP) ve sonugta elde edilen AY (panel B) ADP’nin bir
fonksiyonu olarak H20; iiretimi i¢in mutlak degerler. C ve D) Eklenen ADP (panel C)
ve elde edilen kelepgeli AW (panel D) bir fonksiyonu olarak birim solunum basina

ifade edilen H20 iiretimi.
3.5. Diyetin Trigliserit Diizeyleri Uzerine Etkisi

Tek bagina yiiksek yagli diyet karisgimi karaciger TG seviyelerini Protokol 1°den
kontrol grubunun yaklasik 3 katina cikardi (Grafik 4.7). Iki HFD arasinda TG
diizeylerinde anlamli bir fark yoktu, ancak HFD MO digerlerine gore daha fazla
trigliserit seviyesine sahipti. TG’nin etkilerini belirlemek igin, karaciger kesitleri
tizerinde HveE boyamas1 yaparak eszamanl histolojik degisiklikleri degerlendirdik
(Grafik 4.8). Protokol 1 ve 2’den kontroller, benzer bir TG igerigi ve histolojik
goriiniim  gostermistir.  HFD1 tek basma hepatositler icinde orta derecede
mikrovezikiiler steatoz, HFD2 ise hem mikrovezikiiler hem de makrovesikiiler
steatozu indiiklemistir. Oil Red O boyamasi1 [171, 361, 362] ile yapilan dogrulamalara
dayanarak, H&E i¢indeki bosluklar (> 25 um, oklarla belirtilmistir) lipit damlaciklarini
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temsil edecek sekilde dl¢lilmiistiir. HFD2 grubunda, genisletilmis lipit damlaciklarinin
sayisi, HFD1 grubuna gore anlamli olarak artmistir (Grafik 4.8).
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Fotograf 3.1. Karacigerin hlStOlO_] 1k kes1t1 (H&E x200)*

*Fare basina 6 rastgele alanda (200 x) biiyiik lipit damlaciklarinin (¢ap1 >25um) sayist

istatistiksel analiz i¢in belirlenmistir. Oklar, lipit damlaciklarinin seklini

gostermektedir.
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3.6. Karacigerde Oksidatif Stresin Etkileri

Oksidatif stresin mitokondriyal fonksiyonun tanimlanmasinda énemli bir rol oynamis
olugunu da 6ne siirdiigii i¢in, bu ¢calisma daha sonra western blotlama yoluyla oksidatif
stres ve anahtar protein seviyeleri i¢in biyokimyasal belirtecleri 6l¢miistiir. Grafik 4.9,
immiinoblotlamadan &nce SDS sayfasinin bir jel resminin temsilidir. Immiinoblotlarin
analizi, fosfor-eIF2a CHOP ve GRP78’in protein seviyelerini igeren stres
markdrlerinin ekspresyonunda anlamli bir fark olmadigint géstermistir (Grafik 4.10).
Ancak, HFD2 grubundaki vahsi tip IRE1 fosforilasyonunun ifadesi digerlerine kiyasla
daha diisiiktii.

[Yentrt 7] Cntri 2 EHFD1EEHFD2

Fotograf 3.2. Immunoblotlama éncesi SDS sayfa jeli

Protein seviye belirtegleri western blot ile o6l¢iilmiis ve GAPDH ile

normallestirilmistir.
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4. SONUC

Bu calismada, yag asidi diyetinin karacigerde mitokondri lizerine biyoenerjetik etkileri
arastinlmustir. Ug grup fareye ii¢ farkli diyet uygulanmistir (birisi normal diyet, diger
ikisi doymus yag (HF) ile beslenmistir. HF’lerden biri yagin %350’sine ve n-3

bakimindan zengin yag asitlerine sahip menhaden yagi olarak verilmistir).

Elde ettigimiz sonuglara gore fareleri kontrollii bir diyette tutmak, yag dokusunun
birikmesini etkilememektedir. Bununla birlikte, kontrol grubuyla yapilan yiiksek yagl
diyetlerden alinan kilo artig1 6nemli dl¢iide farkli bulunmustur (p<0,05). Dolayisiyla

bu durum, yiiksek bir yag diyetinin farelerin viicut agirligini etkiledigini géstermistir.

Karaciger agirliklart dl¢iilmiis; agirlikta anlamli bir fark olmamasina ragmen HFD-2
ile beslenenler icin ortalama agirlik, MO’nin yag dokusu yaglarini azalttigini

diisiindiiren daha diisiik bir agirliga sahip oldugu goriilmiistiir.

HF ile beslenen farelerde, kontrollere kiyasla biitiin viicut oksijen tiikketimi azalmistir.
HF karisimi MO’lu HF’den daha diisiik bir enerji harcamasina egilimine sahip oldugu
belirlenmistir. Bu, mitokondriyal biyoenerjetigi ve dolayisiyla diisiik solunum
potansiyelini engelledigi gosterilen karisim ile doymus yag asitlerinin bir sonucu
olabilir. Dolayisiyla bu, diger arastirmacilar tarafindan n-3 yag asitlerinin, gelismis bir
metabolik sistem sundugu sebebiyle daha iyi bir yag se¢imi oldugu verilerini

desteklemektedir.

Karaciger mitokondri tarafindan solunum HF-MO ile karsilastirildiginda HF-
karigimini azaltmistir. Bununla birlikte, HF ile beslenen fareler i¢in regresyon ¢izgisi,
kontrol ve MO ile beslenen farelere kiyasla sola ¢ekilmistir. Bu ¢ekilme, degistirilmis
mitokondriyal membran lipid bilesiminin bir sonucu olabilir, bu da daha sonra
membran akigkanligin1 degistirir, bu nedenle proton akimi ve ATP sentaz aktivitesini

degistiren miotokondri katlama modellerinde degisiklik olusur.

Karaciger mitokondriler tarafindan mutlak H>O; iiretimi (mg mitokondriyal protein

basina liretilen H2O2) MO ve kontrol fareleri ile karsilastirildiginda HF agisindan daha

38



biiyiik olmustur. Tek basina yiiksek yagl diyet karisimi karaciger TG seviyelerini
Protokol 1°den kontrol grubunun yaklasik 3 katina ¢ikarmugtir. ki HFD arasinda TG
diizeylerinde anlamli bir fark bulunamamistir, ancak HFD MO digerlerine gore daha

fazla trigliserit seviyesine sahip oldugu tespit edilmistir.

Immiinoblotlarin analizi, fosfor-elF20 CHOP ve GRP78’in protein seviyelerini iceren
stres markdrlerinin ekspresyonunda anlamli bir fark olmadigini géstermistir. Ancak,
HFD2 grubundaki vahsi tip IRE1 fosforilasyonunun ifadesi digerlerine kiyasla daha

diisiik oldugu goriilmiistiir.

Bu nedenle, bu veriler HF’nin mitokondriyal biyoenerjetigi bozdugunu gdstermenin
yanisira, menhaden yaginda bulunan n-3 yag asitleri doymus yag yerine

kullanildiginda faydalar sunabilecegini diistindiirmektedir.
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