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TESEKKUR

Doktora egitim siirecine basladigim giinden itibaren bilgi ve tecriibelerini higbir
zaman esirgemeyen, gerek akademik gerek sosyal anlamda ornek aldigim, 6grencisi
olmaktan gurur ve onur duydugum degerli hocam Dog. Dr. Akin YAKAN’a tesekkiirii bir

borg bilirim.

Doktora tez ¢alismamin histopatolojik incelemelerinde laboratuvar asamalarina ve
sonuclarin degerlendirilmesine yardimei olan, tecriibelerinden faydalandigim Mustafa
Kemal Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof. Dr. Sule
Yurdagiil OZSOY hocama, tez ¢alismamda kullandigim rasyonlarin diizenlenmesinde
fikirlerini ve bilgilerini esirgemeyen Mustafa Kemal Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Hayvan Besleme Anabilim Dali Ogretim Uyesi Yrd. Dog. Dr. Biilent OZSOY hocama, tez
calismamin deneysel asamalarinda yardimci olan Uzm. Hamdullah Suphi BAYRAKTAR,
Ar. Gor. Aysel ERASLAN SAKAR ve Ar. Gor. Ishak GOKCEK’e yardimlarindan dolay1

tesekkiirlerimi sunarim.

Meslegimi  secmemde yolumu aydinlatan ve doktora egitimim boyunca
motivasyonumu hep yiiksek tutmami saglayan, manevi olarak desteklerini hi¢bir zaman

esirgemeyen kiymetli aileme sonsuz siikranlarimi sunarim.
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OZET

Yiiksek Enerjili Rasyonla Beslenen Ratlarda Lipogenez Yolagindaki
Bazi Genlerin Ekspresyon Seviyeleri

Bu arastirma yag, siikroz ve fruktoz kaynakli yliksek enerjili rasyonlarin lipogenez
yolaginda gérevli PPARa, LXRa, ChREBP ve SREBP-1c isimli transkripsiyon faktorleriyle
AQP9 membran proteininin karaciger ve kas dokularindaki aktivitelerinin gen ekspresyonu
diizeyinde tespiti amaciyla yapilmistir.

Arastirma 2017 yilinda Mustafa Kemal Universitesi Deneysel Arastirmalar
Uygulama ve Arastirma Merkezinde yapilmistir. Arastirmanin hayvan materyalini yaklagik
3 aylik yastaki Wistar Albino ratlar olusturmustur. Kontrol grubu (K), Yag grubu (Y),
Siikroz grubu (S) ve Fruktoz grubu (F) olmak iizere 4 grup rat (Her grup i¢in n=8) 3 ay
stireyle farkli rasyonlarla beslenmistir. K grubu temel rasyonla (2600 kcal/kg), Y grubu yagl
rasyonla (3600 kcal/kg), S ve F gruplar1 temel rasyona ilaveten 1 kcal/ml ME’li siikrozlu ve
fruktozlu ¢ozeltilerle ad libitum beslenmistir.

Gruplarda arastirmanin baslangicinda canli  agirlik  bakimindan  farkliliklar
onemsizken, arastirma sonunda K, Y, S ve F gruplarinda canli agirlik ortalamalari sirasiyla
356,56+12,01 g; 360,40+7,59 g; 356,28+9,57 g ve 423,15+26,13 g olarak tespit edilmis olup
gruplar aras1 fark 6nemli olmustur (P<0,05).

Deneme gruplarinda ilgili genlerin ekspresyon miktarlart K grubu ile kiyaslanarak
kat degisimi olarak verilmistir. Karacigerde LXRa, S ve F gruplarinda K grubuna gore
1,87+0,30 (P<0,05) ve 2,01+0,29 (P<0,01) iken, SREBP-1¢c Y, S ve F gruplarinda sirasiyla
4,52+1,25 (P<0,05); 4,05+1,11 (P<0,05) ve 3,85+1,04 (P<0,05) olarak belirlenmistir. AQP9,
S ve F gruplarinda 1,75+0,18 (P<0,01) ve 1,80+0,20 (P<0,01) olarak tespit edilmistir. Kas
dokuda ise F grubunda LXRa gen ekspresyonu 1,77+0,30 (P<0,05) iken SREBP-1c
2,71+0,56 (P<0,05) olmustur.

Ilgili genlerden kodlanan protein miktarlari ELISA ydntemiyle olglilmiistiir. F
grubunda karacigerde ortalama ChREBP (33,92+8,84 ng/mg protein (P<0,05)) ve SREBP-
lc (135,16+15,57 ng/mg protein (P<0,001)) miktarlarinin diger gruplardan énemli diizeyde
fazla oldugu tespit edilmistir. Kas dokuda LXRa 6,67+0,60 ng/mg protein (P<0,05),
ChREBP 7,11£1,29 ng/mg protein (P<0,01) ve SREBP-1c¢ 43,17+6,37 ng/mg protein
(P<0,05) olmustur. Gen ekspresyonu ve protein miktarlari arasindaki farkliligin miRNA’lar
gibi faktorlere bagl sekillenmis olabilecegi diigiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Rat, Yiiksek enerji, Lipogenez, Gen ekspresyonu, Karaciger
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ABSTRACT

Expression Levels of Some Genes on Lipogenesis Pathway at High Level
Energy Consumed Rats

The objectives of this research were to investigate the underlying mechanism of
PPARo, LXRa, ChREBP, SREBP-1c transcription factors and AQP9 membrane protein at
the level of gene expression with high-energy diets from fat, sucrose and fructose in liver
and muscle tissues.

The study was conducted at Research and Application Center for Experimental
Researches of Mustafa Kemal University in 2017. The study groups were consisted of Wistar
Albino rats that were approximately 3 months old. There were four study groups (n=8 for
per group): Control group (K), Fat Group (), Sucrose group (S), and Fructose group (F).
Experimental groups were fed different diets for 3 months. Rats in K group were fed with
basic diet (2600 kcal/kg); rats in Y group were fed with fatty diet (3600 kcal/kg); and rats in
study groups S and F were fed basic diet and solution which contained sucrose and fructose
containing 1 kcal/mL Metabolic Energy.

Body weights of rats were measured throughout the study. There were no significant
differences for means od body weights among all the groups at the beginning of the study,
while means of body weights in K, Y, S and F groups at the end of the study (356,56+12,01;
360,40+7,59; 356,28+9,57 and 423,15+26,13 g, respectively) were differed significantly
(P<0,05).

Furthermore, gene expression quantities were compared between K group and the
experimental groups, and were given as fold changes. Following experiment was done in
which LXRa gene expression levels of S and F study groups were compared with that of K
study group. Results were 1,87+0,30 (P<0,05) and 2,01+0,29 (P<0,01). In'Y, S and F groups
SREBP-1c levels have been detected that 4,52+1,25 (P<0.05); 4,05+1.11 (P<0,05) and
3,85+1,04 (P<0,05), respectively. AQP9 levels have been detected 1,75+0,18 (P<0,01) and
1,80+0,20 (P<0,01) at S and F groups. LXRa gene expression levels in the F group was
1,77+0,30 (P<0,05) and SREBP-1c¢ was 2,71+0,56 (P<0,05) at muscle tissues.

In this study, ELISA method was used to measure protein quantities that are encoded
by related genes. Results indicated that, livers of rats in F study group was ChREBP
(33,92+8,84 ng/mg protein (P<0,05)) and SREBP-1c (135,16+15,57 ng/mg protein
(P<0,001)); protein levels were much higher than in other study groups. In muscle tissues,
The protein amounts of LXR were 6,67+0,60 ng/mg protein (P<0,05), ChREBP were
7,11+1,29 ng/mg protein (P<0,01) and SREBP-1c were 43,17+6,37 ng/mg protein (P<0,05),
in F study group. This shows that differences between gene expression levels and protein
amounts could occur due to other factors such as miRNAs.

Keywords: Rat, High energy, Lipogenesis, Gene expression, Liver
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1. GIRIS

Stirdiiriilebilir saglikli yasam, ¢ok sayida faktore bagli olmakla birlikte temel besin
maddelerinin dengeli ve siirekli tiikketimi ile miimkiindiir. Besin maddeleri, organizmada
fizyolojik ve biyokimyasal olaylar1 yoneten molekiiler mekanizmalari etkiler. Diyetle alinan
yaglar, karbonhidratlar ve proteinler organizmada bir¢ok gorevlerinin yani sira enerji
kaynagi olarak kullanilirlar (Coskun 2007, Guyton ve ark. 2007). Diyeti olusturan maddeler
ve bu maddelerin oranlari bircok doku ve orgami etkileyerek homeostazinin
diizenlenmesinde rol oynarlar (Kim ve ark. 2004, Nakamura ve ark. 2014).

Besin maddeleri ile elde edilen enerji yasamin siirdiiriilebilmesi i¢in gereklidir.
Diyetle alinan enerjinin fazlahigi ve/veya kullanimindaki yetersizlik, multifaktoriyel bir
hastalik olan obeziteye yol agmaktadir. Obezite, WHO (Diinya Saglik Orgiitii) tarafindan;
viicutta sagligi bozacak diizeyde asirt miktarda yag birikmesi olarak tanimlanmaktadir
(WHO 2000). Obezite’nin karaciger yaglanmasi, hiperlipidemi, koroner kalp hastaliklari,
kalp krizi, hipertansiyon, diyabet ve kanser gibi birgok hastaligin olusma riskini artirdigi ve
diinya c¢apinda yetiskin bireylerin % 20-25’inin obeziteyle iligkili metabolik hastaliklara
sahip oldugu bildirilmektedir (Yang ve ark. 2012, Hirako ve ark. 2015, Kogelman ve ark.
2015). Obeziteyle iliskili hastaliklardan olan diyabet, 19. yy sonlarinda 100 bin insanda 2-3
vaka olarak belirlenmisken, giiniimiizde niifusun %7’den fazlasinin diyabet hastasi oldugu,
2020’de ise bu oranin ikiye katlanacagi tahmin edilmektedir (Johnson ve ark. 2007, WHO
2016).

Obezite ve obezite ile iliskili hastaliklar bakimindan yapilan arastirmalarda lipid ve
karbonhidrat metabolizmas1 {izerinde durulmaktadir. Obezite; yiiksek yag, siikroz
(glikoz+fruktoz) velveya fruktoz igerigine sahip diyetlerin asir1 tiketimi ile
iliskilendirilmektedir. Yiiksek enerjili diyetlerin uzun siireli tiiketimi sonucu g¢esitli
metabolik hastaliklarin olustugu bildirilmektedir (lkemoto ve ark. 1996, Vidal-Alabro ve
ark. 2012, Yang ve ark. 2012).

Degisen yasam sartlar1 dolayisiyla degisen beslenme sekli (yiiksek enerjili bati tarzi
diyet), gliniimiizde metabolizma ile iligkili bir¢ok hastaligin goriilme sikligini1 artirmistir.

Diyette bulunan yiiksek yagin obeziteyle iligkili hastaliklar tetikledigi uzun bir siire kabul



gormiis olsa da son yillarda yapilan ¢aligmalar bu hastaliklarin olusumundan yaglardan
ziyade karbonhidratlarin sorumlu oldugunu ortaya ¢ikarmaktadir (Karagor ve ark. 2014).
Gerek siikroz gerekse fruktozun (meyve sekeri) gidalarda yiiksek miktarda kullanimiyla
diyetle alinan toplam kalori miktar1 artmaktadir. Organizmanin ihtiyacindan fazla kalorinin
alimmasi ve bu fazla kalorinin siikroz ve fruktoz gibi basit karbonhidratlardan saglanmasi
metabolik bozukluklarin gelismesini tetiklemektedir (Schultz ve ark. 2013).

Siikroz ve fruktoz yaklasik olarak ayni metabolik enerjiye (sirasiyla 3950 kcal/kg ve
3750 kcal/kg) sahip olmasina ragmen metabolize edilmelerindeki farkliliklar yiiziinden ayr1
ayr1 ve birlikte degerlendirilmesi gereken farkli 2 karbonhidrattirlar (Samuel ve ark. 2011).
Meyvelerde degisen oranlarda bulunan fruktoz, siikkrozun yapisinda bulunan bir seker olsa
da gida endiistrisinde misir nisastasindan elde edilen glikozun enzimatik reaksiyonlarla
dontistiiriilmesi sonucu iiretilerek bir¢ok gidada degisen oranlarda kullanilmaktadir. Siikroza
gore daha ekonomik oldugu ve daha yiiksek oranda (1,73 kat daha tatli) tatli hissettirdigi i¢in
iiretimde daha ¢ok tercih edilir hale gelmistir. Icerigindeki fruktozdan dolay diisiik glisemik
indekse sahip oldugu bilinen yiiksek fruktozlu misir surubu 6nceleri diyabet hastalarina
alternatif bir tatlandiric1 olarak sunulmustur. Ancak sonrasinda yapilan ¢alismalar YFMS
(Yiiksek Fruktozlu Misir Surubu) araciligiyla alinan fruktozun insiilinden bagimsiz olarak
metabolize edilmesiyle trigliserit iiretimini ve lipogenezi tetikleyerek kronik metabolik
bozukluklarin olusumunu tetikledigini ortaya koymustur (Lopez-Rodriguez ve ark. 2015).
Siikrozun yapisinda bulunan diger bir seker ise glikozdur. Regiilasyonu insiiline bagimli olan
glikozun fazlas1 viicutta glikojen seklinde depo edilmektedir (Samuel ve ark. 2011).

Epidemiyolojik calismalar, bircok hastalikta tani, tedavi ve korunma stratejileri
bakimindan biiyiik 6neme sahiptir. Bununla birlikte glinlimiizde gelisen teknoloji ve bilim
sayesinde molekiiler ¢alismalar 6n plana ¢ikmistir. Enerji metabolizmasinin anlagilmasinda
poplilasyon diizeyinde yapilan ¢alismalarla birlikte molekiiler calismalar 6nem
kazanmaktadir. Yeni bilim dallar1 olarak nutrigenomik ve nutrigenetik terimlerinin literatiire
kazandirilmasi bu durumun gostergesidir (Ikemoto ve ark. 1996, Kussmann ve ark. 2006,
Kogelman ve ark. 2015). Yapilan ¢alismalar, diisiik ve yiiksek enerjili diyetlerle beslenmeyle
metabolizma ile iliskili dokularda ¢ok sayida genin ekspresyon diizeyinde degisim oldugunu
gostermektedir. Metabolizmadaki aktivitenin, immun sistem, sinyal mekanizmalari, hiicre
dongiisii, apoptoz, transkripsiyon ve translasyon regiilasyonu gibi birgok mekanizma ile

iligkili oldugu bildirilmektedir (Kim ve ark. 2004, Cao ve ark. 2012).



Karaciger ve kas dokular1 metabolik aktivitenin yogun oldugu dokulardir. Bu aktivite
lipogenez ve lipoliz yolaklarinda gorevli transkripsiyon faktorleriyle diizenlenmektedir.
Transkripsiyon faktorleri diyetteki enerji miktarina ve igerigine (karbonhidrat, yag, protein)
gore degismektedir. Bu transkripsiyon faktorlerinden bazilari metabolik hastaliklarin
tedavisinde hedef reseptorler olarak kullanilmaktadir. Diyet icerigindeki karbonhidrat, yag
ve protein oranlart ile monosakkarit (glikoz, fruktoz miktarlar), yag asidi
(doymus/doymamis yag asidi miktarlar1) ve aminoasit (hayvansal, bitkisel aminoasit
miktarlar1) miktarlari bu transkripsiyon faktorlerinin aktivitesini etkilemektedir (Denechaud
ve ark. 2008, Burri ve ark. 2010).

Bu calismada diyet igeriginin ve yiiksek enerjinin karaciger ve kas dokularinda
PPARo (Peroxisome Proliferator Activated Receptor alpha), LXRa (Liver X Receptor
alpha), ChREBP (Carbonhydrate Response Element Binding Protein), SREBP-1c (Sterol
Regulatory Element Binding Protein) transkripsiyon faktorlerinin ve AQP9 (Aquaporin 9)

membran proteinin, mRNA ve protein diizeyinde incelenmesi amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

Y eryiiziinde milyonlarca tiir oldugu tahmin edilmektedir. Yaklasik 200 bin yildir var
olan insan, 10-12 bin y1l dnce avci-toplayici yasam seklinden yerlesik hayata gecmis, tarim
ve hayvanciliga yonelmistir (Anderson 2001, Tattersall 2009). Yakin gegmisten giiniimiize
ise modern teknolojinin tarim, gida ve hayvancilik endiistrilerine entegrasyonu ile besin
maddelerine olan ulasim kolaylasmis ve bu durum insan sagliginda bazi degisimlere sebep
olmustur. Yasam tarzindaki degisimlerle birlikte (daha az hareket etme gibi), diyetteki
degisiklikler cesitli metabolizma hastaliklarinin ortaya ¢ikmasini tetiklemistir (Johnson ve
ark. 2007, Bauman ve ark. 2009).

Gilinlimiizde sofra sekeri olarak tiiketilen ve birgok gidada tatlandirict olarak
kullanilan siikroz, ilk olarak Hindistan ve Yeni Gine’de seker kamigindan tiretilmistir. Uzun
bir siire ¢ok pahali olan siikroz, 15. yy sonlarinda bir¢ok tlkede iiretilmeye baslanmis,
dolayisiyla ekonomik olarak daha kolay ulagilabilir bir {irin haline gelmistir (Johnson ve
ark. 2007).

Tatlandiric1 olarak kullanilan diger karbonhidrat kaynagi fruktozun en Onemli
kaynagr YFMS’ dir. YFMS ilk olarak ABD’de 1970’11 yillarda iiretilmis ve iiretim miktari
siirekli olarak artmistir. Amilaz, glikoamilaz ve izomeraz enzimleri kullanilarak iiretilen
YFMS’de %42, %55 ve %90 gibi degisen oranlarda fruktoz bulunmaktadir. Fruktoz, bu
suruplarin gidalarda dogrudan kullanimiyla ya da kristalizasyon islemiyle yiiksek saflikta
kristal hale getirilmesiyle tiiketime sunulmaktadir (Karaoglu 2014).  Raf omrii uzun,
ekonomik ve tatlilik derecesi fazla olan bu surup biskiivi, ¢ikolata, recel, meyve suyu ve
gazli igecekler gibi gesitli islenmis tiriinlerde siikrozla birlikte veya tek basina kullanilmakta
ve bunun sonucunda diyetle birlikte degisen oranlarda fruktoz alinmaktadir (Johnson ve ark.
2007, Mock ve ark. 2017).

Diinya niifusu 1965°te 3,3 milyar civarinda iken, 1985°te yaklasik 4 milyar, 2015°te
ise 7,35 milyar olmustur. Bu saymin 2050 yilinda 10 milyara yaklagmasi beklenmektedir
(Sekil 2.1), (DeSA 2013, FAO 2017). Artan popiilasyon neticesinde gidaya dolayisiyla da
siikroza ve fruktoza olan talep giderek artmakta bu yiizden her gecen giin daha fazla siikroz

ve fruktoz tiretilmektedir. Diinya seker tiretimi 19. yy ortalarinda yillik 250 bin ton iken, 20.



yy’de 8 milyon tona ulasmistir (Johnson ve ark. 2007). Giiniimiizde ise yillik yaklasik 170
milyon ton siikroz iiretilmektedir. YFMS ise yillik yaklagik 15 milyon ton iiretilmektedir
(Suisse 2015).

—&—Niifus
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Sekil 2.1. Diinya niifusunun yillara gére degisimi (milyar kisi)

2.1. Enerji Metabolizmasi ve Karaciger

Enerji metabolizmasinin regiilasyonunda bir¢ok doku ve organ goérev almaktadir.
Bununla birlikte karaciger bu regiilasyonda anahtar role sahiptir. Zira karaciger metabolik
enerjinin diizenlenmesinde merkez organ konumundadir (Vidal-Alabro ve ark. 2012, Rui
2014). Viicuttaki en biiyilk organ olan karaciger, kan depolama, safra ve pihtilasma
faktorlerinin liretimi, vitamin ve bazi minerallerin depolanmasi gibi 6nemli gorevlere
sahiptir. Bu organ, gidalarla alinan karbonhidrat, yag ve protein kokenli enerji kaynaklarinin
kullaniminin yani sira ihtiyag durumunda depo enerji kaynaklarini degerlendirerek
organizmanin gereksinim duydugu enerjiyi temin etmektedir. Organizmada kullanilan ana
enerji kaynagi glikozdur. Bu yiizden ¢esitli doku ve organlara ihtiya¢ duyulan enerji
karacigerden glikoz olarak saglanir. Gidalarla alinan enerjinin yetersizliginde ve/veya uzun
stireli agliklarda bu organda glikojenoliz yoluyla glikojenden, glukoneogenez yoluyla ise

gliserol ve laktat gibi maddelerden glikoz iiretilir. Bu yilizden karaciger, enerji kaynaklarinin



birbirine doniisiimiinden 6nemli oranda sorumludur (Guyton ve ark. 2007, Vidal-Alabro ve
ark. 2012).

Besin maddeleriyle alinan yaglar, yag asitleri ve gliserole, karbonhidratlar basit
sekerlere (fruktoz, glikoz gibi), proteinler ise aminoasitlere yikilir. Olusan bu iirlinler Asetil-
CoA ile sitrik asit dongiisiine girer. Bu metabolik olaylarda temel olarak H, CO2 ve ATP rol
alir. Alinan glikozun fazlasi 6zellikle iskelet kas1 ve karacigerde enerjinin depo sekli olan
glikojene doniistiiriilerek kisa siireli ihtiyaglarin karsilanmasinda enerji kaynagi gorevi
goriir. Enerjinin uzun siireli depolanmasinda ise lipogenez mekanizmalar1 devreye girer ve
fazla enerji yag seklinde depolanir (Murray ve ark. 2004).

Glikoz, ince barsaklarda sindirilerek portal ven araciligiyla karacigere gelir ve burada
glikojen, yag asidi ve/veya aminoasitlerin metabolize edilisinde kullanilir. Normal sartlarda
kan glikoz seviyesi yiiksek oldugunda pankreastan insiilin hormonu salinmakta, karaciger
insiiline yanit olarak kandaki glikozun bir kismin1 glikojen olarak depolamaktadir. Glikojen
depolar1 doldugunda karacigerde lipogenez baslamaktadir. Yag asitlerinin sentezi olarak
tanimlanan lipogenez beyin, akciger ve adipdz dokularda da gergeklesmekle birlikte
oncelikli ve yogun olarak karacigerde gergeklesen anabolik bir olaydir. Lipogenez’in hizi
beslenmeye bagli olarak degismektedir. Fazla karbonhidrat iceren diyetler lipogenezi
hizlandirirken, yag icerigi yiiksek diyetler veya kalori miktar diisiik diyetler lipogenez hizim
azaltmaktadir (Guyton ve ark. 2007, Vidal-Alabro ve ark. 2012).

Lipidler, karacigerden VLDL (Very Low Density Lipoprotein) halinde dolasima
verilerek diger dokulara transfer edilir. Enerji ihtiyacinin oldugu durumlarda pankreastan
salian glukagon, glikojenoliz ve glukoneogenez ile glikoz iiretimini tetikler. Aminoasitler
ise organizmada enerji kaynagi olarak kullanilma hedefinden ziyade protein veya diger
molekiillerin iiretiminde kullanilirlar (Guyton ve ark. 2007, Vidal-Alabro ve ark. 2012, Rui
2014).

Karaciger lipogenik aktivitenin yogun gergeklestigi bir organ oldugu i¢in enerji
metabolizmastyla ilgili ¢alismalarda adip6z doku ile birlikte degerlendirilmektedir. Kas
dokusu yiiksek diizeyde lipogenik karakter gostermemektedir. Ancak yapilan son ¢alismalar,
obeziteyle iliskili metabolik hastaliklarda, kas dokusundaki lipogenez aktivitesinin ve
trigliserit olusumunun enerji metabolizmasinda 6nemli rol oynadigini ortaya koymustur.

Diyete bagli gelisen hastaliklar bakimindan karaciger ve adipd6z dokunun yani sira kas



dokudaki metabolik aktivitenin degerlendirilmesinin de onemli olacag diisiiniilmiistiir

(Kamei ve ark. 2008).

2.1.1. Yag Kaynaklarimin Kullanim

Kolesterol, fosfolipid ve trigliseritler (notral yaglar), genel olarak lipidler (yaglar)
olarak simiflandirilmistir. Diyetle alinan lipidlerin ¢ogu trigliseritlerden olusmakla birlikte
az miktarda kolesterol ve fosfolipid igermektedir. Trigliserit ve fosfolipitler basit uzun
zincirli yag asitlerinin birlesimiyle olusmaktadirlar (Guyton ve ark. 2007).

Trigliseritler, ii¢ yag asidi ve bir gliserolden meydana gelir. Diyetle alindiktan sonra
lingual lipaz ve gastrik lipaz enzimleri ile az miktarda sindirilen trigliseritlerin asil sindirim
yeri ince barsaklardir. Yaglar ince barsaklarda safra tuzlarmin da etkisiyle emiilsifiye hale
getirilerek hidroliz olurlar. Pankreatik lipaz enzimi araciligiyla olusan lipid komponentleri,
ince barsaklarda barsak epitel hiicreleri tarafindan emilir ve bu hiicrelerde tekrar
sentezlenerek protein, kolesterol ve fosfolipitlerden olusan silomikronlar vasitasiyla
tasinirlar. Suda ¢oziinmeyen lipid komponentleri Karaciger ve adipéz dokuda lipoprotein
lipaz (LPL) enzimi sayesinde yag asitleri ve gliserole pargalanirlar. Olusan yag asitleri
karaciger ve adip6z dokuya giderek hepatosit ve adipositlere girer. Yag asitleri hepatositlerin
mitokondrilerinde B-oksidasyona ugrayarak Asetil-CoA’lari meydana getirir. Asetil-CoA,
sitrik asit donglisiine girerek okside olur ve enerjiye doniisiir. Meydana gelen Asetil-
CoA’larmm bir kismi iki Asetil-CoA’nin bilesimiyle olusan Asetoasetik asit seklinde, ¢ok
sayida doku ve organ tarafindan alinmak tlizere karaciger hiicrelerinden hiicre dis1 sivilara
verilir. Diger doku ve organlara ulagsan Asetoasetik asit ise tekrar Asetil-CoA’ya doniiserek
ilgili dokuda enerji kaynagi olarak kullanilir (Guyton ve ark. 2007).

Kolesterol ise karacigerde biiyiilk oranda safra tuzlarina donistiiriiliir ve safrada
depolanir. Kalan kismi lipoproteinler seklinde dolagima verilir ve hedef doku ve organlarda
bulunan hiicrelerin zar ve diger komponentlerinin olusumunda kullanilir.

Onceki calismalarda, tipik bir diyette yiiksek miktarda yag bulunmasi durumunda
obezite ve insiilin direnci gelisiminin tetiklendigi bildirilse de son zamanlarda yapilan
caligmalarda diyette bulunan yagin %10’dan fazla bulunmasi halinde lipogenezin

baskilandig1 savunulmaktadir. Ayrica diyet yag asidi igeriginin lipogenez mekanizmasinin



kontroliinde 6nemli oldugu bildirilmektedir (Ikemoto ve ark. 1996, Kiigiikkaya 2008,
Nishikata ve ark. 2011, Duarte ve ark. 2014).

2.1.2. Karbonhidrat Kaynaklarinin Kullanimi

C, H ve O molekiillerinin farkli oranlarda birlesmesiyle olusan karbonhidratlar
organizmanin enerji gereksinimi bulundugu durumlarda ilk tercih edilen enerji
kaynaklaridir. Karbonhidratlar, icerdikleri sekerlere gore monosakkarit, disakkarit ve
polisakkaritler olarak {i¢ gruba ayrilirlar. En kii¢iik karbonhidratlar olan monosakkaritler
glikoz, fruktoz, galaktoz ve riboz gibi basit sekerlerdir. Iki monosakkaritin birlesmesiyle
maltoz, laktoz ve siikroz gibi disakkaritler, ¢ok sayida monosakkaritin birlesimiyle ise
nisasta, seliiloz ve glikojen gibi polisakkaritler olusur (Guyton ve ark. 2007).

Karbonhidratlar diyetin ana enerji kaynagini olustururlar. Normal bir diyetin yaklasik
%60°1 karbonhidratlardan olugmaktadir. Diyetle alinan karbonhidratlarin sindirimi agizda a-
amilaz (pityalin) ile baslar. Bununla birlikte bu enzimin sindirim etkisi diistiktiir. Mide
pH’smmin  disikligli o-amilaz’in  inaktif olmasmma neden olur. Mideyi gecerek
duodenojejunal bolgeye gelen karbonhidratlar burada pankreatik amilaz, maltaz, laktaz ve
siikraz gibi enzimler vasitasiyla monosakkaritlere doniisiirler ve ince barsaklardan glikoz,
fruktoz ve galaktoz halinde emilirler. Diyetle alinan karbonhidratlar fazla olmalar
durumunda karacigerde glikolize ugrayarak yag asitlerine doniigiirler. Olusan yag asitleri
TAG (Triacylglycerol) ve VLDL halinde karaciger ile diger dokularda enerji kaynagi olarak
depolanirlar (Guyton ve ark. 2007, Wang ve ark. 2015).

2.1.2.1. Siikrozun Kullanim

Kapal1 formiilii C12H22011 olan siikroz bir molekiil glikoz ve bir molekiil fruktoz’un
bir araya gelmesiyle olusan bir disakkarittir. Beyaz renkte ve kokusuz olan siikroz parlak bir
yapiya sahiptir. Birgok bitkide degisen oranlarda bulunan bu disakkarit, seker kamisi ve

seker pancarindan elde edilmektedir. Nisastada bol miktarda bulunan siikroz, ince



barsaklarda siikraz enzimi ile hidrolize olur ve monosakkaritlerine ayrilir (Guyton ve ark.
2007).

2.1.2.2. Glikozun Kullanim

Glikoz CgH1206 kapali formiiliine sahiptir. Birinci karbonunda aldehit grubu
bulunmaktadir. Viicutta 6zellikle beyin dokusu i¢in en 6nemli enerji kaynagi olan glikoz
genellikle siikrozun monosakkaritlerine ayrilmasi sonucu agiga ¢ikmaktadir. Bu
monosakkarit, ince barsaklarda SGLT1 (Sodyum Glikoz Transporter 1) isimli tastyici
proteinleri sayesinde enterositlere alinir. Glikoz alimi1 ortamdaki Na/K oranina baglidir.
SGLT1, Na* ve glikozun baglanmasi i¢in oOzel reseptorlere sahiptir. Na® bu proteine
baglandiktan sonra proteinin yapisinda konformasyonel bir degisim gerceklesir. Boylece
glikozun bu proteine baglanmasi kolaylasir. Na® hiicre igerisinde SGLT1 tasiyici
proteininden uzaklasir ve bunun sonucunda bu proteinin glikoza olan ilgisi azalir ve protein
glikozu birakir. Bu islem ATP hidrolizi gerektirir. Hiicre igerisine giren glikoz basit ve
kolaylastirilmis diflizyonla dolasima geger (Sekil 2.2), (Giirdol ve Ademoglu 2006, Guyton
ve ark. 2007). Diyetle alinan glikozun yaklasik %70’1 sistemik dolagima verilirken %30’u
karacigere gelir. Dolasimdaki glikozun %40°1 iskelet kas1, %20’si beyin ve kalan %20’si ise
adip6z doku, bobrek, deri ve kan hiicreleri tarafindan kullanilir (Triplitt 2012).

Enterositlerden portal ven ile karacigere gelen glikoz burada GLUT2 proteinleri
araciligiyla hepatositlere alinir. Glikozun hiicrelere taginma hizi ve kullanim1 pankreastaki o
ve B hiicrelerinden salinan glukagon ve insiilin hormonlarina baghdir. Plazma glikoz miktari
arttiginda insiilin salinarak dokular tarafindan glikoz alimi uyarilir ve dokularda 6zellikle de
karacigerde glikoz iiretimi baskilamir. Insiilin, tokluk hormonu olarak bilinen leptinin
salinimini artiran bir hormondur. Glikoza bagli olarak insiilin miktar1 artinca leptin
miktarinda da artig gergeklesir ve boylece leptin doyma hissi olusturarak yem tiiketimini

azaltir (Guyton ve ark. 2007, Tappy ve Le 2010).
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Sekil 2.2. Glikozun SGLT1 aracihgiyla hiicre igerisine alimi ve transferi (Tappy ve Le (2010)’den
uyarlanmustir).

Dokularda degisen oranlarda glikojen olarak depolanan glikoz karacigerde
glukokinaz enzimi, diger dokularda ise heksokinaz enzimi aracilifiyla fosforillenerek enerji,
glikojen ve yag tretimi i¢in kullanilir. Hepatositler agirliklarinin % 5-8’1 kadar glikojeni
depo edebilirken kas hiicrelerinde bu oran % 1-3 civarindadir. Glikozun hepatositlerde
yikimlanmasiyla laktat, piruvat, Asetil-CoA gibi maddeler olusur. Bu maddelerle lipogenez
uyarilir (Sekil 2.3).

2.1.2.3. Fruktozun Kullanim

Meyve sekeri olarak bilinen fruktozun kapali formiilii glikozun kapali formiiliine
benzerdir. Kimyasal olarak birinci karbondaki aldehit grubu yerinde ikinci karbonunda bir
keton grubu bulundurmasiyla glikozdan ayrilir. Gidalarda daha ¢ok tatlandirici olarak
kullanilan fruktoz en ¢ok siikroz ve YFMS’de bulunmaktadir. Fruktozun tatlandirici olarak
kullanilmasinin iki 6nemli sebebi vardir. Bunlardan birincisi ekonomik olmasi, ikincisi ise
slikrozdan 1,73 kat daha fazla tatlilik hissi vermesidir. Bununla birlikte diyette bulunan diger
maddelerin tatliliklarin1 da artirmaktadir (Hanover ve White 1993).
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Diyetle viicuda alinan fruktoz ince barsaklarda GLUTS5 adi verilen fruktoz-spesifik
tastyici proteinleri sayesinde kolaylastirilmig difiizyonla enterositlere alinir. Glikozun aksine
fruktoz emilimi i¢in Na® ve ATP hidrolizi gerekmez. Enterositlerin igerisine alinan
fruktozun bir kismi laktat’a doniiserek portal dolasima verilirken bir kismi da trioz fosfatlar
sayesinde glikoza doniisiir. Onemli miktarda fruktoz enterositlerde GLUT?2 tasiyic
proteinleri araciligiyla kana gecer. Dolasimla hizli bir sekilde karacigere gelen fruktoz
burada GLUT2 tasiyict proteinleriyle hepatositlere alinir. Hepatositlerde kendisi igin
spesifik bir enzim olan fruktokinaz ile Fruktoz-1-fosfata doniisiir (Tappy ve Le 2010).
Fruktoz-1-fosfat, Aldolaz B enzimiyle gliseraldehit ve dihidroksiaseton fosfat’a, olusan bu
tirtinlerde gliseraldehit-3-fosfata doniisiir. Ortaya ¢ikan {irlinler glukoneogenez ile glikoza
veya piruvat lizerinden Asetil-CoA ve yag asitlerine ¢evrilir (Sekil 2.3).

Glikoz aktif transport ile emilirken fruktoz kolaylastirilmis difiizyon ile ince barsak
epitel hiicrelerine alinir ve dolagima verilir. Metabolize edilirken hiz kisitlayici denetim
noktasi olan fosforuktokinaz basamagini atlayan fruktoz karacigerde glikoza gore daha hizli
bir sekilde gliserol-3-fosfat ve Asetil-CoA olusumuna sebep olur. Bu durum lipogenezin
daha hizl bir sekilde gergeklesmesine yol acar (Elliot ve ark. 2002, Tappy ve Le 2010).

Fruktozun taginmasi i¢in gerekli olan GLUTS5 reseptorleri pankreastaski f
hiicrelerinde bulunmamaktadir. Bu durum fruktozun insiilinden bagimsiz metabolize
edilmesine yol agmakta ve leptin salinimi fruktoza bagh olarak degismemektedir. Ayrica
istah hormonu olarak bilinen ghrelin, fruktoz tarafindan baskilanmamaktadir (Guyton ve ark.
2007, Tappy ve Le 2010).
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Sekil 2.3. Fruktoz ve glikozun hiicre i¢ine alimi (Tappy ve Le (2010)’den uyarlanmuistir).

Karacigerde fruktoz yaklasik olarak %50 oraninda glikoza, % 25 oraninda laktata,
%15 oraninda glikojene, ¢ok kiiglik bir kismi ise serbest yag asitlerine doniismektedir (Sekil
2.4). Bu yiizden fazla miktarda fruktozun glikoz, laktat ve yag asidi tiretiminin artmasina
sebep olarak yag dokusunun artisi, karaciger yaglanmasi ve insiilin direnci gelisimine neden

oldugu savunulmaktadir (Korkmaz 2008, Stanhope ve Havel 2008, Pang ve ark. 2016).
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Sekil 2.4. Fruktozun ince barsaklara alindiktan sonra karacigere gelerek metabolize edilisi (Tappy ve Le
(2010)’den uyarlanmistir).

2.2. Gen Ekspresyonu

Hiicreler DNA’da bulunan bilgiyi proteine doniistiirmek ic¢in aracit molekiil olarak
RNA’lart kullanirlar. Genetik bilgi DNA’dan transkripte olarak RNA’ya, RNA’dan ise
translasyona ugrayarak protein’e doniistiiriiliir. Yasam faaliyetinin siirekliligi birgok faktore
bagli olmakla birlikte RNA aktivitesine baglidir. RNA molekiilleri fonksiyonlarma ve
molekiiler biiyiikliiklerine gore siniflandirilmaktadirlar. tRNA (Transfer RNA), mRNA
(Messenger RNA) ve rRNA (Ribozomal RNA) gibi protein iiretiminde oncii olan biiytik
RNA molekiilleriyle birlikte kodlama yapmayan ancak post-transkripsiyonel modifikasyon
gibi molekiiler islemlerde gorev alan RNA molekiilleri de bulunmaktadir. Memelilerde
genomun yaklasik %3’li protein kodlama amaciyla iiretilen RNA’lar1 kapsamaktadir.
Proteine doniismek tlizerek iiretilen RNA molekiilleri ise mRNA’lardir (Alberts ve ark. 2008,
Malone ve Hannon 2009).

Giliniimiizde gelisen teknoloji ile birlikte fizyolojik ve biyolojik bir¢ok olay1
aydinlatmada genomik, transkriptomik, proteomik ve metabolomik gibi —omik c¢aligmalari
on plana ¢ikmistir. Bu c¢alismalar sayesinde cesitli hiicre ve dokulardaki DNA, RNA ve
protein aktivitelerinin belirlenebilmesi miimkiin olmustur. Hiicredeki bilgi akiginin

degerlendirilmesiyle hiicre ve/veya dokulardaki fizyolojik aktivite hakkinda bilgi sahibi
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olunabilmektedir. Bir¢ok ¢alismada oldugu gibi metabolizma ile ilgili ¢alismalarda da RNA
diizeyinde molekiiler ¢aligmalara bagvurulmakta, transkripsiyon ve translasyon diizeyinde
arastirmalar yapilmaktadir.

Cevresel faktorlerin etkisiyle olusan fizyolojik ve patolojik durumlar hiicrelerde
cesitli. RNA’larin ekspresyon diizeylerini degistirmektedir. Bu degisikliklerin tespit
edilmesinde Northern Blot, Mikroarray ve RT-gPCR (Quantitative Reverse Transcriptase
Polymerase Chain Reaction) gibi teknolojilerden yararlanilmaktadir. Gen ekspresyon
caligmalarinda, yiiksek sensitivite ve spesifite ile calismaya olanak saglayan RT-qPCR
teknolojisi 6n plana ¢ikmistir. Bu teknolojide, DNA’ya baglanarak 1s1ma yapan SYBR Green
I, SYTQO9 gibi boyalar veya sinyal olusturan prob diziler kullanilmaktadir. RT-gPCR bu
boya ve problarin kullanimiyla PCR reaksiyonunun her siklusundan sonra olusan iiriin
miktarmin gergek zamanli olarak tespit edilebilmesine olanak saglamaktadir (Ausubel ve
ark. 2002, Vandesompele ve ark. 2002).

RT-qPCR ile hiicre ve dokulardaki gen ekspresyon diizeyleri hakkinda fikir sahibi
olmak i¢in bu hiicre ve dokulardan RNA molekiilleri izole edilir. Izolasyonun prensibi farkli
oranlarda guanidyum tiyosiyonat, fenol ve kloroform kimyasallarinin kullanilmasiyla
protein, yag ve diger molekiillerin uzaklastirilmasima ve RNA’nin saf olarak elde edilmesine
dayanmaktadir. {lgili islemler gerceklesirken RNA’nin biitiinliigii korunmaktadir. Zira RT-
qPCR c¢alismalarinda RNA nin miktar1 ve safliinin yani sira biitiinliigii de oldukca 6nemli
bir faktordiir. izole edilen RNA molekiillerinin safliklari A2go/Azgo oraninin hesaplanmasiyla
spektrofotometrik olarak belirlenmektedir. Niikleik asitler maksimum absorbansi1 260 nm’de
proteinler ise 280 nm’de gosterirler. Bu oranin 2.00 civarinda olmasi iiriiniin yeterince saf
oldugu anlamma gelmektedir. RNA biitiinliigii elektroforetik yontemlerle kontrol
edilebilmekte ve 28S ile 18S rRNA alt iinitelerinin biitiinliikleri ve oranlar1 kalite kontrol
parametreleri olarak degerlendirilmektedir. RNaz aktivitesine karsi olduk¢a hassas olan
RNA molekiilleri, biitiinliiklerinin bozulmasi1 durumunda yanlis sonuglar elde edilmesine
sebep olabilmektedir (Fleig ve Pfaffl 2006).

Saflik (A2e0/A2g0> 1.7) ve biitiinlikk (28S ve 18S bant biitinliikleri) bakimindan
uygun olan 6rneklerden yeterli konsantrasyonda olmalar1 halinde cDNA (complementary
DNA) elde edilir. Bu prosediir enzim (Taq polimeraz gibi), ANTP, oligo ve random primerler

icermektedir. ¢cDNA elde edildikten sonra hedef genlerin ekspresyon miktarlarinin
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belirlenmesi amaciyla ilgili genler i¢in spesifik olan primerler ve SYBR Green I gibi ¢ift
zincirli DNA’ya baglandiginda 1s1ma yapan boyalar kullanilir.

Hiicre ve dokulardaki gen ekspresyonunu belirlemede tam (Absolute) ve goreceli
(Relative) olgtim olmak tizere iki yontem kullanilmaktadir. Tam 6lgiim yonteminde tespit
edilen kopya sayist1 ile kullanilan genin ekspresyon miktar1 standart bir egriye dayanarak tam
olarak belirlenmektedir. Goreceli 6lglimde ise hedef genle birlikte referans gen ya da genler
kullanilarak hedef genin referans gene gore goreceli ekspresyonu hesaplanir. Her dongi
sonrasinda olusan iirlin miktarin1 gosteren floresan miktarinin, belirlenen esik degerini
gectigi nokta esik dongiisii (Treshold Cycle, Ct) olarak adlandirilir (Sekil 2.5). Ct degeri
¢ogaltim sirasinda iiriindeki ilk anlamli artisin oldugu zamani ifade etmektedir. Goreceli
dlgiimle yapilan ekspresyon ¢alismalarinda en sik kullanilan hesaplama ydntemi 2 2A¢T
metodudur. Ekspresyon diizeyi belirlenmek istenen genin kopya sayisi referans gen/genlere
gore normalize edilerek deneme ve kontrol 6rnekleri arasindaki iligki kat degisimi olarak
hesaplanmaktadir (Ausubel ve ark. 2002, Fleig ve Pfaffl 2006, Schimittgen ve Livak 2008,
Rao ve ark. 2013).

Referans olarak kullanilan genler ilgili fizyolojik ve patolojik durumlarda ekspresyon
diizeyi degismeyen ya da ¢ok az miktarda degisen genlerdir (Schiminttgen ve Livak 2008).
Gen ekspresyonu ¢alismalarinda GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) ve
ACTB (B-actin) gibi genler referans gen olarak kullanilmaktadir. Yaygin olarak kullanilan
bu genlerin gecerliligi lizerine son zamanlarda yapilan ¢aligmalar referans gen olarak kabul
gormiis her genin her ¢aligmada uygun olmayacagini ortaya koymustur (Ausubel ve ark.
2002, Fleig ve Pfaffl 2006, Bar ve ark. 2009, Tong ve ark. 2009, Turabelidze ve ark. 2010).
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Sekil 2.5. RT-qPCR amlifikasyon egrileri, Ct grafigi
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RT-gPCR reaksiyonu sonrasinda elde edilen PCR iiriiniiniin kontrolii yine
elektroforetik olarak belirlenmektedir. Hedef gende ¢ogaltilmasi istenen spesifik bdlgenin
uzunlugu (dizi uzunlugu), referans diziler i¢eren ladder’lar araciligiyla kontrol edilmektedir.
Ozgiil olmayan gen bdlgesinin ¢ogaltilip ¢cogaltilmadig1 ve primer-dimer gibi non-spesifik
tirtin varliginin kontrolii i¢in elektroforetik yontemlerle birlikte melting curve (erime egrisi)
analizi yapilarak da bilgi sahibi olunabilmektedir. Her ¢ift zincirli DNA bolgesinin 6zgiil bir
erime sicakligi (melting temperature, Tm) degeri bulunmaktadir. Bu deger ¢ift zincirli
DNA’nin yarismin tek zincirli hale gelmesi igin gercken sicaklik degeridir (Sekil 2.6).
Amplifikasyon reaksiyonu sonunda iiriin sicakligi kademeli bir sekilde yiikseltilerek
floresans miktar1 belirlenir. DNA sicaklikla birlikte ¢ift zincirli halden tek zincirli hale
gecerken, DNA’ya baglanarak 1s1ma yapan boya serbestlenir. Buna bagli olarak 6lgiilen
floresans miktar1 azalir. Bu sayede melting curve’den yararlanilarak gene 6zgii Tm degeri

belirlenebilmektedir (Wong ve Medrano 2005, Alberts ve ark. 2008).

Sekil 2.6. Melting Curve analizi
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2.3. Genler

2.3.1. PPARa

Organizmada lipid sensorleri gibi davranan PPAR’lar 1990°’lh yillarda
tamimlanmustir. Niikleer reseptor siiper familyasinin tiyelerinden olan bu transkripsiyon
faktorleri 3 alt iiyeden olusmaktadir. Bu iiyeler PPARa (NR1C1, Nuclear Receptor
Subfamily 1 Group C Member 1), PPARB/6 (NR1C2, Nuclear Receptor Subfamily 1 Group
C Member 2) ve PPARY (NR1C3, Nuclear Receptor Subfamily 1 Group C Member 3)’dur.
PPARa ve PPARYy tiirler arasinda yiiksek diizeyde korunan PPAR iiyeleridir (Isseman ve
Green 1990). PPAR’lar hiicre proliferasyonu, hiicre farklilagmasi, lipid ve karbonhidrat
metabolizmasi, enerji regiilasyonu ve bagisiklik sistemi gibi homeostazinin saglanmasinda
oldukga 6nemli gorevler alirlar (Frazier-Wood ve ark. 2013). Fibrat (PPARa agonisti) ve
thiazolidinedione (PPARYy agonisti) gibi farmakolojik ajanlar PPAR agonisti olarak tip 2
diyabet ve hiperlipidemi gibi metabolik bozukluklarin tedavisinde kullanilan sentetik PPAR
agonistleridir (Koo ve ark. 2009, Rogue ve ark. 2010). PPAR’lar agonistle etkilestikten sonra
cekirdege transfer olurlar. Cekirdekte RXR (Retinoid X Receptor) ile PPAR/RXR
heterodimerini olustururarak hedef genlerin promotor bdlgelerinde bulunan PPRE
(Peroxisome Proliferator Responsive Element) isimli spesifik dizilere baglanir ve bu
genlerin ekspresyon diizeyini diizenlerler (Sekil 2.8). PPAR/RXR kompleksleri lipogenez
yolagindaki fonksiyonlarim1 LXR ve SREBP-1c araciligiyla gosterirler. PPARa ligandlart
SREBP-1c gen ekspresyon seviyesini artirirlar. PPAR’larin aktivasyonu diyet igerigine,
cesitli ilaglara ve organizmada iiretilen lipitlere bagl olarak degismektedir (Kersten ve ark.
1999, Contreras ve ark. 2013, Frazier-Wood ve ark. 2013, Grygiel-Gorniak 2014).

PPAR yapisal olarak -NH2 ucunda bulunan ligand bagimsiz etkinlesen AF1 bolgesi
(Activation Function 1), PPRE ile etkilesen (DNA baglayan) bolge, PPAR agonistlerinin
baglandig1 ligand baglayan bolge, ligand baglandiktan sonra transkripsiyon aktivasyonu i¢in
konformasyonel degisikligi saglayan AF2 (Activation Function 2) bolgesi ve esnek eklem
bolgesinden olusmaktadir (Grygiel-Gorniak 2014, Senol ve Tungtan 2015), (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. PPAR yapisi (DNA ile etkilesim gosteren DNA Baglayan Bolge ve Ligand Baglayan Bolge PPAR’in
onemli kisimlaridir. Ligand baglandiktan sonra ¢ekirdekte DNA’ya, DNA baglayan bolge olarak belirtilen
kisimdan baglanir ve DNA’da transkripsiyonu baglatir).

Ilk tanimlanan lipid sensdrii PPARa’dir. Aktivasyonu sonucunda peroksizom
proliferasyonu arttigi i¢in bu sekilde tanimlanmistir. Peroksizomlar yag asidi oksidasyonunu
artirirlar (Koo ve ark. 2009). PPARa, enflamasyon ve yag asidi metabolizmasinda rol alir.
Yag asitlerinin alimi, taginimi ve atilimini kontrol eder (Rogue ve ark. 2010, Senol ve
Tungtan 2015). Bu ylizden metabolik aktivitenin yogun oldugu dokularda yiliksek miktarda
eksprese olmaktadirlar. Aktivitesi 6ncelikli olarak karaciger, ince barsak, kahverengi adip6z
doku, kas ve kalp dokularindadir. PPARa, karaciger dokusunda yag asidi alimi veya
harcanimi, lipoprotein olusum ve transferinde gorevli ¢esitli genlerin ekspresyon
seviyelerini diizenlemektedir. Kas dokuda ise daha ¢ok yag asidi oksidasyonunu
uyarmaktadir (Kersten ve ark. 1999, Grygiel-Gorniak 2014).

Metabolik aktivitenin yogun gerceklestigi dokularda yag asidi miktar1 artinca PPARa
aktifleserek bu yag asitlerinin oksitlenmis formunu artirir. Daha ¢ok karacigerde gerceklesen
yag asidi oksidasyonu, bu organi aclikta gelisen steatozdan korumaktadir. Yag asidi
oksidasyonunun azalmast enerji harcanmasimnin azalmasi ve hepatik steatoz ile
sonuclanmaktadir. Dogal PPARo ligandlari omega-3 yag asitleri iken, yag asidi
oksidasyonunu artiran sentetik ligandlar fenofibrat, clofibrate, bezafibrat gibi ligandlardir.
PPARa aktivitesi trigliserit miktarini azaltirken APO A-1 (Apolipoprotein A-1) ve APO A-
II gen ekspresyonlarini artirarak HDL kolesterol miktarini artirirlar. Ayrica PPARa kas
dokuda yag asidi alimin1 ve plazmada glikoz seviyesini azaltirken insiilin hassasiyetini
artirmaktadir (Kota ve ark. 2005, Grygiel-Gorniak 2014).

PPARa, enerji metabolizmasmin regiilasyonunda gorev alan Cytochrome P450
Family 8 Subfamily B Member 1 (CYP8BL1), Lipoprotein Lipase (LPL), Fatty Acid Binding
Protein (FABP), Carnitine Palmitoyltransferase (CPT), Acyl-CoA oxidase (ACOX), APO
A-l1 ve APO A-Il gibi 80’den fazla genin promotor bolgeleriyle etkileserek metabolik
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aktivitenin diizenlenmesinde gorev almaktadir (Kota ve ark. 2005, Frazier-Wood ve ark.
2013).
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Sekil 2.8. PPARa’nin ligand bagimli olarak RXR ile heterodimer olugturmasi ve aktivasyonu

Alkole bagl olmayan karaciger yaglanmasi durumunda yag asidi oksidasyonunu,
glikoneogenezi, glikolizi, yag asidi alimin1 ve lipoprotein transportunu artirmakta, karaciger
hasari, steatoz ve trigliserit olusumunu engellemektedir. PPARa nin yiiksek miktarda siikroz
iceren diyetlerle beslenen ratlarin kas dokusunda insiilin direncinin gelisimini 6nlemede

aktif role sahip oldugu bildirilmektedir (Cao ve ark. 2012).

2.3.2. LXRa

Liver X Receptor ailesi niikleer transkripsiyon faktdrlerindendir. Bu ailede LXRa
(NR1H3, Nuclear Receptor Subfamily 1 Group H Member 3) ve LXRB (NR1H2, Nuclear
Receptor Subfamily 1 Group H Member 2) olmak iizere iki {iye bulunmaktadir. LXRa ve
LXRp kromozomlarda farkli bélgelerde bulunan iki ayr1 gen bolgesinden transkribe olmakla
birlikte niikleer reseptorlerin ¢ogu igin karakteristik olan benzer yapilara sahiptir (Sekil 2.9).

Kolesterol ve lipid biyosentezinde gorevli olan bu aile kolesteroliin iiretiminde ve safra
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asitlerine doniigiimiinde gorevli olan ABCA1 (ATP Binding Cassette Subfamily A Member
1), ABCGL1 (ATP Binding Cassette Subfamily G Member 1), APOE (Apolipoprotein E) ve
CYP7A1 (Cytochrome P450 Family 7 Subfamily A Member 1) gibi genlerin aktivitelerini
diizenlemektedir (Gronning-Wang ve ark. 2013).

Sekil 2.9. LXR Yapisi

LXR’ler, PPAR’lar gibi RXR ile zorunlu olarak heterodimer olusturmakta ve hedef
genlerin promotor bolgelerinde bulunan LXRE (LXR Response Element)’ye baglanarak
lipogenik genlerin transkripsiyonunu diizenlemektedir. LXR’nin iki izoformu bakimindan
knockout farelerde yapilan bir ¢aligmada, karaciger lipid metabolizmasinda bozukluk
gelistigi, lipogenezin %80 oraninda azaldig1 ve obeziteye karsi direng gelistigi bildirilmistir
(Wang ve ark. 2015).

LXR, hipertrigliserideminin tedavisinde terapotik ajan olarak kullanilmaktadir.
SREBP-1c ve ChREBP, karaciger dokusunda LXR aracil1 lipogenez olusumunda dnemli
transkripsiyon fakorleridir (Liang ve ark. 2002, Cha 2007). LXR, tek basina ya da SREBP-
1c ve/lveya ChREBP ile birlikte FAS (Fatty Acid Syntase), SCD1 (Stearoyl-CoA
Desaturase), ACC (Acetyl-CoA Carboxylase) gibi lipogenik enzimlerin gen ekspresyon
diizeylerini artirmaktadir (Liang ve ark. 2002, Cha 2007). Liang ve ark. (2002) yaptiklar
calismada SREBP-1c¢ knockout farelerin karaciger yag asidi sentez oranlarinda %350’ye
yakin bir diisiis oldugunu bildirmislerdir. Buna ragmen lipogenik genlerde artig olmasi diger
genlerin LXR ve lipogenez tlizerinde etkili olabilecegini gostermektedir (Cha 2007).

Lipogenez, birgok faktorle birlikte insiilin ve glikozun birlikte etkisiyle gergeklesen
metabolik bir olaydir. Tam olarak anlasilmamis olmakla birlikte LXRo’nin karacigerdeki
lipogenik genlerin transkripsiyonunu insiilin kontroliinde artirdigi bilinmektedir (Sekil

2.11), (Gronning-Wang ve ark. 2013). Bununla birlikte glikoz ve G6P (Glikoz 6 Fosfat)
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direk olarak LXRa ile etkileserek LXRo’nin hedef genlerinin ekspresyon diizeyini
degistirebilmektedir. LXRa gen ekspresyonu SREBP-1c ve ChREBP gibi glikolitik ve
lipogenik enzimlerin gen ekspresyon seviyelerini artirmaktadir (Wang ve ark. 2015). LXRa,
kolesterol ve safra asidinin kontroliinde dncelikli rolii tistlenmistir. Yagl dokularda 6zellikle
de karacigerde bol miktarda eksprese oldugu bildirilmektedir (Cha 2007, Kamei ve ark.
2008, Gronning-Wang ve ark. 2013, Matsusue ve ark. 2014).

2.3.3. ChREBP

Glikoz, enerji kaynagi olarak kullanilmasinin yan sira birgok molekiille etkileserek
anabolik etki gostermektedir. MLXIPL (Max-like Protein X Interacting Protein Like) ya da
Mondo B olarak da bilinen ChREBP, sarmal kivrim sarmal (helix loop helix) formunda
biiyiik (868 aminoasitlik) bir transkripsiyon faktoriidiir. Tiirler arasinda yapisal ve islevsel
olarak oldukca benzerdir. ChREBP aktivasyonu glikoz tarafindan
fosforilasyon/defosforilasyon bagimli post translasyonel mekanizmalarla diizenlenmektedir
(Sakiyama ve ark. 2008). Diisiik glikoz varliginda sitozolde yerlesim gosteren ChREBP,
yiiksek glikoz varliginda defosforile olarak MYC/MAX ailesinin bir iiyesi olan MLX ile
heterodimer olusturmaktadir. Olusan bu heterodimer ¢ekirdege transloke olarak glikolitik ve
lipogenik genlerin promotor bolgelerindeki ChoRE (Carbonhydrate Response Element) adi
verilen korunmus dizilere baglanmaktadir. FAS, ACC ve SCD gibi lipogenik genlerin
ekspresyonu glikoza cevap olarak artmaktadir (Sekil 2.10). Bu artisin 6nemli oranda
sitozolden ¢ekirdege gelen ChREBP-MLX heterodimerinin FAS, ACC ve SCD genlerinin
ChoRE dizilerine baglanmasi araciligiyla gerceklestigi bilinmektedir (Dentin ve ark. 2006,
Filhoulaud ve ark. 2013). Diisiik glikoz konsantrasyonunda ise PPARa gibi ¢esitli
transkripsiyon faktorleri tarafindan ChREBP aktivasyonu baskilanarak lipogenez
engellenmektedir (Filhoulaud ve ark. 2013). Ayrica, ChREBP protein aktivitesinin sadece
yiiksek glikoza bagl olarak degigsmedigi bu mekanizmanin daha kompleks oldugu yapilan
baska calismalarla da gosterilmistir (Tsatsos ve ark. 2006, Xu ve ark. 2013). Bazi
calismalarda ChREBP’in diisiik glikozun yan1 sira doymus ya da doymamis yag asitlerine
bagli olarak translasyon diizeyinde baskilandigi bildirilmistir. ChREBP protein miktari
yiiksek siikrozla beslenen ratlarda ¢ekirdekte (Sato ve ark. 2016), yiiksek yagli rasyonla
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beslenenlerde ise sitoplazmada ¢ok bulunmustur (Dentin ve ark. 2005). Hanke ve ark. (2011)
yaptiklar1 ¢alismada diyetteki doymamis yag asidi miktar: ile ChREBP aktivitesi arasinda
negatif bir iliski oldugunu bildirmislerdir.

Baslica karaciger ve adipoz dokularinda eksprese olan ChREBP, LXR’nin hedef
genlerinden birisidir. Fazla karbonhidratin lipide doniistimiinde 6ncelikli 6neme sahip olan
ChREBP diyetle alinan karbonhidrata ve bunun sonucu salgilanan insiiline bagli olarak
lipogenezin olusumunu tetiklemektedir (Ge ve ark. 2012, lizuka 2004).

Son zamanlarda yapilan c¢alismalarda Oncelikli olarak lipogenezde gorevli olan
ChREBP’in hiicre gelisimi ve/veya proliferasyonu siire¢lerinde de etkin rol aldigi
gosterilmistir. ChREBP’in hiicre proliferasyonuna olan katkisi glikoz metabolizmasi ile
hiicre dongiisii arasindaki iliski bakimindan 6nemlidir (Filhoulaud ve ark. 2013, Sanders ve
ark. 2016).

Farelerde yapilan ¢alismalar ChREBP’in insiilin direnci, tip 2 diyabet ve hepatik
steatoz olusumunda aktif rol aldigin1 gostermektedir (Dentin ve ark. 2006, Noordeen ve ark.
2010). Lipogenezde oOnemli bir faktorii oldugu bilinen ChREBP’in yiiksek glikoz
varligindaki aktivitesi ile ilgili ¢ok sayida calisma varken, rasyondaki yiiksek fruktoza bagl

olarak degisen aktivitesi hakkinda yeterince ¢alisma olmadigi anlasilmistir (Erion ve ark.
2012).
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HUCRE ZARI

Sekil 2.10. ChREBP Aktivasyonu (GLUT?2 reseptorleri araciligiyla hepatositlere giren glikoz burada glikolitik
yola girer. Fosforillenen G6P, F6P ve F2,6P (Fructose-2,6-bisphosphate) ile glikoliz sekillenir. G6P ve F2,6P
ChREBP’in fosforillenmesini saglayarak inaktif halden aktif hale ge¢cmesini ve ¢ekirdege transfer olmasini
saglar. ChREBP c¢ekirdekte FAS, ACC ve SCD1 genlerinin transkripsiyonunu artirir (Sanders ve ark.
(2016)’den uyarlanmistir).

2.3.4. SREBP-1c

SREBP’ler, ChREBP’ler gibi sarmal kivrim sarmal formunda olup transkripsiyon
faktorleri olan 3 tiyeden olugsmaktadir. SREBP-1a ve SREBP-2 kolesterol sentezinde rol alan
genlerin ekspresyonunu diizenlerken SREBP-1¢ karbonhidrat ve lipid metabolizmasinda rol
oynamaktadir (Fernandez ve ark. 2011).

SREBP-1c¢ 6zellikle karaciger ve adipdz dokuda ¢ok sayida genin ekspresyonunu
diizenleyen ana transkripsiyon faktoriidiir. Diyetle alinan enerji miktarma bagli olarak
aktivitesi degigen bu transkripsiyon faktorii, obeziteyle iligkili bircok hastalik bakimidan
onemlidir (Fernandez ve ark. 2011). SREBP-1c gen ekspresyon seviyesi beslenme durumu,
aclik, tokluk gibi durumlarda lipogenik genlerle birlikte 6nemli derecede degismektedir.

Organizmada beslenmeye bagl artan insiilin miktarina cevap olarak de novo lipogenezde
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oncelikli gorev almaktadir. SREBP-1c, lipogenez yolagindaki c¢ok sayida genin
ekspresyonunu artirarak lipogenezi diizenlemektedir (Cha 2007). Fruktoz ve siikroz gibi
karbonhidratlar1 yiiksek miktarda ihtiva eden diyetlerin 6nemli oranda SREBP-1c¢ aracili
yolaklarla karaciger yaglanmasina neden oldugu bildirilmektedir (Kamei ve ark. 2008).
SREBP-1c’nin, insiiline bagli olarak aktivitesi degistigi, bununla birlikte insiilin
gerekmeksizin direk olarak glikozla da aktif olabildigi ve insiilinin genomik aktivitesi
SREBP-1c’den 6nemli diizeyde etkilendigi bildirilmektedir (Contreras ve ark. 2013,
Gronning-Wang ve ark. 2013). Ayrica bu transkripsiyon faktorii ChREBP ve LXR gibi diger
transkripsiyon faktorlerinin aktivitesinden de etkilenmektedir (Giildiir 2009). SREBP-1¢’nin
onemli oranda iki yolla aktif oldugu bildirilmektedir. Birinci yol artan kan glikoz miktarina
yamt olarak salgilanan insiilinin SREBP-1c’yi aktiflestirmesidir. ikinci yol ise LXR
araciligiyla olan aktivitedir. Karacigerde LXR’nin aktif formunun LXRa aktivasyonu
sonucu SREBP-1¢’nin lipogenezi tetikledigi bildirilmektedir (Sekil 2.11), (Sanders ve ark.
2016).
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Sekil 2.11. Karacigerde LXR, ChREBP ve SREBP-1c¢’nin insiilin ve glikoza bagli olarak izledigi yolaklar
(Gronning-Wang ve ark. (2013)’dan uyarlanmistir).

2.3.5. AQP9

Organizmay1 olusturan hiicreler genetik materyallerini, organellerini, yapisal protein
ve metabolitlerini korumak i¢in se¢ici gegirgen bir membranla dis ortamdan ayrilirlar. Hiicre
membrani besin maddeleri, su ve metabolitler gibi maddelerin aligverisini yapabilmek i¢in
yerlesik proteinlere sahiptir. Bu proteinlerden olan akuaporinler, biiyiik bir aileden olusan
integral membran proteinlerinin iiyeleridirler. Bu proteinler hiicre membranindan su

aligverisinin regiilasyonunda gorev almaktadirlar. Memelilerin tiim hiicre tiplerinde bulunan
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bugiine kadar 13 farkli Aquaporin (AQP0-AQP12) tanimlanmigtir. AQPO, AQP1, AQP2,
AQP4, AQP5, AQP6 ve AQPS8 su kanal1 olarak islev goriirken, AQP3, AQP7, AQP9 ve
AQP10 akuagliseroporinler olarak bilinmekte ve suyun yami sira ire ve gliserol
transportunda da gorev almaktadirlar (Caperna ve ark. 2007, Gregoire ve ark. 2015).

AQP9, glikozun glikojene doniisiimiinde gorevlidir (Carbrey ve ark. 2003). Su
gecirgenligi diislik olan AQP9, hepatositlerde gliserol transportunda 6nemli bir role sahiptir.
Bununla birlikte gliserol enerji metabolizmasinda énemli bir molekiildiir. Enerji ihtiyact
durumunda trigliseritlerin hidroliziyle aciga ¢ikan gliserol, hepatositlere AQP9 araciligiyla
alinmaktadir (Wakayama ve ark. 2014).

AQP9, PPARo’nin hedef genlerinden biridir. Bu yiizden 6zellikle karacigerde enerji
metabolizmasinin diizenlenmesinde 6nemli bir fonksiyona sahiptir (Caperna ve ark. 2007,
Hirako ve ark. 2015). Caperna ve ark. (2007) hiicre kiiltiiriinde yaptiklari ¢alismada, domuz
hepatositlerinde glukagon hormon seviyelerindeki artis ile orantili olarak AQP9 geninin
ekspresyon seviyelerinde artis tespit etmislerdir. Bununla birlikte insiilin varliginda AQP9
gen ekspresyonunda azalma goézlemislerdir. AQP9 ile insiilin arasinda negatif bir iligki
bulunmaktadir. AQP9-knockout farelerde normal beslenme siirecinde plazma gliserol ve
trigliserit diizeylerinde artis gozlenmistir. Beslenme yetersizliginde adip6z dokudan gliserol
salinmakta ve bu gliserol AQP9 araciligiyla hepatositler tarafindan alinarak
glikoneogenezde kullanilmaktadir.

AQP9 gen ekspresyon seviyesinin aglikta artarken, yiiksek enerjili beslenme
durumunda azaldig bildirilmektedir. Alkole bagli olmayan karaciger yaglanmasinda AQP9
ekspresyonundaki azalmanmn de novo trigliserit sentezinin azalmasma yol agabilecegi

diistiniilmektedir (Gregoire ve ark. 2015).

2.4. Protein Ekspresyonu

Karakterlerin olusumu DNA’da bulunan genetik bilginin proteine donisiimiiyle
miimkiindiir. DNA’dan transkribe olan mRNA, bu bilgiyi tasiyan aracit molekiildiir. Cesitli
RNA molekiilleri (tRNA, rRNA ve diger baz1t RNA’lar) ve enzimler (polimeraz, aminoagil
tRNA sentetaz gibi) sayesinde, mRNA’daki bilgi translasyona ugrayarak proteine

dontigmektedir. Baslama, uzama ve sonlanma asamalarindan olusan protein sentezi
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transkripsiyon, translasyon ve DNA modifikasyon mekanizmalar ile diizenlenmektedir.
Okaryotlarda protein sentezinin daha ¢ok post translasyonel mekanizmalarla kontrol edildigi
bildirilmektedir (Murray ve ark. 2004, Alberts ve ark. 2008).

RNA molekiillerine kiyasla oldukg¢a stabil olan proteinler bilimsel c¢alismalarda
cevresel degisikliklere bagli olarak verilen cevapta kontrol edilen parametrelerdendir.
Ozellikle gen ekspresyon calismalarinda hedef genden iiretilen protein miktarmin tespiti
onemlidir. Zira yakin gecmiste kesfedilen miRNA gibi RNA molekiilleri mRNA aktivitesini
durdurarak ilgili proteinin {iretimini engelleyebilmektedir. Bazen de iiretilen proteinin
katlanmasindaki ~ bozukluklar  gibi  faktorler —hedef proteinlerin  olusumunu
engelleyebilmektedir. Hiicre ve dokularda proteinlerin kantitatif olarak tespit edilmesinde
ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) ve Western Blotting gibi yontemler hedef
proteinlerin tespiti igin oldukea sik kullanilan yontemlerdir. Bu yontemlerle hedef dokudan
izole edilen proteinler spesifik antikorlar kullanarak tespit edilmektedir. Spektrofotometrik
olarak degerlendirilen sonuglar ilgili hiicre, doku ve organlarda aranilan protein hakkinda

bilgi verebilmektedir.

2.5. Biyokimyasal Parametreler

2.5.1. Glikoz

Glikoz temel enerji kaynagi olarak kullanilmasinin yani sira birgok molekiille
etkileserek metabolizmay1 diizenleyen bir molekiildiir. Diyetle aliman karbonhidratlarin
sindirimiyle olusan son {iriindiir. Fazla glikoz iskelet kas1 ve karacigerde glikojen seklinde
depolanmaktadir. Enerji metabolizmasinin kontroliinde rutin kullanilan bir parametredir

(Guyton ve ark. 2007, Triplitt 2012).
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2.5.2. insiilin

Beslenme sonrasi artan kan glikoz miktarina cevap olarak kana salinan insiilin,
etkisini hiicre membranlarinda bulunan kendisi i¢in 6zellesmis reseptorler araciligiyla
gostermektedir. Tokluk durumunda insiilin salinimimin artmasi, plazma glikoz seviyesini
kontrol altinda tutmaya yaramaktadir. Fazla glikoz glikojen halinde depo edilirken, kan
glikoz diizeyi diistiigiinde kana verilen insiilin miktar1 azalarak glukagon hormonu gibi diger
hormonlar devreye girmektedir. Boylece, glikojen halinde depolanan enerji hizla glikoza
yikilarak kan glikoz diizeyi yeniden yiikselmektedir (Guyton ve ark. 2007).

Insiilin iiretimi ve salinnmindaki bozukluklar ya da reseptdr diizeyinde verilen
cevaptaki bozukluklar enerji metabolizmasinin diizenlenmesinde bozukluklara yol
acmaktadir. Aclikta plazma insiilin seviyelerinin belirlenmesiyle metabolizma ve organlar
hakkinda bilgi sahibi olunabilmektedir. Bu yiizden enerji metabolizmasi ile ilgili yapilan

calismalarda 6nemli bir parametre olarak kullanilmaktadir (Guyton ve ark. 2007).

2.5.3. HDL (High Density Lipoprotein)

HDL, yiiksek yogunluklu lipoprotein olarak bilinen bir kolesterol ¢esididir. HDL nin
yaklasik  yarisim  apolipoproteinler, %20’sini  kolesterol, %15’ini  fosfolipitler
olusturmaktadir. HDL, dokulardaki kolesterolii alarak hidrofobik hale getirmekte ve
karacigere tasimaktadir. Karacigere kolesterol tasiyarak ateroskleroz gibi metabolik
hastaliklarda 6nleyici rol almasinin yani sira nitrik oksit gibi molekiillerin sentezini artirarak
damar sagliginin siirekliligini saglamaktadir. Ayrica apoptoz ve inflamasyon gibi
organizmada ¢ok 6nemli olan yolaklarda gorev almaktadir. Dolagimdaki HDL seviyeleri ile
kardiyovaskiiler rahatsizliklar arasinda ters bir iliski oldugu bilinmektedir. Diisiik HDL
seviyesi, yiiksek LDL (Low Density Lipoprotein) seviyesi ile birlikte seyrettigi durumlarda
aterosklerotik hastaliklar gelismektedir (Guyton ve ark. 2007, Eren ve ark. 2012).
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2.5.4. LDL (Low Density Lipoprotein)

LDL’ler, VLDL’lerin dolasimda trigliseritlerini yitirmesi ve kolesterolden zengin
hale gelmeleri ile olusan kolesterol tiirtidiir. Dokulara kolesterolii tasimakla gérevli ana
faktorler olan bu lipoproteinler okside hale doniistiiklerinde damar duvarina
yerlesmektedirler. Damar duvarina yerlesen okside LDL’ler ¢esitli sitokinlerin salinimina
ve damarlarda vazodilator etkili olan nitrik oksit sentezinin engellenmesine neden olmakta
bunun sonucunda damar sagligit bozulabilmektedir. Bdylece ateroskleroz gelisimi

tetiklenmektedir (Barter 2005).

2.5.5. VLDL

VLDL biiyiik oranda karacigerde sentezlenen bir lipoproteindir. Cok kii¢iik dansiteli
oldugu icin bu ismi almistir. Bu lipoprotein trigliseritlerin karacigerden diger dokulara
transferinden sorumludur. Yiiksek miktarda karbonhidrat iceren diyetlerle beslenmeye bagli
olarak VLDL partikiillerinde hem boyut olarak hem de miktar olarak artiy meydana
gelmektedir. Trigliserit bakimindan zengin olan (yaklasik %70) VLDL’de lipoprotein lipaz
enzimi ile trigliseritler serbest yag asitlerine doniistiiriilmekte ve bu yag asitleri periferal
dokularda enerji kaynagi olarak kullanilmaktadir (Barter 2005).

Hedef hiicreye ulasan VLDL’ler par¢alandiginda aciga cikan kolesterol hiicre zari
gibi hiicre komponentlerinin yapisina katilir (Kiigiikkaya 2008). Dolagimdayken trigliserit
icerigini  giderek kaybeden bu lipoproteinler o6nce IDL (Intermedier Dansito

Lipoprotein)’lere daha ileriki agsamalarda LDL’lere doniisiirler (Guyton ve ark. 2007).

2.5.6. Kolesterol
Baz1 vitaminler ve hormonlarin 6n maddesi olan kolesterol, hiicre membran

yapisinda bulunan yapisal bir molekiildiir. Kolesteroliin iiretimi SREBP’ler ile yakindan

iligkilidir. Karacigerden safra araciligiyla atilan kolesteroliin bir kism1 ince barsak tarafindan
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alir. Viicutta fazla oldugunda safra kesesinde kristalleserek safra tasi olusumuna neden
olabilmektedir ve biiyiik oranda endojen olarak karacigerde iiretilmektedir.

Lipidler suda ¢oziinmeyen molekiiller oldugu i¢in kolesterol ve trigliseritler viicutta
lipoproteinler seklinde tasinmaktadirlar. Total kolesterol terimi kanda bulunan lipoprotein
tabiatindaki HDL, LDL, IDL ve VLDL kolesteroliin toplamini tanimlamaktadir.
Lipoproteinler, lipid ve proteinlerin birlesmesiyle olusan ve apoliproteinler olarak anilan
molekiillerdir. Apoprotein igeriklerine, biiylikliiklerine, lipid miktarlarina ve yogunluklarina
gore siniflandiran bu molekiiller silomikronlar, HDL, VLDL, IDL ve LDL’dir (Forti ve ak.
2006).

2.5.7. Trigliserit

Ucg yag asidi ve bir gliserol molekiiliiniin bir araya gelmesiyle olusan trigliseritler
diyetle alindiklarinda safra asitleri ve lipaz enzimi ile hidrolize olurlar. ince barsaklardan
silomikronlar halinde tasinan trigliseritler karacigerde endojen kaynakli iiretildiklerinde
dokulara dolasimla VLDL seklinde verilirler. Ihtiyag durumunda kullanilmak iizere adipdz
dokuda depolanan bu molekiillerin asir1 artmast metabolik aktivitenin bozulmasina ve buna
bagli olarak bir¢ok metabolik hastaligin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (Guyton ve ark.

2007).

2.5.8. ALT (Alanin Aminotransferaz)

GPT (Glutamat Pirlivik Transaminaz) olarak da bilinen ALT, en ¢ok karacigerde
olmakla birlikte iskelet kasi, kalp kas1 ve bobrek dokusunda bulunan bir enzimdir. Asil
gorevi L-alanin ve glutamat arasindaki amino gruplarinin transferini katalizlemek olan bu
enzimin plazmada artis1 karaciger fonksiyonlarinda meydana gelen bozuklugun gostergesi
olarak degerlendirilmektedir. Sitozolik bir enzim olan ALT, hepatositlerin nekroze olmasi
sonucu sekillenebilmekle birlikte nekrozla sonuglanmayan ancak hiicre hasari olan

durumlarda da yiiksek olabilmektedir (Ersoy 2012).
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2.5.9. AST (Aspartat Aminotransferaz)

AST hem sitozolik hem de mitokondriyal bir enzimdir. Iskelet kas1 gibi dokularda
da bulunmakla birlikte daha ¢ok karaciger spesifik olan bu enzimde meydana gelen artis
hepatositlerdeki hasar hakkinda fikir vermektedir. Alkole bagli olmayan karaciger
yaglanmasinda AST/ALT oraninin 1’den biiyilk olmasi karacigerde ileri fibrozis
olustugunun Ve siroza doniisiimiin gostergesi olarak bildirilmektedir (Malnick ve ark. 2003).

Karaciger hasar tespitinde oncelikli 6neme sahip enzimler ALT ve AST’dir. Ciddi
hastaliklarda mitokondri membran hasarina bagli olarak mitokondrial AST salinimi
artmakta ve AST/ALT orani yiikselmektedir. Ayr1 ayri degerlendirildiginde karaciger
fonksiyonlar1 hakkinda fikir verebilen bu enzimlerin oranlarinin degerlendirilmesi hasarin
kaynaginin bulunmasinda olduk¢a 6nemlidir. Baz1 ¢aligmalarda AST/ALT oraninin 1,5’ten

biiyiik olmast durumunda hasarin kaynagi olarak alkol gosterilmektedir (Li ve ark. 2004).

2.5.10. GGT (Gamma Glutamil Transferaz)

Hiicre membraninda bulunan bir glikoprotein olan GGT, gamma-glutamil transferini
katalizleyen bir enzimdir. Daha ¢ok alkole bagli gelisen karaciger yaglanmasinin
degerlendirilmesinde kullanilan bir parametre olmakla birlikte diyabet, pankeras hasari,
hiperlipidemi, tiroid bezi bozukluklari, kalp ve bobrek hastaliklar: ve obezite gibi bir¢cok
hastalikta GGT miktarinda artis olabilmektedir. Plazma GGT seviyesi degerlendirilirken
ALT ve AST enzimleriyle birlikte degerlendirilmesi, sonuglarin daha dogru yorumlanmasi

bakimindan 6nemlidir (Malnick ve ark. 2003).

2.6. Karaciger Histopatolojisi

Histopatoloji gesitli gevresel faktorler sonrasi ilgili doku ya da organlarda meydana
gelen patolojik degisiklikleri hiicresel diizeyde inceleyen bir bilim dalidir. Karaciger dokusu

diyet, egzersiz, metabolik aktivite gibi faktorlere bagli olarak inflamasyon, yaglanma,

dejenerasyon ve nekroz gibi degisikliklerle patoloji gostermektedir. Bu organda beslenmeye
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bagli olusan degisikliklerin histolojik diizeyde degerlendirilmesi ile organ hakkinda daha
fazla bilgi sahibi olunabilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda yag ve karbonhidrat kaynaklarinin
karacigerde meydana getirdigi bozuklugu degerlendirmek icin histopatolojik yontemler
kullanilmakta ve karaciger dokusu mikroskobik diizeyde degerlendirilerek metabolik

aktivite hakkinda fikir sahibi olunabilmektedir (Ackerman ve ark. 2005, Vila ve ark. 2011).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deneme Gruplar ve Besleme Periyodu

Bu ¢alisma Mustafa Kemal Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (MKU-
HADYEK)’ndan 31.03.2016 tarihli toplantida 2016/2-8 karar numarasi ile etik olarak
onaylanmigtir (EK-1). Hayvanlar Mustafa Kemal Universitesi Deneysel Arastirmalar
Uygulama ve Arastirma Merkezi (MKU DAM) biinyesinde barmdirilmistir. Calismada
yaklagik 3 aylik yasta (10-12 haftalik) Wistar Albino irki erkek ratlar kullanilmistir. Ratlar
her grupta 8 tane olacak sekilde 4 gruba (K: Kontrol grubu, Y: Yag grubu, S: Siikkroz grubu
ve F: Fruktoz grubu) ayrilarak (n=8), deney protokoliine baslamadan 6nce 1 hafta siire ile
cevre sartlarina aligtirmaya tabi tutulmuslardir. Gruplar, ratlarin canli agirlik ortalamalari
bakimindan istatiksel fark olmayacak sekilde olusturulmustur (p>0,05). Calisma boyunca
ortamdaki 151k 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik (07:00-19:00 aydinlik, 19:00-07:00
karanlik), nem oran1 %55 ve ortam sicakligi 21+2 °C olacak sekilde diizenlenmistir.
Hayvanlar polikarbonat malzemeden olusan seffaf kafeslerde her kafeste 4 rat olacak sekilde
barindirilmistir. Calisma periyodu boyunca biitiin ratlar sabah ve aksam olmak {izere glinde

en az 2 kez kontrol edilerek, yem ve su ad libitum ve taze olarak tiiketimi saglanmigtir
(Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Gruplarda kullanilan rasyonlarin enerji miktarlar

Enerji Kaynag: K Y S F
Yem 2600 kcal/kg 3600 kcal/kg 2600 kcal/kg 2600 kcal/kg
Su 0 kcal/ml 0 kcal/ml 1 kcal/ml 1 kcal/ml

K: Kontrol Grubu, Y: Yag Grubu, S: Siikroz Grubu, F: Fruktoz Grubu
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Deneme gruplarinda yer alan ratlarin alacaklar1 giinliik enerji miktarlari, yagsam pay1
gereksinimlerine gore esit olarak planlanmistir (Cizelge 3.1), (National Research Council
1995). K, S ve F gruplarindaki ratlara 2600 kcal/kg ME (Metabolik Enerji)’li pellet yem
(Bil-Yem, Ankara), Y grubundaki ratlara ise 3600 kcal’kg ME’li yag ilaveli pellet yem
verilmistir (Cizelge 3.2). Bu yemdeki yliksek enerji aycicek yagindan saglanmistir. Yagh
yemler ratlara sunulmadan 3 giin dnce taze olarak hazirlanmis ve +4 °C’de muhafaza
edilmistir. S ve F gruplarina giinliik hazirlanan ve ml’sinde 1 kcal ME bulunan siikrozlu ve
fruktozlu su verilmistir (yaklasik %27°lik ¢ozelti seklinde). Ratlar 3 aylik besleme periyodu
boyunca, 14 giin araliklarla tartilmis ve tiiketilen toplam yem ve su miktarlar1 periyodik
olarak kaydedilmistir.

Cizelge 3.2. Temel rasyon ve yagli rasyon igerikleri

Temel Rasyon Yagh Rasyon

Metabolik Enerji (kcal/kg) 2600 3600
Kuru Madde (%) 88,4 82

Ham Protein (%) 22,5 22,3
Ham Seliiloz (%) 8,1 7,23
HCL’de Céziinmeyen Kiil (%) 1,05 0,90
Yag (%) 3,15 13,5
NaCl (%) 0,45 0,45

Besleme donemi sonunda, ratlar 6tenazi edilecekleri giin 12 saat a¢ birakilmis ancak
onlerinden su hi¢ ¢ekilmemistir. Otenazi, anestezi altinda (80 mg/kg Ketamine ve 12 mg/kg
Xylazine, 1P) kalpten kan alma yontemi ile uygulanmistir. Alinan kanlarin plazmalari
toplanarak biyokimyasal analizler igin -86 °C’de saklanmistir. Gen ve protein ekspresyonu

icin karaciger ve kas dokular1 (sol bacak M. Gluteus) hizli bir sekilde alinarak sivi azotta
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dondurulduktan sonra -86 °C’de depolanmustir. Histopatolojik incelemeler i¢in alinan

karaciger ornekleri %10’luk formolde tespit edilmistir.

3.2. RNA izolasyonu

Ornekler -86 °C’den cikarilarak her ornekten yaklasik 50 mg doku almmustir.
RNaz/DNaz igermeyen steril tiiplere alinan orneklerden ¢oziinmeleri beklenmeden TRI-
Reagent kit protokoliine gore (Sigma-Aldrich, USA, Kat. No: T9424) total RNA izolasyonu
yapilmistir. Orneklerden izole edilen total RNA nin saflik ve konsantrasyonu niikleikasit
Olcer (Merinton SMA-1000) ile degerlendirilmistir. Yeterli saflik ve konsantrasyonda olan
total RNA’lar, kalite kontrolii amaciyla %]1°lik agaroz jel elekroforezinde 100 V’de yaklasik
25 dakika kosturulmustur. Azeo/A2g0 orani >1.7 olan ve agaroz jel elektroforezinde 28S ve
18S bant biitiinliikleri yoniinden uygun olan 6rnekler, cDNA’ya doniistiiriilmiistiir. Uygun

olmayan ornekler i¢cin dokudan RNA izolasyon islemi tekrar edilmistir.

3.3. cDNA Sentezi

Ornekler olast DNA kontaminasyonuna kars1 DNaz (DNase |, RNase free, Thermo
Fisher Scientific, USA, Kat. No: EN0521) ile muamele edilerek cDNA sentez protokoliine
gecilmistir. cDNA sentezi, ilgili kit protokoliine (Revertaid First Strand cDNA Synthesis
Kit, Thermo Fisher Scientific, USA, Kat. No: K1622) gore yapilmistir. Thermal cycler kit
protokolii geregi 42 °C’de 60 dakika, 25 °C’de 5 dakika ve 70 °C’de 5 dakika olacak sekilde
diizenlenmistir. ¢cDNA sentez reaksiyonu sonrasi orneklerin son hacmi DEPC’li (Diethyl

Pyrocarbonate) suile 100 ul’ye tamamlanmuistir.

3.4. RT-qPCR Uygulamasi

Kalip olarak kullanilan cDNA’lar PPARa, LXRa, ChREBP, SREBP-1c ve AQP9
genlerinin ekspresyon profilleri i¢in SYBR Green boya igeren ticari kit (Maxima SYBR
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Green/ROX gPCR Master Mix, Thermo Scientific, Kat. No: K0222) ile RT-qPCR’da
(Rotor-Gene Q, QIAGEN) analiz edilmistir. ilgili genleri ¢ogaltmak i¢in kullanilan Forward
ve Reverse primer dizileri BLAST (BLAST, NCBI) programi ile kontrol edildikten sonra
kullanilmustir (Cizelge 3.3). RT-qPCR protokolii 95 °C’de 10 dakikalik denatiirasyon sonrasi
95 °C’de 15 saniye, 60 °C’de 60 saniye, 72 °C’de 30 saniye ve 40 siklus olacak sekilde
diizenlenmistir. internal kontrol olarak PPIA (Cyclophilin A) geni kullanilmustir.

Cizelge 3.3. Gen primerlerinin Forward ve Reverse dizileri

Genler Erisim No* Forward ve Reverse Primer Dizileri B¢** Kaynak
F: 5-CAGACAAAGTTCCAAAGACAGCA-3’ (Santos
PPIA 1N'¥|—01710 117 ve ark.
' R: 5>-CACCCTGGCACATGAATCCT-3’ 2016)
5 , (Prabha
F: 5>-TAATTTGCTGTGGAGATCGGC-3
NM_01319 kar ve
PPARa 6.1 140 ark
' R: 5>-TTGAAGGAGTTTTGGGAAGAGAA-3’ 2016)
) , (Moham
F:5- CCTGATGTTTCTCCTGACTC-3 .
NM_03162 madi ve
LXRa 79 147 ark
' R: 5’- TGACTCCAACCCTATCCTTA-3’ 2013')
F: 5’-CGGGACATGTTTGATGACTATGTC-3’ (He ve
ChREBP ’2\”1/'—13355 86 ark.
' R: 5’-AATAAAGGTCGGATGAGGATGCT-3’ 2004)
F: 5>-GCAACACTGGCAGAGATCTACGT-3’ (He ve
NM_00127
SREBP-1c 6707 1 104 ark.
' R: 5>-TGGCGGGCACTACTTAGGAA-3’ 2004)
F: 5’-CCCAGTTTTTGGGAGCCTTT-3’ (Jesus
AQP9 g‘ EA—OZZ% 97 ve ark.
' R: 5’-CCTACGACGAGCAGTTTTCC-3’ 2014)

*: NCBI Genbank Erisim Numarasi, **: Baz Cifti, Uriin Biiyiikl{igii
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RT-qPCR fiirtinleri % 1,5’luk agaroz jel elektroforezinde 100 V’da yaklasik 40 dk
kosturularak dogru genin amplifiye edildigi kontrol edilmistir. Elektroforez agamasinda

markdr olarak 100-1000 bp’lik DNA ladder kullanilmistir.

3.5. ELISA Uygulamasi

Calismada karaciger ve kas dokularinda PPARa, LXRa, ChREBP, SREBP-1c ve
AQP9 hedef genlerinden translasyona ugrayan proteinlerin miktar tayini rat igin spesifik
olan ELISA Kkitleri (SunRed Bio, China) ile belirlenmistir. Daha sonra ayni 6rneklerde
Lowry metoduna (Lowry ve ark. 1951) gore total protein analizi yapilarak ilgili genlerin
kodladig1 protein miktarlar1 karaciger ve kas dokularindaki total proteine oranlanarak

belirlenmistir.

3.6. Biyokimyasal Parametreler

Biyokimyasal parametreler hizmet alimi ile otoanalizorde (Architect c8000
Chemistry Analyser, Abboott Laboratories) belirlenmistir. Ratlarin plazma insiilin seviyeleri

ise rat spesifik (Sunred Bio, China) ticari kit tizerinden ELISA yontemi ile dl¢lilmiistiir.

3.7. Histopatoloji

Formalinde tespit edilen dokulardan yaklagik 5 pum kalinhiginda alinan kesitler
ksilolde deparafinize edilip sirasiyla 100, 96, 80 ve 70’lik alkol serilerinden gegcirilmistir.
Daha sonra Hematoksilen Eozin (H&E) yontemi ile boyanarak (Luna 1968) doku kesitleri
151k mikroskop altinda (Olympus CX31) incelendikten sonra mikrofotograflari (Olympus
DP12) alinmustir.

Karaciger dokusundaki histopatolojik degisiklikler; yangi, yaglanma, pasif hiperemi
ile birlikte dejeneratif ve nekrotik degisiklikler bakimindan degerlendirilmistir.

Histopatolojik bulgular asagidaki kriterlere gore degerlendirilmistir:
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Derece 0: Histopatolojik degisiklik % 5’in altinda.

Derece 1: Tiim alanin %S5 ile %33’{ arasinda meydana gelen hafif histopatolojik
degisiklikler.

Derece 2: Tiim alanin %33 ile %66°s1 arasindaki alanda meydana gelen orta derecede
histopatolojik degisiklikler.

Derece 3: Tim alanin %66’sindan daha fazla alanda meydana gelen agir

histopatolojik degisiklikler.

3.8. istatiksel Analiz

Istatistiksel hesaplamalar SPSS 22.0 (SPSS 2013) paket programi ile
gerceklestirilmistir. Gruplar arasi istatistiksel farklilik One Way ANOVA ile belirlenerek,
P<0,05 anlaml kabul edilmistir. Gruplar aras1 farkliliklar Tukey testi ile analiz edilmistir.

Gen ekspresyon sonuglari 244 yontemiyle belirlenerek kat degisimi olarak
hesaplanmistir (Livak ve Schmittgen 2001). Histopatolojik bulgulardaki skor ortalamalari

Tepe Degeri olarak alinmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Enerji Tiiketimi ve Canh Agirhik Degisimi

Gruplardaki hayvanlarin yem, su ve enerji tiiketimleri ile birlikte canli agirliklar1 2
haftalik periyotlarla 13 hafta boyunca olgiilmiistiir. K (Kontrol), Y (Yag), S (Siikroz) ve F
(Fruktoz) gruplarindaki hayvanlarin canli agirlik ortalamalar1 c¢alisma baglangicinda
sirastyla 227,13+11,88, 217,00+3,39, 217,88+5,76 ve 228,63+12,71 (P>0,05) gram
olmustur. Canli agirliklar arasindaki anlamli farklilik ilk olarak 3. hafta sonunda tespit
edilmistir (278,84+10,84%, 265,68+4,04°, 273,98+8,34%, 314,51+15,62%, P<0,05). Bu
farkliligin ¢alisma sonuna kadar devam ettigi goriilmiistiir (Sekil 4.1, Cizelge 4.1).

Gruplarda bulunan ratlarin aldiklar1 ortalama metabolik enerji (kcal) galisma sonuna
kadar Ol¢iilmiistiir (Sekil 4.2). Calisma siiresince alinan enerji miktarlar1 kaydedilerek
Cizelge 4.1 ve Sekil 4.2°de gosterilmistir. Kontrol grubundaki hayvanlarin ortalama aldiklar
enerji 3. haftada en fazlaya ulasmis diger haftalarda ise 500 kcal civarinda olmustur. Gruplar
arasinda canli agirlik farkinin olusmaya basladigi 3. haftada en fazla kalori tiiketimi K
grubunda olurken, ¢alisma sonunda en fazla kalori alim1 Y grubunda oldugu goriilmiistiir.
Diger biitiin haftalarda en fazla kalori alim1 F grubunda olmustur.

Calisma boyunca ratlarin aldiklar1 haftalik ortalama enerji K, Y, S ve F gruplarinda
sirastyla 527,97+23,16 603,92+9,58% 584,06+20,39%° ve 635,71+11,512 kcal/rat olurken
(P<0,01), yemden alinan enerji 527,97+23,16°% 603,92+9,58% 174,84+8,45% ve
241,85+12,21° kcal/rat olmustur (P<0,001). S ve F gruplarinda siikrozlu ve fruktozlu
sulardan alinan enerji ise sirasiyla 409,22+14,37 ve 393,86+10,08 kcal/rat olarak
belirlenmigtir. Haftalik tiiketilen ortalama yem miktar1 bakimindan K, Y, S ve F gruplarn
sirastyla 203,068,918, 167,76+2,66°, 67,24+3,25¢ ve 93,02+4,70° g/rat iken, haftalik
tilketilen ortalama su miktart 349,27+20,17°%, 300,11+14,12°, 409,22+14,37% ve
393,86:+10,08% ml/rat olmustur. Ayrica gruplardaki ratlarin karaciger agirlik ortalamalari
sirastyla 10,19+0,58°, 11,19+0,32°, 11,304+0,39° ve 15,90+1,52% g olarak belirlenmistir
(P<0,001), (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1 Besleme periyodu boyunca gruplardaki canli agirlik, toplam alinan enerji, tiikketilen yem ve su miktarlar1 ( < + sx )

Beslenme Periyodu K Y S F P
Baslangi¢ (0. Hafta)  Canh agirhik (g) 227,13 +11,88 217,00 + 3,39 217,88 £5,76 228,63 £ 12,71 >0,05
Canh agirhk (g) 247,00 £ 9,80 234,63 £3,31 246,25 + 7,25 269,25 + 13,43 >0,05
Toplam alinan enerji (kcal/rat/hafta) 479,27 618,80 655,11 670,16
Yemden alinan enerji (kcal/rat/hafta) 479,27 618,80 212,33 285,71
1. Hafta Sudan alinan enerji (kcal/rat/hafta) - - 442,78 384,44
Haftalik tiiketilen yem (g/rat) 184,33 171,89 81,67 109,89
Haftalik tiiketilen su (ml/rat) 238,89 222,22 442,78 384,44
Canh agirhk (g) 278,84 £10,84% 265,68 £4,04> 273,98 +8,34® 314,51 + 15,622 <0,05
Toplam alinan enerji (kcal/rat/hafta) 662,48 635,04 595,38 610,31
Yemden alinan enerji (kcal/rat/hafta) 662,48 635,04 197,05 256,42
3. Hafta Sudan alinan enerji (kcal/rat/hafta) - - 398,33 353,89
Haftalik tiiketilen yem (g/rat) 254,80 176,40 75,79 98,62
Haftalik tiiketilen su (ml/rat) 323,33 284,44 398,33 353,89
Canl agirhk (g) 298,13 +10,30> 288,95+3,92°  292.85+10,15° 344,78 + 18,552 <0,01
Toplam alinan enerji (kcal/rat/hafta) 519,28 625,40 627,39 669,09
Yemden alinan enerji (kcal/rat/hafta) 519,28 625,40 174,06 278,32
5 Hafta Sudan alinan enerji (kcal/rat/hafta) - - 453,33 390,78
Haftalik tiiketilen yem (g/rat) 199,72 173,72 66,94 107,04
Haftalik tiiketilen su (ml/rat) 364,44 307,22 453,33 390,78
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Cizelge 4.1 devam. Besleme periyodu boyunca gruplardaki canli agirlik, toplam alinan enerji, tiiketilen yem ve su miktarlari (< + sx )

Canh agirlik (g) 319,76 + 10,40° 312,64 £5,01°  308,39+10,74> 372,53 + 19,30° <0,01
Toplam alinan enerji (kcal/rat/hafta) 527,40 566,52 574,65 647,78
Yemden alinan enerji (kcal/rat/hafta) 527,40 566,52 166,31 237,78
7 Hafta Sudan alinan enerji (kcal/rat/hafta) - - 408,33 410,00
Haftalik tiiketilen yem (g/rat) 202,84 157,37 63,97 91,46
Haftalik tiiketilen su (ml/rat) 388,33 328,33 408,33 410,00
Canh agirlik (g) 333,06 +9,29° 330,23 +4,80° 326,20+ 10,96° 393,05 +22,412 <0,01
Toplam alinan enerji (kcal/rat/hafta) 505,93 584,48 522,78 623,41
9 Hafta Yemden alinan enerji (kcal/rat/hafta) 505,93 584,48 151,12 212,85
Sudan alinan enerji (kcal/rat/hafta) - - 371,67 410,56
Haftalik tiiketilen yem (g/rat) 194,59 162,36 58,12 81,87
Haftalik tiiketilen su (ml/rat) 388,89 315,56 371,67 410,56
Canl agirhik (g) 346,96 £ 10,57° 349,70 £ 5,72b 343,66 + 9,25° 409,45 £ 23,792 <0,01
Toplam alinan enerji (kcal/rat/hafta) 497,44 612,24 506,34 587,89
11 Hafta Yemden alinan enerji (kcal/rat/hafta) 497 .44 612,24 154,12 214,56
Sudan alinan enerji (kcal/rat/hafta) - - 352,22 373,33
Haftalik tiiketilen yem (g/rat) 191,32 170,07 59,28 82,52
Haftalik tiiketilen su (ml/rat) 370,00 327,22 352,22 373,33
Canl agirhik (g) 356,56 £ 12,010 360,40 £ 7,59° 356,28 £9,57° 423,15 £26,132 <0,05
Toplam alinan enerji (kcal/rat/hafta) 503,98 584,98 606,75 641,32
13. Hafta Yemden alinan enerji (kcal/rat/hafta) 503,98 584,98 168,86 207,32
Sudan alinan enerji (kcal/rat/hafta) - - 437,89 434,00
Haftalik tiiketilen yem (g/rat) 193,84 162,49 64,94 79,74
Haftalik tiiketilen su (ml/rat) 371,00 315,78 437,89 434,00
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Cizelge 4.1 devam. Besleme periyodu boyunca gruplardaki canl agirlik, toplam alinan enerji, tiiketilen yem ve su miktarlari (< + sx )

Alinan enerji (kcal/rat/hafta) 527,97+23,16° 603,92+9,582 584,06+20,39% 635,71+11,512 <0,01
Yemden alinan enerji (kcal) 527,97+23,16° 603,92+9,588 174,84+8,459 241,85+12,21¢ <0,001
(()(Slr?,’[a:;%a; Sudan alinan enerji (kcal) - - 409,22+14,372 393,86+10,082 <0,001
Haftalik tiiketilen yem (g/rat) 203,06+8,912 167,76%2,66° 67,2443,25¢ 93,02+4,70° <0,001
Haftalik tiiketilen su (ml/rat) 349,27+20,17%¢ 300,11+14,12°¢ 409,22+14,372 393,86+10,082 <0,001
Karaciger Agirhgi (g) 10,19 + 0,58 11,19+ 0,32° 11,30 £ 0,39° 15,90 + 1,528 <0,001
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Sekil 4.2. Haftalik alinan ortalama metabolik enerji (kcal)
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4.2. Total RNA izolasyonu Bulgulari

Karaciger ve kas dokularindan izole edilen total RNA’lar niikleikasit 6lger (Merinton
SMA 1000) ile saflik ve konsantrasyon bakimindan degerlendirilmistir (Cizelge 4.2 ve 4.3).
Yeterli saflik ve konsantrasyonda olan drnekler agaroz jel elektroforezinde kosturularak UV-
transilluminator ile goriintiilenmis, 28S ve 18S rRNA bantlar1 degerlendirilerek biitiinliik ve

kalite bakimindan kontrol edilmistir (Sekil 4.3-10).

Cizelge 4.2. Karaciger ve kas dokularindan izole edilen total RNA’nin konsantrasyon ve saflik degerleri

(YiSi)

. Gruplar
Doku Ozellik
K Y S F
Konsantrasyon
503,15+84,87 514,25+115,72 450,87+80,23 748,00+135,97
. (ng/pl)
Karaciger
Safhik
1,98+0,01 1,99+0,01 1,99+0,01 1,98+0,01
(Azs0/ Azs0)
Konsantrasyon
231,84+45,37 255,41£37,62 335,83+54,86 423,84+58,87
(ng/pl)
Kas
Saflik
1,76+0,01 1,75+0,01 1,78+0,02 1,83+0,02
(Az60/A2g0)

K: Kontrol Grubu, Y: Yag Grubu, S: Stikroz Grubu, F: Fruktoz Grubu

o G e B

Sekil 4.3. Kontrol grubundaki ratlarin karaciger dokularindan izole edilen total RNA goriintiileri.
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Sekil 4.4. Yag grubundaki ratlarin karaciger dokularindan izole edilen total RNA goriintiileri.

Sekil 4.5. Siikroz grubundaki ratlarin karaciger dokularindan izole edilen total RNA goriintiileri

Sekil 4.6. Fruktoz grubundaki ratlarin karaciger dokularindan izole edilen total RNA goriintiileri
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Sekil 4.7. Kontrol grubundaki ratlarin kas dokularindan izole edilen total RNA goriintiileri
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Sekil 4.8. Yag grubundaki ratlarin kas dokularindan izole edilen total RNA gorintiileri
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Sekil 4.9. Siikroz grubundaki ratlarin kas dokularindan izole edilen total RNA goriintiileri
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Sekil 4.10. Fruktoz grubundaki ratlarin kas dokularindan izole edilen total RNA goriintiileri

4.3. RT-qPCR Sonugclari ve Gen Ekspresyonu Bulgulari

Karaciger ve kas dokularindan izole edilen total RNA’lar cDNA’ya
doniistirildikten sonra PPARa, LXRa, ChREBP, SREBP-1c ve AQP9 genlerinin
ekspresyon seviyeleri belirlenmistir. Referans gen olarak PPIA kullanilmistir. RT-qPCR
reaksiyonu sonrasi biitiin 6rnekler i¢in erime egrisi (melting curve) analizi yapilmistir.

Karaciger dokularinda hedef genlere ait Ct ve Erime Egrisi (Melting Curve) grafikleri
Sekil 4.11-22°de verilmistir.
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Sekil 4.11. PPIA geninin karaciger dokularindaki Ct grafigi
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Sekil 4.12. PPIA geninin karaciger dokularindaki erime egrisi grafigi
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Sekil 4.13. PPARa geninin karaciger dokularindaki Ct grafigi
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Sekil 4.14. PPARa geninin karaciger dokularindaki erime egrisi grafigi
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Sekil 4.15. LXRa geninin Karaciger dokularindaki Ct grafigi
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Sekil 4.16. LXRa geninin karaciger dokularindaki erime egrisi grafigi
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Sekil 4.17. ChREBP geninin karaciger dokularindaki Ct grafigi
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Sekil 4.18. ChREBP geninin karaciger dokularindaki erime egrisi grafigi
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Sekil 4.19. SREBP-1c geninin Karaciger dokularindaki Ct grafigi
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Sekil 4.20. SREBP-1c¢ geninin karaciger dokularindaki erime egrisi grafigi
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Sekil 4.21. AQP9 geninin Karaciger dokularindaki Ct grafigi
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Sekil 4.22. AQP9 geninin karaciger dokularindaki erime egrisi grafigi

Karaciger dokularindaki gen ekspresyon sonuglart Cizelge 4.3’te verilmistir.
Sonuglar PPIA referans genine gore normalize edilmis, kontrol grubuna gore kat degisimi
olarak gosterilmistir.

Deneme gruplarinda kontrol grubuna gore PPARa gen ekspresyonu bakimindan
anlaml bir artig tespit edilmemistir. LXRa gen ekspreyonu biitiin deneme gruplarinda
yaklagik 2 kat artmistir. Bununla birlikte istatistiksel olarak énemli artisin sadece S ve F
gruplarinda oldugu gorilmistiir (P<0,05). ChREBP gen ekspresyonu F grubunda yaklasik
bir bucuk kat ifade edilmistir. SREBP-1¢ tiim deneme gruplarinda kontrol grubuna gore
yaklasik 4 kat fazla ifade edilmistir (P<0,05). AQP9 gen ekspresyon seviyeleri ise S ve F
gruplarinda bir buguk kattan fazla ifade edilmistir (P<0,05), (Sekil 4.23).
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Cizelge 4.3. Karaciger dokularinda PPARa, LXRa, ChREBP, SREBP-1c ve AQP9 genlerinin kontrol grubuna
gore kat degisimleri (X +sx )

Y S F
Genler Kat Kat Kat
P P P

Degisimi Degisimi Degisimi
PPAR« 0,76+0,11 >0,05 0,71+0,1 >0,05 0,76+0,17  >0,05
LXRa 1,94+0,49  >0,05 1,87+0,30 <0,05 2,01£0,29 <0,01
ChREBP 1,41+0,24  >0,05 0,95+0,18 >0,05 1,66+£0,45  >0,05
SREBP-1c  4,52+1,25  <0,05 4,05+1,11 <0,05 3,85£1,04  <0,05
AQP9 1,44+£0,23  >0,05 1,75+0,18 <0,01 1,80+0,20 <0,01

Y: Yag Grubu, S: Siikroz Grubu, F: Fruktoz Grubu
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Sekil 4.23. Karaciger dokularinda PPARa, LXRa, ChREBP, SREBP-1c ve AQP9 gen ekspresyon seviyeleri
(PPIA referans geni ile kontrol grubuna gore normalize edilen kat degisimleri, *: p<0,05, **:p<0,01).
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Kas dokularindan ¢aligilan genlere ait Ct ve Erime egrisi grafikleri Sekil 4.24-35’da

verilmigtir.
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Sekil 4.24. PPIA geninin kas dokularindaki Ct grafigi
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Sekil 4.25. PPIA geninin kas dokularindaki erime egrisi grafigi
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Sekil 4.26. PPARa geninin kas dokularindaki Ct grafigi
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Sekil 4.27. PPARa geninin kas dokularindaki erime egrisi grafigi
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Sekil 4.28. LXRa geninin kas dokularindaki Ct grafigi
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Sekil 4.29. LXRa geninin kas dokularindaki erime egrisi grafigi
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Sekil 4.30. ChREBP geninin kas dokularindaki Ct grafigi

T T T T
65 70 75 80 8s 90 8s
°Cc

Sekil 4.31. ChREBP geninin kas dokularindaki erime egrisi grafigi

56



MNorm. Fluoro.
e e e e =
> (+2] [*:] o N

@
N
.

0.0 { Theeshoidhe :

Sekil 4.32. SREBP-1c geninin kas dokularindaki Ct grafigi
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Sekil 4.33. SREBP-1c geninin kas dokularindaki erime egrisi grafigi
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Sekil 4.34. AQP9 geninin kas dokularindaki Ct grafigi
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Sekil 4.35. AQP9 geninin kas dokularindaki erime egrisi grafigi

Kas dokudaki PPARo, LXRa, ChREBP, SREBP-1c ve AQP9 genlerine ait
ekspresyon seviyeleri Cizelge 4.4’te gosterilmistir.

Kas dokuda deneme gruplarinda kontrol grubuna goére PPARa gen ekspresyonunda
anlamli bir degisiklik olmazken F grubunda ortalama 1,76’lik bir artis tespit edilmistir.
LXRa gen ekspresyon seviyelerinde kontrol grubuna gore F grubunda LXRa gen ekspresyon
seviyesi yaklasik 2 kat (1,77+0,30) artig tespit edilmistir (P<0,05). Kas dokuda SREBP-1c
gen ekspresyon seviyeleri yiiksek enerjili gruplardan Y ve S grubunda K grubuna benzer
olurken F grubunda yaklagik 3 kat fazla ifade edilmistir (P<0,05). AQP9 gen ekspresyon

seviyelerinde yiiksek enerjili beslemeye bagli olarak anlamli bir degisim tespit edilmemistir.
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Cizelge 4.4. Kas dokularinda PPARa, LXRa, ChREBP, SREBP-1c ve AQP9 genlerinin kontrol grubuna gore
kat degisimleri (X + sx )

Genler Kat Kat Kat

Degisimi Degisimi Degisimi

PPARa 1,30+0,48 >0,05 0,77+0,28 >0,05 1,76+£0,49  >0,05

LXRa 0,96+0,29 >0,05 0,73+0,27 >0,05 1,77+£0,30  <0,05

ChREBP 0,87+0,35 >0,05 0,44+0,10 >0,05 1,33+0,46  >0,05

SREBP-1c 0,85+0,32 >0,05 1,11+0,28 >0,05 2,71+£0,56  <0,05

AQP9 1,25+0,33 >0,05 0,78+0,35 >0,05 1,49+0,43  >0,05

Y: Yag Grubu, S: Siikroz Grubu, F: Fruktoz Grubu
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Sekil 4.36. Kas dokularinda PPARa, LXRa, ChREBP, SREBP-1c ve AQP9 gen ekspresyon seviyeleri (PPIA
referans geni ile kontrol grubuna gore normalize edilen kat degisimleri, *: p<0,05).
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RT-qPCR uygulamasindan sonra elde edilen {iriinler dogrulama amaciyla %1,5’luk
agaroz jel elektroforezinde 110 V’de yaklasik 40 dk kosturulmustur. Karaciger ve kas
dokularinda caligilan genlerin RT-qPCR firiinlerine ait jel goriintiileri Sekil 4.37-48de

verilmistir.

Sekil 4.37. PPIA geninin karaciger dokularindan elde edilen RT-qPCR jel elektroforez iiriin gériintiisii

Ladder

Sekil 4.38. PPARa geninin karaciger dokularindan elde edilen RT-qPCR jel elektroforez tiriin goriintiisii
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Sekil 4.39. LXRa geninin karaciger dokularindan elde edilen RT-qPCR jel elektroforez iiriin goriintiisii

Ladder

Sekil 4.40. ChREBP geninin karaciger dokularindan elde edilen RT-qPCR jel elektroforez tiriin goriintiisii

Sekil 4.41. SREBP-1c geninin karaciger dokularindan elde edilen RT-qPCR jel elektroforez {iriin gériintiisii
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Ladder

Sekil 4.42. AQP9 geninin karaciger dokularindan elde edilen RT-qPCR jel elektroforez iiriin goriintiisii

Sekil 4.43. PPIA geninin kas dokularindan elde edilen RT-qPCR jel elektroforez tirlin goriintiisii

Ladder

Sekil 4.44. PPARa geninin kas dokularindan elde edilen RT-qPCR jel elektroforez iiriin goriintiisi
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Ladder

Sekil 4.45. LXRa geninin kas dokularindan elde edilen RT-qPCR jel elektroforez iiriin goriintiisi

Sekil 4.46. ChREBP geninin kas dokularindan elde edilen RT-qPCR jel elektroforez iiriin goriintiisii

Ladder

Sekil 4.47. SREBP-1c geninin kas dokularindan elde edilen RT-qPCR jel elektroforez iiriin goriintiisii
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Ladder

Sekil 4.48. AQP9 geninin kas dokularindan elde edilen RT-qPCR jel elektroforez tiriin goriintiisii

4.4. Hedef Genlere Ait Protein Miktarlari

PPARo, LXRa, ChREBP, SREBP-1c ve AQP9 genlerinin kodladig1 proteinler
ELISA yontemiyle belilerlenerek ilgili dokudaki total proteine gore oranlanmis ve ng/mg
protein cinsinden gosterilmistir (Cizelge 4.5).

PPARa ve AQPY i¢in yapilan ELISA c¢aligmasinda hem karaciger hem de kas
dokusunda biitiin gruplardaki protein konsantrasyonlari benzer bulunmustur. ChREBP ve
SREBP-1c¢ protein miktarlarinda gruplar arasinda her iki dokuda da anlamli farklilik tespit
edilmistir (P<0,05; P<0,01 ve P<0,001). ChREBP ve SREBP-1c protein miktarlari her iki
dokuda da en yiiksek F grubunda bulunmustur.
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Cizelge 4.5. PPARa, LXRa, ChREBP, SREBP-1¢ ve AQP9 protein miktarlari (ng/mg protein), (X +sx )

Gruplar
Protein Doku P
K Y S F
Karaciger 108,76+12,64 85,82+5,10  92,1749,04  98,37+17,75 >0,05
PPARa
Kas 27,03+£3,19 26,11+4,02  26,30+3,81 26,81+2,13 >0,05
Karaciger 20,20+2,13 20,45+0,92  18,68+0,90 18,53+4,09 >0,05
LXRa
Kas 4,86+0,32° 4,30+0,72° 5,15+0,35° 6,67+0,602 <0,05
Karaciger 24,05+1,85®  13,06+1,57° 14,28+3,76°  33,92+8,842 <0,05
ChREBP
Kas 3,53+0,29° 4,2240,54° 6,47+0,58¢2 7,11+1,292 <0,01
= bc b c a
SREBP- Karaciger 82,16+3,53 97,98+10,39° 61,21+7,18% 135,16+£15,57* <0,001
lc Kas 21,71+2,56°  24,5244,99° 27,73+£3,92°  43,17+6,372 <0,05
Karaciger  62,44+5,40 63,30+8,60  54,42+549  60,96+13,16  >0,05
AQP9
Kas 15,78+1,92 14,68+1,80  14,57+0,80 16,83+1,12 >0,05

K: Kontrol Grubu, Y: Yag Grubu, S: Siikroz Grubu, F: Fruktoz Grubu

4.5. Biyokimyasal Parametreler

Bazi biyokimyasal parametreler plazmada Olgiilerek Cizelge 4.6’da verilmistir.

Insiilin seviyeleri ELISA Reader cihaz1 (Multiskan GO Microplate Spectrophotometer,

ThermoFisher Scientific) ile olgiiliirken, diger tiim parametreler otoanalizoér (Architect

c8000 Chemistry Analyser, Abboott Laboratories) ile Ol¢iilmiistiir. Glikoz en fazla F

grubunda bulunurken en az S grubunda tespit edilmistir. Bununla birlikte K, Y ve S

gruplarinda plazma glikoz miktarinin benzer oldugu goriilmiistiir. insiilin miktarinin S ve F
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grubunda, K ve Y grubuna gore diisiik oldugu tespit edilmistir. Total kolesterol bakimidan
yapilan incelemede F grubunun en yiiksek kolesterole sahip oldugu belirlenmis ancak bu
sonug istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. HDL ve LDL bakimindan gruplar arasinda
onemli bir fark tespit edilmemistir. Ancak trigliserit miktarinin en fazla F grubunda oldugu
belirlenmistir (P<0,05). ALT ve AST miktar1 K ve F gruplarinda yiiksek bulunmustur (P<
0,05). AST/ALT oran1 3,13 olarak en yiiksek F grubunda tespit edilmis ve K ve Y grubu ile

arasinda Onemli fark bulunmustur (P<0,05). GGT seviyesi tiim gruplarda benzer

bulunmustur (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Bazi biyokimyasal parametreler( X + sx )

Gruplar
Ozellik P
K Y S F

Glikoz (mg/dL) 146,30+8,71° 156,75 +8,55°  137,32+8,35> 196,13 £15,79% <0,05
Insiilin (mIU/L) 2,56+0,362 2,440,112 2,00+0,54° 1,91+0,52° <0,05
T.Kol (mg/dL) 84,13 £6,55 87,88 £3,30 92,25+3,30 114,38 £16,71  >0,05
HDL (mg/dl) 36,27 + 2,65 36,58 +1,53 36,01 + 1,90 30,44+242  >0,05
LDL (mg/dl) 11,17 £ 0,60 12,00 £ 0,60 9,63+091 12,75£1,97  >0,05
Trigliserit (mg/dl) 23,83 +4.21b 23.83+2220 82,13+17,81° 191,98 +69,43% <0,01
ALT (U/L) 88,75+26,64°  51,75+2,00  36,00+£4,09°  40,88+2,50"  <0,05
AST (U/L) 153,63 +37,88% 108,00 +2,35> 94,63 +3,76° 126,75+ 10,39® <0,05
AST/ALT 2,17+0,34b 2,12+0,11° 2,85+0,32% 3,13+0,212 <0,05
GGT (U/L) 3,38+ 1,03 3,00 £ 0,27 3,38+0,38 4,25+0,70 >0,05

T. Kol: Total Kolesterol
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4.6. Histopatoloji

Kontrol ve deneme gruplarinda goézlenen histopatolojik bulgular Cizelge 4.7’de
Ozetlenmistir.

K grubu: Karaciger dokularinda hepatositler, Remark kordonlar1 ve hepatik sentral
ven normal histolojik yapisinda gézlenmistir (Sekil 4.49).

Y grubu: Vena sentralislerin hyalin6z materyal ve eritrositler ile genisledigi, bazi
portal venlerin periferinde ¢ogunlugu mononiiklear tarzda yangisal hiicre infiltrasyonlarin
oldugu dikkat cekmektedir. Hepatositler arasindaki siniizoidal bosluklarda yer yer genisleme
ile baz1 hepatosit sitoplazmalarinda eozinofili artmis ve ¢ekirdekleri hematoksilen ile daha
koyu mavi renkte boyandigi goriilmiistiir (piknotik degisiklikler). Bu bulgulara ilaveten
fokal alanlar halinde bazi hepatositlerin sitoplazmalarinda keskin smirli yag vakuolleri
(steatoz) ile parankimden hidropige varan dejeneratif degisiklikler tespit edilmistir (Sekil
4.50-52).

S grubu: Portal venlerin ve siniizoidal bolgelerin eritrosit birikimine bagh olarak
genisledigi gortilmistiir (pasif hiperemi). Fokal alanlar halinde vena sentralisler ¢evresinde
keskin sinirli yag vakuolleri ile bazi hepatositlerde balonumsu dejenerasyon géze ¢arpmistir.
Hepatositlerde dejeneratif (parankim-hidropik) ve piknotik degisiklikler goriilmiistiir. Az
sayidaki mononiiklear yangisal hiicre infiltrasyonu perisentral yerlesimli olarak tespit
edilmistir (Sekil 4.53-54).

F grubu: Remark kordonlarinin diizenini kaybettigi, perisentral yerlesimli
mononiiklear hiicresel infiltrasyona ven liimenlerinde yogun hyalindz materyal ile eritrosit
birikiminin eslik ettigi goriilmektedir. Eritrosit birikimlerine bagh sinuzoidal bosluklarda
genisleme g6ze carpmaktadir (pasif hiperemi). Y ve S gruplarina gore diffuz dagilimli, daha
biiyiikk ve keskin smrli yag vakuolleri (steatoz) tespit edilmistir. Sitoplazmalar1 daha
eozinofilik, ¢ekirdekleri ise daha mavi boyanmis (hiperkromazi) ¢ok sayida hepatosit
bulunmustur. Hepatositlerde belirgin parankim ve hidropik dejenerasyon ile siddetli
etkilenen bazi hepatositlerin sitoplazmalarinda balonumsu dejenerasyon (S grubuna gore

daha siddetli) tespit edilmistir (Sekil 4.55-56).
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Derece 0: Histopatolojik degisiklik % 5’in altinda.

Derece 1: Tiim alanin %S5 ile %33’{ arasinda meydana gelen hafif histopatolojik
degisiklikler.

Derece 2: Tiim alanin %33 ile %66’s1 arasindaki alanda meydana gelen orta derecede
histopatolojik degisiklikler.

Derece 3: Tim alanin %66’sindan daha fazla alanda meydana gelen agir

histopatolojik degisiklikler.

Cizelge 4.7. Karacigerlerde gozlenen genel histopatolojik bulgular

Dejeneratif Degisiklikler Nekrotik Degisiklikler
Grup .
. . ’ . . Sltpplqzm a Cekirdekte
Yangi1 Yaglanma Hi . Parankim Hidropik Balonumsu Eozinofilinde |’ .
iperemi Artis Hiperkromazi
K 0 0 0 0 0 0 0 0
Y 1 1 1 1 1 0 2 2
S 2 1 3 2 2 1 2 2
F 2 2 3 3 3 2 3 3

Sekil 4.49. Kontrol grubu; karacigerde normal histolojik yapi, H&E X 100um
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Sekil 4.50. Y grubu; santral vende hyalindz materyal ve eritrositler (*) ve yangisal hiicre infiltrasyonu (oklar),
H&E X 20pm

Sekil 4.51. Y grubu; hepatositlerde parankim (*) ve hidropik dejenerasyonu (**), yag vakuolleri (ok baslari)
ile yangisal hiicre infiltrasyonu (ok), H&E X 20um

Sekil 4. 52. Y grubu; hepatosit sitoplazmalarinda keskin sinirli yag vakuolleri (oklar), H&E X 20pm
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Sekil 4. 54. S grubu; hepatositlerde eozinofilide artis ve sitoplazmada hiperkromazi (**), vena sentraliste
eritrositler (*) ve periferinde yangisal hiicre infiltrasyonu (oklar), hepatositlerde hidropik dejenerasyon (giftli
oklar) ve yag vakuolleri (ok baslart), H&E X 20um

Sekil 4. 55. F grubu; hepatositlerde yag vakuolleri (ok baslari) ile balonumsu dejenerasyon (oklar),
H&E X 20pum
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Sekil 4. 56. F grubu; vena sentraliste eritrosit biriki ile hyalinz madde birikimi (¥*), siniizoidal bosluklarda
eritrosiler birikimi ile genisleme (ok baslar1), yaglanma (oklar), hidropik dejenerasyon (**), H&E X 20pm
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5. TARTISMA

Beslenme, organizmada bir¢ok olayin gerceklesmesi i¢in gerekli olan 6nemli bir
fizyolojik aktivitedir. Beslenme prosesinde yiiksek enerji tiikketimi alkole bagli olmayan
karaciger yaglanmasi, insiilin direnci, diyabet, metabolik sendrom ve obezite gibi birgok
metabolik hastaliga yol agabilmektedir. Karbonhidrat, yag ve protein gibi diyeti olusturan
ana enerji kaynaklarmin diyetteki oranlari da degisen derecelerde bu hastaliklarin
olusumunu tetiklemektedir. Ozellikle karbonhidrat icerigi yiiksek diyetlerle beslenmenin bu
metabolik bozukluklara ana sebep oldugu one siiriilmektedir (Skov ve ark. 1999, Bizeau ve
Pagliassotti 2005). Besinlerde tatlandiric1 olarak degisen oranlarda kullanilan siikroz ve
fruktozun, giiniimiizde obezitenin epidemik olarak goriinmesine ana sebep oldugu
diisiiniilmektedir. Diyetteki enerjinin olusumunda siikroz ve fruktozun 6neminden dolayi
bilimsel ¢alismalarda model organizma olan fare ve ratlarda degisen oranlarda siikroz ve
fruktoz iceren rasyonlar olusturulmakta ve bu karbonhidratlarin fazlaliginda organizmada
olusan degisiklikler molekiiler diizeyde incelenebilmektedir (Bray ve ark. 2004, Schultz ve
ark. 2013, Mamikutty ve ark. 2014, Burgeiro ve ark. 2017).

Bu calismada farkli enerji kaynaklar igeren yiiksek enerjili rasyonlar olusturularak
lipogenez yolagindaki 6nemli transkripsiyon faktdrlerinin bu farkli enerji kaynaklarina gore
degisen aktiviteleri arastirilmistir. Metabolik bozukluklarin gelismesi i¢in gereken siireler
hakkinda cesitli goriisler olmakla birlikte yapilan literatiir taramalari sonucu metabolik
degisikliklerin molekiiler diizeyde incelenmesi i¢in 90 giinliikk besleme siiresinin uygun
olabilecegi disiiniilmiistiir (Chepulis ve Starkey 2008, Stanhope ve Havel 2008, Brons ve
ark. 2009).

Obezite ve obeziteyle iligkili metabolik hastaliklarin gelisiminde karaciger ve adip6z
dokunun yani sira kas dokusunun metabolik aktivitesinin de bu hastaliklarin olusumunda

onemli rol oynadigi bilinmektedir (Masi ve ark. 2012).
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5.1. Enerji Tiiketimi ve Canh Agirhik Degisimi

Yiiksek yagh diyetlerde kullanilan yag ¢esidi, yag asidi kompozisyonu gibi faktorler
lipid metabolizmasinin regiilasyonunu 6nemli derecede etkilemektedir (Ikemoto ve ark.
1996, Soriguer ve ark. 2009, Masi ve ark. 2012). Yiiksek yagli beslenmenin yani sira son
zamanlarda oldukga tartigmali olmakla birlikte karbonhidrat kaynaklarinin fazla tiiketiminin
metabolik hastaliklar1 tetikledigi 6zellikle fruktozdan zengin diyetin metabolik hastaliklarin
olusumunda 6nemli bir neden oldugu bildirilmektedir (Roglans ve ark. 2007, Bray 2010,
Lozano ve ark. 2016). Bu sebeple bu ¢alismada deneme gruplarini yiikksek yagli, siikrozlu ve
fruktozlu rasyonla beslenen ratlar olusturmustur. Lipogenez yolagindaki Onemli
transkripsiyon faktorlerinin molekiiler diizeydeki degisimleri rasyondaki enerji kaynagina
gore incelenerek daha anlasilir hale getirilmesi amaglanmistir.

Calisma baglangicinda canli agirlik bakimindan benzer olan gruplar (217-228 ¢
arasinda) 2 haftalik periyotlarla ¢alisma sonuna kadar enerji tiikketimleri ve canli agirlik
degisimleri bakimindan izlenmistir. Calismanin 3. haftasinda F grubunda bulunan ratlar
canli agirlik bakimindan diger gruplardan ytliksek degerler gostermeye baslamis (P<0,05) ve
bu fark calisma sonlanana kadar farkli 6nemlilik seviyelerinde (P<0,05 ve P<0,01) devam
etmistir. Ancak, yine ¢alisma siiresince K, Y ve S gruplarinda canli agirlik bakimindan bir
fark olusmamistir. Caligma boyunca K grubu haftalik yaklagik ortalama 500 kcal enerji
tilketirken, baslangigta deneme gruplarinin enerji tilketimleri K grubuna gére 100-150 kcal
civari fazla olmus 5. haftadan itibaren haftalik yaklasik 650 kcal’lik enerji tiiketimiyle en
fazla enerji aliminin F grubunda oldugu gozlenmistir. Obezite gibi metabolik hastaliklara
duyarli olan yaklasik 7 haftalik yastaki erkek C57BL/6J farelerinde yapilan bir ¢calismada
(Murase ve ark. 2001), yiiksek yagl rasyonun canli agirlik degisimi lizerindeki etkileri
incelenmis ve bu hayvanlarin yiiksek yagli rasyonla c¢ok kolay kilo aldiklart ve total
kolesterol ve trigliserit miktarlarinda normal rasyonla beslenen kontrol grubuna gére 6nemli
miktarda artis oldugu tespit edilmistir. Yiksek yagli rasyonla beslenen grupta tokluk
hormonu olarak is goren leptin hormonunun mRNA seviyelerinde kontrol grubuna gore 4
kat artis oldugu goriilmiistiir. Bu durum, yiiksek yagli beslenmenin kilo alimini tetiklediginin
bir gostergesi olmakla birlikte yag kaynaklariyla alinan fazla enerjinin tokluk hissi
olusturdugunun gostergesidir. Bu calismada yiiksek yagli rasyonda doymamis yag asit

icerigi yliksek olan aycicek yagi kullanilarak canli agirlik artist incelenmistir. Calisma

74



sonucunda doymus yag asidi icerigi diisiik olan aygicek yagi tiiketen Y grubunda canli
agirlik artis1 K grubu ile benzer olurken F grubundan diisiik olmustur.

Lozano ve ark. (2016) yaptiklar1 ¢alismada, bu calismaya benzer sekilde deney
baslangi¢ agirligi yaklasik 200 g olan 8 haftalik Wistar Albino ratlar kullanarak yiiksek
fruktoz, yiiksek yag ve yiiksek fruktoz+yiiksek yag iceren rasyonlarla 8 aylik besleme
uygulayarak canli agirlik degisimi ve bazi biyokimyasal parametreleri incelemislerdir.
Yiiksek yag ve yiiksek fruktoz+yiiksek yag igeren rasyonlarla beslenen ratlarin canli agirlik
degisiminin diger gruplara gore daha fazla oldugunu bildirmislerdir. Diyetin yiiksek enerjili
olmasimi saglayan enerji kaynaklarinin oranlari1 metabolik aktiviteyi degisen oranlarda
etkilemektedir. Bu yiizden bu oranin géz 6niinde bulundurulmasi 6nemlidir. Zira, Lozano
ve ark. (2016), yiiksek fruktozla birlikte doymus yag asidi orami yiiksek yag kullandiklar1
icin canli agirlik artisin1 boyle bulmalari beklenebilir. Ancak obezite gibi metabolik bir
bozukluk, doymus yag asidi icerigi yiiksek rasyonlarla olusturulabilmekle birlikte bu
calismada oldugu gibi yiiksek fruktoz ile de obeziteyi tetiklemek miimkiin olabilmektedir.

Burgeiro ve ark. (2017), yiiksek siikroz igeren rasyonlarla besledikleri 16 haftalik
yastaki ratlarda slikrozu igme suyunda %35’lik ¢6zelti olustaracak sekilde kullanmiglar ve 9
hafta siiren besleme periyodu sonrasi canli agirlik artisi, bazi biyokimyasal parametreler ve
gen ekspresyonu bakimindan ratlari incelemiglerdir. Kontrol grubuna gore daha az yem
tiiketen ancak daha fazla enerji alan yiiksek siikroz grubunda, enerjinin fazlasini siikrozdan
aldiklarini tespit edilmis fakat canli agirlik artisinda kontrol grubuna gére 6nemli bir degisim
tespit etmemislerdir. Bu ¢alismada da S grubunda 1 kcal/ml enerji igeren yaklasik %27’lik
slikroz ¢ozeltisi kullanilmistir. Besleme periyodu boyunca Burgeiro ve ark. (2017) yaptiklari
caligmada oldugu gibi S grubundaki ratlarin tiikettigi ortalama yem miktar1 diger gruplara
gore diisiik olmustur (Cizelge 4.1). Bu durumu, siikrozun yapisinda bulunan glikozun
metabolize edilirken insiilin bagimli olusu ile iligskilendirmek miimkiindiir. Cozelti seklinde
su ile alinan siikroz tokluk hissini diger gruplara gore daha ¢ok olusturmakta bu da yem
tiikketiminin baskilanmasiyla sonuglanmaktadir. Insiilin, leptinin salinimini etkileyerek
tokluk hissi olusturmaktadir. Bu durum S grubundaki hayvanlarin yem tiiketimlerinin diistik
olmasi1 ve agirlik ortalamalar1 bakimindan K grubuna benzer olmasiyla sonuglanmastir.

Mamikutty ve ark. (2014) normal rasyon yaninda %20’lik ve %25’lik ¢ozeltiler
seklinde fruktozla 8 hafta boyunca besledikleri ratlarda fruktozla beslenen gruplarda yem

tilketiminde 6nemli bir degisiklik olmamakla birlikte canli agirlik artis1 tespit etmislerdir.
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Bu ¢alismada da besleme periyodu boyunca toplam alinan kalori bakimindan diger gruplarla
benzer olan F grubu, S grubuna gore daha fazla yem tiikketmistir. Normal rasyona ilaveten
fruktozla beslenen bu grupta tokluk hissinin K ve Y gruplarinda oldugu gibi yem tiiketimine
bagli olarak sekillendigi goriilmektedir. Bu durumun insilinle iliskili oldugu
diistiniilmektedir. F grubunun tiikettigi fruktoz cozeltisi tercih edilen bir enerji kaynagi
olmakla birlikte fruktozun insiilin salinimini tetiklememesi dolayisiyla tokluk hissinin
olusmamasina ve yem tiiketiminin S grubuna gore daha fazla olmasiyla sonuglandigi
diisiiniilmektedir. Calisma boyunca tiiketilen toplam yem miktarlar1 bakimindan ortalama
tiketimin en az S grubunda olmas1 siikrozun yem tiiketimini baskilamada 6nemli rol
oynaigini gostermektedir (Cizelge 4.1).

Basit bir karbonhidrat olan fruktoz gastrointestinal sistemde glikoz olmadan emilimi
diisiikken glikozla birlikte sindirimi artmaktadir. Dokularin ¢ogunda fruktoz tasima sistemi
olmadigindan fruktoz ana olarak karacigerde metabolize olmaktadir. Fruktoz, fruktoz-1-
fosfata doniistiikkten sonra trigliserite doniismeye hazir hale gelirken glikozdan olusan
glikoz-6-fosfat, ~ fosfofruktokinaz = tarafindan  diizenlendigi  igin trigliserite
dontistiirilememektedir. Bu durum karacigerde lipid tiretiminin fruktoz tarafindan glikoza
gore daha hizli bir sekilde tetiklenmesine neden olmaktadir. Ayrica bu metabolize edilisteki
farklilik fruktoza bagli olarak dolasimdaki trigliserit seviyesinin artisiyla sonuglanmaktadir
(Bray 2010). Insiilin salinimmin yetersiz oldugu durumlarda leptin salinimi yetersiz olmakta
bu da doyma hissinin olusmamasina ya da geg¢ olusmasina yol agmaktadir. Tokluk hormonu
olarak bilinen leptinin salinimi insiilin bagiml glikoz metabolizmasi ile iliskilidir. Fruktoz
tek basina plazma glikoz ve insiilin seviyelerinde bir artisa neden olmadigr i¢in leptin
salmimin yeterince tetikleyememektedir (Stanhope ve Havel 2008).

F grubundaki hayvanlarin agirlik artigindaki ivmelenmenin ilk haftadan itibaren
bagladig1 bununla birlikte gruplar arasindaki ilk anlamli canli agirlik farkinin 3. haftanin
sonunda ortaya ¢ikti§1 goriilmiistiir. Bu silireden itibaren F grubundaki hayvanlarin canl
agirlik ortalamalarinin kontrol grubu ve diger deneme gruplarina gére onemli derecede
yiiksek oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.1). Insiilinden bagimsiz olarak metabolize edilen
fruktozun diyette yliksek oranda bulunmasi durumunda canli agirlik artisini tetikledigi

gorilmiistiir.
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5.2. RT-qPCR Sonuglari ve Gen Ekspresyonu Bulgulari

5.2.1. PPARa

Karaciger

Karaciger metabolik aktivitenin en yogun gerceklestigi dokudur. Viicuttaki
metabolik diizen daha ¢ok karacigerdeki aktiviteye gore sekillenmektir. Lipoliz ve lipogenez
yolaklarinda gorevli transkripsiyon faktorleri 6nemli oranda karaciger dokusunda aktivite
gosterdigi i¢in bu ¢alismada ilgili hedef genler karacigerde incelenmistir.

Lipid metabolizmasinda anahtar role sahip olan ve yag asidi sensorii olarak bilinen
PPARa, oOzellikle aclik durumunda aktivitesi artarak metabolizmayr diizenleyen bir
transkripsiyon faktoriidiir. Normalde karacigerde agliga verilen cevapta onemli rol alan
PPARa, sentetik ligandlar kullanilarak aktivitesi diinzenlenebilen, glikolitik ve lipolitik
mekanizmalarin1 harekete geciren, glikojenez ve glikojenoliz arasindaki dengeyi saglayan
metabolik diizenleyicidir. PPARa knockout farelerde yapilan bir ¢alismada (Lundasen ve
ark. 2007), FGF21 (Fibroblast Growth Factor 21) gibi metabolizmayla iliskili PPARa hedef
genlerinin aktivitesinde 6nemli degisiklikler tespit edilmistir. Glikojenolizin tetiklenmesinde
oncii oldugu diistintilmekle birlikte son zamanlarda yapilan ¢alismalarda glikoz ve PPARa
arasinda G1P ve G6P aracilifiyla direk bir iliski oldugu bildirilmistir (Peeters ve Baes 2010).
Kohjima ve ark. (2007) insanlarda PPARa aktivitesindeki azalmanin insiilin direncini
tetikleyebilecegini bildirmiglerdir. Ayrica Roglans ve ark. (2007), fruktoz ve glikozla
besledikleri ratlarda PPARa gen ekspresyon seviyelerinde azalma ile birlikte VLDL ve
trigliserit sentezinin daha fazla sekillendigini, bu durumun fruktozla beslenen ratlarda
hipertrigliseridemi ve hepatik steatoz ile iligkili olabilecegini bildirmislerdir.

Adipogenez yiiksek enerjili beslenmeye bagl olarak sekillenmektedir ve PPARa
aktivitesini baskilamaktadir. PPARa aktivitesindeki azalma gesitli metabolik hastaliklara
neden olabilmektedir. Baz1 sentetik ligandlar vasitasiyla PPARa aktivitesi artirilmakta ve
hepatik steatoz gibi karaciger bozukluklar1 tedavi edilebilmektedir (Costet ve ark. 1998).
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Bu calismada yag, siikroz ve fruktoz kaynaklarmin metabolize edilmesindeki
farkliliktan dolayt PPARa gen ekspresyon seviyelerinde olabilecek degisiklik ve
biyokimyasal parametreler ile iliskisi incelenmistir. Deneme gruplarinda (Y, S ve F) kontrol
grubuna goére PPARa gen ekspresyon seviyeleri bakimindan istatistiksel olarak 6nemli
olmayan bir azalma tespit edilmistir (Cizelge 4.3), (Sekil 4.23). Maithilikarpagaselvi ve ark.
(2016) yiiksek fruktozla (%60°’lik fruktoz ¢ozeltisi) besledikleri ratlarda bu ¢alismaya benzer
sekilde PPARa gen ekspresyon seviyelerinde oOnemli bir degisiklik olmadigini
bildirmiglerdir. Yine baska bir ¢alismada yiiksek yagli rasyonla beslenen ratlarda karaciger
ve kas dokularinda PPARa gen ekspresyon seviyeleri incelenmis ve onemli bir fark
olusmadig: bildirilmigtir (Crespillo ve ark. 2011).

Sprague-Dawley ratlarinda yapilan bir ¢alismada (Roglans ve ark. 2007) glikoz ve
fruktozlu rasyonlar olusturarak glikoz ve fruktoz %10’luk ¢ozelti seklinde ratlara verilmis,
fruktozla beslenen grupta karaciger PPARa gen ekspresyonunda %46’lik azalma tespit
edilmistir. Mevcut ¢aligmada da fruktozla yiiksek enerji olusturulmasi durumunda PPAR«
gen ekspresyon seviyesi kontrol grubuna gore yaklasik %24 oraninda (1’e karsi 0,76)
azalmistir (Cizelge 4.3). Yeterince enerji igeren rasyonlarla beslenme durumunda glikoliz
mekanizmalar1 harekete gegmeyecegi icin yiiksek enerjili beslenmede rasyon igerigindeki
farkli enerji kaynaklarinin karaciger PPARa aktivitesinde onemli bir degisim meydana

getirmedigi diistiniilmiistiir.

Kas Doku

PPARa karaciger ve bobrek gibi dokularin yani sira iskelet kas dokusunda da yag
asidi oksidasyonu, lipoprotein metabolizmasi ve hiicrelere yag asidi aliminda gorevli olan
bir transkripsiyon faktoriidiir. iskelet kas hiicrelerinde yapilan invitro galismalarla hiicre
farklilagmasinin erken dénemlerinde bu transkripsiyon faktoriiniin yiliksek derecede aktivite
gosterdigi anlagilmistir (Burri ve ark. 2010). Insiilin, fibratlar ve bazi spesifik agonistlerle
ifade diizeyi uyarilabilen PPARa’nin normal sartlarda kas dokuda ayni siiperfamilyada yer
alan PPARP ve PPARY’ya gore daha fazla ifade edildigi bildirilmektedir (Lovisccach ve ark.
2000). Bununla birlikte aktivitesi kaslar arasinda farklilik géstermektedir (Wu ve ark. 1999).

Kas dokuda PPARa glikoz metabolizmasinin regiilasyonunda 6nemli role sahiptir.
PPARa upregiilasyonu hiicresel yag asidi metabolizmasini etkilemekte uzun siire fazla

diizeyde upregiile olmasinin insiilin direnciyle sonuglanabilecegi bildirilmektedir. PPARa
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knockout farelerde yapilan bir ¢alismada bu genin eksikliginde veya bozuklugunda kas
trigliserit igeriginin arttigi bildirilmistir (Finck ve ark. 2005). Yag metabolizmasinin
regiilasyonunun incelendigi baska bir c¢alismada PPARo aktivasyonu ile kas dokuda
trigliserit miktariin azaltilabileceginin bildirilmesi bu durumu dogrular niteliktedir (Muoio
ve ark. 2002). Kas dokuda PPARa gen ekspresyon diizeyinde fruktoz ile yiiksek enerjili
olarak beslemeye baglh artis tespit edilmistir (1’e kars1 1,76), (Cizelge 4.4). Bu durumun
insiilin direnciyle iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Diger taraftan Y grubunda
ekspresyon seviyesinde 6nemsiz seviyede bir artis olurken, S grubunda azalma olmustur. Bu
da PPARao’nin kas dokuda enerji kaynagindaki degisime bagli olarak 6nemli olmayan
degisimin oldugunu gostermistir. Yapilan literatiir taramalari sonucun farkli enerji
kaynaklarinin bu transkripsiyon faktoriine kas doku diizeyindeki etkilerinin yeterince

incelenmedigi anlagilmistir.

5.2.2. LXRa

Karaciger

Lipogenez yolaginda oldukca 6nemli diger bir transkripsiyon faktorii olan LXRa en
yogun olarak karaciger dokusunda ekspresse olmaktadir (Schulman 2017). Hiicre kiiltiirti
caligmalariyla glikoz sensorii olarak gorev aldigi belirlenen bu transkripsiyon faktor,
diyabet, dislipidemi ve kardiyovaskiiler hastaliklarda potansiyel terapotik hedefler olarak
kullanilmaktadir (Mitro ve ark. 2007). Fazla karbonhidratin lipide dontistimiinden kismen
sorumlu olan LXR’ler, ChREBP ve SREBP-1c genlerinin ekpsresyon seviyelerini
diizenleyen ana transkripsiyon faktorleridir (Cha ve ark. 2007, Yang ve ark. 2012).

Yang ve ark. (2012) yaptiklar1 bir ¢alismada 8 haftalik C57BL/6J farelerinde yiiksek
siikroz ve yagdan olusan rasyonun karacigerdeki kisa siireli etkilerini incelemislerdir. Iki ve
4 haftalik besleme periyotlar1 sonrast karaciger dokusunda LXRa gen ekspresyon
seviyelerinde kontrol grubundaki hayvanlara gore yaklasik 3 katlik bir artis tespit
etmislerdir.

LXRa gen ekspresyonundaki artiga bagli olarak beyaz adipdz dokuda artis meydana

gelmekte yani lipogenez sekillenmektedir. Curcumin maddesinin koruyucu etkisinin
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arastirildig bir ¢alismada yaklasik %60 fruktoz igeren rasyonla 10 hafta boyunca beslenen
ratlarda LXRa gen ekspresyon seviyesinin yaklasik 2 kat arttig1 tespit edilmis, fruktozun bu
transkripsiyon faktOriiniin ~ aktivasyonunu o6nemli derece etkiledigi bildirilmistir
(Maithilikarpagaselvi ve ark. 2016).

Bu calismada 3 ay boyunca yiiksek enerjili rasyonla beslenen S ve F grubundaki
ratlarda LXRa gen ekspresyon seviyeleri normal beslenen K grubuna gore (sirasiyla
1,87+0,3 ve 2,01+0,29) 6nemli seviyede artmistir (P<0,05). LXRa gen ekspresyonundaki
aktivitenin rasyon enerji miktarina bagli oldugu ve fazla enerjiyi olusturan siikroz ve fruktoz
kaynaklarmin bu transkripsiyon faktoriiniin aktivitesini benzer oranlarda etkiledigi tespit
edilmistir. Bu hali ile elde edilen bulgular literatiir bildirisleri ile (Yang ve ark. 2012 ve

Maithilikarpagaselvi ve ark. 2016) uyumlu olmustur.

Kas Doku

Oncelikli olarak karacigerde aktivite gdsteren LXRo’nin kas dokudaki aktivasyonu
da karbonhidrat ve lipid metabolizmasi bakimindan olduk¢a 6nemlidir. Diger dokularda
LXRp ile benzer miktarlarda ifade edilen bu transkripsiyon faktoriiniin kas dokuda LXRp’ya
gore oldukca az miktarda ifade edildigi bildirilmekle birlikte kas dokuda lipogenezin
uyarilmasinda oldukga aktif bir transkripsiyon faktorii oldugu bilinmektedir (Muscat ve ark.
2002, Hessvik ve ark. 2010).

Kas dokuda bu transkripsiyon faktoriiniin ekspresyon diizeyindeki artis ile lipid
miktarinin arttig1 ve karbonhidrat metabolizmasindaki bozukluklarda da benzer sekilde
aktivitesinde artig oldugu bildirilmistir (Kase ve ark. 2005).

Cozzone ve ark. (2006), yaptiklar1 galismayla kas dokuda LXRa gen ekspresyonunun
reglilasyonunun insiilinden bagimsiz sekillendigini bildirmiglerdir. LXRa’nin kas
dokusundaki gen ekspresyon seviyesinin F grubunda K grubuna gore yaklagik 2 kat (1,77)
fazla ifade edildigi belirlenmistir (P<0,05). Ancak Y grubundaki ekspresyon seviyesi
degismez iken (0,96 kat), S grubunda 6nemsiz diizeyde azalma (0,73 kat) olmustur (Cizelge
4.4). Bu durum fruktozun, lipogenik mekanizmalar1 LXRa araciligiyla karacigerin yani sira
kas dokudada da tetikleyen onemli bir besin kaynagi oldugunu gostermektedir. Ayrica
insiilin bagimsiz metabolize edilen fruktozun, insiilin seviyesi de§ismeden alinan fazla
kaloriye bagl olarak kas dokuda diger faktorlerle birlikte LXRa araciligiyla lipogenezi

uyarabilecegi anlagilmistir.
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5.2.3. ChREBP

Karaciger

ChREBP  karbonhidratlarin  sindirimi  sonras1  karacigerde lipogenezin
sekillenmesinde Oncii transkripsiyon faktorlerindendir. MIx ile zorunlu heterodimer
olusturan ChREBP hedef genlerde ChoRE boélgesine baglanir. Primer hepatosit hiicre
kiiltiirtinde yapilan bir ¢alismada (Haas ve ark. 2012), diisiik ve yiiksek glikoz varliginda
mikroarray yontemiyle 200°den fazla genin ekspresyon miktarmin arttigi tespit edilmistir.
Bu genlerin yaklasik %60’ mnin dnMlx (dominant-negative MIx) tarafindan inhibe edildigi
goriilmiistiir. Bu durum karacigerde glikozla iliskili genlerin primer diizenleyicisinin
ChREBP oldugunu gostermistir. Ayrica ACC, FAS, SCDI1 gibi lipogenez yolagindaki
genlerin neredeyse tamaminin ChREBP’in hedef geni oldugu bildirilmektedir. Deney
hayvanlartyla yapilan ¢alismalarda ChREBP geninin susturulmasiyla glikoza cevap olarak
lipogenik genlerin ekspresyon diizeylerinde azalma oldugu ve buna bagli olarak lipid
tiretiminin 6nemli seviyede azaldig: bildirilmektedir (Haas ve ark. 2012).

ChREBP lipogenezin yani sira glikoliz yolagindaki genleri de aktiflestiren bir
transkripsiyon faktoriidiir (Denechaud ve ark. 2008, lizuka ve ark. 2017, Geidl-Flueck ve
Gerber 2017, Jois ve Sleeman 2017). Roglans ve ark. (2007), %10’luk fruktoz ve siikrozlu
cozeltilerle besledikleri ratlarda 2 haftalik besleme periyodu sonrasi karaciger ChREBP gen
ekspresyon diizeyinde artig tespit etmiglerdir. Rebollo de Grado ve ark. (2012) fruktozla
beslenen ratlarda karacigerde lipogenez olusumunda ChREBP’in ana transkripsiyon faktorii
oldugunu bildirmislerdir. Ayrica bu arastirmacilar, ChREBP ile PPARa arasinda ters bir
iliski oldugunu da belirlemislerdir.

Bu ¢alismada karaciger dokusunda ChREBP gen ekspresyonu seviyeleri K grubuna
gore Y ve F grubunda yaklagik 1,5 kathk artis (sirasiyla 1,41 ve 1,66) gosterirken, S
grubunda K grubuna goére benzer (0,95) bulunmustur (Cizelge 4.3). Her ne kadar ChREBP
ekspresyonunda insiilin hormonunun ¢ok Onemli bir role sahip oldugu bildirilse de
karacigerde insiilin reseptorii silinen farelerde ChREBP ekspresyon seviyelerinde artig
oldugu bildirilmistir (Haas ve ark. 2012). Bu durum ChREBP aktivasyonunun insiilinden
baska yolaklarla da iliskili olabildigini gostermektedir. Bu sebeple karacigerdeki ChREBP

aktivitesinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in yeni ¢alismalara ihtiya¢ bulunmaktadir. Zira, bu
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calismada da Y ve F grubu ile S grubunun tepkilerinin farkli olmasi bu ¢aligmalara ihtiyag

oldugunun gostergesidir.

Kas Doku

Kas dokunun fizyolojisi bir¢ok faktorle birlikte glikoz ve ChREBP’e bagimli olarak
diizenlenmektedir. Yapilan bir ¢calismada (Hanke ve ark. 2011) uzun siireli aglikta hiicre
kiiltiirti ortamindaki iskelet kasi hiicrelerinde ChREBP mRNA ekpsresyon seviyelerinde
azalma oldugu, yiiksek karbonhidratli rasyonla beslenme sonucu ise arttigi bildirilmistir.
Ilgili galismada ChREBP aktivitesi glikoza bagimli olarak diizenlendigi bildirilmektedir.
ChREBP gen ekspresyonu ile ilgili yapilan literatiir taramalarinda karaciger dokusunda ¢ok
sayida calismaya rastlanirken kas doku ile ilgili sinirli ¢alisma oldugu tespit edilmistir
(Tsintzas ve ark. 2006, Hanke ve ark. 2011). Yapilan bu ¢alismada Y ve F gruplarinda
ChREBP gen ekspresyonu kas dokuda 6nemli bir degisim gostermez iken (sirasiyla 0,87 ve
1,33 kat), S grubunda 0,44 kat azalma gozlenmistir. Bu hali ile yapilan ¢alisma Hanke ve
ark. (2011)’in bildirisi ile uyum gostermemektedir. Bu uyumsuzlugun sebebi olarak, hiicre
kiiltliri ortaminin metabolizmadaki diger faktorlerden etkilenmiyor olmasi olarak

distiniilmektedir.

5.2.4. SREBP-1c

Karaciger

SREBP’ler lipogenez yolaginda gorevli 3 izoformdan olusmaktadir. Bu
transkripsiyon faktorleri karbonhidrat bakimindan zengin beslenme sonucu lipogenik
genlerle birlikte kendi ekspresyon seviyelerini de artirmaktadir (Geidl-Flueck ve Gerber
2017). Giin asir1 ad libitum olarak beslenen farelerde karaciger SREBP-1c gen ekspresyon
seviyelerinde artis gerceklesirken, insiilin reseptorii susturulmus farelerde bu artisin daha az
oldugu anlasilmistir (lizuka ve ark. 2004). SREBP-1c, aktivitesi insiiline bagimli olan bir
transkripsiyon faktorlii olmakla birlikte kendi ekspresyon diizeyini kendi aktivitesiyle
diizenleyen bir transkripsiyon faktorii olarak bildirilmistir (Haas ve ark. 2012). Farelerde %
60 fruktozlu rasyondan olusan bir besleme ile yapilan ¢alismada (Geidl-Flueck ve Gerber
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2017) SREBP-1c gen ekspresyon seviyelerinde 1 hafta gibi kisa bir siirede anlamli bir artigin
oldugu tespit edilmistir.

Schultz ve ark. (2013) yaptiklari ¢alismada %34 fruktozlu rasyonla 4 ay boyunca
besledikleri ratlarda SREBP-1c¢ gen ckspresyon seviyelerindeki artisin PPARa gen
ekspresyon seviyelerindeki azalmayla birlikte gergeklestigini  bildirmislerdir. Bu
aragtirmacilar karaciger trigliserit miktarlarinda meydana gelen artisin lipogenezin
diizenlenmesinde ¢ok Onemli rol iistlenen bu transkripsiyon faktorlerinin aktivitelerine
baglamiglardir.

Wada ve ark. (2013) ise yiiksek yagl ve yiiksek fruktozlu rasyonlarla yaptiklart
calismada karaciger dokusunda en yiiksek anlamli SREBP-1c gen ekspresyonu seviyesinin
yag ve fruktozun birlikte kullanildig1 rasyonlarda oldugunu tespit etmislerdir. Bu ¢alismada
deneme gruplarinin (Y, S ve F) tamaminda kontrol grubuna gore karaciger SREBP-1c gen
ekspresyon seviyelerinde 4 Kkat civarinda (sirasiyla 4,52, 4,05 ve 3,85 kat) bir artig tespit
edilmistir (P<0,05). Bu transkripsiyon faktoriiniin mRNA diizeyindeki aktivitesinin enerji
kaynag1 ne olursa olsun rasyonda fazla enerji olmasi durumunda literatiir bildirileriyle

uyumlu olarak artabilecegini ortaya koymustur.

Kas Doku

Kas doku, adip6z doku ve karacigere gore cok fazla lipogenik karakter
gostermemekle birlikte kas dokunun trigliserit depoladigi bilinmektedir (Rome ve ark.
2008). SREBP-1c ile ilgili kas dokuda yapilan bir ¢aligmada (Lecomte ve ark. 2013) bu
transkripsiyon faktoriiniin 1000’den fazla genin ekspresyonunu diizenledigi bildirilmektedir.
Bu genlerin bir kisminin lipogenezin yani sira kas doku olusumu ve gelisiminde de gorevli
oldugu ifade edilmektedir.

Insiilin direnci gelismis ve diyabet olmus hamsterlarda yapilan mikroarray
caligmasinda iskelet kas dokusunda SREBP-lc ve onunla iliskili lipogenik genlerin
ekspresyon seviyesinde artis oldugu bildirilmistir (Li ve ark. 2016). Bu artisin iskelet kasi
dokusunda yag depolanmasina neden olabilecegi, insiilin direnci gelisimini tetikleyebilecegi
diistiniilmiistiir. Yag veya fruktoz ile yiiksek enerji verilen farelerde yapilan ¢alismalarda
(Defour ve ark. 2012, Song ve ark. 2012) kas dokuda SREBP-1c gen ekspresyon seviyesinin
arttig1 tespit edilmistir. Fruktozlu yliksek enerji ile yapilan beslemeden elde edilen sonuglar

mevcut ¢calisma bulgularini destekler iken yagdan elde edilen yiiksek enerji sonucunda artan
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ekspresyon degeri mevcut ¢alisma ile uyusmamaktadir. Bu durumun kaynagi olarak da,
kullanilan yagin yag asidi bilesiminin farkli olmasi akla gelmektedir.

Kas dokuda SREBP-1c¢ gen ekspresyonu F grubunda yaklasik 3 kat (2,71 kat) anlaml
bir artis gostermektedir (P<0,05), (Cizelge 4.4). Her ne kadar SREBP-1c¢ insiiline bagimli
olarak aktivitesi degisiklik gdsteren bir transkripsyon faktorii olsa da insiilin bagimsiz olarak
metabolize edilen yiiksek fruktozlu rasyonun kas dokuda bu transkripsiyon faktoriiniin
aktivitesini daha fazla artirarak lipogenezi tetikledigi anlasilmistir. Mevcut literatiir bilgileri
ile SREBP-1c’nin kas dokudaki lipogenez yolagi iizerindeki etkisinin tam olarak

anlasilabilmesi miimkiin olmamustir.

5.2.5. AQP9

Karaciger

Karaciger dokusunda diger dokulara oranla mRNA diizeyinde daha fazla aktivite
gosteren AQP9, su kanali olarak bilinmekle birlikte suyun yaninda iire ve gliserol
transportundan da 6nemli oranda sorumlu olan bir integral membran proteinidir. AQP9
aktivitesi ile obezite, metabolik sendrom dislipidemi ve diyabet gibi hastaliklar arasindaki
iligkiyi inceleyen ¢aligmalar oldukga sinirhidir. PPARa ligandlartyla dislipidemi tedavisinin
denendigi bir calismada PPARa aktivitesine bagli olarak rat karacigerinde AQP9 mRNA
diizeylerinde azalma oldugu tespit edilmistir. Ilgili galismayla PPARa aktivitesiyle AQP9
arasinda negatif bir iliski oldugu ortaya konulmustur (Lebeck ve ark. 2014). Yiiksek enerjili
besleme ile yapilan bu ¢alismada da, PPARa gen ekspresyon seviyesi ile (kontrole gore
deneme gruplarinda 0,76; 0,71 ve 0,76 kat degisimi) AQP9 gen ekspresyonu (kontrole gore
deneme gruplarinda 1,44; 1,75 ve 1,80 kat degisim) arasinda negatif iliski bulunmustur.

Karacigerdeki gliserol ve glikoz metabolizmasinda 6nemli bir role sahip oldugu
bilinen AQP9’un diyabetes mellitusun patogenezinde O©nemli bir faktér oldugu
bildirilmektedir (Rojek ve ark. 2007). Glukoneogenezde aktivitesi artan bir protein olan
AQP9, uzun siireli agliklarda organizmadaki enerji ihtiyacinin karsilanmasi amaciyla
karacigere gelen gliserolii hepatositlere almakla gorevlidir. Insanlarda yapilan bir calismada
(Catalan ve ark. 2008), karaciger AQP9 gen ekspresyon diizeylerinin insiiline bagimli olarak

diizenlendigi  bildirilmistir. Deneme gruplarindan diyabetli grupta AQP9 gen
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ekspresyonunun azaldigi, glikoz toleransi bozulan obez grupta ise yaklasik 1,5 kat arttig
bildirilmistir.

Literatiir bildirislere uygun olarak bu caligmada da karaciger dokusu AQP9
ekspresyon seviyelerinde S ve F gruplarinda K grubuna gore 2 kata yakin bir artis tespit
edilmistir (P<0,05). AQP9 seviyelerindeki bu degisimin, transkripsiyon faktorlerinin
aktivitesi sonucu artan lipogenezin bir sonucu olarak ve S ve F gruplarinda meydana gelmis
olma ihtimali olan insiilin direnci ya da diyabet olgusundan dolay1r (bakiniz 5.4.

Biyokimyasal parametreler) sekillendigi diistiniilmektedir.

Kas Doku

Transgenik obez farelerde yapilan ¢aligmalarda (Rojek ve ark. 2007, Wakayama ve
ark. 2014) kas doku yag miktarinin normal farelere gore 3 kat arttig1 ve kas dokuda AQP9
gen ekspresyon seviyelerinde artis oldugu bildirilmistir. Bu durum trigliserit iiretiminin
AQP9 aracili ve baska bir yolak iizerinden yapilabilecegini gostermektedir.

Bu caligmada kas doku AQP9 gen ekspresyonu bakimindan gruplar arasinda 6nemli
bir fark bulunmamistir. Kas dokuda yiiksek enerjili diyete bagl gelisen lipogenezin
kontrolinde AQP9 gen aktivitesinin geri planda gorevli bir regiilatér oldugu fikri
olugsmustur. Aquaporinlerin kas dokudaki aktiviteleri hakkinda daha fazla aragtirmaya

ihtiya¢ oldugu disiiniilmiistiir.

5.3. Hedef Genlere Ait Protein Miktarlari

5.3.1. PPARa

Karaciger

Gruplara gore degismekle birlikte karaciger dokusunda PPARa protein seviyesi
85,82-108,76 ng/mg olmustur ve gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (Cizelge
4.5). Bu durum Crespillo ve ark. (2011) ve Maithilikarpagaselvi ve ark. (2016) nin yaptiklar1
caligmalar ile uyumlu olmustur ve PPARa gen ekspresyon bulgularini destekler niteliktedir.

Daha ¢ok diyetteki yetersiz enerjiye bagli olarak aktivitesi artan bu transkripsiyon
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faktoriinlin normal veya fazla enerjili beslenme durumlarinda karaciger dokusundaki

aktivitesinin bazal diizeyde oldugu anlasilmistir.

Kas Doku

Kas dokuda PPARa protein miktarlar (26,11-27,03 ng/mg), mRNA diizeylerinde
oldugu gibi gruplar arasinda dnemli bir degisiklik gdstermemistir (Cizelge 4.5). Lovisccach
ve ark. (2000), yaptiklar1 ¢alismada saglikli ve diyabetli ratlarda gruplar arasinda sunulan bu
calismaya benzer sekilde kas dokuda PPARa protein miktari bakimindan énemli bir fark
bulmamislardir. Bu ¢alisma ile yiiksek enerjili rasyon ile beslenen ratlarin kas dokusunda bu
transkripsiyon faktoriiniin bir degisim gostermedigi anlasilmistir. Yiiksek yagli rasyonla
(doymus yag asit igerigi yiiksek) yapilan bir ¢alismada (Li ve ark. 2016), kas doku PPARa
seviyelerinin azaldigi ve bu durumun iskelet kasinda lipid depolanmasina katki sagladigi
bildirilmistir. PPARa’nin kas dokudaki aktivitesinin daha yiiksek konsantrasyonda siikroz
velveya fruktoz icerikli rasyonlarla veya doymus yag asidi igerigi yiiksek yagl diyetlerle
diisebilecegini, ayrica yiiksek enerjili rasyonlarla beslenme siiresinin de 6nemli bir faktor

olabilecegini bildiren kaynaklar da bulunmaktadir (Muoio ve ark. 2002).

5.3.2. LXRa

Karaciger

Karacigerde LXRa gen ekspresyon diizeyleri S ve F gruplarinda anlaml diizeyde
artmis olsa da (Cizelge 4.3), kodladiklar1 protein miktarlar1 bakimindan (18,53-20,45 ng/mg
arasinda) gruplar arasinda Onemli bir fark bulunmamistir (Cizelge 4.5). LXRa’nin
lipogenezin yaninda inflamasyon yolaginda da gorevli bir transkripsiyon faktorii oldugu
bilinmektedir (Schulman ve ark. 2017). Her ne kadar beslenmeye bagli olarak karacigerde
mRNA diizeyi artan bir transkripsiyon faktorii olsa da cesitli miRNA’larca translasyonu
engellenerek aktivitesinin sinirlandirilabildigi diistiniilmektedir (Ou ve ark. 2011). Yapilan
bir ¢aligmada (Ou ve ark. 2011) miR-613 adli miRNA’nin LXRo mRNA’sinin proteine
dontisimiinii engelledigi bildirilmistir. SREBP-1c promotorundan kontrol edilerek aktivite
gosterdigi ileri siirtilen miR-613"{in bir ¢esit negatif feed-back mekanizmasiyla bu islevi

yerine getirdigi bildirilmektedir (Ou ve ark. 2011, Zhong ve ark. 2013). Rasyondaki yiiksek
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enerjiye bagli olarak mRNA diizeyi artan LXRa’ nin, post-translasyonel mekanizmalarla
protein miktarmin kontrol altina alindigi anlagilmaktadir. Yiiksek miktarda ifade edilen
SREBP-I1c’nin, negatif feed-back mekanizmasiyla bu genin protein miktarini azaltmak igin

bu baskilamaya yol agmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Kas Doku

Kas dokuda LXRa protein miktar1 bakimindan F grubunda en fazla proteinin oldugu
tespit edilmistir (P<0,05), diger gruplardaki kas doku LXRa protein miktarlar1 ise benzer
bulunmustur (Cizelge 4.5). Bu sonug LXRa gen ekspresyon sonuglarint dogrular niteliktedir
(Cizelge 4.4). Zira kas dokuda LXRa, mRNA diizeyinde F grubunda yaklasik 2 kat (1,77
kat) fazla ifade edilmistir (P<0,05). Bu transkripsiyon faktorii insiilinden bagimsiz sekilde
kas dokuda lipid metabolizmasinin aktivitesini artirarak yag tiretimini tetiklemektedir (Kase
ve ark. 2005, Cozzone ve ark. 2006). Fruktozlu rasyonla beslenen grupta bu transkripsiyon
faktoriiniin kas dokuda yiiksek aktivite gostermesi, fruktozun kas dokuda lipid
metabolizmasindaki degisiklere bagli olarak gelisecek bozukluklar bakimindan siikroza gore

daha tehlikeli olabilecegini akla getirmektedir.

5.3.3. ChREBP

Karaciger

Karacigerde lipogenez, biiyilkk oranda ChREBP ve SREBP-1c transkripsiyon
faktorlerinin araciligiyla gerceklesmektedir. ChREBP proteininin fazla {retilmesi
durumunda yag asidi ve trigliserit sentezinde gorevli genlerin ekspresyon diizeyleri artmakta
ve hepatik steatoz tetiklenmektedir (Xu ve ark. 2013). Yapilan bir ¢calismada ChREBP’in
kontrollii sartlarda baskilanmasi sonucu lipogenezin de kismen baskilandigi tespit edilmistir
(Denechaud ve ark. 2008).

ChREBP total protein miktarinda onemli bir degisim meydana gelmeden
cekirdekteki toplam ChREBP protein miktari artabilmektedir. Zira ChREBP translasyonu
gerceklestikten sonra rasyon enerji igerigine bagli olarak cekirdege transfer olarak

aktivitesini artirmaktadir (Huang ve ark. 2010).
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Karacigerde ChREBP gen ekspresyonu bakimindan gruplar arasinda fark bulunmasa
da, protein miktar1 F grubunda diger gruplara gére daha fazla bulunmustur (Cizelge 4.3 ve
4.5). Y grubunda ChREBP protein miktarinin F grubuna gére az olmasmin yagl rasyon
iceriginde bulunan yag asitlerinden dolay1 olabilecegi diisiiniilmektedir. S grubunda F
grubuna gore daha diisiik seviyede tespit edilen ChREBP proteininin sebebi olarak rasyonda
yiiksek miktarda siikroz dolayisiyla glikoz bulunmasi, tiiketimin insiilin bagimli olusu ve
ChREBP’in glikoz duyarli olmasi olarak diistiniilmektedir. ChREBP aktivitesi mMRNA
diizeyinde glikoza ya da diger faktorlere bagli olarak diizenlense de protein diizeyinde
kontrolii rasyon icerigi ve rasyon enetji miktar1 gibi faktdrlerin yani sira bazt miRNA’larca
da kontrol altina alinmaktadir. miRNA-613 isimli miRNA’nin ChREBP protein iiretimini
baskiladig1 bildirilmistir (Zhong ve ark. 2013). Bu sebeple, Y ve S gruplarinda ChREBP
protein miktarinin diisiik seviyede olmast miRNA-613’ten kaynaklanmis olabilir. Ancak F
grubunun bu miRNA’dan etkilenmemis olmasi ile ilgili ¢alismalara ihtiya¢ bulunmaktadir.
Bunlarla birlikte ChREBP’in, fruktozun glikoza g¢eviriminden de 6nemli oranda sorumlu
oldugu yapilan bazi ¢aligsmalarla tespit edilmistir (Poupeau ve Postic 2011, Kim ve ark.
2016). F grubundaki hayvanlar enerji tiikketimlerinin biiyiik bir bolimiinii fruktozdan
sagladiklar1 ve fruktozun siikrozdan farkli yolla metabolize edilisi ve lipogenezi tetiklemesi,
bu ¢alismadaki F grubu ChREBP protein miktarinin fazla olusu ile dogrulanmaktadir. Zira
Koo ve ark. (2009), yaptiklar1 bir ¢alismada yiiksek glikoz (%63) ve yliksek fruktozlu (%63)
rasyonlarla 2 hafta siireyle besledikleri ratlarda ChREBP gen ekspresyon seviyelerinde
farklilik gérmemekle birlikte ChREBP protein miktarininin fruktozla beslenen grupta
yaklasik 4 kat daha fazla oldugunu tespit etmislerdir. ilgili ¢alisma (Koo ve ark. 2009)
bulgular1 da ChREBP protein seviyesi bakimindan tez ¢alismasini desteklemektedir.

Kas Doku

Glikoza verilen cevapta kritik rol oynayan ChREBP mRNA diizeyinde kas dokuda
gruplar arasinda bir degisiklik gostermemekle birlikte S ve F gruplarinda K ve Y gruplarina
gore protein diizeyinde daha fazla oldugu tespit edilmistir (P<0,05), (Cizelge 4.4 ve 4.5).

Ortamdaki glikoz konsantrasyonuna bagli olarak aktivitesi degisen ChREBP’in, S ve
F gruplarinda yiiksek enerjili beslenmeye bagl olarak karacigerdeki glikoz miktarinin
artt1gi, buna baghh olarak da kas dokuda yiiksek miktarda aktivite gosterdigi

diistinilmektedir.
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5.3.4. SREBP-1c

Karaciger

SREBP-Ic, yag asidi biyosentezinde gorevli genlerin neredeyse tamamini regiile
eden bir transkripsiyon faktoriidiir. SREBP-1c geni susturulmus farelerde yag asidi
sentezinde normal farelere gore %50’ ye yakin bir azalma tespit edilmistir (Cha ve ark. 2007).

Karacigerde SREBP-1c¢ protein miktarinin F grubunda en fazla, S grubunda ise en
diisiik seviyede (135,16 ve 61,21 ng/mg protein) oldugu belirlenmistir (P<0,05), (Cizelge
4.5). Diyetteki enerjinin fazla olmasi durumunda SREBP-1¢ gen ekspresyon diizeyi artarken
ayni oranda protein iiretiminin olmadigi, bu durumun bazi kontrol mekanizmalarinca
engellendigi goriilmektedir. Insiilin sinyal yolaginda gérevli olan ve glikoza bagl olarak
diizenlenen Insig-1 (insiilin-induced gen 1 protein), lipid sentezinin kontroliinde rol alan
feed-back mekanizmalarindan birisidir (Engelking ve ark. 2004). Transgenik farelerde
yapilan ¢alismada (Engelking ve ark. 2004), Insig-1 geni ile SREBP-1c geni arasindaki iliski
incelenmis, Insig-1 ekpsresyonunun artigina bagl olarak SREBP-1c protein miktarmin
azaldi@1 tespit edilmistir. Insiilinle iliskili diger bir protein olan Insig-2 ile ilgili yapilan bir
diger ¢alismada (Baena ve ark. 2016) normal rasyona ilaveten %10’luk fruktoz ¢ozeltisiyle
2 ay boyunca beslenen ratlarda %10’luk glikoz ¢dzeltisiyle beslenen gruba gére Insig-2
protein miktarlarinda azalma tespit edilmistir. S grubu rasyonundaki siikroz, igerdigi
glikozdan dolayi Insig-1 ve Insig-2 regiilasyonlarim diizenleyerek lipogenezi baskilarken, F
grubunda lipogenezin engellenemedigi goriilmiistiir. K ve Y gruplarinda ise Insig-1 ve
Insig-2’nin S grubunda oldugu gibi SREBP-1¢ protein iiretimini engelledigi ve lipogenezin
bu sayede baskilanmis olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ayrica kodlama yapmayan ancak
SREBP-1c¢ ekspresyonunun baskilanmasinda gorev alan miRNA’lardan olan miR-33
bakimindan yapilan bir ¢caligmada (Horie ve ark. 2013) miR-33 geni eksik farelerde kilo
aliminin ve lipogenezin anormal sekilde arttig1 bildirilmistir. Bununla birlikte yine SREBP-
lc ekspresyonunun baskilanmasinda gorevli miR-613’te lipogenezi baskilamak i¢in aktivite
gosteren bir faktor olarak bildirilmistir (Zhong ve ark. 2013). Ayrica miR-145-3p, miR-7-1-
5p gibi fruktozlu beslemede aktivitesi azalan miRNA’larin yoklugunda SREBP-1c aracili
lipogenezin tetiklendigi bildirilmektedir (Baena ve ark. 2016). Kompleks bir yolak olan
lipogenezde gorevli miRNA’larin aktiviteleri heniiz tam olarak anlasiimamistir (Zarfeshani

ve ark. 2015). Bu ¢alismada karacigerdeki SREBP-1c aracili lipogenez yolaginin F grubunda
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insig-1, insig-2, miR-613, miR-33 gibi SREBP-1c’yi baskilayan faktorlerin yeterince aktif
olmamasi sonucu rasyonla alinan fruktozun SREBP-1c¢ ekspresyonunu artirarak lipogeneze
yol ag¢tigini sOyleyebilmek miimkiin olmustur. F grubunda fruktozun SREBP-1c ve onu
kontrol eden mekanizmalar1 etkileyerek lipogenezi tetikleyecek sekilde diizenledigi

anlagilmistir.

Kas Doku

Kas dokuda SREBP-1c¢ protein miktarlar incelendiginde mRNA ekspresyonlarini
dogrular nitelikte oldugu goriilmistir. K, Y ve S gruplarinda benzer miktarlarda olan
SREBP-1c proteininin F grubunda diger gruplara gore yaklasik 2 kat daha fazla oldugu
belirlenmistir (P<0,05), (Cizelge 4.5).

Song ve ark. (2012), C57BL/J6 farelerinde 4 ay siireyle yiiksek fruktoz ve yiiksek
yagin kas dokusunda olusturdugu metabolik degisiklikleri inceledikleri calismada SREBP-
lc gen ekspresyon seviyelerinin yiiksek fruktoz ve yiiksek yagli rasyonla beslenen gruplarda
mRNA ve protein miktarlarinin benzer oranlarda degistigini bildirmislerdir. Kas dokuda
depolanan fazla yagin SREBP-1c proteini ile iliskili olabilecegi bildirilmistir ve sonuglar
ratlarda yapilan bu ¢aligma sonuglarini da destekler nitelikte olmustur.

Guillet-Deniau ve ark. (2004), Sprague-Dawley ratlarindan izole ettikleri kas
hiicreleriyle hiicre kiiltiiriinde yaptiklart calismada SREBP-1c’nin rat iskelet kas
hiicrelerinde insiilin bagimli genlerin ekspresyonlarini insiilin yoklugunda da artirarak
glikolitik ve lipogenik yolag: aktive ettiklerini bildirmislerdir. Commerford ve ark. (2004)
Wistar Albino farelerde yaptiklart ¢alisma ile insiilin bagimsiz olarak SREBP-1c
aktivitesinin arttigmmi gostermislerdir. F grubunda kas dokularinda bu transkripsiyon
faktoriinin mRNA ve protein diizeyinde artma sebebinin fruktozun insiilin bagimsiz
metabolize edilisinin yani sira, SREBP-1c’nin insiilin yoklugunda da aktivite gdsterebiliyor
olmasi olarak diisiintilmektedir.

Sunulan bu g¢alismada fruktoz grubunda goreceli sekilde artan SREBP-1c gen
ekspresyon seviyesinin Y grubunda artmama nedeninin verilen yagin igerigi ile, S grubunda

artmama nedeninin ise siikrozdaki glikoz igerigi ile iligkili olabilecegi diigiiniilmektedir.
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5.3.5. AQP9

Karaciger

Karacigerde AQP9 aktivitesi karbonhidrat ve lipid metabolizmasi1 bakimindan
onemlidir. AQP9 gliseroliin transportunu saglayarak lipogenezin sekillenmesine katki
saglamaktadir (Lebeck ve ark. 2014). Yiiksek enerjili rasyonla 2 ay boyunca beslenen
ratlarda yapilan bir ¢alismada AQP9’un karacigerde baskilanmasiyla lipogenezin kontrol
altina alinabilecegi ve hepatik steatoz sekillenmesinin Oniine gegilebilecegi bildirilmistir
(Cai ve ark. 2013).

Karacigerde AQP9 protein miktar1 gen ekspresyonu seviyesi bulgularindan farkli
olarak biitiin gruplarda benzer bulunmustur. Bu durumun AQP9 transkripsiyonunun post-
translasyonel mekanizmalarla kontrol altina alinmis olabilecegini diistindiirmektedir.
Yapilan literatiir taramalarinda yeterli calismaya rastlanilmamistir. ilgili mekanizmanin
anlasilabilmesi i¢in AQP9 ile lipogenez arasindaki iliskinin incelenecegi ¢aligmalara ihtiyag

bulunmaktadir.

Kas Doku

Kas dokuda AQP9 protein miktar1 bakimindan yapilan incelemede mRNA
diizeylerinde oldugu gibi gruplar arasinda 6nemli bir fark olmadigi belirlenmistir (Cizelge
4.4 ve 4.5). Gliserol transportunda gorevli AQP9 proteininin kas dokudaki metabolik
aktivitesinin diyete bagli olarak degismedigi goriilmiistiir. Deneme gruplarinda yag, siikroz
ve fruktozdan saglanan yiiksek enerji, her ne kadar metabolizmanin hormonal kontroliinii
degistirse de (Rojek ve ark. 2007, Wakayama ve ark. 2014), hormonal kontrole bagli olarak

aktivite gosteren AQP9’un kas dokudaki aktivitesinin etkilenmedigi anlagilmistr.

5.4. Biyokimyasal Parameterler
Farkli siirelerde yiiksek enerjili rasyonlarla beslenen ratlarda aglik kan glikoz

diizeyinde degisiklikler meydana geldigi bilinmektedir. Zira, yiiksek yagli, siikrozlu ya da

fruktozlu rasyonlarin uzun siireli tiiketimiyle glikoz regiilasyonunun bozuldugu, plazma
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glikoz seviyelerinin arttig1 yapilan ¢ok sayida ¢aligmayla tespit edilmistir (Catena ve ark.
2003, Tasyiirek ve ark. 2014, ilhan ve ark. 2014, Qinna ve Badwan 2015).

Bu calismada F grubundaki ratlarda plazma glikoz diizeyinin diger gruplara gore
onemli seviyede yiiksek oldugu (P<0,05) tespit edilmistir (Cizelge 4.6). Normalde rasyonla
alinan enerji miktarina bagli olarak artan kan glikoz diizeyi, insiilin araciligiyla kontrol altina
alinmaktadir. Bununla birlikte fruktozun kronik olarak tiiketilmesi insiilin direnci,
hipertrigliseridemi, hipertansiyon gibi metabolik bozukluklara yol agabilmektedir (Elliot ve
ark. 2002). Beslenmeye bagli olarak siirekli yliksek seyreden glikoz varliginda insiilin
mekanizmalar siirekli devreye girer ve lipogenez tetiklenir. F grubunda tespit edilen ytliksek
glikozun lipogenezi tetikledigi plazma trigliserit miktarlariyla dogrulanmaktadir (Cizelge 4.
6). Fruktozlu besleme sonucu metabolik sendrom olusan ratlarda da bu ¢alismada oldugu
gibi yapilan bazi ¢alismalarca glikoz seviyesinin yiiksek oldugu bildirilmistir (Catena ve ark.
2003, ilhan ve ark. 2014, Qinna ve Badwan 2015, Ufat ve ark. 2016). Bu ¢alismada plazma
glikoz seviyesi bakimindan elde edilen degerler deneysel olarak insiilin direnci olugturulmus
ratlarda plazma glikoz seviyelerinin benzer oldugu goériilmiistiir (Jalal ve ark. 2007, Lirio ve
ark. 2016). Kronik fruktoz tiiketiminin kan glikoz seviyelerini yiikselttigi anlagilmistir.

Saglikli metabolizmaya sahip canlilarda plazma glikoz konsantrasyonu yeterli
miktarda insiilin ile kontrol altina alinirken, insiilin direnci gelisen canlilarda daha fazla
insiilin sentezlenerek plazma glikoz seviyeleri kontrol altina alinmaya calisilmaktadir.
Insiilin direnci geligmis canlilarda plazma glikoz diizeylerinin kontrol altina alinabilmesi igin
daha fazla insiilin tiretimi gerekmektedir. Diyabet geligsmis canlilarda ise plazma glikoz
konsantrasyonunu diisiirmek i¢in yeterli insiilin {iretilememektedir (American Diabetes
Association 2014). Yapilan bir ¢calismada (Havel ve ark. 2000) diyabetli ratlarda plazma
glikoz konsantrasyonunun yiiksekligiyle birlikte insiilin miktarinda da kontrol grubuna gore
onemli diizeyde azalma tespit edildmistir. Insiilin metabolizmasindaki bozukluk zamanla
hipotalamus merkezli noropeptitlerin aktivitelerini degistirerek beslenme davranislarinda da
degisiklik meydana getirmektedir (Havel ve ark. 2000).

Yapilan bazi ¢caligmalarda rasyondaki fruktozun insiilin direnci gelisimini tetikledigi
ve plazma glikoz konsantrasyonunun diizenlenmesinde bozukluklar meydana getirdigi
bildirilmektedir (Elliott ve ark. 2002, Baena ve ark. 2016).

Calisma gruplar arasinda plazma glikoz degerleri en yiiksek degere sahip olurken

plazma insiilin seviyeleri bakimindan deneme gruplar1 arasinda anlaml bir fark olmadig:
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goriilmektedir (Cizelge 4.6). Aksoy ve ark.(2016), ratlarda yaptiklar1 ¢alismada 2 aylik
besleme periyodu sonunda yiiksek fruktozlu ve yiiksek siikrozlu rasyonlarla beslenme
sonucunda kan glikoz diizeylerinde bu calisma ile benzer bulgular bildirmislerdir. F
grubundaki hayvanlar hiperglisemik olduklar1 halde insiilin miktarlarinda 6nemli bir
degisimin olugmamasimin rasyondaki fruktoz orani ve besleme periyodu ile iligkili
olabilecegi diisiindiirmektedir. Besleme periyodunun uzun tutulmasi, yani fruktoza kronik
olarak maruz kalma ile insiilin direncinin gelisebilecegi, bununla birlikte insiilin direnci
gelismeden lipogenezin ileri diizeyde sekillenebilecegi akla gelmektedir.

Plazmadaki total kolesterol miktarlar1 bakimindan gruplar arasinda 6nemli bir fark
olmadig1 goriilmiistiir. Baena ve ark. (2016) yaptiklar1 bir ¢alismada fruktozlu rasyonla
(%10’luk fruktoz ¢ozeltisi) 2 ay siireyle beslenen ratlarda lipogenik aktivitenin yani sira total
kolesterol miktarlarin1 da incelemis ve bu calisma ile benzer bulgular bildirmislerdir.
Fruktozun metabolik etkilerinin incelendigi baska bir ¢caligmada (Lirio ve ark. 2016) yine
benzer sekilde total kolesterol miktarlarinda 6nemli bir degisim bulunmamistir. Bununla
birlikte fruktoz kokenli yiiksek enerjili rasyonlarla beslenen ratlarda yapilan farkl
calismalarda (Collino ve ark. 2010, Akan 2012, Sefil ve Sefil 2013), plazma total kolesterol
seviyelerinde artis bildirilmistir. Yiksek stikrozlu rasyonla 20 hafta boyunca beslenen
Sprague-Dawley ratlarda yapilan bir ¢alismada (Cao ve ark. 2012) total kolesterol miktarinin
artmadig1 bildirilmistir. Bu sonuglar beslenme sekli ve siiresindeki farkliliklarin plazma
kolesterol seviyesi lizerinde 6nemli degisikliklere sebep oldugunu gostermistir.

Caligmada, plazma HDL seviyeleri bakimindan gruplar arasinda onemli bir fark
olmadig: tespit edilmistir. Besleme seklinin biyokimyasal parametrelere olan etkilerinin
incelendigi cok sayida c¢alismada yiliksek yagli diyetin HDL diizeyini negatif yonde
etkiledigi, bununla birlikte rasyonda bulunan yagin yag asidi iceriginin bu regiilasyonda
onemli rol oynadig: bildirilmektedir (Ryu ve ark. 2003, Vijaimohan ve ark. 2006, Altin
2013). Yiiksek kolesterollii rasyonla beslenen ratlarda yapilan bir ¢alismada rasyonun
plazma HDL seviyesini 20 giin gibi kisa bir siirede bile diisiirebildigi bildirilmistir (Altin
2013). Lirio ve ark. (2016) yaptiklari ¢alismada fruktozla beslemenin plazma total kolesterol
miktarlaria benzer sekilde HDL miktarin1 da degistirmedigini bildirmislerdir. Fruktoz ve
streptozotosin ile birlikte diyabet olusturulan ratlarda yapilan baska bir ¢calismada HDL
miktarlarinda anlamli bir degisiklik bulunmadigi bildirilmistir (Wilson ve Islam 2012).
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Plazma HDL seviyeleri bakimindan elde edilen bulgular rasyon karbonhidrat igeriginin bu
regiilasyonda yag icerigi kadar 6nemli olmadigini géstermistir.

Yapilan bu caligmada, plazma LDL seviyeleri gruplar arasinda benzer olmustur.
Yiiksek fruktoz icerikli rasyonla (%60) beslenen ratlarda yapilan caligmalarda
(Thirunavukkarasu ve ark. 2004, De Moura ve ark. 2008) plazma kolesterol seviyesinin
yiikseldigi bildirilmistir. Bu ¢calismada gruplar arasinda fark bulunmamasinin sebebi olarak
yiiksek enerji olusturmak igin kullanilan fruktoz oraninin (Yaklasik %27’lik ¢ozelti seklinde
kullanildi) diger ¢alismalara gore diisiik olmas1 akla gelmektedir. Her ne kadar fruktozun
LDL kolesterol miktarlarini artirdigi bildirilen ¢aligmalar olsa da (Thirunavukkarasu ve ark.
2004, De Moura ve ark. 2008), bu durumu tetikleyen en 6nemli faktoriin hayvan yasi ve
baslangic agirhigr ile birlikte rasyonda kullanilan fruktozun orani oldugu anlagilmistir
(Novelli ve ark. 2007). S ve Y gruplarinda da plazma LDL bakimindan K grubuna benzer
sonuglara ulasilmis olmasinin sebebi olarak rasyon karbonhidrat igeriginin ¢ok yiiksek
olmamas: diisiiniilmektedir.

Plazma trigliserit miktari bakimindan yapilan degerlendirmede F grubunun diger
gruplara gore onemli diizeyde yiiksek oldugu tespit edilmistir (P<0,05), (Cizelge 4.6).
Janevski ve ark. (2012), 4 hafta boyunca %60 fruktozlu rasyonla beslenen ratlarda canli
agirhikta 6nemli bir degisim meydana gelmeden FAS, ACC, SREBP-1c ve ChREBP gen
ekspresyon seviyelerinde artis oldugunu, bu durumun trigliserit miktarini artirdigini
bildirmislerdir. Fruktozun hiperlipidemiyi, insiilin direncini ve uzun siireli tiiketimi
sonucunda da diyabeti tetikledigi ve bu bozukluklarin hiperlipidemi ile basladig
bildirilmektedir (Benado ve ark. 2004, Trujillo ve ark. 2006, Barnes ve ark. 2009). Ratlarda
yapilan bircok ¢aligmayla fruktozun hiperlipidemik bir besin kaynagi oldugu anlagilmistir
(Tappy ve Le 2010, Nagai ve ark. 2009, Lirio ve ark. 2016). Ayrica Stanhope ve Havel
(2008) yaptiklart ¢aligmada yiiksek fruktoz ve yiiksek siikroz igeren diyetlerle besledikleri
Rhesus maymunlarinda 3, 6 ve 12 aylk siirelerde canli agirhik ve bazi biyokimyasal
parametreleri incelemisler, metabolik aktivitenin gelisimi i¢in 3 ayin yeterli oldugunu
bildirmislerdir. Kisa siireli ve uzun siireli ¢aligmalar, bu ¢alismada oldugu gibi fruktoz
tiketiminin trigliserit miktarim1 artirdigint  géstermektedir (Swarbrick ve ark. 2008).
Insiilinden bagimsiz olarak metabolize edilen ve biiyiik oranda lipide cevrilen fruktozun

hiperlipidemik etkisinin bu c¢alismada molekiiler diizeyde tespit edilen transkripsiyon
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faktorlerinin (LXRa, ChREBP, SREBP-1c) aktivitelerini dogrular nitelikte oldugu
gorilmistir.

ALT ve AST enzimleri hepatositlerde sentezlenmekle birlikte iskelet ve kalp
kaslarinda da iiretilebilen enzimlerdir. Karaciger hasarinin tanimlanmasinda rutinde
kullanilan parameterler olmakla birlikte bu enzim diizeyleri tek basina yeterli olmayan
parametrelerdir. Zira karaciger yaglanmasiyla seyreden hepatitlerde ALT diizeylerinin
dalgalanma gosterdigi, ilerlemis bir sirozda dahi normal fizyolojik sinirlarda bulunabildigi
ve karaciger dis1 patolojilerde de degisebildigi bildirilmektedir (Sentiirk ve ark. 2004,
Giannini ve ark. 2005).

Bu ¢alismada ALT diizeyleri K grubunda diger gruplara gore yiliksek bulunmustur
(P<0,05). AST diizeyleri ise K grubunda Y ve S gruplarina gore yiiksek ancak F grubu ile
benzer tespit edilmistir (Cizelge 4.6). Yiiksek enerjili rasyonla yapilan bazi ¢alismalarda
karacigerde bir patoloji gelistiginde bile bu parametrelerin normal sinirlarda olabilecegi
bildirilmistir (Tasyiirek 2014, Lirio ve ark. 2016). Yapilan bir ¢aligmada (Lirio ve ark. 2016)
yiiksek fruktozlu rasyonla 6 hafta beslenen ratlarda benzer sekilde ALT ve AST
parametreleri bakimmdan 6nemli bir fark bulunmadig: bildirilmistir. Fruktozun metabolik
bozukluklar tizerindeki etkisinin incelendigi bagka bir caligmada fruktozla beslenen gruptaki
ratlarin ALT ve AST degerlerinin kontrol gruplarina gére daha diisiik oldugu bildirilmistir
(Giibiir 2015). Benzer durum ALT bakimindan bu ¢alismada da tespit edilmistir.

Plazma AST ve ALT diizeyleriyle karaciger hasar1 hakkinda fikir sahibi olmak i¢in
bu iki enzim diizeyinin oranimin daha belirleyici bir kriter olabilecegi bildirilmektedir.
Insanlarda karaciger hasarmin tespitinde bu oranm 2’den biiyiik olmasi ile hasarin alkole
bagli olma ihtimalinin arttig1 bildirilmektedir (Botros ve Sikaris 2013). AST/ALT oraninin
yiksek fruktozlu rasyonla beslenen ratlarda artig gosterdigi bildirilen ¢alismalar
bulunmaktadir (Botezelli ve ark. 2012, El-Haleim ve ark. 2016). Yapilan bu ¢alismada
AST/ALT oran en yiiksek S ve F gruplarinda goriilmiistiir. Bununla birlikte S grubu ile K
ve Y gruplar1 arasinda 6nemli bir fark olmadigi anlagilmistir (Cizelge 4.6). F grubu en
yiiksek orana sahip grup olarak belirlenmistir. Yiiksek enerjili beslenmeye bagli olarak
karacigerde meydana gelecek hasarin tespitinde biyokimyasal olarak AST/ALT oraninin
belirleyici bir kriter olabilecegi bu calismada da anlasilmistir. Zira bu c¢alismanin
histopatoloji boliimiinde tespit edilen karaciger hasarinin S ve F grubunda belirgin oldugu

goriilmektedir.
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Cogunlukla safra kanal1 epitel hiicrelerinden sentezlenen GGT’nin karaciger hasari
durumunda ALT ve AST ile birlikte yiikselebildigi bununla birlikte ALT ve AST normalken
bile GGT nin yliksek olabilecegi bildirilmektedir (Sentiirk ve ark. 2004). Yapilan bir
calismada (Tzanetakou ve ark. 2012), yaklasik 3 ay yliksek oranda yagli rasyonla beslenen
ratlarda plazma GGT seviyelerinde 6nemli bir degisim olmadig: bildirilmistir. Zarghani ve
ark. (2016), alkole bagli olmayan karaciger yaglanmasi olusturmayi amagladiklari bir
calismada yagdan, siikrozdan ve fruktozdan zengin rasyonlarla besledikleri ratlarda plazma
ALT ve AST parametrelerinin yant sira GGT miktarinda da degisim olmadigim
bildirmislerdir. Yapilan bu ¢alismada da literatiire benzer sekilde yag, siikroz ve fruktoz
kaynaklar ile yiiksek enerjili beslemeye bagli olarak plazma GGT seviyeleri bakimindan
onemli bir degisim olmadig: tespit edilmistir. Rasyona bagli gelisen lipogenezin plazma
GGT aktivitesinde 3 aylik besleme periyodu siiresince Onemli bir degisim meydana
getirmedigi, bu yiizden farkli enerji kaynaklarina bagli olarak gelisecek metabolik
bozukluklarda 3 ay gibi bir besleme periyodu sonunda referans bir parametre olarak

incelenmesinin anlamli olmayacagi anlagilmistir.

5.5. Histopatoloji

Yapilan histopatolojik incelemede beklenildigi gibi K grubundaki hayvanlara ait
karaciger dokularmin normal histolojik yapida oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte Y
grubu 6rneklerinde de ¢ok fazla yaglanma olmadigi goriilmiis ve bu durumun rasyonun yag
asidi igeriginden kaynaklandig: diisiiniilmiistiir. S grubu karaciger dokularinda yaglanma ve
hepatositlerde dejenerasyon oldugu goze carpmakla birlikte rasyonda kullanilan siikroz
orani ve muhtemelen besleme siiresinden dolay1 yaglanma ve dejenerasyonun F grubundaki
kadar siddetli olmadig1 anlagilmistir. Haubert ver ark. (2010), bu ¢alismadaki S grubu
bulgularinin aksine %70 siikrozlu rasyonla besledikleri ratlarda mikroskobik olarak siddetli
yaglanma tepit etmislerdir. Siikrozun yaglanma {izerindeki etkisinin rasyondaki miktariyla
iligkili olabilecegi diistiniilmektedir. Ackerman ve ark. (2005) fruktozun siikroza gére daha
kisa siirede yaglanma ve dejenerasyona sebep oldugunu bildirmektedirler. Zira, Vila ve ark.
(2011) Sprague-Dawley ratlarinda yaptiklart ¢alismada normal rasyona ilaveten %10’luk

cozelti seklinde fruktoz vemisler ve 2 hafta gibi kisa bir siirede karacigerde nekrotik alanlar
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tespit etmislerdir. Yapilan incelemede F grubundaki hayvanlarin karaciger dokularinda
mikroskobik olarak en hasarli grup oldugu belirlenmistir. Zira, yaglanma Y ve S grubuna
gore daha fazla olmakla birlikte dejenerasyonun en siddetli hali balonumsu dejenerasyon F
grubunda belirgin olarak tespit edilmistir.

Yapilan ¢alisma her ne kadar lipogenez yolagindaki genlerin aktiviteleriyle ilgili olsa
da histopatolojik incelemeler sonucu yangisal hiicre infiltrasyonunun S ve F grubunda, Y
grubuna gore daha belirgin oldugu anlasilmistir. Siikroz ve fruktozun hepatositlerde
yikimlayici etkilerinin yani sira belirgin bir inflamasyon olusumuna yol actigi tespit
edilmistir. Bu durum karaciger dokusunu sekonder bakteriyel enfeksiyonlara karsi daha
duyarli hale getirebilecek ve oksidatif hasar olusumunu artirabilecektir. Turasan (2014), bu
calismaya benzer sekilde fruktoz ve siikrozun karaciger dokusunda siniizoidal dejenerasyon,
6dem ve mononiikleer hiicre infiltrasyonuna neden oldugunu bildirmistir.

Deneme gruplarinda ortak olan bulgu eritrositlerin sentral venlerde ve siniizoidal
bolgelerde durgunlagmasi olmustur. Bu durumun karaciger dokusunda anoksi ve hipoksi
ortami olusturarak hepatositlerde dejeneratif ve nekrotik degisikliklerin 6n plana ¢ikmasina
neden olabilecegi diisiiniilmektedir.

Fruktozun lipogenik etkisi F grubunda karaciger dokusundaki yaglanmanin tespiti ile
dogrulanmistir. Histopatolojik bulgularin ¢aligmada kontrol edilen lipogenez yolagindaki
transkripsiyon faktorlerinin aktivitelerini dogrular nitelikte oldugu goriilmiistiir. F grubunda
karaciger agirlik ortalamalarinin deneme gruplarina gére 6nemli diizeyde yliksek bulunmasi
canlt agirliklarinin fazla olmasmin yani sira histopatolojik sonuglarla da tespit edilmistir.
Karacigerdeki bu agirlik artisinin yaglanmaya bagli olarak sekillenmis olabilecegi

distintilmiistiir.
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6. SONUC

Farkli enerji kaynaklariyla olusturulan yiiksek enerjili rasyonlarin kullanimiyla 90
giin boyunca beslenen ratlarda, karaciger ve kas dokularinda lipogenez yolaginda rol olan
onemli transkripsiyon faktorleri ile AQP9 membran proteinin gen ve protein ekspresyonu
diizeyindeki aktiviteleri arastirilmistir. Bununla birlikte bazi biyokimyasal parametrelerde
meydana gelen degisimler ve karaciger dokusunun histopatolojik  durumu
degerlendirilmistir. Enerji miktar1 bakimindan benzer fakat farkli enerji kaynaklarini iceren
yiiksek enerjili rasyonlarla beslemenin enerji metabolizmasim farkli sekillerde etkiledigi
anlagilmistir. Her ne kadar yiiksek enerjinin canli agilirlik artisini dolayisiyla obeziteyi
tetikledigi diisiiniilse de enerji kaynaginin bu durumun olusumunda olduk¢a 6nemli bir
faktor oldugu goriilmiistiir. Zira calismada, bir¢ok gidada degisen oranlarda tatlandirici
olarak kullanilan fruktozun lipogenezi, yag ve siikroz kaynaklarma gore daha fazla
tetikledigi tespit edilmistir. Bu durumun fruktoz tiikketiminin insiilin salinimini etkilememesi
ve metabolize edilisinin farkliligindan ileri geldigi diisiiniilmiistiir. Fruktoz bakimindan
zengin rasyonla beslemenin siikroz ve yag kaynaklarina gore lipogenez ve canli agirlik artist
bakimindan daha hizli ve etkili oldugu anlagilmistir.

Giliniimilizde yapilan bircok calismada metabolik aktivitenin molekiiler diizeyde
incelenmesiyle bir¢ok metabolik bozukluk hakkinda onemli c¢iktilar iiretilmektedir. Bu
calismada lipogenezin sekillenmesinde 6nemli rol oynayan transkripsiyon faktdrlerinden
ozellikle LXRa ve SREBP-1¢’nin hem karaciger hem de kas dokusunda 6nemli molekiiler
belirtecler oldugu goriilmiistiir. Bu transkripsiyon faktorleri mRNA ekspresyonu diizeyinde
fruktozla beslemeye bagli olarak karacigerde sirasiyla yaklasik 2 ve 4 kat artis gostermis ve
tespit edilen protein miktarlari ile bu artig dogrulanmistir. Ayrica fruktozlu rasyonla beslenen
ratlarda bu transkripsiyon faktorleri kas dokuda mRNA ekspresyonu diizeyinde sirasiyla
yaklasik 2 ve 3 kat fazla ifade edilmis ve protein miktarlarinin bu artis1 dogrular nitelikte
oldugu goriilmiistiir. Bu caligmayla enerji metabolizmasi ile ilgili caligmalarda metabolik
aktivitede merkez organ konumunda olan karacigerin yanisira kas dokuya odaklanilarak
onemli ciktilarin iretilebilecegi anlagilmistir. Zira ¢alismada beslenmeye bagli olarak

aktivitesi incelenen transkripsiyon faktorlerinin kas dokudaki gorevleriyle ilgili literatiirde
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yeterli calismaya rastlanmamaigstir. Ayrica, PPARa’nin kas dokudaki aktivitesi hakkinda daha
fazla ¢alismaya ihtiyag¢ oldugu, kas dokuda ChREBP ve PPARa arasindaki iliskinin heniiz
tam olarak anlasilmadig1 goriilmiistiir.

Calismada karaciger dokusunun ChREBP gen ekspresyon seviyeleri ile protein
miktarlar1 arasinda farklilik tespit edilmistir. ChREBP gen ekspresyon miktarinin
karacigerde temel rasyona ilaveten %27°lik fruktozla beslemeye bagli olarak degismedigi,
bununla birlikte ChREBP protein miktarmin fruktozla beslenen grupta en fazla oldugu
goriilmiistiir. ChREBP ve lipogenez arasindaki iliskinin fruktozla beslemeye bagli olarak
daha fazla incelenmesi gerektigi anlasiimstir.

Karacigerdeki SREBP-1c aktivitesinin lipogenezde 6n planda olan trigliserit tiretimi
ve canli agirlik degisimi ile sik1 bir iligkisinin oldugu anlasilmistir. SREBP-1¢’nin insiilin
aracili veya direk olarak aktivite gdstermesi, LXRa ve ChREBP gibi transkripsiyon
faktorleriyle etkileserek lipogenezi diizenlemesi gibi gorevlerinin yani sira farkli enerji
kaynaklarina olan cevabinin ve miRNA’lar gibi metabolik yolaklarda goérevli diger
faktorlerle olan iligkisinin aydinlatilmas: gerektigi anlasilmistir.

Su kanal olarak gérev gérmesinin yani sira iire ve gliserol transportunda da aktif rol
alan AQP9’un siikroz ve fruktozdan zengin rasyonla beslemeye bagli olarak karacigerde gen
ekspresyonunun LXRa ve SREBP-1c¢ transkripsiyon faktorlerinin aktivitesine bagli olarak
artmig olabilecegi diiginlilmektedir. Bununla birlikte karaciger ve kas dokularinda
beslenmeye bagli olarak aktivitesi degisen AQP9’un, mRNA ve protein diizeyinde daha
fazla incelenmesi gerektigi anlasiimistir.

Biyokimyasal parametrelerden 6zellikle trigliserit miktarinin fruktozla beslemeye
bagli olarak 6nemli diizeyde arttigi goriilmiistiir. Fruktozun hiperlipidemik oldugunu
sOylemek miimkiindiir.

Karaciger dokusunun sagligi hakkinda referans parametreler olarak kullanilan ALT
ve AST gibi enzimleri degerlendirirken giivenilir ¢iktilarin tiretilebilmesi igin AST/ALT
oraninin daha belirleyici bir parametre olabilecegi bu yiizden birlikte degerlendirilmesi
gereken bir parametre oldugu yapilan bu ¢alisma ile de anlagilmistir.

Ratlarda rasyonda fruktoz kullanilarak gerek lipogenez gerekse karaciger hasari
lizerine yapilmasi hedeflenen deneysel ¢alismalarin siiresi belirlenirken rasyondaki fruktoz
oraninin O6nemli oldugu bununla birlikte normal rasyona ilaveten % 27°lik fruktoz

¢Ozeltisinin bu metabolik bozukluklart olusturmada yeterli olabilecegi anlasilmistir. Zira,
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fruktozlu beslenmenin 3 aylik bir siirede karaciger hasari olusturabilecegi bu ¢alismadaki
histopatolojik bulgularla anlasilmistir. Calismada karaciger dokusu bakimindan en hasarli
grubun fruktoz grubu oldugu goriilmiistiir.

Beslenme bozukluguna bagli olarak gelisebilen diyabet ve diyabetle iliskili
metabolik bozukluklarin olugabilmesi i¢in ilgili rasyona maruz kalinan siire ve rasyon enerji
miktarinin 6nemli oldugu yapilan ¢alismayla anlagilmistir. Fruktozun bu metabolik
bozukluklarin olusumunu tetikleyebilecegi diistiniilmiistiir.

Sonug olarak, fruktozun lipogenezde gorevli transkripsiyon faktorlerinin
aktivitelerini artirarak canli agirlik artigini tetikledigi, gidalarda degisen oranlarda kullanilan

bu sekerin metabolik agidan tehlikeli olabilecegi sdylebebilir.
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