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1. GIRIS

Asir kilo tarihsel siireg igerisinde tiim toplumlarca zenginlik ve saglik belirtisi
olarak algilansa da giinlimiiz insaninin sedanter yasami igerisinde enerji aliminin
fazlaligi ve enerji dengesinin bozulmasi sonucunda giderek artan prevelansiyla
obezite; gelismis ve gelismekte olan toplumlar arasinda sigaradan sonra 6nlenebilir
Olimler arasinda ikinci sirada bulunmaktadir (1). Hi¢ siiphe yok ki obezite
tedavisinin en etkin yolu diyet ve spor olarak goriilse de obez hastalar yardim
almadan giinlik yasam sekillerini ve beslenme aliskanliklarini degistirmeden bir
takim kimyasal veya bitkisel kaynakli iiriinleri kullanarak zayiflama yolunu
se¢mektedirler (2).

Kimyasal ve bitkisel iiriinlerin yaninda Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA)
tarafindan onaylanan ve piyasaya siiriilen giinliik kullanimda gérebilecegimiz gesitli
ilaglar vardir. Obezite igin kullanilan ilaglarin en yaygin olanlar1 sibutramin ve
orlistattir. Sempatik sinir sistemi aktivitesini artirarak, termogenezi uyaran bu ilaglar
etkili gibi gériinmesine ragmen kardiyovaskiiler sistem iizerinde olduk¢a fazla yan
etkisi bulunmaktadir (3). Bu yiizden yan etkisi olabildigince diisiik ve obez hastalar
tarafindan kolaylikla kullanabilecek ilaglara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Serbest radikaller, hiicresel metabolizma sirasinda veya ekzojen ajanlarla
meydana gelen kimyasal {irlinlerdir. Bu iiriinler hiicrelerde DNA, protein, lipid,
karbonhidratlar gibi biyomolekiillerle etkilesime girmekte ve sonucta meydana gelen
oksidatif DNA hasar1 mutajenite, karsinojenite ve yaslanmaya yol agcmaktadir. Bu
hasar mekanizmasi, karbon merkezli seker radikallerinin ve OH™ (Hidroksit) veya H"
(Hidrojen) baglanmis heterosiklik baz radikallerinin olusumuna yol agan serbest
radikallerin ayrilma ve birlesme tepkimelerinden ibarettir. Bu radikallerin daha fazla
tepkimeye girmesi ise ¢cok sayida hasarl iiriiniin olugsmasina yol agar. DNA hasari
olast sonuglar iginde Onemli oldugundan dogru ve kesin Olgiimleri yapilmasi
gereklidir (4).

Insiilin direnci obezite ile birlikte ortaya c¢ikan ve bircok hasarm altinda yatan
sebebi olusturan 6nemli bir fizyolojik tanimdir. Hipertansiyon, ateroskleroz ve yaglh
karaciger insiilin direnci sebebiyle olusan yiliksek prevalansa sahip hastaliklarin

basinda gelmektedir. Insiilin direncinin sebep oldugu hastaliklardan biri olan yagh



karaciger son yillarda 6zellikle Bati toplumunda en sik goriilen karaciger hasaridir.
Genel popiilasyonun % 2 ile % 20°sini etkileyen alkole bagli olmayan steatohepatit
Birlesmis Milletler tarafindan en yaygin karaciger hasar1 olarak belirtilmistir. Alkole
bagli olan ve olmayan (NAFLD) olmak {izere iki tipten olusur. NAFLD, karacigere
zarar verecek miktarda alkol tiiketimi olmayan bireylerde histolojik olarak
makrovezikiiler yaglanmanin baskin oldugu genis bir tabloyu igerir.

Obez hastalar iizerinde yapilan bircok caligmada viicutta oksidatif stres
belirteglerinin yiikselmesiyle birlikte antioksidan savunma enzimlerinde azalma
oldugu gosterilmistir (5). Bu sebeple obezitenin viicutta kronik enflamasyon ve
oksidatif stres olusturdugu belirtilmektedir. Glinimiizde antioksidanlar obezite, kalp-
damar rahatsizliklar1 ve oksidatif stres ile iliskili olarak biiytik ilgi gormektedir (6,7).

Saglikli bireylerde serbest radikal iiretimi dogal antioksidan savunma sistemi
ile denge i¢inde tutulmaya calisilir. Bu dengenin reaktif oksijen tiirlerinin (ROT)
tretiminin engellenmesi ve yok edilmesiyle bozulmasi oksidatif stres olarak
adlandirilir. ROT protein, lipid ve DNA gibi biyolojik yapilara da zarar
verebilmektedir (8).

Calismamizda kullandigimiz N-Asetilsistein dogal bir aminoasit olan L-
sisteinin  N-Asetillenmis tlirevine verilen isimdir. N-Asetilsistein sahip oldugu
niikleofilik serbest tiyol (-SH) grubu araciligiyla, oksidan radikallerin elektrofilik
grubuyla etkilesime girerek glutatyon (GSH) mekanizmasi {izerinden direkt
antioksidan ozellik gosterir (9). Calismamizda kullandigimiz diger bir antioksidan
olan folik asit folatin viicutta kullanilan aktif halidir. Folat eksikliginin karaciger
lipid dokusunda artisa sebep oldugu gosterilmistir. Fakat obezite ile folat ve folik asit
arasindaki iliski tam olarak agiklanamamistir (10). DNA yapiminda kullanilan folik
asitin antioksidan ozelligi ve lipid metabolizmasindaki islevi g6z Oniinde
bulundurularak N-Asetilsisteinle birlikte yagli karaciger ve oksidatif stres iizerine

olan etkilerini gostermeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Obezite

Obezite net bir tedavi ya da korunma yaklasimi olmayan yirminci yilizyil
itibariyle giiniimiiziin epidemik bir hasar1 olarak kabul edilmektedir. I¢
hastaliklarindan kardiyolojiye, gastroenterolojiden ortopediye bir¢ok farkli daldan
cok cesitli uzmanlarin {izerinde ¢alistig1 obezite giiniimiizde prevalansi en hizli artan
Onlenebilir oliimlerin basinda gelmektedir. Genel anlamda enerji dengesinin
bozulmasiyla yag dokusu artisi olarak tanimlanabilecek olan obezite, en riskli 10
hastaliktan biri olarak kabul edilmektedir. Yirmi birinci yiizyilda elde edilen veriler,
hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde, obezite prevalansinin ¢ok tehlikeli
boyutta arttigin1 gostermektedir. Gilintimiizde obezite, beslenme yetersizligi ve
infeksiyon hastaliklar1 gibi klasik halk sagligi sorunlarinin yani sira 6nemli bir halk

sorunu haline gelmistir (11).

Obezite davranis, genetik ve ¢evre gibi bir¢cok faktoriin etkisiyle epidemik
olan bir sorundur. Obezite genetiginde 600°lin iizerinde genin etyolojide rol oynadigi
bazi1 genlerdeki mutasyonlarin obeziteye yol agtigi gosterilmistir. Bilimsel
aragtirmalar Praderwill ve Bardet-Biedl Sendromu gibi hastaliklarin obeziteyle direkt

iligkili oldugunu ortaya koymustur (11-13).

Obezitenin tanimi olabilecek yag doku artis1 viicutta pek ¢ok isleve katilan ve
insiilin duyarliliginin artmasini1  saglayan adiponektinler nedeniyle olur. Obez
bireylerde adiponektin hormonunun azalmasi insiilin duyarliligiyla direkt

ilskilendirilmis, azalmas1 durumunda insiilin direnci olustugu belirtilmistir (14).

Insiilin direncini de iginde bulunduran bir tablo ¢izen metabolik sendrom
obeziteye merkez olusturur. Artan oksidatif stresle birlikte oldukga etkili bir patolojik

mekanizmanin basamaklarini teskil eder (15).

Yiikselen oksidatif stresin metabolik sendromla iligkili obezitede yag doku
artisinin 6nemli bir belirteci oldugu gosterilmis, diger yandan redox potansiyelinin

kullanigh bir ajan olabilecegi belirtilmistir.



Insanlarda obezite hasar1 beden kitle indeksiyle (BMI) belirlenebilmektedir.
BMI = Agirlik (kg) / boy (m?) formiilii ile hesaplanir. BMI’ye gore viicut kilosunun
boy ol¢iisiine oran1 30 kg/m?’den yiiksek olmasi eriskinlerde obez olarak kabul
edilmektedir. Quetelet tarafindan 1835 yilinda tanimlanan BMI’nin bir asirdan fazla
stiredir kullanilmakta oldugu ve direkt dansitometreyle Ol¢iilmiis viicut yagi
miktartyla korelasyonunun oldugu gosterilmistir (16,17). BMI’den viicut yagi
oOlgiilebilmektedir.

Viicut yag1 % (erkekler) = [ 1.33 x BMI (kg/m?)] +[ 0.236 x Yas (y11)] — 20.2

Viicut yag1 % (kadmlar) = [ 1.21 x BMI (kg/m?)] + [ 0.262 x Yas (y11)] — 6.7

Hafif ve orta siddetli sismanlik ile saglik sorunlar1 arasindaki iligkiler tartigmali
olmasina ragmen siddetli veya morbid obezite ile mortalite arasindaki iliski kesindir.
BMI ile bir¢cok hastaligin risk faktorii agisindan iliskisi belirlenir. Diinya saglik

oOrgiitiine gore obezite siniflandirilmasi Tablo 1°de gosterilmistir (18).

Tablo 1. Obezite siniflandirilmas: (18).

Beden kitle indeksi(kg/m?)

Temel kesisim noktalar1  Gelistirilmis kesisim noktalar:

Zayif (diisiik agirhkln) <18.50 <18.50
Asirt diizeyde zayiflik <16.00 <16.00
Orta derece zayiflik 16.00 - 16.99 16.00 - 16.99
Hafif diizeyde zayi1flik 17.00 - 18.49 17.00 - 18.49
. 18.50 - 22.99
Normal agirhk 18.50 - 24.99 3.00 - 24.99
Orta kilolu >25.00 >25.00
25.00 - 27.49
0 i 25.00 - 29.99
Obez dncesi 5750 - 29.99
Obez >30.00 >30.00
30.00 - 32.49
Obez sinif 1 30.00 - 34.99 3250 - 34.99
35.00 - 37.49
f1I .00 - 39.
Obez sini 35.00 - 39.99 3750 -39.99
Obez simif 111 >40.00 >40.00

Fizyolojik anlamda insana en benzer modelleme ratlarda yapilmaktadir (19).
Ratlarda obezite tanimi da insanlardakine benzer sekilde yapilmistir. Uzmanlarca
400 gramin lizeri obez olarak nitelendirilse de bu konuda en net sonug Lee indeksi ile

gosterilmektedir (20,21). Hayvanlarda obez yapma protokolu diyet veya genetik



maniplasyonlarla olmaktadir. Yapilan calismalarda yiiksek yagl diyet ve daha az
yagli diyetle beslenen ratlarda obez olma diizeyi daha kisa zamanda ve daha agir bir

yaglanmayla olustugu rapor edilmistir (22).
2.1.1. Obezitenin Etyolojisi

Obezite etyolojisini ana bagliklar halinde Tablo 2°deki gibi gruplandirabiliriz
(23,24) :

Tablo 2. Obezitenin etyolojisi (23,24)

Noroendokrin obeziteler Nutrisyonel dengesizlik ve obezite
Hipotalamik sendrom Yiiksek yagh diyet

Cushing sendromu Kafeterya diyetleri

Hipotiroidi

Psodohipoparatiroidi Fiziksel inaktivite

Postoperatif donem Yaglilik

Hipogonadism Is ile ilgili olan

Growt Hormon eksikligi

Insulinoma ve hiperinsulinizm Genetik (Dismorfik) obeziteler
Maglar (psikotropik, kortikosteroid ) Yatrojenik obeziteler
Leptin yetersizligi veya reseptor defekti X’e bagl kromozomal

2.1.2. Obezite DNA Hasar Iliskisi

Obezite neticesinde ortaya c¢ikan ROT giiniimiizde DNA hasar1 da basta
olmak iizere pek cok hasarin sebebi olarak gosterilmektedir. DNA hasar1 genetik
materyalde tiim endojen ve eksojen etkilerle meydana gelen degisiklikler olarak

ifade edilmekte ve pek ¢cok yontemle dlciilebilmektedir (25).

Uzun siireli obezitenin DNA iizerine olan etkileri uzun yillardir

incelenmektedir. Gliniimiizde DNA kiriklarin kanserin baslangicini teskil ettigi ve




hiperglisemi, hipertansiyon ve obezitenin eslik ettigi metabolik sendromun DNA

hasarina yol actig1 pek ¢ok calismada gosterilmistir (26,27) .

Yiiksek tansiyon ve hipergliseminin ROT’la DNA’ya zarar verdigi gosterilmistir
(27). Kadin ve erkeklerin BMI, diisiik yopunluklu lipoprotein (LDL) kolesterol,
Alanin Amino Transferaz (ALT), Malondialdehit (MDA) ve total kolesterol(TK),
total antioksidanlarin karsilagtirildigi bir calismada DNA hasartyla obezite arasinda

pozitif korelasyon gosterilmistir (26).
2.2. Karaciger Anatomisi ve Histopatolojisi

Karaciger karin boslugunun sag iist ve orta boliimiinii dolduran viicudunun en
biiylik organidir. Diyaframin hemen altinda ve agirligi 1500 gr kadardir. Diyafram
ile komsu olan yiizii konveks olup facies diaphragmatica ismiyle bilinir. Konkav olan
yiiz karin organlar1 ile komsudur. Bu yiiz facies visceralis olarak adlandirilir. Bazi
organlarin (6rn; mide) izleri burda goriliir (28). Ligamentum falciforme adi verilen
bir yapiyla karaciger lobus dexter ve sinistere ayrilmistir. Bu yap1 karacigeri orten
periton yapragmin organin biiyiik kismini sardiktan sonra kuvvetli bir bag meydana

getirmesiyle olusmustur (29).

FL
Left lobe

Rat Liver Human Liver

Sekil 1. Rat ve insan karacigerinin anatomik gortiniimii (30)

Karacigerin alt yiiziinde vena porta (v.porta), vena hepatica (v. hepatica),
ductus hepaticus, sinirler ve lenf damarlarinin girip ¢iktig1 porta hepatis isimli derin

bir yarik bulunur. Bunlarin yani sira karacigerin alt yliziinde safra kesesi ve vena




cava inferiorde kendilerine ait girintilerde bulunur. Karaciger safra yapimindan
sorumludur. Safra sag ve sol karaciger loblarindan gelen ductus hepaticus dexter ve
sinister karaciger kapisinda birleserek ductus hepaticus communisi olusturarak
safranin karacigerden disar1 ¢ikmasini saglarlar. Karacigerin kan damarlari ise arteria
hepatica(a.hepatica) ve v.porta’dir, a. hepatica sistemik dolagimdan oksijence zengin
kan tasir v. porta ise mide, ince ve kalin barsak, pankreas ve dalaktan gelen kani
karacigere tasir. Ozellikle barsak duvarindan gelen kan gida maddelerinden

zengincedir (31).

Karacigerin fibroz bag dokusundan yapilmis Glisson kopriisii adindaki zar
bezin igindeki lob ve lobiiller arasina sokularak giren ¢ikan damar ve safra yollarini

takip eder.

Lobiiller bag dokusundan yapilmis ince bdlmelerle birbirlerinden
ayrilmistir. Birka¢ lobiil kosesinin bir araya geldigi yerlerde bu bdlmeler
genisleyerek tlicdort koseli benzeyen araliklar (spatia interlobularia) meydana

getirirler. Burda da v.porta, a. hepatica, safra kanalcigi ve lenf damar1 bulunur (32).

Koselerinde portal alanlarin, merkezinde santral venin bulundugu poligonal

tinitelere Karaciger Lobiil denmektedir.

Karaciger parankimini olusturan hepatositler, biri digerinin lizerinde olacak
sekilde kordonlar yaparak bir portal mesafeden bir santral vene dogru uzanir. Bu
kordonlarin arasindaki mesafelere siniizoid denilir. Portal alan ile komsu santral ven
arasinda kalan tiggen seklindeki alanlara karaciger asiniisii denir. Karaciger lobiilleri
karacigerin yapisal ve fonsiyonel tiniteleridir. Her bir lobiil alt1 adet portal traktiis
tarafindan ¢evrilmistir. Merkezinde hepatik venin terminal uzantisi olan ince dal
seklinde sentrolobiier ven izlenir. Portal ven portal trakt icerisinde ve bitigigindeki
portal trakta dallanarak yayilir. Lobiiliin merkezine dogru siniizoidlerle kan drenajini

saglar (32).

Karaciger parankim hiicreleri (hepatositler) poligonal olup, merkezinde
santral yerlesimli niikleuslar1 bulunur. Siniizoidal hiicrelerle hepatositler arasinda
disse mesafesi denilen 6zel bir alan bulunur. Siniizoidler ¢evresinde Fenestratali

endotelyal hiicreler vardir. Kupffer hiicreleri mononiikleer fagositer sistem



elemanlaridir ve siniizoidlerin luminal yiiziinde bulunurlar. Hepatik yildizs1 hiicreler

de perisiniizoidal peristik hiicreler olup disse mesafesinde konumlanirlar.

Asiniislere arteryel ve vendz kan portal alandan birlikte girer (Zon 1) ve
terminal hepatik veniile (Zon 3) ilerlerler. Arada kalan hepatositler de Zon 2’yi
olustururlar. Fizyolojik iinite olarak asiniisleri incelemek lobiilleri incelemekten daha
faydalidir, asiner yapiyla bircok vaskiiler ve biliyer hasarin morfolojisi

acgiklanabilmektedir.

Portal alana yakin olan hiicreler (Zon 1) iyi oksijenlenir santral vene yakin

olan (Zon 3) ise en az oksijen alan ve zararli etkenlere en duyarli olan bolgedir (32).

Karaciger Lobuli
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Sekil 2. Karaciger lobiilii ve karaciger asinisii (32)

En kiiciik safra sekresyon aygiti olan safra kanilkiilleri periportal alanlarda

bulunan safra duktuluslarina agilip karaciger hacminin % 5-10’unu olustururlar.



Safra akimi kabaca kan akiminin tersi yolu izler ve (Zon 3’ten Zon 1’e
dogru) karaciger parankimini portal alanlardaki interlobiiler safra kanallarindan terk
eder. Interlobiiler safra kanallar1 septal safra kanallarma agilirlar. Bu kanallar da

segmenter safra kanallarina agilirlar (33).
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Sekil 3. Karacigerin mikroskopik yapisi (33)

Sintizoidal hiicreler denilince endotel hiicreleri, Kupffer hiicreleri ve Pit
hiicreleri (karaciger ile iligkili lenfositler) akla gelir. Pit hiicreleri dogal ve lenfokin
ile aktive edilmis katil hiicre aktivitesi gosterirler. Endotel hiicreler siniizoitleri disse
araligindan ayirir ve aralarinda genis porlar1 olan, bazal membran ve interselliiler
birlesmeler icermezler. Disse araliginda ise perisiniizoidal hiicreler yer alir. Normal
ve hasarl karacigerde ekstraselliiler matriksin baglica kaynagidirlar (34). Kupffer
hiicreleri, mononiikleer fagositer sistemin baglica hiicreleridir. En 6nemli
fonksiyonlar1 partikiillerin, immiin komplekslerin, lezyonlu eritrositlerin ve
endotoksinlerin klirensini olusturmaktir. Ayrica mediatér salgilarlar. Bunlardan
bazilar interlokin 1, interlokin 6, timor nekroz faktor o (TNF-a), interferonlar ve

eikosanoidlerdir. Bu mediatorler karacigerde olusan hasar1 gosteren belirteclerdir.

Rat karacigerinin de insan karacigerine benzer anatomik ve fizyolojik

fonksiyonlar1 vardir. Rat karacigerinin insan karacigeriyle ayni sayida loba sahip



olmasi ve insan karacigerine yakin parametreleri bulunmasi bu hayvanlarin deney

modellemelerinde en sik kullanilan gesit olmasina sebep olmaktadir (35) .
2.3. Karaciger Yaglanmasi

Guiniimiizde obezite, oksidatif stres, metabolik sendrom gibi patolojilerin
sonucu olarak olusabilen Karaciger yaglanmasi ilk kez 1850’li yillarda Viyanal
patolog Karl F. Rokitansky tarafindan tarif edilmistir. Histopatolojik olarak
hepatositlerin % 5’den fazlasinda yag vakuollerinin olusumu veya lipid miktarinin

karaciger agirliginin % 5’inden daha fazla olmasi seklinde tanimlanmaktadir (36).

Steatohepatit olus sekline gore; alkole bagli olan ve alkole bagli olmayan
karaciger yaglanmasi seklinde siniflandirilir. Klinik tablo gelisimine gore akut veya
kronik histopatolojik bulgulara gore ise mikrovezikiiler yaglanma, makrovezikiiler
yaglanma ve mikst tipte yaglanma seklinde goriilebilir. Alkole bagl karaciger
yaglanmasi; alkole bagli steatoz (AS), alkole bagli steatohepatit (ASH), alkole bagh
siroz olmak tizere kendi iginde {i¢ alt gruba ayrilir. Alkole bagl olmayan karaciger
yaglanmast da kendi iginde alkole bagli olmayan steatoz (NAS), alkole bagh
olmayan steatohepatit (NASH) ve alkole bagli olmayan Siroz olmak fiizere ii¢ alt
gruba ayrilir (36,37).

2.3.1. Alkole Bagh Olmayan Yagh Karaciger Hasar

Alkole bagli olmayan yagli karaciger (NAFLD) siroza kadar gelisim
gosterebilen ve her gecen giin daha da 6nemli olan Klinik ve patolojik bir durumdur.
Patolojik ozellikleri alkole bagli olan karaciger hasarina benzer olsa da, 6zellikle

alkol kullanmadiklarini ifade eden bireylerde goriilmektedir.

Alkole bagl yagl karacigerin histolojik 6zelliklerini gosteren NAFLD, giinliik
20-30 gr alkol alindig1 ya da hi¢ alinmadigi durumlarda da goriilebilir (38). NAFLD
terimi basit steatozdan steatohepatite, ileri fibroze ve siroza kadar genis bir karaciger

hasar1 spektrumuna karsilik kullanilmaktadir (39).

NAFLD obezite, hiperlipidemi, diyabet ve insiilin direnci gibi metabolik
sendrom unsurlarina eklenebildigi i¢in onemli bir durumdur (39). Bu hastalarin

% 90’1 metabolik sendrom kriterlerinden en az birisini tasimaktadir (40). NAFLD
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degigsmekle birlikte genelde bir iilkenin populasyonun yaklasik % 10-24’lik
kesiminden sorumludur. Bat1 ve Asya iilkelerinin kiyaslandig bir ¢alismada NAFLD
oranmnin Bat1 toplumunda % 20-30, Asya da ise Bati’ya nazaran daha diisiik % 5-20
civarinda oldugu belirtilmistir. Buna ragmen Bat1 tarz1 beslenmeyle Asya iilkelerinde
de oldukga hizli bir sekilde yiikkselmektedir. Prevelansi obeziteyle 4-6 kat artarak %
57,5 - % 74’e kadar ¢ikabilmektedir (41).

Obezite derecesiyle NAFLD prevalansi ve ciddiyeti arasinda dogru orantili

bir iliski her zaman mevcuttur (42).

NAFLD’de en sik rastlanilan laboratuar bulgusu hafif ya da orta derecede
aminotransferaz yiiksekligidir. Aspartat amino transferaz (AST) / Alanin amino
transferaz (ALT) oran1 NAFLD ile alkole bagli karacigerin ayirici tanisinda yardimet
olur. Bircgok NAFLD olgusunda AST /ALT orani birden kiigiiktiir ancak bu oran
karaciger hasari siroza ilerledik¢e yiikselir ve NAFLD’nin sirotik donemde teshisi
acisindan kabul edilebilirligini kaybeder. NAFLD; NAS, NASH ve siroza kadar

genis spektrumlu bir karaciger hasarini tanimlamaktadir (43).

2.3.2. insiilin Direncinin Alkole Bagh Olmayan Karaciger Yaglanmasi

Gelisimine Etkisi

Insiilin direnci, insiilinin viicutta gdstermesi gereken etkinligin azalmasi
olarak tamimlanabilir. Bir konsantrasyonda insiilinin glikoz alimini, glikolizi,
glikogenezisi, lipogenezisi uyarirken glikoneogenezisi ve lipolizisi inhibe etme
etkisinin azalmasidir. Insiilin direncinde insiilinin karaciger, kas ve yag dokudaki bu

etkilerine kars1 direng olusarak hepatik glikoz sekresyonu bozulur.

Insiilin aracili glikoz alim1 kas ve yag dokusunda da azalir. Bunun sonucunda
metabolik durumu karsilamak i¢in normal biyolojik yaniti karsilayacak kadar insiilin
salgist artis1 olur. Bu da hipergliseminin 6nlenmesi i¢in beta hiicrelerinin stirekli
insiilin salgisini artirir. Normoglisemi saglanirken insiilin diizeyi arttirilmig olur.
Insiilin direncinin hepatositlerde yol actigi yag birikimi iki temel mekanizma; artmus
lipoliz ve hiperinsiilinemiyle agiklanmaktadir. Insiilin direnci sonucu adipozitlerde

lipaz enzimi aktive olarak lipoliz olusmaktadir.
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Lipoprotein lipaz trigliserolden lipolizle serbest yag asidi (FFA) olusumunu
arttirir. Yiiksek FFA diizeyleri hepatositler tarafindan yag asidi aliniminin artmasina,
mitokondrial B-oksidasyon yliklenmesine neden olur. Bu da hepatositler i¢ginde yag
asitlerinin birikmesi ile sonlanir. Yiiksek FFA diizeyleri mikrozomal lipooksijenazlar

olan sitokrom P-450 2E1 ve P-450 4A’nin substratlar1 ve indiikleyicileridir (44).

Steatohepatitin gelististigi durumlarda karaciger sitokrom P-450 2E1 seviyesi
mutlaka artar ve hepatosit membranlarinda Lipid Peroksidasyonu (LP)’nu indiikleme
yetenegi olan oksijen radikallerinin iiretimine neden olur. Insiilinin uyardig: periferik
glikoz alimi yiiksek FFA diizeyleri tarafindan engellenmektedir. Konsantrasyon % 5-
6 oldugunda glikojen sentezi azaltilmaya baglanir. Bu sekilde gelen glikoz yag
olusumu i¢in hazirlanir. Yag asidi sentezi iki yolla ger¢eklesmektedir: Birincisi
hiperinsiilinemi fosfofruktokinaz-1, glukokinaz, pirtivat kinaz enzimlerini stimiile
ederek glikoliz arttirtlir. Glikoz 6nce, glikolitik yolla piruvata yikilir, sonrada piruvat
dehidrogenaz enzimi ile asetil-CoA’ya ¢evrilir. Boylelikle yag asitlerinin sentez
edildigi substrat ortaya ¢ikmis olur. Ikinci yol ise hiperinsiilinemi ile asir1 miktarda
glukoz enerji i¢in kullanilmakta, fazla miktarda sitrat ve izositrat iyonlar1 ortaya
cikmaktadir. Bu iyonlar yag asidi sentezinin ilk asamasinda asetil-CoA’y1 malonil-
CoA’ya donistirmek igin gerekli olan asetil-CoA karboksilaz enziminin
aktivasyonunda direkt gorev alirlar. Hiperinsiilinemi, karacigerde apolipoprotein B-
100 ve bununla iligkili lipoprotein ¢ok disiik yogunluklu lipoprotein (VLDL)
Uretimini azaltir. Buna bagli olarak da hepatositler i¢inden trigliseritler

uzaklastirilamadigindan birikimler olusur (44).
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Sekil 4. Insiilin direncinin NAFLD gelisimine etkisi (44)

Insiilin direncini olusturan molekiiler, cevresel ve genetik nedenler su
sekilde siralanabilir: Molekiiler nedenler: TNF-a, interlokin-6 (IL-6), membran
glikoprotein plazma hiicre antijen 1 (PC-1) ve leptindir. Yagh diyet ve sedanter
yasam ¢evresel insiilin reseptorlerinde, insiilin reseptor substrat-1 ve glikojen sentaz

genlerinde gergeklesen mutasyonlar ise genetik nedenleri olusturmaktadir (45).
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Sekil 5. Insiilin direncini olusturan molekiiler nedenler (49)

2.3.3. Iki Vuruslu (two-hit) Alkele Bagh Olmayan Steatohepatit Modeli

Patogenezde en ¢ok kullanilan yontem Day metodudur (46). Buna gore
NAFLD gelisiminde ilk etapta hepatositlerde yaglanma olusur ve yagl hepatositler
hasar yapabilecek diger etkenlere kars1 duyarli hale gelir. Sonrasinda hepatosit hasari

ve enflamasyon sonucunda karacigerde fibrozis gelisir.

NASH patogenezinde ilk vurus (Karaciger yaglanmasy): Karaciger
yaglanmas1 histopatolojik incelemede hepatositlerin % 5’den fazlasinda yag
vakuollerinin goriilmesi veya lipid miktarinin karaciger agirliginin % 5’inden daha
fazla olmasi seklinde tanimlanmaktadir. Normalde karacigerdeki lipitlerin % 15’ini
olusturan trigliseritler (TG) yaglanma ile beraber % 50’ye c¢ikar. Kolesterol,
kolesterol esterleri ve fosfolipitlerdeki artis daha geri plandadir (47).
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Ikinci vurus: inflamatuvar sitokinler tarafindan hazirlanan mitokondriyal
bozukluklar ve oksidatif stresin sebep oldugu karaciger hiicrelerinde hasar,
enflamasyon ve fibrozis gelisimidir. Bu eski modelin temelinde 6niimiizdeki yillarda
yeni modeller gelistirilebilir. Buna gére NAFLD patogenezi hepatositlerde
yaglanma, hiicre i¢i yag molekiillerinde artig, mitokondrilerdeki oksitatif strese bagli
endoplazmik retikulum stresi, oksitadif stres ve hepatositlerde hiicre 6liimiine kadar
gidebilmektedir (47).

2.3.4. Alkole Bagh Olmayan Steatoz

Toplumda siklikla goriilen karacigerde iltihabi infiltrasyonun olmadig1 uygun

diyet ve uygulamaya yanit veren bir tablodur. flerleyici olmayan steatoz goriilebilir.

Genel populasyondaki oran1 % 20’dir (48). Obezite, hiperlipidemi ve diyabet
onemli risk faktorleridir. Karacigerde ekojenite artisina ragmen fonksiyon testleri

normal olabilir.
2.3.5. Alkole Bagh Olmayan Steatohepatit

NASH ise nekroinflamatuar hasarin gelistigi evredir. Karacigerde yaglanma
ile birlikte alkole bagli karaciger hasarinda oldugu gibi hepatositlerde balonlasma,
iltihabi infiltrasyon ve bazen Mallory cisimcikleri, megamitokondria ve fibrozis gibi

bulgular da goriiliir (49).

Etyopatogenesizinde ise ilk olarak metabolik faktorlere bagli basit bir
yaglanma sonrasinda lipit peroksidasyonunun sonucu sitokinler, endotoksinler,
mitokondrial degisiklikler, insiilin rezistansi gibi faktorlerin etkisi ile steatohepatit

gelistigi distiniilmektedir.

NASH siklikla hipertansiyon, diyabet, insiilin direnci, obezite, karacigerde
demir birikimi gibi fizyopatolojilerle anilmaktadir. Bu sebeple etyolojide NASH
kliniginin sistemik bir hasarin karacigerle ilgili kismini olusturdugu goriisii ve
karacigerde yaglanma ile yola ¢ikarak, risk ve prognostik faktérler bulunmaya

caligilmistir (50).
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2.3.5.1. Alkole Bagh Olmayan Steatohepatit Patogenezi

1980 yilinda tanimlanan steatohepatit’in o giinden bugiine net bir patogenezi
ortaya konulmamistir. Mekanizma hala arastirildig1 igin goériislerin ¢ogu varsayimlar
tizerinedir. Basit steatoz ve steohepatik siroz gelisiminin neye dayandigi, neden
farklililk gosterdigi hala net degildir. Bununla beraber iki asamali olarak
isimlendirilen teori patogenezi agiklamak igin kullanilan en makul teoridir (46,47).
NASH en sik obezite ile goriilmesine ragmen, diyabet ve hipertansiyon gibi
metabolik durumlarla birilikte goriillmektedir. Obeziteden sonra ise en ¢ok sebep olan
faktor insiilin direncidir (51).

2.3.5.2. Alkole Bagh Olmayan Steatohepatitis’te Derecelendirme

Karaciger doku kesitleri Hematoksilen-Eozin ile boyanarak 151k
mikroskobunda incelendiginde: Hematoksilen genellikle niikleusu mavi-siyah renkte
boyayarak intraniikleer detayr iyi gosterir. Eosin ise hiicre sitoplazmasini ve bag
dokusu elemanlarini gesitli varyasyonlarda pembe, turuncu ve kirmizi renkte boyar.
Ayni kesitler Masson Trikromla’da boyanarak 151k mikroskobunda incelenir. Masson
Trikom kollagen lifleri boyayarak fibroz doku artiminin degerlendirilmesini saglar.
NASH’te goriilen histopatolojik bulgular steatoz, polimorf niiveli lokositlerden
olusan lobiiler enflamasyon ve santral ven etrafinda goriilen perisiniizoidal fibrozdiir.
NASH’te goriilen diger bulgular hepatoselliiler balonlagsma, Mallory cisimcigi ve
niikleusda glikojen birikimidir (52). NAFLD’de histopatolojik bulgular ve
simniflandirmayla ilgili kavramlar {izerinde tartigmalar devam etmektedir. Brunt ve
arkadaglarinin 6nerdikleri Grade ve Stage kriterleri ¢ok kabul gérmektedir (53). Buna
gore: Steatoz, lobuler enflamasyon ve balonlagsmanin sayisal degerleri toplanarak

elde edilen total skorla olusturulur.

Steatozun derecelendirilmesi:

Derece 1: Hepatositlerin % 33’{inden az1 etkilenmistir.
Derece 2: Hepatositlerin % 33-66’s1 etkilenmistir.

Derece 3: Hepatositlerin % 66’sindan fazlas1 etkilenmistir.

Steatohepatitin derecelendirilmesi:
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- Derece 1: hafif
Steatoz: Daha ¢ok makrovezikuler, lobiillerin % 66’ya varabilen boliimiinii etkilemis
Balonlasma: Zon 3 hepatositlerde zaman zaman goriiliir.

Lobiiler enflamasyon: Daginik ve hafif akut enflamasyon (polimorfoniikleer

hticreler) ve kronik enflamasyon (mononiikleer hiicreler),

Portal enflamasyon: Yok veya hafiftir.

- Derece 2: orta

Steatoz: Her siddette olabilir, genellikle karisik makrovezikiiler ve mikrovezikiiler
Balonlagma: Belirgin ve Zon 3’te belirgin.

Lobiiler enflamasyon: Balonlasmis hepatositlerle polimorfoniikleer hiicreler

gortilebilir, periseliiler fibroz, hafif kronik enflamasyon goriilebilir.
Portal enflamasyon: Hafif ile orta sekildedir.
- Derece 3: siddetli

Steatoz: Tipik olarak lobillerin % 66’sindan fazlasini tutar ( panasiner ); Yaygin

miks steatoz vardir.
Balonlagma: Baskin olarak Zon 3 belirgindir.

Lobiiler enflamasyon: Dagmik akut ve kronik enflamasyon; polimorfoniikleer

hiicreler, Zon 3’te balonlagma ve fibroz alanlarinda yogunlagmis olabilir.
Portal enflamasyon: Hafif ile siddetli sekildedir.
Fibrozun evrelemesi:

Evre 1: Zon 3 periveniiler, perisiniizoidal veya periseliiler fibroz; fokal veya

yaygindir.
Evre 2: Yukaridaki gibi, ayrica fokal veya yaygin periportal fibroz.
Evre 3: Bridging fibroz, fokal veya yaygin.

Evre 4: Siroz.
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2.3.4. Oksidatif Stres

ROT viicuttaki molekiiler oksijene elektron eklenmesiyle olusmaktadir (54).
Oksijenden olusan serbest radikaller [siiperoksid anyonu (O2",hidroksil radikali (HO
7] veya metabolitleri [ hidrojen peroksit (H202), hipokloro asit (HOCI)] genel olarak
serbest oksijen radikalleri olarak adlandirilir (55). Oksijen radikallerine hem endojen
orn: ksantin oksidaz (XO) hem de ekzojen kaynaklar 6rn: X 1sinlari, sigara sebep

olmaktadir.

O. radikali; hemen tiim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak
indirgenmesi sonucu, serbest siiperoksit radikal anyonu meydana gelir. Siiper OKsit,
bir serbest radikal olmakla kendisi direk olarak fazla zarar vermez. Asil 6nemi, H20>
kaynagi olmasi ve gegis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir. O2™ fizyolojik
bir serbest radikal olan nitrik oksit ile birlesmesi sonucu reaktif bir oksijen tiirevi

olan peroksinitrit meydana gelir.

H202; Molekiiler oksijenin g¢evresindeki molekiillerden 2 elektron almasi
veya stiperoksidin bir elektron almasi1 sonucu peroksid olusur. Peroksid molekiilii 2
hidrojen atomu ile birleserek H.O>‘yi meydana getirir. H2O> membranlardan kolayca

gecebilen uzun 6miirli bir oksidandir (56).

Canli sisteminde biyomolekiillerin hepsi serbest radikaller tarafindan hasara
ugratilsa da en ¢ok etkilenen lipidlerdir (57). Lipid peroksidasyon (LP) denilen bu
olay direkt olarak membran yapisin1 endirekt olarakda reaktif aldehitlerle hiicrenin
diger bilesenlerine zarar verdigi gosterilmistir. Membran yapisindaki poliansatiire
yag zincirinden bir molekiil uzaklagtirilir. Lipid hidroperoksitlerinin yikimi gegis
metallerinin iyon kataliziyle gergeklesir. Sonucunda aldehitler olusur ve hiicre
yiizeyinde katalizlenen ya da diffiize olarak hiicrenin diger boliimlerine yayilarak

hiicreye zarar verirler.
2.5. Malonil Dialdehit

Malonil Dialdehit (MDA), enzimatik olmayan oksidatif LP sonucu olusur.
Ikiden fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin otooksidasyonunda veya eikozanoit

sentezinde serbestlesen siklik endoperoksitler MDA ’nin asil kaynagidir.
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MDA miktarinin 6l¢iimil, lipit peroksit diizeyleri tayin eder. LP iiriinlerinden
MDA, tiobarbiitirik asit reaktivitesi yontemi kullanilarak olgiiliir. Olgiilen MDA
LP’nin seviyesi ile korelasyon gosterir (58). Son iiriin olan MDA stellat hiicrelerini

etkileyerek kollajen tiirettirir, fibrogenezisi de artirir (59).

LP sonrasinda ortaya ¢ikan driinler mtDNA’y1 etkiler ve solunum
zincirindeki elektron transferinde rol oynayan proteinlerin yapisini bozar. Artan
mitokondriyal kokenli ROT ise yag depolarmi oksitleyerek ve LP’yi arttirarak
hiicreye zarar verir. LP hiicre Oliimiine ve hepatosit nekrozuna sebep olur. LP
tirtinleri olan MDA ve 4-hidroksinoneal gibi maddeler otoimmiin hepatit ve Mallory
cisimcigi olusumuna neden olabilirler (60). Yaglanma ve LP ayrica glutatyon sulfat
(GS) ve vitamin-E gibi antioksidan maddelerin viicutta tiiketilerek eksilmesine de
neden olabilirler.

2.6. Superoksit Dismutaz

Superoksit dismutaz (SOD) endojen antioksidanlardandir. Dokuda direkt etki
ile antioksidan aktivite gosterir. Superoksit ilk olarak siiperoksit dismutaz ardindan

katalaz, glutatyon peroksidaz (GSH-PX) gibi enzimlerle dontistiiriiliir (61).
2.7. Katalaz

Katalaz (CAT) birinci derece enzimatik endojen antioksidanlardandir. H20>
suya doniisiimiinii katalizleyen antioksidan bir enzimdir. Dokulardaki CAT aktivitesi
bliylik oranda degisiklik gosterir. Enzim aktivitesi karaciger ve bobrek dokularinda
yiiksek diizeyde iken, bag dokusunda diisiiktiir. Normalde insan eritrositleri CAT
bakimindan zengindir (62).

2.8. N-Asetilsistein

L-sisteinin N-asetilenmis tiirevi olan N-Asetilsistein mukolitik ajan olmasinin
yan1 sira sahip oldugu serbest tiyol grubu neticesinde oksidan elektrofilik
etkilesimlere girerek, antioksidan 6zellik gostermesi nedeniyle oldukga sik kullanilan
bir antioksidandir. Kimyasal formiili CSHINO3S olup (Sekil 6), molekiil agirligi
163,2 gr/mol’diir. Molekiiler yapist hiicreye kolayca girebilmesini saglamaktadir
(63). L-sistein bir GSH prekiirsoriidiir ve GSH sentezini artirir.
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Sekil 6. N-Asetil Sistein’nin kimyasal formiilii (64)

GSH ise bir tripeptit olmakla ekzojen veya endojen sitotoksik maddelerin ve
oksidan radikallerin hiicreye zarar vermesini Onleyen hiicre biitiinliiglinin ve
islevlerinin devami i¢in ¢ok 6nemlidir. Bu yiizden N-Asetilsistein hiicreleri hasardan
koruyacak diizeyde GSH yapimi igin birincil derecede 6nem tasimaktadir (64). N-
Asetilsistein  fazla yan etkiye neden olmadan GSH depolarini yenileyen bir
kimyasaldir. Indirgenmis GSH okside hale déniisiirken H202 suya gevirir. Ancak
ROT miktariin artmasi durumunda GSH yetersiz kalir. Olusan fazla miktardaki
okside glutatyonsa (GSSH) hiicre hasarindan sorumlu tutulan molekiildiir. N-
Asetilsistein uygulamasinin GSH depolarini diizeltmesinin yani sira antienflamatuar,
antioksidan, inotropik ve vazodilatasyon etkileri oldugu, vital organlarda
mikrovaskiiler dolasimi diizelttigi de bilinmektedir. N-Asetilsisteinin siilfidril
grubundan dolay1 biyolojik aktivitesi de vardir. Farmakokinetigi mukusun
yapisindaki disiilfid baglar1 ile reaksiyona girerek siilfidril-disiilfid reaksiyonu
gosterir. Kalan miktar karacigerde sistein olarak tespit edilebilir. Kana gegen
asetilsistein karacigerde metabolize edilir. Plazma proteinlerine baglanma oran1 %
50°dir. Baslica akciger dokusu ve bronsial sekresyon olmak iizere karaciger ve
bobreklere dagilimi iyidir. N-Asetilsistein baslica bobrekler ve karaciger yolu ile

atilir.

N-Asetilsistein ayrica, sahip oldugu niikleofilik serbest tiyol (-SH) grubu
araciligiyla oksidan radikallerin elektrofilik grubuyla etkilesime girerek direkt

antioksidan 6zellik gosterir(65).
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N-Asetilsistein glutatyon S-transferaz aktivitesi, GSH sentezini ve
detoksifikasyonu artirarak islev goriir. Ayrica N-Asetilsistein gesitli proeinlerin
aktivitelerini diizenleyerek hiicre yasamini uzatarak apoptozisi Onleyebilmektedir
(66). DNA ve protein sentezleri, enzim aktivitelerinin diizenlenmesi, hiicre i¢i ve dist
transportlar gibi hiicresel fonksiyonlarinda gorev alir. N-Asetilsistein sadece bir GSH

prekiirsort degildir, ROT lar1 direk temizleme kabiliyetine de sahiptir.

N-Asetilsistein  kullamiminda karacigerde oksidatif stres durumlarinda

transplantasyon hasari, alkolizm, metal toksisitesi ve fibrozda kullanigh olabilir.

N-Asetilsistein asetaminofen ve alkol toksisitesinde ilk sekiz saat iginde
verildigi takdirde karacigeri hasardan koruyup mortaliteyi azaltabilmektedir. Anti
toksisitesindeki muhtemel mekanizmalar karaciger kan akimini artirmasi, GSH artist
ve ROT’lar1 temizlemesi sayilabilir. N-Asetilsistein’in ratlarda toksik kadmiyumla
kullanildiginda LP’yi Onleyerek karaciger toksisitesini azaltabilemektedir. Kokain
sebebiyle gelisen karaciger hasarina karsi transplantasyon islemi yapildiginda
reperfiizyonla gelisen oksidan hasar N-Asetilsistein ile anlamli derecede
azaltilabilmistir  (67). N-Asetilsistein’in koruyucu etkisi hakkinda ¢ farkli

mekanizma diisiniilmektedir:
1) N-Asetilsistein’in kendi potansiyel antioksidan etkisi,

2) Toksik metabolitlere karsi detoksifiye edici mekanizma i¢in ¢ok Onemli

olan olan intraselliiler GSH konsantrasyonunun idamesi,

3) Intraselliiler siilfidril havuzunun onarimi (68).
2.9. Folik Asit

Pteroik asit ile iligskili ve birbirine benzer vitamin aktivitesine sahip
bilesiklere folat veya folik asit denilmistir. Dogada folat olarak bulunan folik asit
biyolojik formun daha dayaniksiz olmasi dolayisiyla sentetik bir formdur. 1930’1arda
bira mayasi iginde tespit edilmistir. Gebelerde anemiyi ve diger defektleri dnleyici
olarak tanimlanmistir. Folat suda ¢Ozlinen bir vitamindir fazlasi genellikle idrarla
atilir. Folik asit pteridin halkasina p-aminobenzoik asit (PABA) baglanmasi sonucu
olusan pteroik aside ilave bir veya daha fazla glutamik asit kalintisindan olusur.

Pteroilmonoglutamik asit adiyla da bilinir. Bitki ve bakteriler tarafindan
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sentezlenebilmektedir. Insanlarda serum veya diger viicut sivilarinda gesitli folik asit
sekilleri bulunmasina karsin baslica bulunan form N5-metil tetrahidrofolat (THF) tir
(69). Memelilerin karacigerinde, eritrositlerinde, lenfositlerinde ve bitkilerde bulunan
poliglutamatlar, folatlarin % 90’nin1 olusturur (70). Folik asit, hiicre boliinmesi ve
protein sentezi i¢in kritik dneme sahiptir (71,72)

Folik asit ve kobalaminler metabolik agidan birbirleri ile yakindan iligkilidir (73).
Folat koenzimleri tek karbonlu yapilarin degisik organik bilesiklere tasinmasinda
gereklidirler. Tek karbon bilesiklerin kaynagi genellikle glisin, N5-N10 metilen THF
olusturmak tizere THF ile tepkimeye giren serin ve histidin katabolizmasinda yer
alan N5-formimino THF ve glutamik asit olusturmak {izere THF’ye formimino grubu
veren formiminoglutamik asittir (74). Bu tiirevler degisik tek karbon yapilar igeren
THF tiirevlerinin olusturdugu doniistiiriilebilir donér havuzuna girisi saglar. Bu
havuzun icerdigi maddeler, tek karbon yapilarini, sonugta makromolekiil sentezinde
kullanilan yapim bloklarina doniisen metabolik ara triinleri olusturan bilesikleri
verebilmektedir. Bu gruplar metil (-CH3), metilen (-CH2-), formimino (-CH=NH),
formil (-CH=0) ve metenil (-CH=)’dir (74,75). Aktarilan tek karbonlu birimin
kimyasal yapisina bagli olarak farkli folatlar kullanilir (76,77).

Esansiyel bir vitamin olan folik asitin ihtiyag olan miktar1 besinlerle
alabilmektedir. Tamamma yakini gastrointestinal kanaldan (baslica ince
barsaklarin proksimal kismindan) emilir ve viicut dokularina dagilir. Diyetle alinan
folatlarin kristalin folik asidinkinin yaklagik yarisi kadar biyo yararlanima sahip
oldugu bildirilmektedir. Dogal olarak bulunan folat poliglutamatlar bagirsakta biiytik
oranda dekonjuge edilmekte ve 5-metiltetrahidrofolat (SMTHF) olusturmak tizere
dihidrofolat rediiktaz enzimi ile indirgenmektedir. Terapétik olarak verilen folik asit,
dihidrofolat rediiktazlar tarafindan indirgenme agisindan zayif substrat oldugundan,
bliylik oranda degismeden portal dolasima girmektedir. Folik asit portal dolagim ile
dagilmaktadir. Dogal olarak bulunan folattan tiireyen SMTHF genis oranda plazma
proteinlerine baglanmaktadir. Folat baslica karacigerde depolanir. Ayrica,
serebrospinal sivida da aktif olarak yogunlasmistir. Anne siitiine gegmektedir. Folik
asit (askorbik asit mevcudiyetinde), karacigerde ve plazmada dihidrofolat rediiktazla
aktif metaboliti haline (tetrahidrofolik asit) doniisiir. Folat i¢in enterohepatik dolagim

s0z konusudur. Folik asit hemodiyaliz ile uzaklastirilmaktadir.
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Giinliik ihtiyacimiz olan folik asit miktar1 400 p/giin olarak belirlenmistir.
Folat DNA metilasyonu, mutasyonlar ve gen ekspresyonu olaylarina katilmaktadir.
Folat metabolizmasinda en oOnemli nokta NS5, NI10-metilen-tetrahidrofolat
basamagidir. N5, N10-metilen-THF, DNA sentezi i¢in mutlak suretle gereklidir.
Kemik iligi hiicreleri, kil folikiilleri, barsak mukoza hiicreleri ve kanser hiicreleri gibi
hizli bolinen hiicrelerde 6nemlidir (78). Ayrica hamilelik doneminde bebegin

merkezi sinir sistemi gelisiminde olduk¢a énemli bir role sahiptir.
Folik asitin baslica fonksiyonlar1 su sekilde siralanabilir:
1. Piirin bazlariin sentezi.
2. Timidilat sentezi.
3. Metiyonin sentezi.
4. Serin - Glisin dontistimii.
5. Bakteri protein sentezinde formil met olusumu.
6. Histidin metabolizmasi.

Folat eksikliginde s-adenosilmetiyonin (SAM), adenosilhomosisteine (SAH)
cevrilemez (79). Folat eksikligi ve homosistein metabolizmasi siklikla NAFLD ile

iliskilendirilmis olup arastirilmaya devam edilmektedir (80).

DNA metilasyonunda kullanilan folik asit  eksikligi tek-karbon

metabolizmasinda metioninin remetilizasyonunda rol oynar (Sekil 7).

SAM retimindeki eksiklik novo fosfatidil kolin sentezini azaltarak

karacigerde TG birikimine yol agar (81).
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Sekil 7. Folat metabolizmasi (8)

Fosfotidilkolin azalmasi NAFLD ile iliskili olan diisik yogunluklu

lipoprotein sekresyonunu azaltir (83).

Methiyonin adenosiltransferaz 1A (Matla) eksikligi olusturulan bir hayvan
modelinde hepatik SAM iretiminin azalmasi, lipogenesizi ve oksidatif stresi
artirarak hizli gelisen karaciger kanseri olusumunu artirmistir (84,85) karaciger SAM
diizeyinin karaciger yag metabolizmas1 ve karaciger kanserleri i¢in kritik bir 6nemi

oldugu bildirilmistir (86).
2.10. indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz

Nitrik oksit sentaz (INOS) enzimi L-arginin aminoasidinden nitrik oksit
sentezinden sorumludur. Birkag farkli formu bulunur. Ornegin néronal nitrik oksit
sentaz (NNOS) endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) indiiklenebilir nitrik oksit
sentaz (iNOS). Dokular i¢in nitrik oksit (NO) iiretimini artiran nitrik oksit sentaz
enzimi icermesi hasarli dokunun belirteci olarak kabul edilen bir gostergedir (87).

NO birgok fizyolojik olayda (kan basinci diizenlenmesi, yara iyilesmesi ve
patofizyolojik olayda diyabet, enflamasyon, siroz) 6nemli bir rol oynar. Endojen
kaynaklt iINOS tarafindan iiretilen NO reaktif oksijen radikallerinin ve reaktif
nitrojen radikallerinin formasyonuna yol acar. Bu oksijenlenme islemi i¢in NADPH
gibi kofaktorler gereklidir. NO proteinlerin nitrasyonuna yol agan superoksit anyonu

ve peroksinitrit tiretimi tepkimesini hizlandirir (88).
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3. GEREC ve YONTEM

Bu calisma; Siileyman Demirel Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve
Arastirma Laboratuvarlarinda gergeklestirildi. Siileyman Demirel Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan 03.12.2015 tarih ve 21 /10 sayili karar ile

etik kurul izni alindi.
3.1. Deney Gruplar: ve Obez Yapma Protokolii
3.1.1. Lee Indeksi

Lee indeksi; hayvanlarin viicut agirligi ve naso-anal boyunun esas alindigi,
beseri hekimlikte beden kitle indeksine oldukca benzeyen ve hayvanlarla yapilan

obezite ¢alismalarinda kullanilan bir indekstir.

Lee indeksi deney hayvanlarinda obezite tanist i¢in kullanilmig bilimsel
calisabilirligi kanitlanmis bir indekstir. Formiiliin esas1 kullanilacak deney
hayvanmin kilosu ve boyunun kiyaslanmasina dayanmaktadir. Lee indeksi=
hayvanin kilosu (gr) / boyu (mm) cinsinden agirligin kiip kokii alinarak uzunluga
boliiniir ve 10% ile carpilir. Elde edilen sonucun 300’iin iizerinde bulunup
bulunmamasiyla hayvanin obez olup olmamasi degerlendirilir. Cikan rakam 300’iin
tizerindeyse hayvan obez olarak nitelendirilirken, 300’tin alti rakamlar obez olarak

kabul edilmez. Formiil agsagidada gorsel olarak gosteirlmistir (20,21,89).

s.l," Wigr)

Limm)

Lee’s Index : » 104

Sekil 8. Lee indeksi formiilii (20,21)

Obezite ve karaciger yaglanmasi yapmak iizere (9+11 haftalik 250+£30 gr
agirhginda) 35 adet Wistar Albino rat Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi
Deney Hayvanlar1 Laboratuvarindan temin edildi. Siileyman Demirel Universitesi
Deney Hayvanlar1 Laboratuvarinda 22+0,5°C ve 12:12 saat giindiiz gece periyoduyla

bakima alindu.
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Hayvanlarin haftada bir yapilan agirlik dlgiimleriyle birlikte 12 hafta sonunda
Lee indeks metodu (20,21,89) ile obez olduklar1 kesinlestirildi. Obez olan ratlar
kuyruklarindan numaralandirilarak gruplara ayrildi.

Gruplar
Folik Asit Grubu (N=8): yiiksek yagli yem + folik asit 10 mg/kg,

N-Asetilsistein Grubu (N=8 ): yiiksek yagli yem + N-Asetilsistein 100
mg/kg,

N-Asetilsistein+Folik asit Grubu ( N=8 ): yiiksek yaglh yem + N-
Asetilsistein 100 mg/kg + folik asit 10 mg/kg

Pozitif Kontrol Grubu(PKG) (N=10): yiiksek yagli yemle beslenen

hayvanlar seklinde diizenlendi.

Folik asit 10 mg/kg (90) ve N-Asetilsistein 100 mg/kg (9) her gruba viicut
agirliklart ile orantili olacak sekilde intraperitoniyal olarak uygulandi (Resim 1). 28

giinliik (4 hafta) uygulamanin ardindan ratlar ketamin ve xyzlazine anestezisi altinda

sakrifiye edildi. Karaciger ve kanlar1 alinarak yapilacak islemler i¢in ayrildi.

A

Resim 1. Intraperitonel uygulama
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Tablo 3. Standart ve yiiksek yagl yem icerigi

Standart yem icerigi

Yiiksek yagh yem icerigi

Icerik % Icerik %
Ham yag 490 Kazein 20,3
Ham kiil 6,30 Nisasta 2
Ham seliiloz 6,71  Seliiloz 1
Lisin 1,37  Pelet baglayici 2
Fosfor 0,66 Bitkisel margarin 64,2
Ham protein 24 Sakkaroz 1
Metiyonin 0,46 Kakoa yagi 6
Kalsiyum 0,9 Mermer tozu 1,6
Sodyum 0,05 Vitamin premiksi 0,70

Dikalsiyum fosfat 1,25

Yagl yem 0zel olarak Arden Arastirma Deney Laboratuvar Yemleri /Ankara

firmasi tarafindan hazirlandi. Yem igerigi Lieber DeCarli modeline gore Tablo 4’¢

uygun olarak hazirlandi (91). Lieber DeCarli modeline gore hazirlanan yem Resim 4’

te gosterilmistir. Yagli yeme alismalari acisindan ilk yemleri standart yemle

karistirilarak verildi. Standart Yem Korkuteli Yem Fabrikasindan alindi. Standart

yem ve yiiksek yagli yem igerigi Tablo 4’te goserilmistir. Standart ve yliksek yaglh

yemle beslenen hayvanlar Resim 2 ve 3’de gosterilmistir.

Tablo 4. Lieber DeCarli modeli yiiksek yagli yem igerigi

Icerik Standart diyet (g/L) Yiiksek yagh diyet (g/L)
Kazein 41,4 41,4
L-Sistein 0,5 0,5
DI- Metionin 0,3 0,3
Misir Yagi 8,5 48,5
Zeytin Yad 28,4 28,4
Aspur Yag 2,7 2,7
Dekstrin Maltozu 115,2 25,6
Kolin Bitartat 0,53 0,53
Lif 10,0 10,0
Ksantan Sakiz 3,0 3,0

27



Resim 3. Standart ve yiiksek yagli yemle besleme.
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Resim 4. Yiiksek yagl yem.

35 adet hayvan toplamda 3 kafese bdliinerek besleme periyoduna alindi.
Lieber DeCarli (91) metoduna gore 4 hafta sonunda yaglanma olup olmadigini
belirlemek igin alinan iki rattan ortalama agirliktaki bir rat besleme periyodunun
ardindan sakrifiye edildi. Histolojik ve makroskopik inceleme yapildi. Makroskopik

olarak hayvanin karacigeri Resim 5’te gosterilmistir.

Resim 5. Sakrifiye edilen ratin karacigerinin makroskopik gériintimii.

Histolojik incelemede karaciger yaglanmasi saptanamadigi icin besleme

periyoduna devam edildi.
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12 hafta boyunca yiiksek yagli yemle beslenen ratlarin Lee indeksine gore
boy uzunluklar1 alinarak gram agirliklarina oraniyla obez olup olmadiklar1 Excel
programinda hesaplandi (20,21) ve tiim hayvanlarin obez oldugu saptandi. Obez olan

hayvanlara N-Asetilsistein ve folik asit uygulamasi baslanildi.
3.1.2. Materyal Metotta Kullamilan Makine Techizat

e Velp Scientifica ZX 3 vorteks cihaz (italya)

e Isolab 1siticil1 manyetik karistirici (Tiirkiye)

e Shimadzu AY220 hassas terazi ( Japan)

e BM402 niive marka su banyosu (Tiirkiye )

e Shimadzu UV-1601 shimadzu spektrofotometre (Japan)
e Hanna Instruments pH 301 pH metre cihaz1 (ABD)

e Niive NF 800 R sogutmali mikro santrifuj (Tiirkiye )
e Hettich Rotina 35 R marka makro santrifuj (Almanya)
e Ika ultra turrax t25 doku parcalayic1 (Almanya)

e Bandelin HD2070 sonikatér (Almanya)

e Bosch -20 ‘C derin dondurucu (Almanya)

e Olympus BX 50 floresan mikroskobu (Japan)

o Elektroforez cihazi1 yatay: Cleaver scientific CSL-COM40 (UK)
e Abbott clinical chemistry (ABD)

e Floresan mikroskop: Olympus BM50 floresan mikroskop (Japan)
e Benmari: Niive TGR667 (Tiirkiye)

e Sogutmali mikro santrifuj: Niive MR5415 (Tiirkiye)

e Hassas terazi: Shimadzu SPB 33 (Japan)
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Vorteks: 1so Lab NM 100 (Almanya)
pH metre: Iso Lab NY78 (Almanya)
Otomatik pipetler: Brand Iso Lab (Almanya)

Manyetik karistirici: Iso Lab ngg660 (Almanya)

Elektroforez gii¢ kaynag1: Cleaver scientific Omnipac mid Cs300V (ingiltere)

Spektrofotometre: Shimadzu U5800 (Japan)

Kristal spektro kiiveti: Iso Lab (Almanya)

Mikrodalga firin: Beko GFG778 (Tiirkiye)

Sogutmali santrifuj: Hettich numarast MR5415 (Almanya)
Hassas terazi Shimadzu AX200 (Japan)

Su banyosu termal laboratuar aletleri 820-3 (Tiirkiye)

Kizakli mikrotom Leica SM2000R (Almanya)

Binokiiler mikroskop Olympus CX21FS (Japan)

Etiiv Heraeus D63450 (Almanya)

3.1.3. Materyal Metotta Kullamilan Kimyasallar ve Cozeltiler
Lizis soliisyonu (500 ml stok soliisyon) Comet Assay i¢in

2,5 M NaCl Comet Assay i¢in

100 MM EDTA Comet Assay igin

10 mM trizma base tartilip distile su ile 500 ml’ye tamamlandi.

100 ml ¢aligma soliisyonu:
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% 1 Triton X-100 1ml Comet Assay igin
% 10 DMSO 10 ml Comet Assay i¢in

Analiz i¢in malzemeler balon jojeye alindi. Uzeri stok soliisyon ile 100 ml’ye

tamamlandi. +4 derecede sogutuldu. Bahsedilen soliisyon her ¢alismadan 6nce taze

olarak hazirlanda.

Alkali elektroforez tamponu (300 mM NaOH/1mM EDTA)
500 ml elektroforez tamponu:

v/ 300 mM NaOH 1 mM Na? EDTA karistirildi. Distile su ile hacim 500
ml’ye tamamlandi. pH > 13 olmasina dikkat edildi ve soguk

kullanildi.
Notralizasyon tamponu

100 ml Nétralizasyon tamponu:

v 400 mM Tris HCL’in distile su ile hacmi 100 ml’ye tamamlandi. pH
HCl ile 7,4’e ayarlandi.

Boyama soliisyonu:

v Stok etidyum bromiir; 10 mg etidyum bromiir 50 ml distile suda
eritildi. Seyreltik etidyum bromiir; stok boyama soliisyonundan 100
pul almarak distile su ile 10 ml’ye tamamlandi. Ependorflara
porsiyonlanip ¢alisma esnasinda preperatlara uygulanarak floresan

mikroskopta degelendirildi.
STOK fosfat buffer tampon soliisyon (PBS) (1 litre):
Na?HPO* Comet Assay igin
KCI Comet Assay i¢in

KH?PO* Comet Assay igin
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NaCl Comet Assay igin
Tris HCl Comet Assay igin

Stok PBS i¢in uygun oranlarda karistirilip hacmi distile su ile 1 litreye

tamamlandi. 10 kat diliie edilerek kullanilmistir.
Lamlarin Hazirlanmasi
Lamlar sicak zeminde 1sitild1 ve sicak kalmasi saglandi.

50 mg (0,05 gr) normal erime noktasina sahip agaroz (NMA) + 5 ml 1/10
diliie edilmis PBS de eritilir. Kabarcik kalmayincaya kadar kaynatildi ve 60
°C suda bekletildi.

NMA’dan her bir lama 100 pl dokiilerek lama froti seklinde yayildi ve
donmasi i¢in soguk ylizeyde bekletildi.

NMA:

% 1,5 NMA (75 mg NMA, 5 ml 10X PBS i¢inde)
Diisiik erime noktali agoroz (LMA) Comet Assay igin
% 0,75 LMA (37,5 mg LMA, 5ml 10X PBS i¢inde)
Kat: % 1,5 NMA

Kat: 75 pl hiicre + LMA karisimi

Kat: 75 pl LMA

PBS pH 7,5 olmali

Hiicreler mutlaka 1X PBS ile yikanmali, aksi taktdirde hiicrelerde kalan

protein ve serum agarozun diigmesine neden olabilir.

LMA ve hiicre oran1 ayarlandi ve 15 pl hiicre, 100 pul LMA ile karistirildu.

33



LMA’nin dondugundan emin olundu.
Hazirlik agamasinda nemli kutular kullanildi.

Lizis soliisyonu mutlaka buz soguklugundaydi. Lizis i¢in yaklasik 1 saat +4
°C’de bekletildi.

Ksilen, Merck histokimyasal boyama igin

Parafin, lityum karbonat (BDH) histokimyasal boyama igin
Etanol, Carloerba histokimyasal boyama igin

Formaldehit, Roth histokimyasal boyama igin

Hematoksilen boyasi, Degommier decolorizer (DDK) histokimyasal boyama

i¢in

Eozin boyasi, DDK histokimyasal boyama igin

Asetik asit, Fluka histokimyasal boyama i¢in

Primer ve sekonder antikorlar Abcam iNOS immunkimyasal boyama i¢in

Anti-INOS antibody (ab15323), 1/100 diliisyon iNOS immunkimyasal

boyama i¢in

PBS iNOS immunkimyasal boyama i¢in

Metanol hidrojen peroksit iINOS immunkimyasal boyama igin
Sitrat buffer soliisyon iINOS immunkimyasal boyama i¢in
Biotin INOS immunkimyasal boyama igin

Streptoavidin INOS immunkimyasal boyama igin

(3,3'diaminobenzidine) DAB Kromojen iNOS immunkimyasal boyama igin

34



e Harris hematoksilen iNOS immunkimyasal boyama igin
3.1.4. Malondialdehit Tayini

LP iirlinlerinden olan MDA 6l¢iimii i¢in Draper ve Hadley’in ¢ift 1sitma
yontemi kullanildi (92). Bu yontem, MDA ile thiobarbitiirik asit reaksiyonunun
meydana getirdigi renk olusumunun spektrofotometrik Olctimle
degerlendirilmesinden olusur. MDA-thiobarbitiirik asit kompleksinin emilim
katsayisi ile hesaplanarak ve sonug proteinin miligramindaki nanomol olarak ifade
edildi.

3.1.5. Dokuda Protein Tayini

Homojenize edilen Orneklerin siipernatanlarinda mikroprotein diizeyleri
Bredford Yontemi ile manuel spektrofotometre ile 6lgiildi (93). Coomassie Brilliant
Blue G-250 boyasinin proteinlere baglanmasi sonucunda olusan renkli ¢ozeltilerin

595 nm’de absorbansi dlgiilerek degerlendirildi.
3.1.6. Katalaz Tayini

CAT aktivitesi Aebi yontemine gore calisildi. Yontem, H2O, CAT varliginda
su ve molekiiler oksijene doniismesi sirasinda harcanan H2O2’nin absorbansinin 240
nm’de  spektrofotometrik  olarak  Olgiilmesi  prensibine  dayanir  (94).

Sonuglar k/mg protein olarak ifade edildi.
3.1.7. Superoksit Dismutaz Tayini

SOD aktivitesi, Olympus AU 2700 (Japonya) marka otoanalizore aplike,
Randox marka ticari kit kullanilarak spektrofotometrik yontem ile ol¢iilmiistiir.
Yontemin prensibi, ksantin oksidazin katalizledigi reaksiyon sonucunda ksantinden
irik asit ve O™ radikali olusumuna ve bunu takiben olusan O;" radikalinin de kirmizi
renkli formazon bilesigi olusturmak tizere (2—(4—iyodofenil)-3—(4—nitrofenol)-5
fenil tetraliyum klorit (INT) ile reaksiyona girmesine dayanir. SOD aktivitesi bu

reaksiyonun inhibisyon derecesi ile 6lgiiliir (95,96).
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3.2. Biyokimyasal Metod

Biyokimyasal calismalar Isparta Ozel Davraz hastanesi laboratuvarinda

yaptirilmistir.

e Spektrofotometrik metotla Architect alanin aminotransferaz kiti ile alanin
aminotransferaz (Architect/Aeroset Aspartate Aminotransferase Reagent
Kit) ,

e Architect aspartat aminotransferaz kiti ile aspartat aminotransferaz

(Architect/Aeroset Alanine Aminotransferase Reagent Kit),
e Architect Trigliserit kiti ile trigliserit (Architect Trigliserit Kit),

e Architect kolesterol kiti ile total kolesterol (Architect Kolesterol Kit )
numune ve reaktifleri uygun olgiilerde alip karistiran belirli bir siire ve
1s1da inkiibe eden gerekli siirelerde optik okumalar1 yapip sonunda ilgili
analiz sonucunu hesaplamis olarak kulaniciya sunan cihaz olan

otoanalizatorde yapildi.
3.3. Comet Assay Metod
Comet Assay analiz basamaklari

0,5 ml histopaque 1077 + 0,5 ml tam kan ilave edildi (kan ilavesi sizdirma

seklinde yapild1)
2100 rpm’de 30 dk oda sicakliginda santrifuj edildi.
Tiipte olusan iki tabaka arasindaki bulanik kisimdan 500 pl ¢ekildi.

Cekilen hiicre kism1 500 pl 1/10 diliie PBS ilave edilerek 1 kez yikand1 (1600
rpm 10 dk)

Stipernatan atildi, kalan pelette hiicreler vardir, hiicreler ¢ok yogun 1/10 PBS

ile sulandirildi.
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40 mg (0,04 gr) LMA + 4 ml 1/10 diliie PBS de eritildi, kaynatildi, 37C su

i¢cine alindi.
Hiicreler 80 ul LMA ile karistirildi.

Karigimdan 80 pl ¢ekilir ve NMA olan lamlara dokiilerek tizeri lamelle
kapatildi, 5 dakika +4 °C de bekletildikten sonra lamel ¢ikarildi.

Lamlar bir kutu i¢ine alindi. Uzerine lisiz soliisyonu dokiilerek 50 dk lizis

i¢in beklendi.
50 dk sonra lisiz soliisyonundan ¢ikarildi ve distile su ile yavasca yikandi.

Lamlar soguk elektroforez tamponu olan tanka alindi. 30 dk adaptasyon i¢in

tankta bekletildi.
Daha sonra 300 mA-25 V da 25 dk elektroforez tankinda yiiriittildii.

Elektroforezden sonra lamlar ¢ikarildi, kagit havlu {izerine alindi ve

noétralizasyon tamponundan her lama 5’er ml dokiilerek nétralizasyonu igin

beklendi.

Uygulama ¢ift olarak yapildi.

Lamel kapatilarak floresan mikroskopta okundu.
Okuma 3 saat icinde yapildi.

3.3.1. Comet Assay Analizi Degerlendirilmesi

Numune basmma 100 adet hiicre degerlendirildi (her slaytta 50 hiicre).
40X de skorlama yapildi. (Etidyum bromiir i¢in floresan mikroskop, 488 nm
dalga boyunda)

Degerlendirilen her slayt kodlanda.
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e DNA kiriklar 5 kategoride degerlendirildi:
0= Hasarlanmamus hiicreler,
1= En az hasarlanmis hiicre,
2= Orta hasarlanmis hiicre,
3= Maksimumda az hasarlanmuis hiicre,

4= Maksimum kuyruk uzunluguna sahip olan hiicreler ve maksimum hasara
ugramis hiicreler. Bunun i¢in her numunede hiicre sayimi yapilirken (toplam 100
hiicre sayildi) hasarlanma derecesine gore hiicreler 0-4 aras1 skorlandirilip,
numunedeki her bir skora ait hiicre sayisi kaydedildi. Hasarli hiicrelerin lamdaki

gortiniimleri Sekil 9°da gosterilmistir (97).

Sekil 9. Gorsel skorlama teknigi (AU) ile hiicrelerin siniflandirilmasi

(0: Hasarsiz DNA goriintiisii, 1-4: Hasarli DNA’lar1 hasarin derecesine gore

puanlanmast).
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3.4. Histokimyasal Metod

3.4.1. Doku Orneklerinde Yapilan Histokimyasal Calismalar

3.4.1.1. Doku Takip Cahsmalari, Kesitlerin Elde Edilmesi

48 saat % 10 notral formalin soliisyonu icerisinde fiksasyonu saglanan doku

ornekleri, bir

gece akan suda yikama iglemine tabi tutulduktan sonra sirasiyla

asagidaki islemlerden gegcirildi.

Suyun dokulardan uzaklastirilmasi (Dehidratasyon)

Dokular dereceli alkollerde sirasiyla belirtilen siirelerde bekletildi.

Alkol derecesi Siire

. % 50 1 saat bekletildi.
. % 70 1 saat bekletildi.
J % 80 1 saat bekletildi.
J % 90 1 saat bekletildi.
o % 96 1 saat bekletildi.
. % 100 1 saat bekletildi.
. % 100 1 saat bekletildi.
. % 100 1 saat bekletildi.
. Seffaflandirma

o
sonlandirild).

o

o

o

.

.

o

Ksilolde 10-15 dk (Her 5 dk da bir kontrol edilerek islem

Parafin emdirme

S1vi parafin 30 dk bekletildi.

Kati parafin 1 gece bekletildi.

Gomme

Sert parafin, igerisine gdmiilen dokularla parafin bloklar hazirlandi.
Kesit alma

Hazirlanan parafin bloklardan kizakli mikrotom kullanilarak rodajh

lamlara 3 mikron kalinliginda kesitler alindu.
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3.4.1.2. Kesitlerin Rutin Boyanmasi

Histokimyasal degerlendirme i¢in preparatlara Hematoksilen-Eozin (H-E) ile

rutin boyama islemi uygulandi. Rutin boyama protokolii asagida belirtilen sirayla

yapildi.
Yapilan islem Siire
o Deparafinizasyon
. 60°C etiiv 45 dk bekletildi.
. Ksilol | 20 dk bekletildi.
. Ksilol 11 20 dk bekletildi.
o Dehidratasyon (alkol serisi)
A) % 96 10 dk bekletildi.
B) % 90 10 dk bekletildi.
C) % 80 10 dk bekletildi.
D) % 70 10 dk bekletildi.
. Distile su 5 dk bekletildi.
. Hematoksilen 2 dk bekletildi.
o Cesme suyu 5 dk bekletildi, sonra 2-3 tur akan suda yikandi.
. Asit alkol 3-4sn
o Cesme suyu 5 dk bekletildi, sonra 2-3 tur akan suda yikandi.
. Eozin 1 dk bekletildi.
o Cesme suyu 5 dk sonra 2-3 tur akan suda yikandi.

o % 70- % 80- % 90 alkol serisinden sirastyla batir ¢ikar yaparak
gegirildi.

Ksilol 1 gece bekletildi. Kapatma (Entellan)
3.4.1.3. Histokimyasal Degerlendirme

Deney gruplarina ait H-E ile boyanan karaciger dokusunda goézlenen
histokimyasal degisiklikler Abdel-Wahhab ve arkadaslarinin (98) yapmis olduklar
skorlamaya gore binokiiler mikroskop yardimiyla degerlendirildi ve kamerali
mikroskop ile gortintiiler elde edildi.

O] skor (negatif skor) :  hicbir yapisal degisikligin olmamasi,
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(+)  skor (1 pozitif skor): hafif derecede,
(++)  skor (2 pozitif skor): orta derecede,
(+++) skor (3 pozitif skor): ciddi derecede yapisal degisikligi ifade

etmektedir.
3.5. INOS immunokimyasal Boyama Metod

e Immunohistokimyasal incelemeler i¢in parafine gomiilmiis karaciger
dokularindan Spum kalinliginda kesit alinarak iNOS antiserumu
kullanilarak boyandi.

e Immunhistokimyasal incelemeler i¢in primer ve sekonder antikorlar
Abcam firmasindan temin edildi. iNOS i¢in [Anti-iINOS
antibody (ab15323), 1/100 diliisyon] kullanildi.

e Immunoperoksidaz yontem icin streptoavidin-biotin kompleks
peroksidaz yontemi uygulandi.

e Kaesitler ksilol ve dereceli alkollerden gegirilerek deparafinize ve
rehidre edildi.

e Dokular 10 dakika siireyle PBS’de yikandi.

e Dokulardaki endojen peroksidaz aktivitesini gidermek
amactyla % 3’lik metanoldeki H20: ile 20 dakika muamele
edildi.

e Dokular 2 defa 10’ar dakika siireyle PBS’de yikandi.

e Takiben mikrodalga firinda sitrat buffer soliisyonunda (pH 6) 700 °C’de
5 dakika stireyle iki defa ile kaynatildi.

e Dokular 10’ar dakika 2 defa PBS’de yikandu.
e Dokularda non spesifik boyamalar1 6nlemek amaciyla normal

serumda 45 dakika tutuldu.

41



Bu asamadan sonra yikama yapilmadan dokulara iNOS antikoru
uygulandi ve 2 saat bekletildi.

Daha sonra dokular ayn1 sekil ve siireyle PBS’de yikandi, takiben
biotin ile 30 dakika siireyle muamele edildi ve PBS’de 2 defa 10’ar
dakika yikandi.

Bu islemden sonra dokular streptoavidin ile 30 dakika

muamele edildi.

Dokular aymi sekil ve siireyle yikandi ve hazirlanmis olan DAB

kromojen ile boyandi.
Karsit boyama i¢in Harris hematoksilen kullanildi ve lamel ile
kapatilan preparatlar 151k mikroskobunda incelendi.
INOS immunohistokimyasal boyamasi doku reaksiyonu igin rastgele
secilmig 5 alanda 20’ser hiicre olmak iizere her 100 hiicre sayilarak
pozitif hiicre sayilar1 belirlendi.

Elde edilen sonuglar istatistiksel olarak Oneway Anova Bonferroni

testi ile degerlendirildi ve tablolastirildi.
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3.6. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler SPSS versiyon 22 yazilimi kullanilarak yapild.
Verilerin homojen dagilip dagilmadiklart Kolmogrov Smirnov testi ile kontrol edildi.
Sonuglar Tablo 5’de gosterilmistir. Homojen dagilan veriler i¢in parametrik testler,
homojen dagilmayan veriler i¢in ise nonparametrik testler kullanildi. Nonparametrik
veriler i¢in Kruskal Wallis, parametrik veriler i¢in ise one-way ANOVA testleri
yapildi. Gruplar arasi1 anlamli fark bulunan degiskenlerde Post Hoc test olarak One-
Way ANOVA’da Tukey, Kruskal-Wallis testinde SPSS 22 araciligiyla post-hoc test
kullanild1 ve p<0,05°ten kiigiik degerler istatistiksel olarak anlamli1 kabul edildi.

Tablo 5. Kolmogrov-Smirnov test sonuglart:

Sig.
AST 0,200
ALT 0,200
TK 0,019
TG 0,200
COMMET 0,126
MDA 0,153
SOD 0,015
CAT 0,000
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4. BULGULAR

4.1. Viicut Agirhig Bulgular

15 giinliik ilk tartim Tablo 6’da gosterilmistir. Besleme periyodu boyunca

elde edilen viicut agirliklart (VA) Tablo 7 ve Sekil 10’da gosterilmistir:

Tablo 6. 15 giinliik ilk tartim sonuglari

Rat Kafes 1(gr) Kafes 2(gr) Kafes 3(gr)
1 308 327 422
2 283 413 331
3 191 368 256
4 402 381 308
5 310 316 347
6 298 365 326
7 234 395 343
8 418 364 360
9 314 386 370
10 305 347 420
11 294 414 375
12 308 - 391

Toplam 3665 4076 4249

Tablo 7. Haftalara gore viicut agirhigi degisimi

Gruplar

Haftalar

FAG
(ortxstd)

NASG
(ortxstd)

NFG
(ortxstd)

PKG
(orttstd)

1VA
2VA

3VA
4VA
SVA
6VA
VA
8VA
9VA
10VA

277,87+42,82
318,37+£29,98

288,30440,84
328,25463,99
280,87+62,41
327,00+65,89
351,75+53,76
340,25+46,20
371,37462,09

381,62+61,53

342,50+40,41
264,00+£56,30

308,62+63,59
322,37453,92
334,62446,25
358,37+64,01
354,00+52,16
375,62+32,10
416,75+38,64

394,25+44,96

346,75+47,41
304,87+39,17

355,75+43,20
376,37+£25,93
327,25+63,89
349,25+50,67
361,75+61,65
343,75+22,56
398,75+48,59

422,25+35,04

353,50+18,36
337,00+22,33

335,50438,36
295,00+42,82
305,83451,10
328,50+68,91
310,50+32,64
280,33+91,32
360,50+31,86

407,00+42,74

FA: Folik asit grubu, NASG: N-Asetilsistein grubu, NFG: Folik asit + N-Asetilsistein grubu, PKG:
Pozitif kontrol grubu, Ort: Ortalama, Std: Standart Sapma, VA: Viicut agirhg1 degerlerini ifade

etmektedir
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FAG: Folik asit grubu, NASG: N-Asetilsistein grubu, NFG: Folik asit + N-Asetilsistein
grubu,PKG: Pozitif kontrol grubu , Mean: ortalama VA: viicut agirhm ifade etmektedir.

Sekil 10. Viicut agirhigmin 1 -10 haftalar arasi ortalama degisimi grafigi

VA’nin haftalara gore karsilastirilmasinda (VA1 ile VA10 arasinda) tiim
gruplarda anlaml fark bulunmustur (p<0,05).

4.2. Lee indeks Bulgular

Beslenme periyodunun ardindan tiim ratlarin Lee indeksi degerleri
hesaplanarak elde edilen veriler Tablo 8 ve Sekil 11°de gosterilmistir. Tiim gruplar
Lee indeks metoduna gore obez olmustur. Hesaplama excelle = ((x(1/3))/y)*(10"4)

seklinde formiille yapilmistir.

Ornek; Tablo 8, FAG 1. rat icin;

V356 /200 * 10000 =

7.0873 /200 = 0,035436 * 10000 = 354,365
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Tablo 8. Lee indeksi hesaplama sonuglari.

Parametreler

Gram Uzunluk Lee indeksi
(9) (mm)
Gruplar

356 200 354,36
411 210 354,04
280 180 363,45
0 281 190 357,32
i 324 190 361,48
404 210 352,02
407 210 352,89
351 210 335,90
442 220 346,24
324 200 343,41
320 210 325,70
2 308 200 337,66
S 328 200 344,82
388 210 347,31
310 200 338,39
412 230 323,52
371 220 326,61
238 180 344,28
410 220 337,67
o 350 190 370,91
= 410 220 337,67
430 200 377,39
320 200 341,99
365 200 357,32
356 200 354,36
320 190 359,99
o 300 180 371,90
v 250 180 349,97
o- 340 200 348,97
333 210 330,06
320 200 341,99

Lee indeksine gore degerlendirildiginde tiim gruplardaki ratlar 300 degerini
astigindan obez tanisi konuldu. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmadi. Grup ortalamalar1 degerlendirildiginde PKG ve FAG ortalamalarinin
yiikksek degerler gosterirken en diisilk ortalamanin NASG ‘de oldugu goriildii.

Gruplarin Lee indeks istatistik analiz sonuglar1 Tablo 9’da gosterilmistir.
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FAG: Folik asit grubu, NASG: N-Asetilsistein grubu, NFG: Folik asit + N-Asetilsistein grubu,
PKG: Pozitif kontrol grubu Mean: ortalama degerlerini ifade etmektedir. Istatistiki bulgular
KruskalWallis testi kullanilarak degerlendirildi.

Sekil 11. Gruplar arasi Lee indeks degerinin ilk ve son viicut agirligina gére degisim
ortalamasi grafigi.

Tablo 9. Tiim gruplarin Lee indeksi istatistik analiz sonuglari

Lee indeksi

Gruplar (OrtStd)
FAG 353,93+8,35
NASG 338,38+9,18
NFG 349,23+17,66
PKG 352,54+13,84

FAG: Folik asit grubu, NASG: N-
Asetilsistein grubu, NFG: Folik asit + N-
Asetilsistein grubu, PKG: Pozitif kontrol
grubu Ort: Ortalama, Std: Standart sapma

degerlerini ifade ermektedir.
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4.3. Biyokimyasal Bulgular

On alt1 hafta sonunda deneydeki biitiin rat gruplarinin serumlarindan ALT,

AST, TG, TK degerleri 6lctildii ve istatistiki degerlendirmesi yapildi.

4.3.1. Aspartat Aminotransferaz, Alanin Aminotransferaz, Total

Kolesterol ve Trigliserit Sonuglari
4.3.1.1. Aspartat Aminotransferaz Sonuglar

Beslenme periyodunun sonunda gruplar arasinda AST degerleri i¢in anlamli
fark bulunmamistir (p>0,05). Gruplarin ortalamalarina bakildiginda FAG’nin disiik
degerler gostermesine karsin PKG ile karsilastirmasinda anlamli sonug¢ vermemistir.
PKG ile diger gruplarin ikili karsilastirma sonuglari Tablo 10 ve Sekil 12°de

gosterilmistir.

Tablo 10. Tiim gruplarin biyokimyasal analiz sonuglari.

o AST ALT TK TG
P Ort=Std Ort+Std Ort=Std Ort:Std
FAG 115,88+32,51  48,48:1476  5550%2026  91,37+33,69

NASG 137,40+£28,04  54,51£10,38 50,87 "+5,69 63,25 +£24,50
NFG 162,28+42,83  53,47+9,55 69,872£11,03  83,12+17,47

PKG 157,70+7,52 68,76+18,58 51,50%+8,21 72,00+34,16

p 0,031 0,250 0,025 0,226

FAG: Folik asit grubu, NASG: N-Asetilsistein grubu, NFG: Folik asit + N-
Asetilsistein grubu, PKG: Pozitif kontrol grubu, TK: Total kolesterol, TG:
Trigliserit, AST: Aspartat aminotransferaz. ALT: Alanin aminotransferaz, Ort:
Ortalama, Std: standart sapma degerlerini ifade etmektedir. p: Kruskal wallis testi
6nem diizeyidir.

a, b: Her bir 6zellik i¢in aym harfi tagiyan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilk yoktur (p>0,05). Istatistiki bulgular Kruskal Wallis ve ANOVA
testi ile degerlendirildi. Gruplar arasi karsilastirma SPSS 22.0 araciligiyla Post- Hoc
test yapilarak degerlendirildi.
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FAG: Folik asit grubu, NASG: N-Asetilsistein grubu, NFG: Folik asit + N-Asetilsistein
grubu, PKG: Pozitif kontrol grubu, TK: Total kolesterol, TG: Trigliserit, AST: Aspartat
aminotransferaz. ALT: Alanin aminotransferaz, Mean: Ortalama degerlerini ifade
etmektedir.
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4.3.1.2. Alanin Aminotransferaz Sonuclari

Beslenme periyodunun sonunda gruplar arasinda ALT degerleri i¢in anlaml
fark bulunmamustir (p>0,05). Gruplarin ortalamalarina bakildiginda FAG diisiik
degerler gostermesine karsin PKG ile karsilastirmasinda anlamli sonug

saptanmamistir.

Kontrol grubu ile diger gruplarin ikili karsilastirma sonuglar1 Tablo 11 ve

Sekil 13 de gosterilmistir.

Tablo 11. Tiim gruplarin biyokimyasal analiz sonuglari.

Gruplar OrAtigtd O/:‘tlzl_:;—td Or-[:iIfStd OrLGStd
FAG  11588+32,51  4848+14,76 555042026  91,37+33,69
NASG  137,40428,04  54,51+10,38  50,87%+5,69 63,25+24.50
NEG  162,28+42.83  53,47+9,55 69,87%:11,03  83,12417,47
PKG  157,70+752  68,76:18,58  51,50%48.21 72,0034,16
D 0,031 0,250 0,025 0,226

FAG: Folik asit grubu, NASG: N-Asetilsistein grubu, NFG: Folik asit + N-Asetilsistein
grubu, PKG: Pozitif kontrol grubu, TK: Total kolesterol, TG: Trigliserit, AST: Aspartat
aminotransferaz. ALT: Alanin aminotransferaz, Ort: Ortalama, Std: Standart sapma degerlerini ifade
etmektedir. p: Kruskal wallis testi 6nem diizeyidir.

a, b: Her bir 6zellik i¢in ayn1 harfi tagiyan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik yoktur (p>0,05). Istatistiki bulgular Kruskal Wallis ve ANOV A testi ile degerlendirildi.
Gruplar aras1 karsilastirma SPSS 22.0 araciligiyla Post- Hoc test yapilarak degerlendirildi.

50



M AsT
W ALT
O 7K
200,00 I e

150,00

Mean

MNASG MNFG PFG

Gruplar

FAG: Folik asit grubu, NASG: N-Asetilsistein grubu, NFG: Folik asit + N-Asetilsistein grubu,
PKG: Pozitif kontrol grubu, TK: Total kolesterol, TG: Trigliserit, AST: Aspartat
aminotransferaz. ALT: Alanin aminotransferaz, Mean: Ortalama degerlerini ifade etmektedir.

Sekil 13. Tiim deney gruplarinin ALT ortalamasi.
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4.3.1.3. Total Kolesterol

Beslenme periyodunun sonunda gruplar arasinda TK degerleri i¢in anlamli
fark bulunmustur (p<0,05). NFG’nin PKG ve diger gruplarla karsilastirilmasi sonucu
TK degerleri NFG’de anlamli derecede yiiksek bulunmustur.

Kontrol grubu ile diger gruplarin ikili karsilastirma sonuglar1 Tablo 12 ve

Sekil 14’ de gosterilmistir.

Tablo 12. Tiim gruplarin biyokimyasal analiz sonuglari

Gruplar OAST ALT TK TG
rt+Std Ort+Std Ort+Std Ort+Std
FAG 115,88+32,51 48,48+14,76 55,50%£20,26 91,37+33,69
NASG 137,40428,04 54,51+10,38 50,87 P+5,69 63,25424,50
NFG 162,28+42,83 53,47+9,55 69,87 2+11,03 83,12+17,47
PKG 157,70+7,52 68,76+18,58 51,50%£8,21 72,00+34,16
p 0,031 0,250 0,025 0,226

FAG: Folik asit grubu, NASG: N-Asetilsistein grubu, NFG: Folik asit + N-Asetilsistein
grubu, PKG: Pozitif kontrol grubu, TK: Total kolesterol, TG: Trigliserit, AST: Aspartat
aminotransferaz. ALT: Alanin aminotransferaz, Ort: Ortalama, Std: standart sapma
degerlerini ifade etmektedir. p: Kruskal wallis testi 6nem diizeyidir.

a, b: Her bir 6zellik i¢in ayni1 harfi tasiyan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml
farkhilik yoktur (p>0,05). Istatistiki bulgular Kruskal Wallis ve ANOVA testi ile
degerlendirildi. Gruplar aras1 karsilastirma SPSS 22.0 araciligiyla Post- Hoc test yapilarak
degerlendirildi.
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FAG: Folik asit grubu, NASG: N-Asetilsistein grubu, NFG: Folik asit+N-Asetilsistein
grubu, PKG: Pozitif kontrol grubu, TK: Total kolesterol, TG: Trigliserit, AST: Aspartat
aminotransferaz. ALT: Alanin aminotransferaz, Mean: Ortalama degerlerini ifade
etmektedir.

Sekil

14. Tim deney gruplarinin TK ortalamasi

karsilastirmas.
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4.3.1.4. Trigliserit Sonuglari

Beslenme periyodunun sonunda gruplar arasinda TG degerleri igin anlaml

fark bulunmamustir (p>0,05). Gruplarin ortalamalarina bakildiginda FAG’nin yiiksek

degerler gostermesine karsin PKG ile karsilastirmasinda anlamli sonug vermemistir.

Kontrol grubu ile diger gruplarin ikili karsilagtirma sonuglar1 Tablo 13 ve

Sekil 15° de gosterilmistir.

Tablo 13. Tiim gruplarin biyokimyasal analiz sonuglari.

Gruplar OrAtigtd Of‘tlﬂ_:gtd OrI:IIfStd OrLGStd
FAG  11588:3251  4848:1476 555042026  91,37+33,69
NASG  137,40+28,04  54,51+1038  50,87"+5,69 63,25+24,50
NFG  16228+42,83  53,47+9,55 69,87%11,03  83,12+17,47
PKG  157,70+7,52  68,76+18,58  51,50%48.21 72,00+34,16
P 0,031 0,250 0,025 0,226

FAG: Folik asit grubu, NASG: N-Asetilsistein grubu, NFG: Folik asit + N-Asetilsistein
grubu, PKG: Pozitif kontrol grubu, TK: Total kolesterol, TG: Trigliserit, AST: Aspartat
aminotransferaz. ALT: Alanin aminotransferaz, Ort: Ortalama, Std: standart sapma
degerlerini ifade etmektedir. p: Kruskal wallis testi 6nem diizeyidir.

a, b: Her bir 6zellik i¢in ayn1 harfi tagiyan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
farkhilik yoktur (p>0,05). Istatistiki bulgular Kruskal Wallis ve ANOVA testi ile
degerlendirildi. Gruplar arasi karsilagtirma SPSS 22.0 araciligiyla Post- Hoc test
yapilarak degerlendirildi.
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FAG: Folik asit grubu, NASG: N-Asetilsistein grubu, NFG: Folik asit+N-Asetilsistein
grubu, PKG: Pozitif kontrol grubu, TK: Total kolesterol, TG: Trigliserit, AST: Aspartat
aminotransferaz. ALT: Alanin aminotransferaz, Mean: Ortalama degerlerini ifade
etmektedir.

Sekil 15. Tiim deney gruplarinin TG ortalamasi karsilagtirmast.
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4.4. Oksidan-Antioksidan Bulgular

On alt1 hafta sonunda deneydeki biitiin rat gruplarinin oksidan antioksidan MDA,
SOD ve CAT aktiviteleri 6l¢iilerek, sonuclar istatistiki olarak karsilastirildi..

4.4.1. Malondialdehit Bulgular:

Beslenme periyodunun sonunda MDA degerleri agisindan gruplarin
karsilagtiritlmast sonucu PKG ve NFG’ye gore FAG’de MDA degerleri anlaml
derecede diisiikk bulunmus olup Tablo 14 ve Sekil 16’da gosterilmistir (p<0,05).

Tablo 14. Tiim gruplarin oksidan- antioksidan MDA sonuglari.

Gruplar MDA SOD CAT

Ort+Std Ort+Std Ort+Std
FAG 0,50%-+0,11 2,76%-+1,7 1,39-+0,58
NASG 0,57°-+059 2,72%-+£1,19 3,02-+£2,51
NFG 0,64°-+0,10 2,028-+1,07 2,93-+3,18
PKG 0,64°-+0,14 0,93%-+0,39 3,04-+1,65
p 0,036 0,020 0,170

FAG: Folik asit grubu, NASG: N-Asetilsistein grubu, NFG: Folik asit + N-
Asetilsistein grubu, PKG: Pozitif kontrol grubu, MDA: Malondialdehit, SOD:
Superoksit dismutaz, CAT: Katalaz. Ort: Ortalama, Std: Standart sapma degerlerini
ifade etmektedir. p: Kruskal Wallis testi 6nem diizeyidir.

a, b: Her bir ozellik i¢in ayni harfi tagiyan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli

farkhilik  yoktur (p>0,05). Istatistiki bulgular Kruskal Wallis ve ANOVA testi ile
degerlendirildi. Gruplar arasi karsilastirma SPSS 22.0 araciligiyla Post- Hoc test yapilarak

degerlendirildi.
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FAG: Folik asit grubu, NASG: N-Asetilsistein grubu, NFG: Folik asit+N-Asetilsistein grubu,
PKG: Pozitif kontrol grubu, MDA: Malondialdehit, SOD: Superoksit dismutaz, CAT: Katalaz.
Mean: Ortalama, degerlerini ifade etmektedir.

Sekil 16. Tiim gruplarin MDA ortalamasi karsilagtirmasi.



4.4.2. Superoksit Dismutaz Bulgularn

Beslenme periyodunun sonunda gruplar arasinda Superoksitdismutaz (SOD)
degerlerine bakildiginda PKG verilerine géore NASG ve FAG ‘de daha yiiksek
degerlere sahip olduklar1 goriilmiistiir (p<0,05). NFG degerleri de istatistiksel olarak

anlamli derecede yiiksektir.

Kontrol grubu ile diger gruplarin ikili karsilastirma sonuglar1 Tablo 15 ve

Sekil 17 de gosterilmistir.

Tablo 15. Tiim gruplarin oksidan- antioksidan SOD sonuglari.

el OI\:ItESAt\d O?ti?td Oft):?:;rtd
FAG 0,50%-+0,11 2,76%-+1,7 1,39-+0,58
NASG 0,57°-+059 2,728-+1,19 3,02-+2,51
NFG 0,64"-+0,10 2,022-+1,07 2,93-+3,18
PKG 0,64°-+0,14 0,93°-+0,39 3,04-+1,65
p 0,019 0,020 0,170

FAG: Folik asit grubu, NASG: N-Asetilsistein grubu, NFG: Folik asit + N-
Asetilsistein grubu, PKG: Pozitif kontrol grubu, MDA: Malondialdehit, SOD:
Superoksit dismutaz, CAT: Katalaz. Ort: Ortalama, Std: Standart sapma degerlerini
ifade etmektedir. p: Kruskal Wallis testi 6nem diizeyi

a, b: Her bir 6zellik i¢in aymi harfi tagiyan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamh farkhilik yoktur (p>0,05). Istatistiki bulgular Kruskal Wallis ve ANOVA
testi ile degerlendirildi. Gruplar arasi karsilastirma SPSS 22.0 aracilifiyla Post- Hoc
test yapilarak degerlendirildi.
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FAG: Folik asit grubu, NASG: N-Asetilsistein grubu, NFG: Folik asit +N-Asetilsistein
grubu, PKG: Pozitif kontrol grubu, MDA: Malondialdehit, SOD: superoksit dismutaz,
CAT: Katalaz. Mean: Ortalama, degerlerini ifade etmektedir.

Sekil 17. Tiim gruplarin SOD ortalamasi karsilastirmasi.
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4.4.3. Katalaz Bulgular

Beslenme periyodunun sonunda gruplar arasinda CAT degerleri i¢in anlamli

fark bulunmamustir (p>0,05). FAG CAT degerleri diger tiim gruplardan diisiik

bulunmussa da istatistiksel olarak anlam ifade etmemektedir.

Kontrol grubu ile diger gruplarin ikili karsilagtirma sonuglart Tablo 16 ve

Sekil 18’de gosterilmistir.

Tablo 16. Tiim gruplarin oksidan- antioksidan CAT sonuglari.

Gruplar OI\:ItESAt\d O?t(:)I:SEI)td Oftf:‘;rtd
FAG 0,50°=0,11 2,761, 1,39-+0,58
NASG 0,579-+059 2,72-+1,19 3,02-2,51
NFG 0,64°+0,10 2,02%+1,07 2,93-+3,18
PKG 0,645-+0,14 0,03°-£0,39 3,04-+1,65
p 0,019 0,020 0,170

FAG: Folik asit grubu, NASG: N-Asetilsistein grubu, NFG: Folik asit +N-
Asetilsistein grubu, PKG: Pozitif kontrol grubu, MDA: Malondialdehit, SOD:
superoksit dismutaz, CAT: Katalaz. Ort: Ortalama, Std: Standart sapma degerlernii

ifade etmektedir. p: Kruskal Wallis testi 6nem diizeyi

a, b: Her bir ozellik i¢in aym harfi tasiyan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik yoktur (p>0,05). Istatistiki bulgular Kruskal Wallis ve ANOVA
testi ile degerlendirildi. Gruplar arasi karsilastirma SPSS 22.0 araciligiyla Post- Hoc

test yapilarak degerlendirildi.
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FAG: Folik asit grubu, NASG: N-Asetilsistein grubu, NFG: Folik asit +N-Asetilsistein
grubu, PKG: Pozitif kontrol grubu, MDA: Malondialdehit, SOD: superoksit dismutaz,
CAT: Katalaz. Mean: Ortalama, degerlerini ifade etmektedir.

Sekil 18. Tiim gruplarin CAT ortalamasi karsilagtirmasi.
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4.5. Comet Assay Analizi Bulgular

Beslenme periyodunun sonunda gruplar arasinda Comet Assay degerleri i¢in
anlamli fark bulunmustur (p<0,05). PKG’ye kiyasla en anlamli diisiik sonug
FAG’dedir. Folik asitin DNA kirig1 olusumuna kars1 gii¢lii koruyucu bir kimyasal
madde oldugu gorilmiistiir. PKG ile diger gruplarin ikili karsilastirma sonuglari

Tablo 17 ve Sekil 19 da gosterilmistir.

Tablo 17. Tiim gruplarin Comet Assay skoru sonuglari.

Comet Assay sonucu p
by Ort +Std
FAG 64,25%+22,00
NASG 101,91+49,31
*
NFG 118,62+43,51 009
PKG 180,33+80,05

FAG: Folik asit grubu, NASG: N-Asetilsistein grubu, NFG:
Folik asit + N-Asetilsistein grubu, PKG: Pozitif kontrol
grubu,Ort: Ortalama Std: Standart sapma degerlerini ifade
etmektedir

*a. p<0,05. (PKG) PKG ile karsilastirmada istatistiksel olarak
anlamhdir.. Istatistiki bulgular Kruskal Wallis testi ile
degerlendirildi. Gruplar aras1 kargilagtirma SPSS 22.0
araciligiyla Post- Hoc test yapilarak degerlendirildi
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(a) PKG ‘ye ait Comet Assay goriintiisii, (b) NASG ‘ye ait Comet Assay goriintiisii, (c)
FAG’ye ait Comet Assay goriintiisi, (d) NFG’ye ait Comet Assay goriintiisii. Hasar
derecesine gore hiicreler hasarsiz (gd¢ etmemis) ile agir hasar goren (DNA gocii) olmak iizere
bes katogaride (0, 1, 2, 3, 4) siiflandirildi.

Sekil 19. Tiim gruplarin Comet Assay sonuglarinin karsilastiriimasi.
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4.6. Histokimyasal Bulgular
4.6.1. Karaciger Doku Orneklerindeki Histokimyasal Bulgular

Beslenme periyodunun sonunda tiim gruplarin karaciger dokularinda
histokimyasal degerlendirme sonucunda en hasarli grubun PKG oldugu gortildi. Bu
grupta karacigerde yagli dejenerasyon, portal alan ve parankimde mononiikleer hiicre

infiltrasyonlarina, siniizoidal dilatasyon ve vaskiiler konjesyon oldukga sik gbzlendi.

Karaciger histokimyasal bulgularina gore normal karacigere en yakin grubun ise
NFG grubu oldugu belirlendi. Gruplarin sonuglar1 Tablo 18 ve Sekil (20-23)’ te
gosterilmistir.

Tablo 18. Tiim gruplarin yagli PKG ile histokimyasal degerlerinin
karsilastirilmasi.

Gruplar
FAG NASG NFG PKG

(Ortalama) (Ortalama) (Ortalama) (Ortalama)
Histopatoloik degisiklikler

++

Hepatositlerde yagh dejenerasyon + - T+

Portal alan ve parankimde ++

mononiikleer hiicre infiltrasyonu + - Tt

Siniizoidal dilatasyon ++ + .
+++

Vaskiiler konjesyon ++ + .
+++

FAG: Folik asit grubu, NASG: N-Asetilsistein grubu, NFG: Folik asit + N-Asetilsistein grubu, PKG:
Pozitif kontrol grubu, Ort: Ortalama degerlerini ifade etmektedir.

(-) skor (negatif skor): hicbir yapisal degisikligin olmamasi, (+) skor (1 pozitif skor): hafif

derecede, (++) skor (2 pozitif skor): orta derecede, (+++) skor (3 pozitif skor): ciddi derecede
yapisal degisikligi ifade etmektedir.
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Hematoksilen-Eozin ile boyanan kesitlerdeki yapisal degerlendirmelerde;

PKG’de hepatositlerde yagli dejenerasyon, portal alan ve parankimde
mononiikleer hiicre infiltrasyonu, siniizoidal dilatasyon ve vaskiiler konjesyon

belirgin gozlendi (+++) (Sekil 20).

Hepatositlerde yagli dejenerasyon (ok), siniizoidal dilatasyon (ok bas1), vaskiiler
konjesyon (asteriks) belirgin bir sekilde gézlenmekte (H-E, x400)

Sekil 20. PKG karaciger dokusu.
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PKG’ye gore FAG’de hepatositlerde yagli dejenerasyonda ve portal alan ve
parankimde bulunan mononiikleer hiicre infiltrasyonunda minimal diizelme
goriiliirken (++), siniizoidal dilatasyon ve vaskiiler konjesyonda diizelme gozlenmedi

(+++) (Sekil 21).

Hepatositlerde yagli dejenerasyon (ok), mononiikleer hiicre infiltrasyonu (kalin ok),
siniizoidal dilatasyon (ok bast) ve vaskiiler konjesyon (asteriks) gozlenmekte (H-E, x400).

Sekil 21. FAG karaciger dokusu.
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PKG’ye gore NASG’de hepatositlerde yagli dejenerasyonda ve portal alan ve
parankimde bulunan mononiikleer hiicre infiltrasyonunda belirgin diizelme
gozlenirken (+), siniizoidal dilatasyon ve vaskiiler konjesyonda minimal diizelme

gozlendi (++) (Sekil 22).

Histopatolojik bulgular gerilemekle birlikte normal karaciger histolojisine yakin
goriiniim izlenmekte (H-E, x400).

Sekil 22. NASG karaciger dokusu.
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PKG’ye gore NFG’de; normal karaciger histolojisine yakin bir gériiniim
izlenmekteydi. Hepatositlerde yagli dejenerasyon ve portal alan ve parankimde
bulunan mononiikleer hiicre infiltrasyonu gozlenmezken (-), siniizoidal dilatasyon ve

vaskiiler konjesyona ¢ok nadir rastlanmaktaydi (+) (Sekil 23).

Histopatolojik bulgular gerilemekte olup normal karaciger histolojisine yakin
goriiniim izlenmekte (H-E, x400).

Sekil 23. NFG karaciger dokusu.

68



4.7. INOS Sonuglari

En siddetli iNOS reaksiyonun PKG’de gozlendi, bu grupta basta hepatositler
olmak tizere, safra kanallarinda ve damar endotellerinde INOS pozitif
immunoreaksiyon gozlendi. FAG, NASG ve NFG gruplarinda iNOS pozitif
reaksiyonun belirgin sekilde azaldig1 ve istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi

(Sekil 24-31). iINOS immunoreaksiyonunun istatistik analizi Tablo 19’da

gosterilmistir.
Tablo 19. INOS reaksiyonu istatistiki sonuglari.
iNOS Ort.+Std p
FAG 7,00+0,77°
NASG 7,37+0,49°
,05
NFG 3,75+0,97¢
PKG 16,37+1,172

FAG: Folik asit grubu, NASG: N-Asetilsistein grubu, NFG: Folik asit + N-
Asetilsistein grubu, PKG: Pozitif kontrol grubu, Ort: Ortalama, Std: Standart
sapma degerlerini ifade etmektedir. Istatistiki bulgular Kruskal Wallis testi ile
degerlendirildi.

a,b,c: Her bir 6zellik i¢in ayn1 harfi tagiyan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml farklilik yoktur (p>0,05). Gruplar arasi karsilastirma SPSS 22.0
araciligiyla Post- Hoc test yapilarak degerlendirildi.
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Sekil 24. PKG’de yogun iNOS pozitif immunoreaksiyon (oklar),
streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Bar= 50 pum.

S Sekil 25. PKG’de damar endotelletinde pozitif iNOS
immunoreaksiyonu (oklar), streptavidin biyotin peroksidaz metodu,
Bar= 50 um.
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Sekil 26. FAG’de hepatositlerde azalmig INOS
immunoreaksiyonu, az sayida pozitif hiicre (oklar), streptavidin
biyotin peroksidaz metodu, Bar= 50 pm.

Sekil 27. FAG’de bir ratin safra kanal epitellerinde hafif
INOS pozitif reaksiyon (oklar), streptavidin biyotin peroksidaz
metodu, Bar= 50 pm.
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Sekil 28.NASG’de bir ratin safra kanallarinda hafif iNOS pozitif
immunoreaksiyon (oklar), streptavidin biyotin peroksidaz metodu,
Bar= 50 pum.

Sekil 29. NASG negatif INOS reaksiyonu, streptavidin biyotin
peroksidaz metodu, Bar= 50 um.
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Sekil 30. NFG’de bir ratta az sayida hepatositte gok hafif INOS pozitif
Immunoreaksiyon, streptavidin biyotin peroksidaz metodu, Bar= 50 um.

Sekil 31. NFG negatif iNOS reaksiyonu, streptavidin biyotin peroksidaz
metodu, Bar= 50 pm.
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5. TARTISMA

Giliniimiizde gelismis ve gelismekte olan toplumlarda obezite Onemli bir
saglik problemi olarak goériilmektedir. Viicutta asir1 yag dokusunun birikimi olarak
tanimlanan obezitenin karaciger hiicrelerinde yag asidi artisindan dolayr yagh
karacigere sebep oldugu bilinmektedir. Yapilmis olan birgok ¢aligmada obezite ve
yagl karaciger olusumunun birbiri ile pozitif korelasyon gosterdigi diisiiniilmektedir

(99).

Calismamizda kullandigimiz mukolitik olarak bilinen N-Asetilsistein
steatohepatite karsi ¢ok defa arastirilsa da sonuglar birbirinden farkli rapor edilmistir
(9,100,101). Kullanilan bir diger kimyasal madde olan folik asite dair ise literatiirde
az bilgi bulunmaktadir (102). Calismamizda N-Asetilsistein ile yapilan uygulamanin
karaciger yaglanmasindaki biyokimyasal degerler(AST, ALT, TK, TG) iizerine etkili
olmadig1 fakat antioksidan SOD parametresine etkili oldugu goriildii. Literatiir
bakimindan daha az calisilan folik asitin DNA kiriklarin1 ve oksidan MDA
olusumunu engelleyerek karacigeri hasardan korudugu diisiiniildii. Calismamizda bu
iki ilacin bir arada kullaniminin karaciger hasarinda antioksidan, iNOS diizeylerinde
ve histopatolojik yapida diizelme saglasa bile folik asitin etkili oldugu

mekanizmalardan dolay1 TK degerlerini ytikseltebilecegi saptandi.

Yapilan caligmalarda dort-sekiz hafta boyunca yiiksek yagh diyetle (High Fat
Diet, HFD) (100 mg/kg yag, 20 mg/kg kolesterol) beslenen rat gruplarinda karaciger
enzim seviyelerinin arttigi ve histopatolojilerinde NAFLD olustugu gosterilmistir
(103,104). Lieber ve ark. (91) 3 hafta boyunca % 70 yagl diyetle besledikleri ratlar
da karaciger enzimlerinde yiikselme ve NAFLD gelistigi sonucunu elde etmislerdir.
Bu modeli uyarlayarak yaptigimiz ¢aligmamizda ancak 12. hafta sonunda benzer
sonuglar elde edildi. % 70 yagl diyet uyguladigimiz ¢alismamizda 12. hafta sonunda
ulagilan karaciger enzim seviyelerindeki artis NAFLD gelistigini dogrulamakta ve
elde edilen histopatolojik bulgular ile desteklenmektedir. Calismamiz sonucunda
PKG karaciger enzim seviyelerinde artis gozlenmesi Lieber ve arkadaslarmin
calismalariyla uyum gostererek beklenildigi gibi NAFLD olgularinda enzim seviyesi

artisin1 desteklemektedir. Ayrica yaptigimiz viicut agirhi@ artist ve Lee indeks
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Ol¢iimlerinin beklenilen degerlerde yiiksek c¢ikmasi obezite modeli ile uyum
gostermektedir. Calismamiz sonunda elde ettigimiz bulgular obezitenin yagh
karacigerle iliskili viicut agirligini ve yaglanmay1 artirdigi yoniinde gézlemlenmistir.

Xie Bin ve ark.’lar1 yaglanma ve obezite lizerine yaptiklari ¢alismanin
sonucunda HFD beslenen ratlarda Nelumbo Nucifera alkoloidinin viicut agirligini,
Lee indeksini, adipoz doku agirhigii ve plazma lipit degerlerini azalttigini
bildirmislerdir (20). Shigetada Furukawa ve ark.’larmin yaptiklar1 ¢alismada
NADPH oksidaz inhibitoriin adipoz dokuda ROT ve adipokinlerde diizensizligi
azalttig1, diyabet gelisimi, hiperlipidemi ve hepatik steatozu onledigi rapor edilmistir
(15). Bir baska calismada HFD ile beslenen farelerde viicut agirligi, hepatik
yaglanma, insiilin direnci, lipid birikimi, oksidatif stres ve inflamatuar yanitin yiiksek
oldugu bildirilmistir (105). Calismamizda Lee indeks degerlerindeki artis ve obezite
bulgularinin literatiirle uyumlu olarak yiiksek olusu obezite modelinin uygunlugunu
dogrulamstir.

Karaciger enzimleri AST, ALT, TK ve TG karaciger hasariin
belirlenmesinde 6nemli bir rol tistlenmektedir. Yapilan pek c¢ok calismada AST,
ALT degerleri HFD ile beslenen grupta artis gostermistir. Yapilan beseri bir
calismada NASH olan hastalardan bir gruba 3 ay siire ile N-Asetilsistein, diger gruba
ise vitamin C verilerek ii¢ ay takip edilmistir. Takip siiresi boyunca N-Asetilsistein
alan grupta ALT degerinde anlamli disiis saptanirken, AST ve alkalin fosfataz
(ALP) degerlerinde diisiis saptanmadig1 goriilmistiir. Takip siiresince yapilan aylik
ultrasonografi incelmelerinde karaciger boyutu ve ekojenitesinde ve portal ven
capinda anlamli degisiklik izlenmemesine karsin, dalak boyutunda 3 ay sonunda
anlamli kiigiilme rapor edilmistir. Vitamin C verilen grupta bu degisiklikler
izlenmediginden ALT’deki diisiis ve dalak boyutundaki azalmanin N-Asetilsistein
kullanimina bagl oldugu distinilmistiir (101). Pamuk ve ark.’lar1 yaptiklar1 otuz
hastali kontrollii beseri bir klinik ¢alismada 4 hafta N-Asetilsistein uygulamasinin
NASH olan hastalarin AST ve gamaglutamil transferaz (GGT) degerlerini
diizeltmesine ragmen bu diizelmenin kontrol grubunda da saptanmasindan dolay: iki
grup arasinda anlamli fark olmadigini saptamiglardir. N-Asetilsistein uygulamasinin
NASH’da faydali olmadigini diistindiiklerini bildirmislerdir (106). NASH’1n gelistigi

durumlarda diyet uygulamasina eklenen N-Asetilsistein’in faydali olmadigini
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gosteren karaciger enzim sonuclarinin gosterildigi rat calismalari da mevcuttur
(9,101). Yakin zamanda yapilan bir ¢calismada HFD ile beslenen ratlarda meretrix
oligopeptidine karsin HFD grubunda viicut agirligi, ALT, AST diizeylerinin 6nemli
oOl¢iide yiiksek oldugu gosterilmistir (107).

Calismamizda 4 hafta boyunca N-Asetilsistein uygulamasiyla karaciger
enzimlerinden AST, ALT ve TG’de PKG’ye kiyasla tiim gruplarda diizelme
gozlemlenirken TK degerlerinde gozlenen diizelme daha azdir. Calismamizda yagh
beslemeye karsi kullandigimiz ~ N-Asetilsistein  uygulamasinda enzimlerde
gozlemlenen diizelmeye ragmen istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
saptanmamistir.

Literatiirde folik asit eksikliginde karacigerde TG birikimi ve yag asidi
sentezi iceren gen eksprasyonunun arttigini gosteren ¢alisma mevcuttur (108). Buna
karsilik ¢alismamizda 4 hafta boyunca uygulanan folik asit uygulamasinin karaciger
enzimlerinden AST ve ALT degerlerini PKG’ye kiyasla diislirmiis olsa bile anlamli
bir diizelme saglamadig1 goriilmiistiir. Diger yandan TK ve TG degerleriyse folik asit
uygulamasindan sonra PKG’ye kiyasla yiikselmistir.

Calismamizda NFG’si TK degerlerinin diger gruplara gore anlamli derecede
yiiksek bulunmasi folik asit ve N-Asetilsisteinin GSH mekanizmasini metil dongiisii
tizerinden potansiyelize edebilecegini diisiindiirmiistiir. FAG’de yiiksek TK degerleri
mevcut olmasi potansiyalizasyonun folik asit kaynakli olabilecegini diisiindlirmiistiir.

Yiikselen oksidatif stres, metabolik sendromla iligkili obezitede yag dokusu
azaliginin 6nemli bir belirtecidir. Yiiksek MDA degerleri HFD ile beslenmenin hasar
olusturdugunu gosterir. Yapilan bir ¢calismada HFD ile beslenen kontrol grubunda
MDA diizeylerinin 6nemli Slgiide yiiksek oldugu rapor edilmistir (107). Yapilan
birgcok calismada N-Asetilsistein uygulamasinin MDA diizeyinde azalmaya neden
oldugu gosterilmistir (9,109,110). N-Asetilsistein uygulamasi LP’yi artirarak NASH
gelisimini engellemektedir (110). Calismamizda ise folik asit uygulamasinin MDA
diizeyinde istatiksel olarak anlamli  diizelme sagladigi, N-Asetilsistein
uygulamasininsa PKG’ye gore diisiik deger ifade etse de yapilan pek ¢ok ¢alismanin
aksine istatiksel olarak anlamli bir etkisinin olmadig1 saptandi. Calismamizda NFG
grubu MDA degerlerini PKG’ye yakin saptamamiz folik asitin tek basina MDA

degerleri anlaminda daha etkili olabilecegini diisiindliirmiistiir.
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HFD ile beslenen hayvanlarin karacigerlerinde SOD enzim aktivitesi 6nemli
Olgiide diistik rapor edilmistir (107, 111). Calismamizda edindigimiz sonuca gore
PKG’de diger gruplara nazaran yiiksek degerler saptanmis yapilan caligmalara
uyumlu gorilmistir. PKG hayvanlarina gore NASG, FAG ve NFG’nin tiimiinde
istatistiksel olarak anlamli yiiksek SOD seviyeleri saptandigindan, N-Asetilsistein ve
folik asitin oksidatif strese karst SOD antioksidan enzim aktivitesini yiikseltmesi

dolayisiyla etkili kimyasal maddeler olabilecegi diistiniilmiistiir.

HFD tarafindan indiiklenen ve Onceden varolan hepatik yaglanmaya
antioksidan olarak kullanilan myricetin etkisini inceleyen bir ¢alismada uygulamanin
HFD kaynakli yaglanmayi hafiflettigi ve antioksidatif enzim aktivitelerini, CAT
dahil olmak iizere SOD ve GPx faaliyetlerini arttirdigi rapor edilmistir (111). Folik
asitin ¢esitli dozlarinin uygulandigi bir ¢alismada 2 mg/kg folik asitin MDA y1
diistirerek SOD’u artirirken CAT’1 azaltan miktarin 3 mg/kg olmasi folik asitin
dozunun antioksidan etkileri bakimindan gesitlilik gosterebilecegini diistindiirmiistiir
(112). Calismamizda NASG’nin diger gruplara kiyasla yiiksek ortalma vermesi CAT
aktivitesi tizerinde kismi etkili olabilecegini diigsiindiirmistiir. Yine kullandigimiz
NASG’nin antioksidan olarak SOD ve CAT mekanizmalarinda folik asitten daha

etkili olabilecegi kanaatine ulasmamizi saglamistir.

Oksidatif stress altinda replikasyon ve onarim mekanizmalar1 da bozulmakta,
ozellikle DNA polimeraz enzimi, H20. etkilenmektedir (113-115). Karaciger
yaglanmasinin tek karbon metabolizmasindaki dengesizlikle uyarilabilecegi,
metilden yoksun beslenmenin karaciger hiicresinde DNA metilasyonunu diistirdiigii
gosterilmistir (108). Folat, metionin, serin, betain ve kolin gibi metil verici besinler
tek karbon metabolizmasinda S-adenosilmetiyonin  SAM-SAH  déngiisiinde
degerlendirilir (116). Tek karbon metabolizmasindaki dengesizligin SAM ve SAH’1
hiicresel diizeyde etkileyerek yaglh karaciger gelisiminde etkili oldugunu gdsteren
caligma mevcuttur (117).

NASH’a kars1 kullanilan quercetin’in Karaciger enzimleri, oksidatif stres ve
DNA hasarina karsi degerlendirildigi bir ¢alismada ratlar metionin ve kolinden
zengin beslenerek karacigerlerinde steatohepatit olusturulmustur. Metionin, kolin
diyetiyle beslenen ratlarda % 100 NASH gelistigi ve DNA hasarinda 6nemli bir artig

olustugu rapor edilmistir (30). Calismamizda 4 hafta boyunca folik asit uygulanan
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grubun DNA hasarin1 ortaya koyan Comet Assay skorlarin anlamli derecede diisiik
cikmasi folik asitin DNA’y1 koruyucu etkisini gostermistir. Comet Assay skorlari
PKG’ye gore NASG ve NFG’de kismi diizelme saglasa da en anlamli diizelme
FAG’dedir. Folik asit uygulanan grubun NFG’ye gore de Comet Assay testlerinde
anlamli derecede diizelme saglamasi folik asitin kuvvetli bir DNA koruyucu
kimyasal madde oldugunu gostermistir. NASG’de kismi diizelme olmugsa da N-

Asetilsistein’in DNA kiriklarina etkili bir kimyasal olmadig1 saptanmistir.

HFD ile beslenmenin karaciger fonksiyonlarini1 ve histopatolojisini bozarak
fibrozis gelistirdigi gosterilmistir (119). Thong-Ngam ve ark. (100) ratlarda yapilan
calismalarinda NASH gelisimini takiben 6 hafta boyunca 20 mg/kg/glin dozda N-
Asetilsistein tedavisinin karaciger histopatolojisinde diizelme sagladigini rapor
etmiglerdir. SAM diizeyi karaciger lipid metabolizmasi ve karaciger kanseri
onlenmesinde kritik bir belirtectir, karacigerde SAM iiretiminin azalmasinin
lipogenezisi ve oksidatif stresi yiikselterek karaciger karsinomuna basamak teskil
ettigi rapor edilmistir (84,85). Calismamizda 4 hafta boyunca NASG ve folik asit
uygulamasinin karaciger histolojisinde genel anlamda iyilesme sagladigi, NASG
grubunun karacigerde hepatositlerde yagl dejenerasyon, portal alan ve parankimde
mononiikleer hiicre infiltrasyonu, sinozoidal dilatasyon ve vaskiiler konjesyonu kismi
diizelttigi gosterilmistir. NFG’de karaciger dejenerasyon, infiltrasyon, dilatasyon ve
vaskiiler konjesyonda istatistiksel olarak anlamli derecede diizelme gbzlemlenmistir.
Calisgmamizda uyguladigimiz folik asitin karacigerde portal alan ve parankimde
mononiikleer infiltrasyonu ve hepatositlerde yagli dejenerasyonda bir miktar
iyilesme saglasa da, sinozoidal dilatasyon ve vaskiiler konjesyonda PKG ile aym
derecede yapisal degisiklikler olusturmustur. Folik asit karaciger histolojisinde kismi
diizelme saglasa da anlamlilik ifade etmedigi saptanmustir. Elde ettigimiz sonuglar

Thong-Ngam ve ark.’nin yaptigi ¢alisma ile benzerlik gostermektedir.

Evcimen ve ark.‘nin yapmis olduklart kadmiyum kloriir hasarina karsi tiziim
cekirdegi 6ziitlii ve polydatin’in koruyucu etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda elde
ettikleri sonugta histolojik degisimlerin baslamis olmasina ragmen oksidatif stres
sonuglarin kan ve karaciger dokusunun diginda aymi etkinligi gostermedigi rapor
edilmistir (118). Calismamizda da biyokimyasal ve histolojik degisimlerin birbiriyle

ortigmemesi bu parametrelerin giivenirliginin yeni bir tartisma konusu olabilecegi,
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histolojik gozlemin net sonuglart gorsel olarak ifade ettigi ve yeni yapilacak

calismalarda bu sonuglarin dikkate alinmasi gerekliligi diistiniilmiistiir.

NO dokularda hiicre i¢i mekanizmada siiregleri diizenleyen oldukga sik
kullanilan bir hiicre molekiiliidiir. iINOS dokularda NO {iretimini artiran bir enzimdir.
Nitrik oksit sentaz enzimini igermesi hasarli dokunun belirteci olarak kabul edilmistir
(87). Yapilan bir g¢alismada yiiksek kolesterol diyetiyle beslenen ratlada NO
seviyelerinin azaldigini ve yiiksek kolesterol diyetle beraber N-Asetilsistein
kullanildiginda NO seviyelerinin kontrol grubuna yakin diizelme sagladig1 rapor
edilmistir (122). Buna ek olarak HFD beslenen tavsanlarda NO seviyelerinin azalmis
oldugu da rapor edilmistir (123). NO’ yu karaciger mikro g¢evresi i¢in toksik ve
koruyucu olabilecegini kabul eden goriis bildirilmistir (126). Calismamizda PKG
degerlerinin diger tiim gruplara gore yiiksek INOS pozitif immunreaksiyon
gostermesi yagl diyetle beslenmenin NO degerlerini yiikseltebilecegini diigiindiirdii.
Sonuglar goz Oniine alindiginda mekanizmanin tam olarak anlagilamamasi farkli

sonuglarin farkli yorumlara sebep olabilecegini diisiindiirmektedir.

Azalan eNOS iretimi kanda TG miktarinin artmasindan Once karaciger
hasarmi gosteren 6nemli bir belirte¢ olarak kabul edilmistir (124). Kolesterol
birikimi HIF1 a aktivitesinin artigina sebeb olarak oksijene ulasimi azaltir ve NO
mitokondrilerde ROT iiretimine sebeb olmaktadir. Yiiksek kolesterol diyetiyle hasara
ugratilarak iskemi yapilan karacigerde folatin endotel bagimli vazodilatasyonu
artirarak endotelial fonksiyonu etkileyebilecegi ve endojen NO yapimi ile iligkili
olabilecegi gosterilmistir (125). INOS’un bulunmadigi iNOS nakavt farelerde TK
degerlerinin yiiksek ¢iktigi bir c¢alismada INOS’un diisiik ya da olmamasi TK
degerlerinin yiiksek olabilecegini desteklemistir (126) .

0.03 g/L folik asit ile desteklenmis sistoin beta sentaz (CBS) + /-farelerde,
INOS'da belirgin bir azalma ve eNOS protein seviyesinde artis gosterilmistir.
Sonuglar, homosistein mekanizmasinda folik asitin antagonize rol oynayarak NO
biyo yararlanimini diislirdiigi yoniinde yorumlanmistir (127). Yapilan bir ¢aligmada
folik asit ve B12 vitamininin nikotin tarafindan iiretilen TNF-o, INOS protein ve
mRNA igeriginin artmis ekspresyonunu onledigine dair goriiste bildirilmistir (128).

Karacigerde fibrozis olusumunda iNOS'un rolii net olarak anlagilmamistir. iINOS'un
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NASH ile iliskili karaciger fibrozu olusturulan hayvan modellerinde hem yararli hem
de zararli etkileri oldugu rapor edilmistir (129). Diger yandan yapilan klinik bir
calismada diisiik doz (0,4 mg/giin) folik asitin TK ve LDL konsantrasyonlarinin
azalmasi ve artan apoAl konsantrasyonlar1 yoluyla kan lipitleri ilizerinde yararh bir
etkiye sahip oldugu gosterilmistir (130). Literatiirdeki veriler dikkate alindiginda
calismamizda kullandigimiz folik asit miktarinin (10 mg/kg) kolesterol mekanizmasi
metabolik biyo yararlanimi i¢in fazla olabilecegi de diistiniilmistiir. Folik asitin
homosistein mekanizmas1 tarafindan antagonist etkiyle NO biyoyararlamini
diistirerek INOS sonuglarmi etkilemis olabilecegi de diistintilmiistiir. Histopatolojik

bulgularla iINOS sonuglarimiz birbirine uyumlu olarak goriilmiistiir.

Calismamizda 4 hafta boyunca N-Asetilsistein ve folik asit uygulamasi tiim
gruplarda iNOS reaksiyonunu belirgin derecede azaltmistir. NFG sonuglarinin
PKG’ye gore oldukca diisiik bulunmasi folik asit ile iligkilendirilmis, folik asit
kullaniminin N-Asetilsistein biyoyararlaniminda agonist etki olusturarak hem metil
dongiisii tizerinden kolesterolii yiikseltip hemde INOS seviyesinde kolesterol
yiiksekligine bagli azalmaya sebep olabilecegi diisiiniilmiistiir. Sonuglarimiz yapilan

calismalarla uyumluluk tagimaktadir.

Yapmis oldugumuz calismada kullandigimiz N-Asetilsistein ve folik asitin
karaciger dokusu ve kan iizerinde yaptigimiz; biyokimyasal parametreler,
antioksidan enzimleri, histolojik yap1, Comet Assay ve iNOS immunreaksiyon analiz
sonuglarini géz Oniine aldigimizda; N-Asetilsistein’in karaciger histokimyasal
yapisinda antioksidan enzim aktivitelerinde ve iNOS immunreaksiyon analizlerinde
diizelme saglayabilecegi kanaatine vardik. Comet Assay ile inceledigimiz DNA
kiriklar1 tizerine ve biyokimyasal parametreler olan AST, ALT, TK ve TG diizeyleri

tizerine etkili bir kimyasal olmadig1 kanaatine vardik.

Calismamizda kullandigimiz diger bir kimyasal madde olan folik asitin ise
karaciger doku ve kan oOrnekleri incelendiginde; biyokimyasal parametreler,
antioksidan enzimler, histolojik yap1, Comet Assay ve iNOS immunreaksiyon analiz
sonuglarina gore antioksidan enzim aktivitelerinde, INOS immunreaksiyon ve Comet

Assay analizlerinde karacigeri koruyucu olarak etkili olabilecegi kanaatine vardik.
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Biyokimyasal ve histolojik incelemelerde ise koruyucu etkili bir kimyasal madde

olmadig1 kanaatine vardik.

Calismamizda N-Asetilsistein ve folik asiti birlikte kullanarak agonist ve
antogonist etkilerini inceledigimizde ise; iki kimyasalin birlikte kullaniminin
biyokimyasal degerlerden TK degerlerini antagonist etkiyle yiikseltebilecegini,
histokimyasal ve INOS immunokimyasal boyama anlizlerine gore agonist etkiyle

karacigeri hasardan koruyabilecegini diisiindiik.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu ¢alisma HFD ile beslenmenin obeziteye ve karaciger yaglanmasina yol
acabileceginin arastirilmasi ve N-Asetilsistein ve folik asit kimyasal maddelerinin
etkilerinin incelenerek yeni ilag¢ gelistirmelerinin bulgularina ulasilabilecek olmasi

dolayisiyla disiplinler arasidir.
Calismamizda elde ettigimiz biyokimyasal sonuglara baktigimizda;

- Folik asit uygulamasinin NASH’da TK ve TG degerlerini yiikselterek yararl
etkiden ziyade zararli olabilecegi diisiintildii. Biyokimyasal parametrelerden AST

ve ALT degerlerinde kismi diizelme sagladi

- N-Asetilsistein uygulamasinin biyokimyasal parametrelerde karaciger enzimler
tizerine AST, ALT, TK ve TG incelendiginde etkili olmas1 beklenmesine ragmen

etkili olmadig1 saptandi,

- N-Asetilsistein ve folik asiti beraber kullandigimiz NFG grubunun TK
degerlerinin beklenilenden ve hatta PKG’den yiiksek sonucta bulunmasi, bu ikKi
kimyasalin birlikte kullanimimin gerek gebelikte gerekse cesitli patolojilerde

kolesterol mekanizmasina zararli etkide olabilecegini diisiindiirmektedir.

Calismamizda etkisine baktigimiz diger bir parametre olan oksidan -

antioksidan analiz bulgularinda:

- N-Asetilsistein uygulamasinin artan MDA diizeyinde azalmaya sebep olarak
oksidatif stresi azalttigi, SOD enzim seviyelerini ise anlamli yiikselterek

karacigeri oksidatif stresin hasarlarindan korudugunu,

- Folik asit uygulamasmin yaglanmayla artan oksidatif streste MDA degerlerini

anlamli diisiirerek SOD enzim degerlerini anlaml yiikselttigini gosterdik.

Calismamizda yaptigimiz Comet Assay analizi sonuglarinda: Yagh

beslenmenin DNA da kiriklar olusturabilecegini,

- Folik asitin olusan DNA kiriklarina karsi anlamli derecede onarici etkisi

oldugunu,
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- N-Asetilsistein uygulamasinin DNA kiriklarinda kismi diizelme saglasa da

anlaml bir etki olugturmadigini,

- N-Asetilsistein ve folik asit’in birlikte kullaniminin DNA kariklar1 tizerine kismi

diizelme saglayabilse de anlamli etki olusturmadigini gézlemledik.

Calismamizda uyguladigimiz kimyasallarin karaciger histopatolojisi iizerine

etkilere baktigmizda:

- N-Asetilsistein uygulamasmin Karaciger histopatolojisinde anlamli derecede
lyilesme saglayabilecegini,

- Folik asit uygulamasinin karaciger histopatolojisinde bir miktar diizelme

saglasada istatistiksel olarak anlamli bir fark olusturmadigini,

- N-Asetilsistein  ve folik asitin birlikte kullanilmasinin  yagli  karaciger

histopatolojisinde anlamli derecede diizelme saglayabilecegini gozlemledik.

Calismamizda degerlendirdigimiz iNOS immunokimya boyama metodu

parametresine gore ise;
- N-Asetilsistein uygulamasimin iNOS degerleri agisindan anlamli diizelme
sagladiginm
- Folik asit uygulamasinin yine INOS aktivitesi bakimindan anlamli diizelme
saglayabilecegini
- N-Asetilsistein ve folik asitin beraber uygulanmasinin ise INOS degerleri

bakimindan en anlamli iyilesmeyi saglayabilecegini gordiik.

- Elde ettigimiz sonuglar bize histopatolojik analiz ve immunokimyasal boyama
olan iINOS bulgularmin goérsel sonug vermeleri dolayisiyla biyokimyasal
parametrelerden daha giivenli olabilecegi ve ilerde yapilacak arastirmalarda buna

dikkat edilmesi gerektigini diisiindiirmektedir.

Elde ettigimiz bulgular sonucunda yagli karacigerde hasar olusumuna karsi folik

asitin etkili bir kimyasal madde olabilcegi diistiniilmiistir.
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OZET

RATLARDA OBEZITE ILE OLUSTURULAN HEPATIK STEATOZIS VE
OKSIDATIF STRESE N-ASETILSISTEIN VE FOLIK ASITIN ETKIiLERI

Amac: Calismamizda yiiksek yagli beslenme ile obezite olusturulan ratlarda
karaciger yaglanmasi iizerine N-Asetilsistein ve folik asitin hem ayri1 ayr1 hem de
birlikte kullanim etkilerini arastirmak istedik.

Materyal: Calismada kullanilan 35 adet Wistar Albino rat dort gruba ayrildi.
Gruplar sirasiyla: FAG (N=8) yiiksek yagli yem + folik asit 10 mg/kg, NASG (N=8)
yiiksek yagl yem + N-Asetilsistein 100 mg/kg, NFG ( N=8 ) yiiksek yagli yem + N-
Asetilsistein 100 mg/kg + folik asit 10 mg/kg, PKG (N=10) yiiksek yagli yemle
beslenen hayvanlar seklinde diizenlendi. Ratlar 12 hafta boyunca yiiksek yagli yemle
beslendi. Beslenme periyodunun sonunda Lee indekse gore obez olduklar
kesinlestirildikten sonra folik asit ve N-Asetilsistein uygulamalari yapildi. 4 haftalik
uygulamanin ardindan anestezi altinda karaciger dokusu ve kanlar1 alinarak
biyokimya, oksidan-antioksidan, histoloji, Comet Assayve iNOS boyama laboratuvar
calismalar1 yapildu.

Bulgular: Yiiksek yagli diyet ile beslenmenin obezite ve Kkaraciger
yaglanmasina ve oksidatif strese yol actigi goriildii. Alkole bagli olmayan
steatohepatit tedavisinde N-Asetilsistein ve folik asitin oksidatif streste kismi
diizelme olusturdugu saptandi. Fakat NASG ve FAG’de karaciger enzimlerinde
anlamli derecede bir farklilik yapmadigi, NFG’de ise total kolesterol ortalamalarinin
anlamli derecede yiiksek bulunmasi, bu iki ilagin birlikte kullanilmasinin glutatyon
mekanizmas1 lizerinden kolesterol diizeylerini yiikseltebilecegi sonucuna varildi.
Folik asitin Malondialdehit degerlerini diistirerek ve Superoksit dismutaz degerlerini
yiikselterek Kkaracigeri oksidatif stresten kordugu, N-Asetil Sistein’in Superoksit
dismutaz degerlerini istatistiki olarak anlamli derecede yiikselttigi goriildi. Folik
asitin oksitatif stres sonucunda olusan DNA kiriklarini onardigi, N-Asetilsistein
uygulamasinin DNA kiriklarinda kismi diizelme yaptig1 saptandi. Yagh karacigerde
hasar1 gosteren INOS immunohistokimyasal boyamada en etkili sonucun NFG’de

oldugu goriildii. Karaciger histokimyasinda 1iyilesmeyi saglayan ilacin N-
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Asetilsistein oldugu, folik asidin karaciger histokimyasinda bir miktar iyilesme
saglasa da istatistiksel olarak anlamli bir fark olugturmadigini gozlendi.

Sonug: Elde ettigimiz bulgular sonucunda yagl karacigerde hasar olusumuna
kars1 folik asitin etkili bir kimyasal madde olabilcegi diisliniilmiistiir. Karaciger
yaglanmasma karst folik asit uygulamasinda daha fazla arastirma yapilmasi
gerektigini diistinmekteyiz. N-Asetilsistein ve folik asidin birlikte kullaniminin folik
asit kaynakli olarak kolesterolii yiikseltebilecegini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Obezite, yagli karaciger hasari, N-Asetilsistein, folik
asit
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SUMMARY

HEPATIC STEATOSIS AND OXIDATIVE STRESS N-ACETYLCYSTEINE
AND FOLIC ACID EFFECTS OF RATS OBESITY

Objective: We wanted to investigate the effects of both N-acetylcysteine and folic

acid on liver fat accumulation in rats with high fat diet and obesity.

Material: 35 Wistar Albino rats used in the study were divided into four groups.
Groups were as follows: FAG (N = 8) high fat feed + folic acid 10 mg / kg, NASG
(N = 8) high fat feed + N-acetylcysteine 100 mg / kg, NFG Acetylcysteine 100 mg /
kg + folic acid 10 mg / kg, PKG (N = 10) animals were fed with high fat diet. The
rats were fed high fat diet for 12 weeks. At the end of the feeding period, folic acid
and N-acetylcysteine were applied after they were confirmed to be obese according
to Lee indeksa. After 4 weeks of application, liver tissue and blood were taken under
anesthesia and biochemistry, oxidant-antioxidant, histology, Comet Assay and iNOS

staining laboratory studies were performed.

Results: It was seen that feeding with high fat diet led to obesity and fatty liver and
oxidative stress. N-Acetylcysteine and oxidative stress of folic acid were found to be
partially improved in non-alcoholic steatohepatitis treatment. However, NASG and
FAG did not make a significant difference in liver enzymes, whereas NFG had a
higher mean total cholesterol level, and concurrent use of these two drugs resulted in
increased cholesterol levels through glutathione mechanism. It was observed that N-
Acetylcysteine increased the superoxide dismutase levels at a statistically significant
level by decreasing the malondialdehyde levels of folic acid and increasing the
superoxide dismutase levels. It was found that folic acid inhibits DNA breaks
resulting from oxidative stress and that N-Acetylcysteine treatment partially corrects
DNA breaks. It was found that iINOS immunohistochemistry showing damage to the
oily liver was the most effective result in NFG. It was observed that the drug that

improves hepatic histochemistry is N-Acetylcysteine and that folic acid did not make
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a statistically significant difference in hepatic histochemistry even though it provided

some improvement

Conclusion: As a result of our findings, folic acid was thought to be an effective
chemical against the damage of fatty liver. We think that more research should be
done on the application of folic acid to liver fattening. We believe that the combined
use of N-Acetylcysteine and folic acid may increase cholesterol from folic acid.
Key words: Obesity, fatty liver damage, N-Acetylcysteine, folic acid
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