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OZET

Farelerde Kafeterya Diyeti Kaynakh Karaciger Hasarina Karsi

Bergamottin’in Etkilerinin incelenmesi

Kafeterya diyeti (KD) kaynakli endoplazmik retikulum (ER) stresi, oksidatif stres
(OS) ve inflamasyon artiginin karaciger hasarina ve buna bagli olarak cesitli metabolik
bozukluklara neden olabilecegi bildirilmektedir. Bergamottin (BGM) cesitli biyolojik
aktivitelere sahip oldugu bilinen dogal bir furanokumarindir. Bu g¢alismada, C57BL6/J
farelerde kafeterya diyetinin neden oldugu karaciger hasarina kars1 Bergamottin’in (BGM
0.05 mg/kg ve 0.22 mg/kg) olas etkilerinin biyokimyasal ve histolojik yontemlerle ilk defa
arastirilmas1 amaglandi. Bu deneysel ¢alismada, 48 erkek fare rastgele alt1 gruba ayrildi:
kontrol (K), K+Coziicii, K+0.22BGM, KD+Coziicii, KD+0.05BGM ve KD+0.22BGM.
Serum ve doku drneklerinde malondialdehit (MDA), toplam oksidan durum (TOS), toplam
antioksidan durum (TAS), serumda insiilin ve karaciger dokularinda 78-kDa glukozla
diizelenen protein (GRP78), C/EBP homologous protein (CHOP), siiperoksit dismutazl
(SOD1), glutatyon peroksidaz 1 (GPX1), tiimor nekroz faktor alfa (TNF-a), interlokin (I1L)-
1B, IL-4 ve IL-10 diizeyleri ticari ELISA Kiti kullanilarak belirlendi. Karaciger dokusunda
GRP78 ve CHOP gen ekspresyonlarma bakildi. Ayrica karaciger ornekleri
hematoksilen&eozin boyama ile histopatolojik olarak degerlendirildi. Sonuglar GRP78,
CHOP, MDA, TOS, SOD1, GPX1, TNF-a ve IL-1B diizeylerinin kontrol grubu ile
karsilastirildiginda KD verilen grupta anlamh diizeyde arttigini; TAS, 1L-4 ve IL-10
diizeylerinin ise azaldigini ortaya koydu (p<0.05). BGM, KD ile artan GRP78, CHOP,
MDA, TOS, SOD1, GPX1, TNF-a ve IL-1B seviyelerini iyilestirdi ve TAS seviyelerini
arttird1. Histolojik bulgular BGM’nin KD’nin neden oldugu karaciger hasarin iyilestirici
etkilerini destekledi. Sonuglarimiz, BGM'nin ER stresi, OS ve inflamasyonla iligkili sinyal
yolaklarim1 diizenleyerek kafeterya diyeti kaynakli karaciger hasarini azaltici bir etki

sagladigini gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Bergamottin, ER stresi, Inflamasyon, Kafeterya diyeti, Karaciger

hasar1, Oksidatif stres
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ABSTRACT

Investigation of the Effects of Bergamottin Against Cafeteria Diet Induced Liver

Damage in Mice

It has been reported that increased endoplasmic reticulum (ER) stress, oxidative
stress and inflammation caused by cafeteria diet (KD) may bring about liver damage and
accordingly various metabolic disorders. Bergamottin (BGM) is a natural furanocoumarin
that known to have various biological activities. In this study, it was aimed to investigate,
for the first time, reducing efficacy of Bergamottin (BGM 0.05 mg/kg and 0.22 mg/kg)
against liver damage caused by cafeteria diet on C57BL6/J mice, biochemically and
histologically. In this experimental study, 48 male mice were randomly divided into six
groups: control (C), C+Solvent, C+0.22BGM, CD+Solvent, CD+0.05BGM, and
CD+0.22BGM. In serum and tissue samples; malondialdehyde (MDA), total oxidant status
(TOS), total antioxidant status (TAS), insulin in serum and 78-kDa glucose-regulated protein
in liver tissues (GRP78), C/EBP homologous protein (CHOP), superoxide dismutasel
(SOD1), glutathione peroxidase 1 (GPX1), tumor necrosis factor alpha (TNF-a), interleukin
(IL)-1B, IL-4 and IL-10 levels were were determined using a commercial ELISA kit. GRP78
and CHOP gene expressions were examined in liver tissue. In addition, liver samples were
showed histopathologically by hematoxylin-eosin staining. The results revealed that GRP78,
CHOP, MDA, TOS, SOD1, GPX1, TNF-a and IL-1p levels increased significantly in the
KD group compared to the control group, while TAS, IL-4 and IL-10 levels decreased
(p<0.05). BGM improved the levels of GRP78, CHOP, MDA, TOS, SOD1, GPX1, TNF-a
and IL-1pB, which increased with KD, and increased TAS levels. Histological findings
supported the reducing efficacy of BGM against KD-induced liver damage. Our results
showed that BGM efficacy in reducing cafeteria diet-induced liver damage by regulating

signaling pathways associated with ER stress, OS, and inflammation.

Key words: Bergamottin, Cafeteria diet, ER stress, Inflammation, Liver damage, Oxidative
Stress
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1. GIRIS ve AMAC

Viicudumuzda 6nemli ve en biiyiik i¢ organ olan karaciger, metabolik, vaskiiler,
immiinolojik, salgi ve bosaltim islevleri gibi hayati rollere sahiptir (1). Karaciger, genetik
bozukluklar, viral ve paraziter enfeksiyonlar, hepatotoksik kimyasallara uzun siire maruz
kalma, ilag kullanimi, ¢ok fazla alkol tiiketimi ve sagliksiz beslenmeye bagli olarak meydana
gelen hastaliklarla karsi1 karsiya kalabilir ve hasara ugrayabilir (2, 3). Bu hasar sonucunda
bozulan karaciger fonksiyonlarina bagli olarak fibroz, siroz ve hepatoseliiler karsinom gibi
Oliimle sonuglanabilen hastaliklar gelisebilmektedir. Diinya ¢apinda 6nemli bir halk sagligi
sorunu olan karaciger hastaliklarina bagl olarak her yil yaklagik 1 milyondan fazla kisi

hayatin1 kaybetmektedir (4).

Oldukga lezzetli fakat kalorisi yiiksek sagliksiz gidalardan olusan “kafeterya diyeti”
(KD) kullanimi son yillarda popiiler hale gelmistir (5). Kafeterya diyetinin karaciger
hasarma neden oldugu ve bu hasarin patofizyolojisi ile endoplazmik retikulum stresi,
oksidatif stres ve inflamasyon arasinda pozitif bir iligki oldugu bildirilmektedir (6, 7).
Endoplazmik retikulum stresi meydana geldiginde mitokondrilerde fazla miktarda reaktif
oksijen tiirleri (ROS) iiretilir (8) ve hepatositlerdeki antioksidan savunma enzim (katalaz,
stiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz) miktarlarinda degisiklikler goriiliir (9).
Hepatositlerde meydana gelen asirt ROS iiretimi oksidan-antioksidan dengenin oksidanlar
yoniine kaymasina neden olur ve bu durum oksidatif stres (OS) olarak tanimlanir. OS
durumunda hiicresel sinyal yolaklart bozulur, biyomolekiillerin islevi ve yapist degisir hatta
hiicre 6liimii gergeklesir (10). Ayrica endoplazmik retikulum stresi ve fazla miktarda tiretilen
ROS pro-inflamatuvar sitokinlerin aktivasyonunu tetiklerler ve aktive olan sitokinler ¢esitli

yolaklar {izerinden inflamasyon olusumuna ve ilerlemesine neden olurlar (11, 12).

llag kullanimi ve cerrahi miidahale gibi segenekler karaciger hastaliklarinin
tedavisinde kullanilmasina ragmen klinisyenlerin giivenilir, yan etkileri disiik, ucuz
maliyetli ve kolay ulasilabilir tedavi seceneklerine olan ihtiyaglari devam etmektedir. Son
yillarda ¢esitli metabolik hastaliklara karsi koruyucu ve tedaviye yonelik ¢alismalarda
fitokimyasallarin  kullanim1  biiyiik ilgi goérmektedir. Greyfurt ve bazi narenciye
meyvelerinde bulunan Bergamottin (BGM) ¢esitli biyolojik aktivitelere sahip dogal bir
furanokumarin olarak bildirilmektedir (13, 14). Bergamottin’in anti-kanser (anti-
proliferasyon, anti-invazyon ve anti-migrasyon, vb.), anti-mikobakteriyel, ilag

biyoyararlaniminda artis ve anti-obezite dahil olmak iizere gesitli farmasotik biyoaktivitelere



sahip oldugu gosterilmistir (15). Bu giinkii bilgilerimize gére BGM'nin kafeterya diyeti
kaynakli karaciger hasar lizerindeki koruyucu etkilerini degerlendiren herhangi bir ¢alisma

bulunmamaktadir.

Sagliksiz beslenme sekli olan kafeterya diyeti kaynakli hasarlara kars1 karaciger
sagliginin korunmasi, metabolizmanin devamliligi ve iliskili hastaliklarin 6nlenmesi i¢in ¢ok
Oonemlidir. Bu tez ¢alismasinda, farelerde KD modeli olusturmak, KD'nin neden oldugu
karaciger hasar ile ER stresi, oksidatif stres ve inflamasyon arasindaki iliskiyi gostermek ve
ayrica BGM'nin bu hasara karsi olasi etkilerinin histolojik inceleme ve biyokimyasal

analizlerle in vivo olarak belirlenmesi amaglandi.



2. GENEL BILGI
2.1. Karaciger
2.1.1. Karacigerin Anatomik, Fizyolojik ve Histolojik Yapis1 ve Fonksiyonlari

Karaciger insanlarda yaklagik 1.4-1.7 kg agirliga sahip olan karin boslugunun 6n iigte
birlik kismin1 kaplayan ve viicutta deriden sonra gelen en biiylik organdir (16). Karaciger,
insanlarda ve kemirgenlerde anatomik olarak iki biiylik ve iki kii¢iik olmak iizere toplam
dort loba sahiptir (17). Fonksiyonuyla iligkili olarak ise lobiil olarak isimlendirilen yapisal
birimlere ayrilir. Lobiillerin kdselerinde portal alan, merkezinde ise santral ven bulunan
karaciger olduk¢a zengin kan donanim agina sahiptir. Dolasimdaki mevcut kan, hepatik
arterin interlobiiler dallar1 (1/4'i) ve siniizoidlere agilan hepatik portal ven (3/4'i) yoluyla
karacigere gelir (18). Karaciger dokusu embriyolojik kokenleri farklilik gosteren cesitli
hiicre tiplerinden olusur. Karaciger hiicreleri, karacigerin fonksiyonel yapisal birimi olan
lobiil etrafinda organize halde bulunurlar ve hepsinin karaciger fonksiyonunun diizenli

caligmasinda ayr1 gorevleri vardir (19).

Karaciger yapisal ve islevsel olarak heterojen ve karmasik bir yapiya sahiptir.
Bununla birlikte sayisiz fizyolojik siire¢ i¢in de viicutta bulunan en 6nemli organlardan
biridir ve fonksiyonlar1 bir organizmanin yasami boyunca devam eder (19). Rejenerasyon
yetenegi, plazma proteinleri iiretimi, vitamin ve minerallerin depolanmasi, ilag ve zararh
maddelerin detoksifikasyonu, safra ve bilirubin tiretimi gibi metabolik homeostazda merkezi
bir rol oynamasinin disinda karaciger; karbohidratlarin, proteinlerin ve lipidlerin

metabolizmasi gibi ¢ok sayida iglevin gergeklestirildigi 6nemli bir merkezdir (20).

Karaciger karbohidrat ve lipid metabolizmas1 gibi birgok metabolik yolak {izerinde
onemli rollere sahiptir (21). Normal fizyolojik kosullar altinda karaciger lipidler igin bir depo
gorevi gormez. Bu yiizden karacigerdeki trigliserit konsantrasyonu diisiik seviyededir. Hem
trigliseritlerin hem de yag asitlerinin karacigere girig-¢ikis1 beslenme sonrasi ve aglik
donemlerinde beslenmeye yanit olarak artar (22). Aglik kosullar1 altinda, yag dokusundan
salinan yag asitleri karacigere geri donerek trigliseritler ile birlestirilir ve c¢ok diislik
yogunluklu lipoproteinler (VLDL) seklinde paketlenerek plazmaya salinir. Ancak metabolik
bir hastalik durumunda lipid alim1 ve uzaklastirilmasi arasindaki bu denge bozulur, hepatik
trigliserit konsantrasyonu artar ve ektopik lipid birikimi olusur. Lipidlerin hepatositlerde
cogunlukla trigliseritler seklinde birikimi karacigeri hipertrofiye ve oksidatif strese yatkin
hale getirir. Bu durum karaciger hasarinin gelismesinde sorumlu olan 6n kosullardan
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birisidir (22-24). Karaciger beslenme veya aglik donemlerinde gesitli metabolik yolaklar
araciligiyla sistemik glukoz homeostazinin diizenlenmesinde ve metabolizmanin
devamliliginin saglanmasinda da merkezi bir rol oynar (25). Karaciger glukozun viicutta bol
miktarda bulundugu tokluk sonras1 donemde glukozu glikojen seklinde depolar ve kisa siireli

aclik donemlerinde bu glikojenin yikilmasini saglayarak hizli bir sekilde kana verir (2).

Genetik yatkinlik, ciddi hasarlar, viral enfeksiyonlar, toksik kimyasallara siirekli
maruz kalma ve sagliksiz diyet tiiketimi (kalorisi yliksek) gibi ¢esitli kosullar altinda
karacigerde fibroz, siroz ve hepatoseliiler karsinom dahil olmak tizere gesitli dejeneratif
karaciger hastaliklar meydana gelir (2). Giiniimiiz modern yasam tarzinda doymus yag
asitleri, trans yaglar, islenmis kirmizi et ve et iirlinleri gibi diyetle alinan yaglarda artis, fast
food tarz1 yiyeceklerin sik tiiketimi ve basit sekerlerden olusan kalorili diyetler beslenme
aligkanliklarindaki sagliksiz ve 6nemli degisiklikleri yansitmaktadir. Yapilan caligsmalar bu
sagliksiz beslenme aligkaliklarinin hiperkolesterolemi de dahil olmak iizere ¢esitli metabolik
bozukluklara neden oldugunu ve karaciger tlizerinde =zararli etkiler olusturdugunu

gostermistir (24, 26).
2.2. Ge¢misten Giiniimiize Beslenme Sekli

Saglikl1 bir diyet, viicudun enerji ve fizyolojik ihtiyaglarini karsilamak i¢in mikro-
makro besin ve suyun yeterli oranlarda tiiketildigi bir diyettir. Makrobesinler
(karbohidratlar, yaglar ve proteinler) organizmanin giinliik ihtiyaglarinin karsilanmasi ve
yasamin devamlilig1 i¢in elzem olan yapi taglarii ve hiicresel siirecler i¢in gereken enerjiyi
saglarken; mikro besinler normal biiyiime, gelisme, metabolizma ve fizyolojik iglevler i¢in

gereklidir (27, 28).

Evcillesme siirecine bakildiginda insanlarin ilk zamanlarda toplayiciliga dayanan bir
beslenme Kkiiltiirline sahip olduklar1 goriilmektedir. Toplayicilikta insanlar bulunduklar
bolgelerdeki bitki kokleri, yagli tohumlar, meyve, sebze gibi genelde bitkisel kokenli ve
karbohidrat agirlikli besinleri tiiketmekteydiler. Paleolotik ¢agdan sonra ¢esitli aletlerinde
kullanilmasi ile birlikte avcilik gelismis ve beslenmeye biiylik oranlarda et tiikketimi girmistir
(29). Neolitik ¢agda insanlar yerlesik hayata gecmis ve tarim yapilmaya baslanmistir.
Hayvanlarin da evcillestirilmesiyle dengeli ve saglikli beslenme i¢in gerekli olan siit ve
siitten elde edilen fiiriinler tiiketilmistir (30, 31). Insanlarin ¢aglar boyunca cesitli gida
kaynaklarini elde etmek i¢in ise farkli yontemler gelistirdikleri ve gidalara erisim igin

kolayliklar saglayacak ¢ozlimler trettikleri goriilmektedir. Tarim ve yiyecek sektorlerinin
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gelisimi ve makinelesmenin yayginlagsmasi, sanayi devriminden sonra hem gida tiretiminde
fabrikalagsmanin Oniiniin agilmasi hem de yiyecek tasimaciliginin artmasi ve teknolojik
ilerlemeler gida arzinda maaliyeti 6nemli dlgiide azaltmis ve bulunabilirligi artirmistir. Bu
gelismeleri takiben yogun kalori igeren {irtinlerin iiretimi ve tiikketiminde hizli bir artisg oldugu
ve hazir yiyecek/fast food kiiltiiriiniin olustugu goriilmektedir. Giiniimiizde ise tiim diinyada
yaygin olarak goriilen, alinan enerjinin harcanan enerjiden fazla olmasiyla karakterize
dengesiz bir beslenme sekli, fiziksel aktivitenin yetersiz veya hi¢ olmadig1 yeni bir yasam
tarz1 ve aliskanliklar1 ortaya ¢ikmustir (32, 33). Paketli gida tiiketiminin artmasi, siklikla
tiiketilen abur cubur tarzi yiyecekler, evde ve restoranlarda ¢ok biiyiik porsiyonlarin tercih
edilmesi, fazla yagl, tuzlu, sekerli fakat diisiik lifli oldukga kalorili gidalarin sik tiiketimi,
gazli ve sekerli igecekler, bireylerin Ogiinlerini gecistirmek icin saglikli yiyeceklerden
ziyade kalorisi yliksek fast food tarzi yiyeceklere yonelmesi ve gidalar1 lezzetledirmek
amaciyla katki maddelerinin kullaniminin yayginlasmasi degisen diyet davranislari arasinda

yer almaktadir (34-36).

Insanlik tarihinin son 200 yilindaki bu degisimler asir1 kilo alinimina, besin ve enerji
metabolizmasinda patolojik degisikliklere, bagisiklik sisteminin ve normal fizyolojik
stirecin bozulmasina bagl olarak karaciger hasarini da i¢ceren metabolik hastaliklarin daha

fazla goriilmesine yol agmustir (37).
2.3. Kafeterya Diyeti

Yeni tan1 ve tedavi yontemlerinin arastirilmasinda deney hayvanlart kullanimi
olduke¢a yaygindir. Kemirgenler; tiremelerinin ve bakimlarinin kolay olmasi, bir batinda kisa
sirede cok fazla yavru elde edilebilmesi, insanlarda izlenmesi zor olan fonksiyonel,
biyokimyasal, morfolojik ve histolojik degisikliklerin daha iyi takip edilebilmesi, minumum
dezavantajlara sahip olmalar1 ve ayrica ekonomik agidan uygun olmalar1 nedeniyle diger
deney hayvanlarina gore daha ¢ok tercih edilmektedirler. Kemirgenler arasinda ise

insanlardakine benzer tat duyusu, sinir ve sindirim sistemine sahip olmalar1 sebebiyle de en

cok fareler tercih edilmektedir (38-40).

Insanlarda sik goriilen metabolik hastaliklarin genetik miidehalelerle veya gesitli
diyetler kullanilarak kemirgenlerde taklit edilmesi miimkiindiir. Fakat diyet kullanilarak
olusturulan modellerin insanlarda goriilen metabolik hastaliklara daha iyi benzetildigi
bildirilmektedir (41). Metabolik hastaliklarla ilgili yapilan ¢alismalarda giintimiizde oldugu
gibi gegmiste de ¢esitli diyet modellerinin kullanildig1 gériilmektedir. 1970’11 yillardan sonra
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calismalarda doymus yag asitleri, basit karbohidratlar ve sodyumdan zengin; mikro besin
Ogeleri acisindan fakir olan bat1 tarzi diyet seklini en iyi yansitan “Kafeterya Diyeti’nin
(KD) de uygulandigi goriilmektedir (42). Kafeterya diyeti, insanlar tarafindan tiiketilen
yuksek enerjili, fazla yagl ve karbohidrathi fakat mikro besin 6geleri ve posa yoniinden
yetersiz yiyeceklerin (kek, kurabiye, ¢ikolata, cips vb) deney hayvanlarinin tiikettigi yemler
ile karigtirilmasiyla elde edilir. KD bati tarz1 diyete benzedigi icin, “Abur Cubur Diyeti",
"Stipermarket Diyeti" veya "Bati Diyeti" olarak da isimlendirilmektedir (5, 43, 44). KD
uygulama siiresi uygulama sekli, uygulanan hayvanin yasi ve olusturulmak istenilen modele

bagli olarak 12-16 hafta arasinda degismektedir (7).

Kafeterya diyetinde sadece fazla yagli veya sekerli besinleri kullanmanin yeterli
olmayacag: bildirilmektedir. Iyi bir KD olusturmak icin; lezzetli, tuzlu ve tath besinlerin,
yumusak/sert/citir yapida gidalarin ve farkli besin ¢esitlerinin kullanilmasi 6nerilmektedir.
Ayrica sagliksiz beslenen insanlar sadece abur cubur veya asirt islenmis gidalari
tiketmezler. Bu nedenle KD hazirlanirken tim besin 0Ogelerini karsilamak adina
olusturulacak diyetin laboratuvar tipi kemirgen yemi ile karistirilarak verilmesi gerektigi
onerilmektedir (45). Yapilan calismalar kemirgenlerin standart laboratuvar yemlerine

kiyasla KD’yi daha lezzetli bulduklarini ve daha ¢ok tercih ettiklerini gostermistir (46).
2.4. Endoplazmik Retikulum Stresi

Endoplazmik retikulum (ER) protein sentezi, proteinlerin dogru katlanmasi ve
transportu, kalsiyum (Ca?*) depolanmasi ve lipid metabolizmasi gibi hiicresel islemlerde
etkin ve dnemli rol oynayan okaryotik hiicreler i¢in benzersiz oldukga iyi yapilandirilmis bir
organeldir (47). Hipoksi, serbest radikallere maruz kalma, ndrodejenerasyon, viral
enfeksiyonlar, glikozilasyon iiriinlerinin artmasi, glukoz yetersizligi ve anormal Ca?*
regiilasyonu gibi ¢esitli fizyolojik veya patolojik stres faktorleri ER liimeninde katlanmasini
tamamlayamamis veya hatali katlanmig proteinlerin birikmesine ve ER’nin fonksiyonlarmin
bozulmasina neden olurlar. ER’nin proteinleri katlama yetenegi ile islenmis protein
mevcudiyeti arasinda dengenin yanlis katlanmig yahut katlanmamis protein yigilimi ile

neticelenmesi endoplazmik retikulum stresi olarak tanimlanmaktadir (48).

Katlanmamis veya yanlis katlanmig proteinlere karsi tepki meydana getirerek
endoplazmik retikulumdaki bu degisiklik eski haline dondiiriilebilinir (47). Hiicre igerisinde
ER stresi meydana geldikten sonra hiicre, hayati fonksiyonlarini devam ettirebilmek ve

toksik protein bilesenlerinin zararl etkilerini ortadan kaldirmak adina ¢esitli sinyal yolaklar1
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ile olusan, katlanmamis protein cevab1 (UPR) olarak da bilinen mekanizmay1 aktive eder
(49). UPR mekanizmasinin temel prensibi, protein katlandirma hizinin arttirilmasiyla ER
limeninde biriken katlanamayan protein miktarinin azaltilarak dolayli yoldan ER stresinin

ortadan kaldirilmasidir.

Endoplazmik retikulum liimeninde UPR’nin aktive edilmesi i¢in iki sarmallt RNA
tarafindan aktiflesebilen protein kinaz benzeri ER kinaz (PERK), Activating transcription
factor (ATF)-6 ve inozitole ihtiyag duyan protein (IRE)-1 olarak bilinen ii¢ ayr
transmembran proteini bulunur (50). Bunlar protein katlanmasi, islenmesi ve yikilmasi,
hasarli hiicrelerin temizlenmesi, apoptozis, redoks dengesi, lipid ve aminoasit biyosentezi
hedef genlerinin transkripsiyonunu uyararak hiicresel yanit olustururlar (51). ATF-6, PERK
ve IRE-1, 1s1-sok protein (HSP) familyasindan, 78 kDa’luk glukoz ile diizenlenen protein
(GRP78) olarak da bilinen protein ile beraber inaktif halde bulunurlar (48, 52). Normal
sartlarda GRP78 bu ii¢ proteinin luminal kisimlarina bagli halde bulunur ve aktivitelerini
baskilar (50). Stres sartlar1 altinda GRP78, bu proteinlerinden ayrilir ve katlanmamis veya
yanlis katlanmis proteinlerle birlesmek iizere ER liimenine girerek saperon gorevi goriir
(53). PERK, dimerizasyon ve otofosforilasyon ile kinaz aktivitesi gostererek Okaryotik
translasyon baslatici faktor (elF) 2’nin a alt birimi’ni fosforiller ve bu sekilde genel protein
sentezinin azaltilmasinda faaliyet gosterir. IRE-1’in aktiflesmesiyle endoriboniikleaz aktive
olur ve X-box binding protein (XBP)-1 iizerinden saperon ve ubikitin-proteazom sistemi ile
iligkili proteinlerin sentezi artirilir. GRP78’in ATF-6’dan ayrilmasi ile ATF-6 golgiye
yonlendirilerek burada site-1 ve 2 proteazlar aracilifiyla kesime ugrarayarak aktiflestirilir
ve saperonlarin sentezinin artmasi saglanir (54, 55). Literatiire bakildiginda GRP78’in ER
stresinin baslamasinda adeta bir anahtar regiilator olarak gosterildigi ve ‘ER stresinde

biyobelirte¢’ seklinde kabul edilebilecegi bildirilmektedir (56-58).

Endoplazmik retikulum stresi altinda GRP78, proteinlerin diizgiin katlanmalarini
kolaylastirarak hiicrenin hayatta kalmasinda 6nemli bir rol oynar. ER stresinin hala devam
etmesi durumunda DNA hasar1 ile indiiklenebilir gen 153 (GADD153) olarak da bilinen
C/EBP homolog proteinin (CHOP) ekspresyonu hizla artar ve hiicrenin apoptoz ile ortadan
kaldirilma sinyalizasyonunu aktiflestirir (59-61). CHOP'un proapopitotik rolii, molekiiler
mekanizma ile bazi hedef genlerin transkripsiyonel olarak diizenlenmesidir. CHOP B-cell
lymphoma 2 protein (Bcl-2) ekspresyonunun dogrudan inhibisyonu ve BCL-2-etkilegimli

hiicre 6liim aracis1 (Bim), Bcl-2-associated X protein (Bax) gibi proapoptotik proteinleri



kodlayan mRNA’larin translasyonunun indiiksiyonunu tesvik ederek apoptoza yol agan
degisikliklere neden olur (62). CHOP’un bir diger etki yolu, ER’nin oksidatif sartlarinin
diizenlenmesidir. CHOP’un artan ekspresyonu ER’nin luminal proteini olan Endoplazmik
retikulum oksidaz (ERO) 1 o’ nin indiiksiyonuna neden olur (63). CHOP un indiiksiyonu ile
aktive olan ERO1a, ER stresi esnasinda, ER’de meydana gelen ROS artisina neden olur (64).
ER liimenindeki yiliksek ROS konsantrasyonu, inositol-1,4,5-trisfosfat reseptoriinii (IP3R)
aktive ederek kalsiyum iyonlariin sitozole girmesine izin verir. Sitoplazmik kalsiyum artis1
cesitli kinazlar1 aktive ederek ROS'un daha fazla iiretimine neden olur. Sonu¢ olarak
kalsiyum salinimi hiicreleri apoptoza karsi agik hale getirir (65). Ayrica fazla miktarda
karbohidrat tiiketimi azalmis glukoz alimi, glukoneogenezin, hepatik glukoz ¢ikisinin ve de
novo trigliserit sentezinin artisina neden olur. Bu nedenle fazla karbohidrat tiikketiminin ER

stresi ve karacigerde inflamasyon ile iliskili oldugu bildirilmistir (66).

2.5. Oksidatif Stres

Serbest radikaller, dis kisimlarinda mevcut olan orbitallerinde ortaklanmamis
elektronu bulunan, gii¢lii enerjiye sahip atom veyahut molekiillerdir. Normal fizyolojik
metabolizma sirasinda veya patolojik durumlarda yan {iriin olarak mitokondri gibi bir¢cok
organelde iiretilirler (67-69). Serbest radikaller eslesmemis elektronlara sahip olmalarindan
dolay1 oldukga reaktif, kararsiz ve kisa omirlidiirler (70). Bu oldukga reaktif molekiiller
temas ettikleri molekiillerden elektronlar1 yakalama yetene§ine sahiptirler ve bdylece
lipidler, proteinler ve DNA iizerinde gesitli hasarlara neden olurlar (71, 72). Serbest
radikallerin biyolojik ortamlardaki tiirlerinden biri olan reaktif oksijen tiirleri (ROS) son
derece reaktif serbest radikaller ya da hiicrede bu oksijen serbest radikallerine doniisen
oksijen i¢eren bilesiklerdir (73). Yaygin ROS'lardan bazilari; hidrojen peroksit (H202), ozon,
stiperoksit (02°7), hidroperoksil (HO-*), peroksil (ROO®) ve hidroksil radikalidir (*OH)
(74). Normal fizyolojik siiregler sirasinda iiretilen ROS’lar, hiicre sinyalizasyonunda,
immun sistemde ve doku homeostazinda 6nemli rol oynarlar (75). EK olarak makrofaj ve
notrofil seviyelerinde sitokrom P450 (CYP450) enzimleri araciligiyla karacigerdeki
endoplazmik retikulum tarafindan da iiretilebilirler (76). ROS’lar hiicrelerin lipid, protein ve
DNA gibi 6nemli yapilarina etki etmelerine ragmen en ¢ok lipidleri etkilerler. Membran
lipidleri, 6zellikle kolesterol ve coklu doymamis yag asitleri serbest radikaller tarafindan en
cok oksidasyona ugratilan lipidlerdir. Lipid peroksidasyonu; serbest radikaller tarafindan
baglatilan, molekiiler oksijenin de reaksiyona dahil olmasi ile devam eden, gesitli lipid

hidroperoksitlerinin meydana geldigi ve bdylece membran lipid yapisinin bozuldugu
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kimyasal bir islemdir (77). Membranin peroksidasyonu ile membran gegirgenligi degisir,
membran reseptorleri iglevsizlige ugrar, membrana bagli enzimlerin aktivitesinde ve
akiskanliginda azalma goriiliir ve bdylece hiicrenin yapisal ve fonksiyonel biitiinliigii
bozulur. Ayrica lipid peroksidasyonu sonucu olusan son iiriinler [(malondialdehit ve 4-

Hidroksinonenal (4-HNE)] DNA ve proteinlerde olusan hasardan sorumludurlar (78).

Oksidatif stres ilk kez Helmut Sies tarafindan biyolojik sistemlere zarar verebilecek
oksidan iiretimi ile bunlara kars1 koruyucu etkiye sahip antioksidan savunma sistemi
arasindaki dengesizlik olarak tanimlanmustir (79, 80). Oksidatif stres enzimler, niikleik asit,
membran lipidleri ve yapisal proteinler gibi molekiiller izerinde olumsuz etkilere sahiptir ve
bu molekiillerde hasar olusturur (81). Bu hasarlar kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser ve
karaciger hastaliklar1 gibi bir¢ok patolojik hastalikla sonuglanabilmektedir (82). Metabolik
hastaliklarda, B-oksidasyon icin substratlarin artmasi ve serbest radikal {retimini
destekleyen mitokondriyal solunum zinciri boyunca asir1 elektron akisi, hepatositlerdeki
elektron tasima zincirinde hafif diizeyde islevsizlige yol agar. Boylece genel redoks

dengesinde kayma goriiliir ve yag dolu hepatositlerde prooksidan bir durum geligir (83).

Organizmalarda devamli olarak meydana gelen serbest radikallerin zararli etkilerini
azaltacak ya da ortadan kaldiracak cesitli sistemler mevcuttur. Ciinkii viicutta prooksidan-
antioksidan dengenin saglanmasi biiyiik 6nem arz etmektedir (84). Serbest radikallerin
zararl etkilerine kars1 lipid, protein ve DNA gibi bilesikleri koruyan, ilgili substratlarin
istenmeyen oksidasyonunu onleyebilen yahut erteleyebilen maddelere antioksidanlar ve bu
olaya da antioksidan savunma adi verilir (85). Oksidatif stres sonucu olusan hasara bagl
olarak hiicre i¢1 ve dis1 savunma mekanizmalari azalir veya etkisiz hale gelir. Antioksidanlar
farkli mekanizmalar araciligiyla etkilerini gostererek bunu engellemeye calisirlar (84).
Hiicrenin savunma mekanizmalarmin temel boliimiinii olusturan dogal antioksidanlar
endojen veya ekzojen olabilirler. Endojen antioksidanlar enzimatik olmayan (glutatyon,
alfa-lipoik asit, koenzim Q, ferritin, iirik asit, bilirubin ve albiimin) ve enzimatik olan
(stiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz) antioksidanlar olarak siiflandirilirlar
(86).

Siiperoksit dismutazlar O2°*~ ‘nin H202 ve O2’ye doniigiimiinii saglayan metalloenzim
grubudur. Cogu prokaryotik ve bazi okaryotik hiicrelerde yaygin olarak bulunur. SOD
aktivitesi i¢in bir metal kofaktor gerekir. Kofaktor olarak gerekli olan metal iyonunun tiiriine

bagli olarak SOD enzimi dort farkli tipe ayrilir: bakir-¢inko SOD (CuZn-SOD, SOD1),



manganez SOD (MnSOD, SOD2), demir SOD (FeSOD) ve nikel SOD (NiSOD). Reaktif
oksijen tiirlerinin aracilik ettigi hasara kars1 ilk savunma hattinda yer alan SOD enzimlerinin,
oksidatif strese bagli hastaliklarin tedavisinde de anahtar bir rol oynadigi disiiniilmektedir

(87).

[k defa 1957 yilinda varhig: bildirilen glutatyon peroksidazlar (GPX) indirgenmis
glutatyon (GSH) kullanarak H202’yi suya ya da organik hidroperositlerin alkollere
indirgenmesini katalize eden ¢oklu izoenzim ailesinin genel adidir (88). GPX1, GPX enzim
ailesinin hiicrelerde en bol bulunan tiyesidir. GPX1 lipid hidroperoksitleri ve diger bazi
hidroperoksitleri membran lipidlerinden salindiktan sonra azaltabilen, hiicre i¢i hidrojen
peroksitin zararli birikimini 6nlemede rol oynayan 6nemli bir antioksidan enzimdir (89).
Hidrojen peroksit gibi bazi reaktif oksijen tiirleri biiylime faktorii aracili sinyal iletimi,
mitokondriyal fonksiyon ve normal tiyol redoks dengesinin korunmasi igin gereklidir. GPX1

ayrica hidrojen peroksit birikimini sinirlayarak bu siireclerin de diizenlenmesini saglar (90).

Oksidatif  stres  norodejeneratif — hastaliklar, kronik  bobrek  hastaligi,
hiperkolesterolemi, diyabet, karaciger inflamasyonu, karaciger sirozu gibi bir¢ok farkli
bozuklugun gelismesinde ve ilerlemesinde rol alan ana faktor olarak gériilmektedir (91, 92).
Artan kanitlar fazla miktarda makrobesin tiikketiminin oksidatif strese neden oldugunu
gostermektedir. Fazla karbohidratli bir diyetin asir1 tiiketimi sonucu alinan yiiksek kalori,
daha fazla substratin mitokondriyal solunuma girmesine ve elektron tasima zincirine verilen
elektronlarin sayisinin artarmasina neden olur. Artan elektronlar, protonlart mitokondriyal
i¢ zar boyunca pompalayarak yliksek bir mitokondriyal zar potansiyeli olustururlar. Bu
durum elektron tasima sistemi igerisindeki kompleks III’te elektron tasimmasini azaltir.
Sonug olarak yiiksek diizeyde siiperoksit iiretimi gergeklesir (93, 94). Sadece fazla
karbohidrath degil fazla yagl besin tiiketiminin de adipoz, bobrek ve karaciger gibi ¢esitli
dokularin mitokondrilerinde H20 iiretiminin artigina neden oldugu ve artan ROS birikimine
bagli olarak da oksidatif stres meydana geldigi gosterilmistir (95). Oksidatif stresin
yiikselmesi kronik inflamasyonla baglantilidir. ROS Niikleer Faktor kappa B (NF-«xB)
araciligryla pro-inflamatuvar monosit kemotaktik protein-1 (MCP-1), timdr nekroz faktori
(TNF)-o. ve interlokin (IL)-6 gibi sitokinlerin iiretimini aktive eden sinyal yollarim

indiikleyebilir (96).
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2.6. inflamasyon

Inflamasyon organizmanin fiziksel, kimyasal veya biyolojik kaynakli gesitli zararl
uyaranlara, atik iriinlere ve hastalikli hiicrelere karsi olusturdugu fizyolojik bir yanittir.
Inflamasyon homeostazisin devamlilig1 i¢in viicudun savunma mekanizmasinda rol oynar
(97). Inflamasyon esnasinda; hiicresel bozulma ortadan kaldirilir veya ilgili bolgede smirl
tutulur. Ayn1 zamanda hiicresel bozulma sirasinda olusan nekrotik hiicreler ile dokular da

ortamdan uzaklastirilir (98).

Inflamasyon, siirecin siiresine ve cesitli immiin faktdrlere gore akut inflamasyon
veya kronik inflamasyon olarak adlandirilir. Akut inflamasyon inflamatuvar etkenlere karsi
verilen ilk yanittir, aniden gelisir ve genellikle hizli olarak seyreder. Akut inflamasyon
hasarin boyutuna bagli olarak dakikalar veya birkag giin siirebilir. Nedeni ortadan
kaldirildiginda, sinirlandirildiginda veya elemine edildiginde inflamasyon uyarisi kesilir ve
akut inflamasyon sona erer. Akut inflamasyonun baslica 6zelligi plazma proteinlerinin veya
l6kositlerin ekstravaskiiler alana hizli ve kisa siirede hareket etmesiyle inflamatuvar yanitin
olusmasidir (99). Bir enfeksiyon ya da doku hasar1 sonucu akut inflamasyonun
baslamasindaki ilk etki inflamatuvar ve bagisiklik hiicrelerinin ilgili bolgeye goc etmesi,
cogalmas: ve aktivasyonu ile karakterizedir. Ilgili bdlgeye kemokinler yardimiyla gelen
notrofiller araciligiyla akut inflamasyon siireci baslatilir (100). Noétrofiller kemokin
salgilayan hiicrelerce aktive edildikten sonra makrofajlar ilgili bolgeye go¢ ederler.
Aktiflesen makrofajlar tarafindan sitokinler salgilanir (101). Sitokinler, ¢ogu hiicre tipinin
biiylimesinde, farklilagsmasinda ve islevinin kontroliinde rol oynayan polipeptid yapida
mediyatorlerdir ve bagisiklik hiicreleri arasindaki sinyallere aracilik ederler. Sitokinler pro-
inflamatuvar ve anti-inflamatuvar sitokinler olmak tizere ikiye ayrilirlar (102). Akut
inflamasyonda gorev alan baslica pro-inflamatuvar sitokinler; 1L-1, IL-6, interferon-gama
(IFN-y) ve TNF-a’dir (103, 104). TNF- a proliferasyon, inflamatuvar mediatorlerin tiretimi
ve hiicre 6liimii gibi hiicresel yanitlar1 indiikleyen pro-inflamatuvar bir sitokindir (105).
TNF-a tretiminden sonra vaskiiler endotel hiicreleri tarafindan farkli 16kositlerin
baglanmasini gerektiren gesitli adezyon molekiilleri agiga ¢ikar ve boylece pro-inflamatuvar
bir davranis olusur (106). Inaktif formda olan pro-1L-1pB, IL-1 tarafindan aktiflestirilir ve
aktif formu olan IL-1B’ya doniistiiriiliir (107). Giiglii pro-inflamatuvar etkinligi olan IL-13
ilk tanimlanan sitokinler arasinda yer alir. IL-1p inflamasyon bolgesinde lokal olarak kan
akisinin artmasinda, 16kosit aliminda ve nétrofillerin infiltrasyonunda rol oynar (108, 109).

Kronik inflamasyon doku nekrozu ve fibrozis ile karakterize, lenfosit ve makrofajlarin
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birikimi ile histolojik olarak da gozlemlenebilen bir siirectir. Kronik inflamasyon akut
inflamasyon sonrasinda ya da inflamatuvar cevabin baslangigtan itibaren de gelisebilir,
haftalarca, aylarca ve hatta yillarca devam edebilir. Kronik inflamasyon esnasinda baslica
makrofajlar, lenfositler, plazma hiicreleri, eozinofiller, fibroblastlar ve vaskiiler endotelyal
hiicreler rol oynamaktadir (110). Doku hasari, metabolik stres ve asir1 besin tiikketimi gibi
etkenler bir¢cok faktorii de etkileyerek inflamatuvar yanitin baglamasina veya kronik olarak
seyretmesine neden olurlar. Inflamasyon etmeni veya onu tetikleyen faktdrler ortadan
kaldirildiginda gesitli kontrol mekanizmalar1 devreye girer. Inflamasyonun olusmasinda rol
alan hiicreler daha fazla indiiklenmez ve sayica azalirlar. Bununla iliskili olarak pro-
inflamatuvar sitokinlerin (TNF-a, IL-1pB, IL-6) salinimi inhibe edilirken anti-inflamatuvar
sitokinlerin (IL-4 ve IL-10) salinimi artirilir (111, 112).

Anti-inflamatuvar etkinlige sahip IL-4 pleotropik bir glikoproteindir. 1L-4 doku
adezyon molekiillerinin ekspresyonunda degisikliklere neden olarak T-hiicreleri ve
eozinofillerin inflamasyon bolgesine aracilik etmesini saglar (113). Ayrica makrofajlarin
islevlerinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar (114). IL-10 ise daha ¢ok monositler, B
hiicreleri ve T hiicreleri tarafindan iiretilen homodimerik bir sitokindir. IL-10’un ana hedefi
monositlerin/makrofajlarin  inhibisyonunun saglanmasidir. IL-10 monositlerden ve
makrofajlardan pro-inflamatuvar mediatérlerin salinimimi inhibe ederek, lipopolisakkarit
(LPS) ve IFN-y kaynaklt TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-8, graniilosit koloni uyarici faktor (G- CSF)
ve graniilosit makrofaj koloni uyarici faktér (GM-CSF) gibi sitokinlerin salinimini da inhibe
eder. IL-10, tipki monositlerde oldugu gibi nétrofilik graniilositlerde de proinflamatuvar

mediatorlerin salinimini inhibe eder. Boylece TNF-a ve IL-1f tiretimi de engellenir (115).

Inflamatuvar yanitin kontrol altina alnamadig1 asir1 inflamasyon durumunda hiicre
ve dokularda hasar olusur. Karacigeri de iceren cesitli organlarda olusan bu hasara bagh
olarak kronik hastaliklar geligebilir (116). Karacigerde iiretilen sayisiz bagisiklik hiicreleri
genel doku sagliginin korunmasinda 6nemli bir role sahiptir (117). Diyetle birlikte alinan
asirt miktarda karbohidrat, beslenme kaynakli olusan inflamasyonun uzun vadedeki olumsuz
sonuglarina katkida bulunur. Fazla glukoz, pro-inflamatuvar sitokin salinimini tesvik eder,
temel dogal immiin hiicre aktivatorii olan yiizey proteini toll benzeri reseptor (TLR)-4'lin
ekspresyonunu  artirir,  pro-inflamatuvar  sinyal  yolaklari1  giiglendirir  ve
monositlerde/makrofajlarda karakteristik pro-inflamatuvar mikropartikiillerin salinimina

neden olur (118). Fazla yagh beslenmenin ise NF-kB yolunun aktivasyonunu saglayarak
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pro-inflamatuvar sitokinlerin transkripsiyonunun indiiklenmesinde dolayli yoldan katki
sagladigi bildirilmektedir (119).

2.7. Bergamottin

Obezite, metabolik sendrom, diyabet, kanser ve karaciger hastaliklar1 gibi metabolik
hastaliklar onlenebilir ve tedavi edilebilir patolojilerdir. Bu hastaliklarin tedavisi i¢in gesitli
ilaclar gelistirilmis olunmasina ragmen hala diinya ¢apinda 6liimlere yol agmaya devam
etmektedirler (120). Bu nedenle bu hastaliklarin gelisimine neden olan faktérlerin
belirlenmesi ve klinik tablonun seyrinin Oniine gec¢ilmesine yonelik tedbirlerin alinmasi
bliylikk 6nem tagimaktadir. Bilim insanlarinin metabolik hastaliklarda olusan hasari
azaltabilecek ajanlara olan ihtiyaglar1 ve bu konudaki ¢aligmalara duyulan ilgi giincelligini

korumaktadir.

Bulasic1 ve bulasici olmayan hastaliklarin zararli etkilerini ve bu hastaliklarin
tedavisinde olusabilecek yan etkileri en aza indirecek ilag adaylar1 bulmak oldukg¢a zordur
(120). Dogal iiriinler, insanlik tarihi boyunca gesitli hastaliklarin 6nlenmesinde ve tedavi
edilmesinde kullanilmig, giliniimiiz modern ilaglarinin  gelistirilmesine de katkida
bulunmuslardir (121). Sentetik bilesiklerle mukayese edildiklerinde ise yapisal g¢esitlilik
gosterdikleri ve cok cesitli biyolojik aktivitelere sahip olduklari da gorilmistir (122).
Bitkiler ve bitkisel iiriinlerin, hem yiyecek ve icecek seklinde tiikketimi hem de tibbi tedavi
amaciyla kullanimi diinya ¢apinda giderek artmaktadir. Meyve, baharat veya bitkilerde
bulunan bazi bilesenlerin (6rnegin, greyfurt suyunda bergamottin ve zerdegalda kurkumin
gibi) bir kez kullaniminda bile sagliga yararli etkileri oldugu goriilmektedir (123). Farkli
saglik amaglar1 i¢in kullanilan sifali bitkiler, bircok hastaligin tedavisinde etkin rol
oynamalar1 nedeniyle bilim camiasinda da biiyiikk yanki uyandirmistir (124). Son yillarda
dogal tirtinlerin anti-inflamatuvar, antioksidan, antidiyabetik, anti-obezite, hipolipidemik ve
hepatoprotektif gibi bircok 6zelligi nedeniyle cesitli karaciger hastaliklarinin tedavisinde

alternatif bir yontem olarak tercih edildikleri goriilmektedir (125).
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Rutaceae familyasina ait olan Citrus cinsi turunggillerin, Glineydogu Asya'nin belirli
bolgelerinden geldigine inanilmaktadir. Bununla birlikte cogunlukla Kuzey Yarimkiire'deki
bolgelerde yetistirilmektedirler. Baslica turunggiller arasinda portakal, mandalina, limon,
greyfurt ve misket limonu gelmektedir. Turunggiller sadece bir C vitamini kaynag1 degil,
ayni zamanda diyet lifi, seker ve mineraller gibi besinler acisindan da olduk¢a zengindirler.
Turunggiller arasinda greyfurt ve greyfurt suyunun diinya genelinde tiikketilen en popiiler
meyve sularindan birisi oldugu goriilmekte ve bu nedenle saglik tizerindeki olasi etkileri
arastirtlmaktadir (13, 126). Greyfurt meyvesinde flavonoidler, karotenoidler, organik asitler,
kumarinler ve fitokumarinler gibi ¢esitli biyoaktif fitokimyasallar mevcuttur. Bu
fitokimyasallar arasinda furanokumarinlerin ise anti-inflamatuvar, anti-kanser ve anti-
obezite gibi ¢esitli etkilere sahip olduklar1 gosterilmistir (14, 127). Baslica greyfurt
furanokumarinleri arasinda ise Dbergaptol, bergapten, epoksibergamottin, 6-',7"-

dihidroksibergamottin ve bergamottin gelmektedir (128).

Bergamottin (BGM) ilk olarak 1937 yillinda bergamot (citrus bergamia) yaginda
tespit edilen dogal bir furanokumarin bilesigidir. Bergamotun ugucu yaginda bulunmasinin
yani sira, limon yagi, greyfurt suyu, citrus aurantifolia’nin kabugu gibi citrus ailesinin
meyvelerinde de varligi tespit edilmistir. Bergamottin’in bitkisel kaynaklardaki dagilimi
bitkinin tiirli, ¢esidi, dokusu, yeri ve olgunluk evresi vb. durumlara gore degiskenlik
gostermektedir (128, 129). BGM’nin molekiil formiilii C21H2204 ve molekiil agirhig: 338.4

g/mol'diir.

Furanokumarinler hem insanlarda hem de hayvanlarda agizdan alindiktan sonra
gastrointestinal kanalda hizla emilirler. Esas olarak karacigerde CYP450'ye bagh
monooksijenaz yoluyla metabolize edilirler ve epoksidasyon, hidroksilasyon, glukuronid
konjugasyonu ve lakton halkasinin hidrolitik agilmasi ile doniistiiriiliirler (130). Bergamottin
sistemik kullanilabilirlige sahiptir. Viicuda alindiktan sonra insanlarda bergaptole
metabolize edilir (131, 132). CYP450, sitokrom P450 ailesi 3 alt ailesi A iiyesi 5 (CYP3AD5)
ve sitokrom P450 ailesi 2 alt aile B iiyesi 6 (CYP2B6), aktif glutatyon konjugatlar
olusturabilen bergamottin metabolitlerinin olusumunu indiikler. Bergamottin’in furan
halkasinin sitokromlar tarafindan metabolize edilmesi, reaktif ara lriinlerin olusumuna
neden oldugu ve boylece P450 enziminin inhibisyonuna neden olabilecegi, geraniloksi
zincirinin metabolizmasinin ise stabil metabolitler iiretebilecegi gosterilmistir. CYP2B6'nin

bergamottini 6ncelikle 5’-OH-bergamottin, 6’-OH-bergamottin ve 7’-OH-bergamottine ve
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ayrica bir mindr metabolite (bergapten) metabolize ettigi bulunmustur. BGM CYP3AS ile
metabolize edildiginde bergaptol, 5’-OH-bergamottin ve 2°-OH bergamottin olarak ii¢ ana
metabolite ve ayrica iki kii¢iik metabolit olan 6°,7’dihidroksibergamottin ve 6’- ve 7°-OH-
bergamottin’e doniisebilir. Insanlar iizerinde yapilan farmakokinetik bir ¢alismada, 6 ve 12
mg bergamottin (500 pL etanol iceren jelatin kapsiil ile) uygulamasindan sonraki
bergamottin’in maksimum konsantrasyon degerlerinin sirasiyla 2.1 ve 5.9 ng/mL ve
maksimum konsantrasyona ulagsma siireleri (Tmax) sirasiyla 0.8 ve 1.1 saat oldugu
goriilmiistiir. Uygulanan 6 mg veya 12 mg bergamottin dozunun, sirasiyla yaklasik 3.5 veya
7 bardak (250 mL) greyfurt suyu tiiketimiyle esdeger oldugu bildirilmistir (133). Saglikli
geng yetiskinlerde greyfurt veya greyfurt suyu alimindan 6nce ve sonra furanokumarinlerin
konsantrasyonlarini belirlemek icin yapilan bir calismada ise, bergamottin ve 6°,7’-
dihidroksibergamottin greyfurt meyvesi, meyve suyu ve plazmada bulunan baskin bilesikler
iken, bergaptol ve 6°,7° -dihidroksibergamottinin idrarda tespit edilen baslica bilesikler
oldugu goriilmistiir (131-133). Bergamottin zayif bir polariteye sahip olmakla birlikte yapisi
geregi dort hidrojen bagi yapabilir ve bu baglar1 olustururken hidrojen alici olarak davranir

(134, 135). Sekil 1. de BGM’nin kimyasal yapis1 verilmistir.

CHs
= “CHos
= CHas
O
/ —
O O~ TO

Sekil 1. BGM’nin kimyasal yapist (Ko’dan, 132)

Bergamottin biyosentezi, umbelliferonun alkilasyonu ile olusan demetilsuberosin
olusumu ile baslamaktadir. Umbelliferon, genellikle hem yapisal hem de biyogenetik olarak
daha karmasik furanokumarinlerin atasi olarak kabul edilmektedir. Demetilsuberosin,
nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH) ve oksijen varliginda ayrica CYP

monooksijenaz katalizorliiglinde marmesine doniistiiriiliir. Bu islem daha sonra
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hidroksiizopropili marmesinden ¢ikarmak icin psoralene doniistiirmek ve sonrasinda
bergaptol olusturmak i¢in 5 pozisyonunda bir hidroksil grubu eklemek i¢in tekrarlanir.
Bergaptol daha sonra bergapten olusturmak igin S-adenosil metiyonin ile metillenir.
Bergamottin biyosentezindeki son adim ise yeni metillenmis bergaptene bir geranil

pirofosfatin baglanmasidir (132, 136) Sekil 2.de BGM biyosentezi sematize edilmistir.
OH 0 (+]

Umbelliferone

6'-preniltransferaz 0 0P
v
OH 0 o
. ‘ |
Demethylsuberosin Bergamottin
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0; Marmesin sentaz GPP |
NADPH
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0 o] ]
OH | 1
oo,
Marmesin Bergapten
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Y Y NADPH | [
>
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Sekil 2. Bergamottin biyosentezi (Ko’dan, 132).
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Hos aromalar1 ve sagliga yararli olmalari nedeniyle narenciye esansl yaglar ilag, gida
ve koku endiistrilerinde yaygin olarak kullanilmaktadirlar (14). BGM nin anti-kanser (anti-
proliferasyon, anti-invazyon ve anti-migrasyon, vb.), anti-inflamatuvar, anti-mikobakteriyel
aktivite, anti-mutajenite gibi ¢esitli farmasotik biyoaktivite 6zelliklerine sahip oldugu
bilinmektedir (128). BGM, tirozin fosfataz1 indiikleyerek hem yapisal hem de indiiklenebilir
sinyal donustiiriicli ve transkripsiyon 3 aktivatorii (STAT3)’ niin aktivasyonunu inhibe eder.
Bu da BGM nin tiimor hiicresinin hayatta kalmasi, proliferasyonu ve metastazinin etkili bir
sekilde baskilanmasinda 6nemli bir aktiveteye sahip oldugunu gostermektedir (137). BGM
sitokrom P450 enziminin bazi izoformlarmin, o6zellikle de CYP3A4'in protein
ekspresyonunu azaltarak veya enzimin geri doniisiimlii inhibisyonunu saglayarak etki
gosterir. Ayrica insan karaciger mikrozomlarindaki CYP1A2, 2A6,2C9, 2C19, 2D6, 2E1 ve
3A4'Un aktivitelerini de baskilayabildigi gosterilmistir (136). BGM’nin peroksizom
proliferatorii ile aktive olan reseptor (PPAR) a'y1 veya y'y1 aktive ettigi, adiponektin
salgilanmasin1 indiikledigi ve adipositlerde VLDL’yi inhibe ettigi de bildirilmistir.
Bergamottin’in, CCAAT/enhancer-binding protein (CEBP/a), PPAR, adiposit proteini 2,
adiponektin ve resistin gibi temel adipogenik genlerin, down regiilasyonu yoluyla
adipogenezi inhibe ettigi gosterilmistir. Ko ve arkadaslarinin gergeklestirdigi ¢alismada
yiiksek yagli diyet kullanilarak obezitenin indiiklendigi farelerde, BGM’nin anti-obezite
etkisine sahip oldugu ve adiposit farklilagsmasi sirasinda dogrudan 5'-adenozin monofosfat
aracilikli aktive protein kinaz (AMPK)’1n adipogenezi inhibe ettigi gosterilmistir (138).
Yapilan bagka bir calismada Bergamottin’in, NF-kB sinyal aktivasyonunu bloke etme
yetenegine sahip oldugu ve bu sayede antiinflamatuvar etki gosterebilecegi bildirilmistir
(139). BGM’nin, glukoz metabolizmasinda da potansiyel bir diizenleyici aktivitesi oldugu

yapilan bir caligma ile gosterilmistir (128).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gerecler

3.1.1. Laboratuvarda Kullandigimiz Cihaz ve Malzemeler

Laboratuvarda kullandigimiz cihaz ve malzemelere ait bilgiler Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1. Laboratuvarda kullandigimiz cihaz ve malzemelere ait bilgiler

Cihaz ve Malzeme Ad1

Firma Adx

Havalandirmali kafes sistemi
Derin dondurucu (-80°C)
Otomatik pipetler

Hassas terazi

Vorteks

Isiticili manyetik karistiric

Saf su aritma cihazi

Santrifiij

Calkalayicili inkiibator
Sogutmali santrifiij
Mikrosantrifiij cihazi
Mikroplate okuyucu

El homojenizatorii

Sonikator

GeneAmp PCR Sistem 9700
Mikro hacimli spektrofotometre
LightCyler 480-11

Sar1 kapakl1 biyokimya tiipti
Cam deney tiipleri
DNAse/RNAse free mikrosantrifiij tiipleri
LightCyler 480 multiwell plate
LightCyler 480 kaplama folyosu

RAIR IsoSystem

Thermo Electron Corporation
Socorex, Isolab, Ependorf
Mettler Toledo AB204-S
IKA Vortex, Genius 3
Termal

ELGA

Eppendorf, Centrifuge 5810
ShelLab/Sheldon S14-2
Beckman-Coulter
Thermo

VersaMax

OMNI-Tissue Master 125
Vibra Cell-VCX 500
Thermo

Thermo Nanodrop 2000
Roche

BD Vacutainer
SH&GLASS

KIRGEN

Roche

Roche
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3.1.2. Kullandigimiz Kitlere Ait Bilgiler

Kullandigimiz kitlere ait bilgiler Tablo 2’de verildi.

Tablo 2. Kullandigimiz kitlere ait isim, marka ve kod bilgileri

Kitin Ismi Markasi Kitin Kodu
Fare GPx1 ELISA Kkiti Fine test EMO0367
Fare SOD1 ELISA Kkiti Fine test EMO0419
Fare TNF-a ELISA Kiti Fine test EMO0183
Fare IL-10 ELISA Kiti Fine test EMO0100
Fare IL-4 ELISA Kiti Fine test EMO0119
Fare IL-1pB ELISA Kiti Fine test EMO0109
Fare CHOP ELISA Kiti Fine test EM1933
Fare HSPAS5 ELISA Kiti Fine test EM1566
Fare Insiilin ELISA Kiti Crystal Chem #90080
TAS Analiz Kiti Rel Assay Diagnostics OK20115A
TOS Analiz Kiti Rel Assay Diagnostics 0OK201270
BCA Protein Analiz Kiti ABP Biosciences AB20011P1
Transcriptor First Strand cDNA Roche 14854822
synthesis kit

SYBR Green | Master Kit Hibrigen 1119-UB-698
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3.1.3. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Bu c¢alismada kullanilmis olan kimyasal malzemeler ile marka isimleri Tablo 3’te

belirtilmistir.

Tablo 3. Calismada kullandigimiz kimyasallara ait bilgiler

Kimyasallar Marka

1,1,3,3-Tetrametoksipropan Sigma

Asetik Asit (CH:COOH) Sigma

Bergamottin Sigma- Cat. No. BCBZ6708

Dietil Pirekarbonat (DEPC) Sigma

Dimetil Siilfoksit Sigma

DPBS (Hazir Fosfat Tamponu) Pan Biotech-Cat. No. P04-36500

Etanol (C2HsOH) Riedel de Haen

Fosfotungstik Asit (H3[P(W3010)4]xH20 Sigma

Fosforik Asit (H3PO4) Sigma

Hidrojen Peroksit (H202) Merck

Hidroklorik Asit (HCI) Sigma

Izopropil Alkol Merck

Kloroform Merck

Na:EDTA.H20 Sigma

Primerler Integrated DNA Technologies- Cat.
No0.70420211

Siilfirik Asit (H2S04) Sigma

Tiyobarbitiirik Asit Sigma

TriPure izolasyon Reaktifi Roche- LOT 94022220
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3.2. Yontemler
3.2.1. Uygulanan Diyet Miidahalesi

Laboratuvar tipi kemirgen yemi ve kafeterya diyetinde bulunan malzemeler %30
laboratuvar tipi kemirgen yemi ve %70 kafeterya diyeti olacak sekilde karistirilarak pellet
haline getirildi ve farelere ad libitum olarak verildi (140). Alinan enerjinin hesaplanmasinda
kullanilan gida maddelerinin ambalajlarinda belirtilen degerler esas alindi. Kafeterya
diyetini olusturan laboratuvar tipi kemirgen yemi ile findikli biskiivi, coko damlali biskiivi,
gofret, cips, tuzlu kraker, meyveli kek ve kasar peyniri hesaplanan miktarlarda satin alinip
laboratuvar tipi ogiitiiciilerle toz haline getirildi. Toz haline getirildikten sonra MBD YEM
TICARET (Gebze/Kocaeli) adli firmada %30 laboratuvar tipi kemirgen yemi ve %70
kafeterya diyetini icerecek sekilde toz malzemeler karistirilarak pellet haline getirildi.
Hazirlanan yemler buzdolabina kaldirildi ve taze olarak farelerin tiiketimine sunuldu.
Kafeterya diyeti olusturulurken kullanilan besin gesitleri, markasi ve makro besin oge

igerikleri Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4. Besinlerin 100 g i¢in enerji, karbohidrat, protein ve yag icerikleri

Besin (Markasi) Enerji Karbohidrat Protein Yag
(kcal) (9 %) (9%) (9%)
Findikh Biskiivi (Siisse) 470 64.2 7.8 195
Cokodamlah Biskiivi (Siisse) 460 60.3 9.9 18.8
Peynirli Cips (Party) 481.12 69.06 6.7 20.64
Tuzlu Kraker (Bifa) 405 76 6.4 7.34
Meyveli Kek (Casey) 378 56 4.2 1.4
Cikolatah Gofret (Centro) 517 63.1 5.8 26.9
Kasar Peyniri (Aknaz) 312 0.4 21 25
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3.2.2. Calisma Gruplarinin Olusturulmasi ve Deneysel Tasarim

KTU Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’na deney hayvan temini igin basvuru
yapildi. 2020/28 protokol numarali (Bkz. Ek1) onay belgesinin alinmasinin ardindan 48 adet
erkek, 10-15 gram agirhiginda, dort-bes haftalik C57BL6/J ki fareler KTU Cerrahi
Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden satin alinarak kullanildi. Kullandigimiz farelerin giin
icerisinde 12 saat karanlikta ve 12 saat de aydinlikta kalmalari saglandi. Satin alinan fareler
bireysel olarak ayr1 bir sekilde havalandirilan kafeslerde (RAIR IsoSystem, Delaware, USA)
barindirildi. Farelerin diyetleri ve sular1 ad libitum olarak verildi. Olusturulan gruplara 16
hafta boyunca laboratuvar tipi kemirgen yem ve kafeterya diyeti verildi. Fareler rastgele bir
sekilde altisarli gruplara ayrildi. Her grupta sekiz fare yer aldi. Bergamottin, %5’lik
dimetilsiilfoksit (DMSQO) ve pH=7.4 hazirlanan potasyum fosfat tamponu (PBS) ile ¢oziildii
(141,15) ve dozlar1 6nceki caligmalara dayali olarak secildi (142, 143). Grup I'deki (K grubu)
fareler deney siiresince laboratuvar tipi kemirgen yem ile beslendiler. Grup II'deki
(K+Coziicii grubu) fareler deney siiresince laboratuvar tipi kemirgen yem ile beslendiler ve
farelere deneyin son dort haftast DMSO+PBS ¢ozeltisinden her giin 100 pL intraperitoneal
(ip) olarak uygulandi. Grup II'teki (K+0.22BGM grubu) fareler deney siiresince laboratuvar
tipi kemirgen yem ile beslendiler ve farelere deneyin son dort haftast BGM (0.22 mg/kg) her
giin 100 pL ip olarak uygulandi. Grup IV'teki (KD+Coziicii grubu) fareler deney siiresince
kafeterya diyeti ile beslendiler ve farelere deneyin son dort haftast DMSO+PBS
cozeltisinden her giin 100 pL ip olarak uygulandi. Grup V'teki (KD+0.05SBGM grubu)
fareler deney siiresince kafeterya diyeti ile beslendiler ve farelere deneyin son dort haftasi
BGM (0.05 mg/kg) her giin 100 uL ip olarak uygulandi. Grup VI'daki (KD+0.22BGM
grubu) fareler deney siiresince kafeterya diyeti ile beslendiler ve farelere deneyin son dort

haftast BGM (0.22 mg/kg) her giin 100 pL ip olarak uygulandi.

Tiim enjeksiyonlar ip olarak uygulandi. Tiim gruplar 16 hafta boyunca beslenme
programina tabi tutuldu ve 16 haftalik beslenme periyodu boyunca sakrifiye edilene kadar
belirli zaman araliklarinda tartildi. Fareler 16. haftanin sonunda on iki saatlik agliga maruz
birakild1 ve sakrifiye edildi. Kesim esnasinda kanlar antikoagiilansiz biyokimya tiiplerine
alindi. 3000 rpm’de on dakika santrifiij edildi. Serum kism1 1.5 mL hacimli ependorf tiiplere
aktarild1 ve analiz yapilana kadar -80 °C’de saklandi. Karaciger dokular1 eksize edildi ve

tartildiktan sonra bir lobun yaris1 histopatolojik analizde kullanim i¢in %10’luk
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formaldehitle sabitlendi diger yaris1 ise biyokimyasal analiz i¢in analiz giiniine kadar

ependorf tiipler i¢cinde -80°C'de saklandi.

3.2.3. Serum Orneklerinde Glukoz, Triacilgliserol, Total Kolesterol, ALT ve AST

Seviyelerinin Analizi

Aclik serum glukoz, TAG, total kolesterol (T-K), aspartat aminotransferaz (AST) ve
alanin aminotransferaz (ALT) diizeyleri rutin biyokimya laboratuvarinda otoanalizor ile
belirlendi. Serum glukoz, TAG ve T-K konsantrasyonlart mg/dL cinsinden, AST ve ALT
konsantrasyonlari ise U/L cinsinden ifade edildi.

3.2.4. Serum Orneklerinde insiilin Seviyelerinin Belirlenmesi

Serum orneklerindeki aglik insiilin seviyeleri, enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) metoduyla arastirma amagl iretilen Kitte verilen yontem protokoliine uygun
sekilde belirlendi (Crystal Chem, Katalog numarasi: #90080, USA). Insiilin
konsantrasyonlariin hesaplanmasinda Sekil 3°te verilen standart grafigi yardimiyla elde
edilen formiil kullanildi. Sonuglar ng/mL seklinde verildi. Farelerde insiilin direnci
derecesinin yansitilmasi agisindan, aglik serum glukozu ve insiilin konsantrasyonu
parametrelerinin kullanilmasiyla homeostatik model degerlendirme (HOMA) skoru insulin
uIU /ml x glukoz (mmol/l) / 22.5 formiilii ile hesaplandi (144).
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Sekil 3. Insiilin seviyesinin belirlenmesinde kullanilan konsantrasyon-absorbans egrisi
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3.2.5. Serum Orneklerinde Toplam Oksidan Durum Analizi

Serum o6rneklerinde TOS diizeyleri 6l¢iimii igin ticari kolorimetrik kit (Rel Assay
Diagnostics, REF RL0024, Gaziantep, Turkey) kullanildi. TOS 6lgiimleri Tablo 5°de verilen
deney prosediirii basamaklar takip edilerek yapildi. TOS diizeyleri pumoL hidrojen peroksit
esdegeri/L olarak sunuldu.

Tablo 5. Serum TOS 6l¢iim basamaklari

Reaktif Numune Standart
(uL) (uL)
Standart - 15
Numune 15 -
*Reaktif 1 100 100

Pleyt kuyucularina standart veya numune ekledikten yaklasik 30 saniye sonra ELISA
okuyucusunda 530 nm dalga boyunda birinci okuma (A1) yapildi.

**Reaktif 2 5 5

Reaktif 2 eklendikten sonra laboratuvar ortaminda 10 dakika bekletildi ve ELISA
okuyucusunda 530 nm dalga boyunda ikinci okuma (A2) yapildi.

* Tampon Cozeltisi, 25 mM, pH’s1 1.75 H2SOa4, ** Substrat Cozeltisi, 25 mM, pH’s1 1.75
H2S04, 5 mM Fe?* iyonu, 10 mM O-dianizidin

Hesaplama yapilirken her numune ve standart i¢in kaydedilen ikinci absorbans
degerinden (A2) birinci absorbans degeri (A1) ¢ikartilarak absorbans farklari elde edildi
(AA=A2-A1). Sonuglar “(AAnumune/AAstandart) X Standart konsantrasyonu” formiilii ile

hesaplanarak pmoL hidrojen peroksit esdegeri/L seklinde verildi.
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3.2.6. Serum Orneklerinde Toplam Antioksidan Durum Analizi

Serum oOrneklerinde TAS seviyeleri 6l¢iimiinde ticari kolorimetrik kit (Rel Assay
Diagnostics, REF RL0017, Gaziantep, Turkey) kullanildi. TAS 6l¢iimleri Tablo 6°da verilen
deney prosediirii basamaklar1 takip edilerek yapildi. TAS seviyeleri milimol troloks

esdegeri/L cinsinden ifade edildi.

Tablo 6. Serum TAS 6l¢iim basamaklari

Reaktif Numune Standart H20
(nL) (uL) (nL)
Deiyonize edilmis su - - 6
Standart - 6 -
Numune 6 - -
*Reaktif 1 100 100 100

Reaktif 1 eklendikten 30 saniye sonra ELISA okuyucusunda 660 nm dalga boyunda ilk

absorbans degeri (A1) okundu.
**Reaktif 2 15 15 15

Reaktif 2 eklendikten sonra pleyt laboratuvar ortaminda 10 dakika bekletildi. ELISA

okuyucusunda 660 nm dalga boyunda ikinci absorbans (Az) degeri okundu.

* Tampon Cozeltisi, 0.4 mol/L pH’s1 5.8 Asetat Tamponu, ** Prokromojen Cozeltisi, 0.4
mol/L pH’s1 3.6 Asetat Tamponu, 30 mmol/L ABTS

Hesaplama yapilirken her numune ve standart i¢in kaydedilen ikinci absorbans
degerinden (A2) birinci absorbans degeri (A1) ¢ikartilarak absorbans farklari elde edildi
(AA=A2-A1). Pozitif kontrol igin pleyt kuyucuklarina saf su (H20) pipetlendi. Sonuglar
“[(AAH20)- (AANumune))/[(AAH20) - (AAstandart)] X Standart konsantrasyon” formiiliine gore

hesaplandi ve milimol troloks esdegeri/L cinsinden ifade edildi.

25



3.2.7. Serum Orneklerinde Oksidatif Stres indeksi (OSI) Hesaplanmasi

OSI degerleri asagida verilen formiil kullanilarak belirlendi (145).

OSI (keyfi birim) = [TOS (mikromol hidrojen peroksit esdegeri/L)/(TAS (mmoL trolox
esdegeri/L)] x 100

3.2.8. Serum Malondialdehit (MDA) Diizeyinin Belirlenmesi

Serum numunelerinde MDA seviyesi, Yagi (146) tarafindan gelistirilmis olan
yontem referans almarak belirlendi. Orneklere ait MDA konsantrasyonlar1 Sekil 4’te verilen
standart grafigi baz alinarak belirlendi. Sonuglar nanomol/mililitre olarak ifade edildi.

Oncelikle asagida verilen ¢ozeltiler hazirlandi:

0.0084 N Siilfirik asit (H2SO4): Koyu renkli sisede bulunan H2SO4‘den otomatik pipet ile
birlikte 342 pL alindi. Daha 6nce cam beher igerisine konulan bir miktar saf su iizerine,
alinan 342 puL H2SO4 aktarildi. Son hacmin 150 mililitre olmasi igin kalan kisim saf su

eklenerek tamamlandi.

Fosfotungstik asit [H3[P(W3010)4]H20] (%10’ luk): Sisede muhafaza edilen fosfotungstik

asitten tartilarak ikibuguk gram alindi ve 25 mililitre saf su ile cam beher igerisinde ¢oziildii.

Tiyobarbitiirik asit (TBA) cozeltisi (%0.67° lik): Sisede muhafaza edilen TBA hassas
terazi tizerinde tartild1 ve 0.335 gram alindi. Tartilan 0.335°lik TBA 25 mililitre saf su ile
cam balon joje igerisine koyuldu. Laboratuvarimizda mevcut olan ve 1sitic1 fonksiyonu da
bulunan karistiricida, igerisine manyetik bar atilarak 10 dakika boyunca ¢oziindiiriildii.
Karistiricinin tizerinden alinan ¢ozelti soguduktan sonra tizerine 25 mL glasiyel asetik asit

pipet yardimiyla dikkatlice eklendi.

Standart cozeltiler: 1 mmol 1,1,3,3-tetrametoksipropan, 100 mililitre 0.01 M
hidroklorikasit (HCI) igerisinde ve 50 °C’ de yaklasik 1 saat inkiibasyon islemine tabi
tutuldu. Boylece 10 pmol/mL ‘lik ana stok ¢6zelti hazirladi. Bu stok ¢ozeltisinden de sirayla
25,12.5,6.25, 3.125, 1.5625, 0.7813, 0.3906 ve 0 nmol/mL‘lik standart ¢ozeltiler ependorf

tiipler icerisinde hazirlandi.
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Tablo 7. Serum MDA 6l¢iim basamaklari

Reaktif Miktar (pL)
Serum 150

H2S04 1200
Fosfotungstik Asit 150

Iyice karistirilarak oda sicakliginda bes dakika bekletildi. Daha sonra 4000
rpm’de on dakika siireyle santrifiigasyon yapildi. Ust faz kullanilmad: dikkatlice atild1.

Saf su 2000
Eklenen saf su ile ¢oziiniinceye kadar vorteks islemi uygulandi.

TBA 500

Inkiibator 100 °C’ye ayarladi ve tiipler metal raklar igerisinde iizerleri folyo ile
ortiilerek 1 saat inkiibasyona birakildi. 1 saat sonunda tiiplere 4000 rpm’de 10 dakika
santrifiigasyon yapildi.

Ust faz bir pleyte aktarild1 ve 532 nm’de absorbans degerleri 6lgiildii.

*=0,9964

Absorbans (532 nm)
o
w

0 5 10 15 20 25 30
MDA Konsantrasyonu (nmol/mL)

Sekil 4. Serum MDA seviyesinin belirlenmesinde kullanilan konsantrasyon-absorbans egrisi
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3.2.9. Karaciger Dokularinda Homojenizasyon Asamasi

Homojenizasyon islemi i¢in Karaciger numunelerinden yaklasik 100 mg tartildi.
Ependorftiip igerisine 900 mikrolitre pH’s1 7.4 olan PBS eklendi ve tartilan doku tiip igersine
koyuldu. Sonics Vibra Cell Marka sonikator ile 15 sn 130 Watt 20 khz’de homojenize edildi.
Daha sonra 5000 rpm’de bes dakika santrifiij edildi. Sonrasinda numunelerin siipernatantlari
yeni ependorf tiiplere aktarildi. Dokuda olgiilecek parametreler icin bu homojenizasyon

kullanildi.
3.2.10. Doku Orneklerinde Protein Miktar Tayini

Stipernatantlarin protein seviyeleri iiretici firmanin talimatlarina gore ticari bir kit
(BCA Protein Assay Kit, ABP Biosciences, Rockville, USA) kullanilarak belirlendi ve
mg/mL si1gir serum albiimini esdegeri olarak hesaplandi. BCA (bisinkoninik asit) protein test
kiti, alkali kosullar altinda bir Cu?*-protein kompleksi olusumuna ve ardindan sistein, sistin,
triptofan, tirozin ve peptit baglar1 ile Cu?*' nin Cu'*'e indirgenmesine dayanir. BCA, Cu'* ile
mor renkli bir kompleks olusturur ve 562 dalga boyunda saptanabilir. Siipernatantlarda

Olciilen tiim biyokimyasal parametreler, protein miktariyla oranlandi ve mg protein olarak

ifade edildi.

Kit protokoliinde; 50 kisim BCA Reaktif A’y1 1 kisstm BCA Reaktif B ile (50:1, A:B)
karistirillarak ¢aligma reaktifleri hazirlanmasi onerildigi i¢in numune sayisina gére 22 ml
Reaktif A’dan, 440 pL Reaktifi B’den alinarak calisma reaktifi hazirlandi. Ayni kitin
icerisinde bulunan BSA standartindan kitin onerileri dogrultusunda 2000, 1500, 1000, 750,
500, 250, 125 ve 25 pg/mL konsantrasyonda hazirlanan standartlar kullanildi. Kor olarak ise
PBS kullanildi. Mikropleyt kuyucuklarina 20 pL standart, kor ve numune eklendi. Her
kuyucuga 200 uL hazirlanan BCA ¢alisma reaktifi eklendi ve Shel Lab Shaking Incubator
cihazinda 30 sn karistirildi. Daha sonra pleyt kaplanarak 37°C’lik etlivde (Shel Lab Shaking
Incubator) 30 dakika bekletildi. Oda sicakligina geldikten sonra absorbanslar1 dalga boyu
562 nm’ye ayarlanmis spektrofotometrede (Versa Max Microplate Reader) olgiildii.
Orneklere ait protein diizeyleri Sekil 5°te verilen standart grafigi ve formiil kullanilarak
belirlendi. Orneklerdeki protein seviyeleri bu standart egri yardimi hesaplandi Sonuglar

mg/mL birimi ile ifade edildi.
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Sekil 5. Karaciger dokusunda protein miktarlarinin hesaplanmasinda kullanilan

konsantrasyon-absorbans egrisi

3.2.11. Doku érneklerinde GRP78, CHOP, SOD1, GPX1, TNF-a, IL-1p, IL-4 ve IL-10

Seviyelerinin Belirlenmesi

3.2.11.1. ELISA Yonteminde Uygulanan Basamaklar

ELISA blgiimlerinden 6nce kit icerikleri oda sicakhigina getirildi. Olgiimlerde

kullanilan doku homojenatlar1 50 kat seyreltilerek asagida adimlari verilen iiretici firmanin

onerdigi kit protokolii uygulandi.

1.
2.

Pleyt 2 kez yikandi.

Kendileri i¢in ayrilan kuyucuklara 100 pL standart, numune ve kor (PBS) eklendi,
pleytin tizeri koruyucu ile kapland: ve 37 °C'de 90 dakika inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon bitiminde pleyt iki kez yikandu.

Her kuyucuga 100 pL Biotin isaretli antikor pipetlendi, pleytin {izeri koruyucu ile
kaplandi ve 37 °C'de 1 saat bekletildi.

Inkiibasyon bitiminde pleyt ii¢ kez yikand.

Ardindan her bir kuyucuk i¢in 100 pL. HRP-Streptavidin konjugat eklendi, pleytin {izeri
koruyucu ile kaplandi ve 37 °C'de 30 dakika inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonunda pleyt bes kez yikandi.

Yikama sonras1 her kuyucuga 90 uL. TMB eklendi. 37 °C'de 20 dakika karanlik ortamda
inkiibasyona birakildu.

Inkiibasyon siiresi sonunda standartlarin mavi renge doniisiimiiniin goriilmesi ile
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kuyucuklara 50 uLL durdurma ¢ozeltisi eklenerek renk reaksiyonu durduruldu.

10. Her kuyucuga ait absorbans degerleri mikro pleyt okuyucu yardimiyla 450 nm dalga
boyunda 6l¢iildii.

11. Standart konsantrasyonu-absorbans grafigi gizilerek elde edilen formiil yardimiyla

orneklere ait konsantrasyon degerleri hesaplandi.
3.2.12. Doku GRP78 Seviyelerinin Belirlenmesi

GRP78 diizeyleri, 3.2.11.1°de verilen adimlar takip edilerek kit protokoliine uygun
sekilde belirlendi. GRP78 konsantrasyonlarinin hesaplanmasinda Sekil 6’da verilen standart
grafigi yardimiyla elde edilen formiil kullanildi. Sonuglar ng/mg protein seklinde ifade
edildi.

2=10,9961

Absorbans (450 nm)

0 5 10 15 20 25 30 35
GRP78 Konsantrasyonu (ng/mL)

Sekil 6. GRP78 seviyelerinin belirlenmesinde kullanilan konsantrasyon-absorbans
egrisi

3.2.13. Doku CHOP Seviyelerinin Belirlenmesi

CHOP diizeyleri, 3.2.11.1°de verilen adimlar takip edilerek kit protokoliine uygun
sekilde belirlendi. CHOP konsantrasyonlarinin hesaplanmasinda Sekil 7°de verilen standart
grafigi yardimiyla elde edilen formiil kullanildi. Sonuglar pg/mg protein seklinde ifade
edildi.
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Sekil 7. CHOP seviyelerinin belirlenmesinde kullanilan konsantrasyon-absorbans
egrisi

3.2.14. Doku Orneklerinde Toplam Oksidan Durum Analizi
Doku orneklerinde TOS diizeyi 6l¢timiinde ticari kolorimetrik kit (Rel Assay
Diagnostics, REF RL0024, Gaziantep, Turkey) kullanildi. Olgiim icin Tablo 8’de verilen

protokol uygulandi. Sonuglar mikromol hidrojen peroksit esdegeri/mg protein olarak verildi.

Tablo 8. Doku TOS 6l¢iim basamaklari

Reaktif Numune Standart
(uL) (uL)
Standart - 15
Numune 15 -
*Reaktif 1 100 100

Pleyt kuyucularina standart veya numune ekledikten yaklasik 30 saniye sonra ELISA
okuyucusunda 530 nm dalga boyunda birinci okuma (A1) yapildi.

**Reaktif 2 5 5

Reaktif 2 eklendikten sonra laboratuvar ortaminda 10 dakika bekletildi ve ELISA
okuyucusunda 530 nm dalga boyunda ikinci okuma (A2) yapildi.

* Tampon Cozeltisi, 25 mM, pH’s1 1.75 H2SOa, ** Substrat Cozeltisi, 25 mM, pH’s1 1.75
H2S04, 5 mM Fe?* iyonu, 10 mM O-dianizidin
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Hesaplama yapilirken her numune ve standart i¢in kaydedilen ikinci absorbans
degerinden (A2) birinci absorbans degeri (A1) ¢ikartilarak absorbans farklari elde edildi
(AA=A2-A1). Sonuglar “(AAnumune/AAstandat) X Standart konsantrasyonu” formiili ile

hesaplanarak pmoL hidrojen peroksit esdegeri/L seklinde verildi.

3.2.15. Doku Orneklerinde Toplam Antioksidan Durum Analizi

Doku orneklerinde TAS seviyesi Ol¢imiinde ticari kolorimetrik kit (Rel Assay
Diagnostics, REF RL0024, Gaziantep, Turkey) kullanildi. Olgiim igin Tablo 9°da verilen
basamaklar takip edildi. Sonuglar mmoL trolox esdegeri /mg protein olarak verildi.

Tablo 9. Doku TAS 6l¢iim basamaklari

Reaktif Numune Standart H20
(L) (uL) (nL)
Deiyonize edilmis su - - 6
Standart - 6 -
Numune 6 - -
*Reaktif 1 100 100 100

Reaktif 1 eklendikten 30 saniye sonra ELISA okuyucusunda 660 nm dalga boyunda ilk

absorbans degeri (A1) okundu.
**Reaktif 2 15 15 15

Reaktif 2 eklendikten sonra pleyt laboratuvar ortaminda 10 dakika bekletildi. ELISA

okuyucusunda 660 nm dalga boyunda ikinci absorbans (Az) degeri okundu.

* Tampon Cozeltisi, 0.4 mol/L pH’s1 5.8 Asetat Tamponu, ** Prokromojen Cozeltisi, 0.4
mol/L pH’s1 3.6 Asetat Tamponu, 30 mmol/L ABTS

Hesaplama yapilirken her numune ve standart icin kaydedilen ikinci absorbans
degerinden (A2) birinci absorbans degeri (A1) ¢ikartilarak absorbans farklari elde edildi
(AA=A2-A1). Pozitif kontrol igin pleyt kuyucuklarina H.O pipetlendi. Sonuglar “[(AAH20)-
(AANumune) J/[(AAH20) - (AAstandart)] X Standart konsantrasyon” formiiliine gore hesaplandi ve

mmoL trolox esdegeri /mg protein cinsinden ifade edildi.
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3.2.16. Doku Orneklerinde OSI Hesaplanmasi

OSI degerleri asagida verilen formiil kullanilarak belirlendi (145).

OSI (keyfi birim) = [TOS (mikromol hidrojen peroksit esdegeri/L)/(TAS (mmoL trolox
esdegeri/L)] x 100

3.2.17. Doku MDA Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku MDA 6l¢iimii Mihara ve Uchiyama tarafindan gelistirilen yontemin modifiye
edilmesi ile yapildi (147). MDA ol¢timii igin gerekli ¢ozeltiler asagida, 6l¢iim basamaklari
Tablo 10°da standart grafigi ise Sekil 8’de verilmistir.

%1’ lik Fosforik asit (H3POa): Beher igerisine 50 mL saf su koyuldu, tizerine %85’ lik
H3PO4’ten 2.94 mililitre eklendi ve son hacim saf su ile 250 mL’ye tamamlandi.

TBA Cozeltisi: Meziir yardimiyla 6lgiilen 50 mL saf su balon joje igerisine koyuldu. Sisede
muhafaza edilen TBA’dan 0.67 gram tartilarak aymi balon jojeye aktarildi ve igerisine
manyetik bir bar atildi. Isitic1 fonksiyonu bulunan karistiricida yaklasik 20 dakika diisiik
1s1da karistirilmasi saglandi. Cozelti karistirici tizerinden alinarak soguyana kadar beklendi

ve lzerine 50 mL asetik asit ilave edildi.

Standart cozeltiler: 100 nmol/mL’lik MDA stok ¢ozeltisi hazirlanarak bu ¢ozeltiden 50,
25,12.5, 6.25 ve 3.125 nmol/mL’lik standart ¢ozeltiler seri seyreltme yapilarak hazir edildi.
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Tablo 10. Doku MDA 6l¢iim basamaklari

Reaktif Hacim (uL)
Numune, Standart, Kor 500

%]1’lik H3PO4 Cozeltisi 3000

TBA Cozeltisi 1000

Cam tiipler igerisine ¢ozeltiler ekledi ve metal raklara yerlestirilerek folyo ile
kaplandi. Onceden 100 °C’ye ayarlanmus inkiibatorde 45 dakika boyunca inkiibasyona
birakildi.

4000 rpm’de 10 dakika satrifiij edilerek siipernatant elde edildi.

200 mikrolitre 6rnek (numune, standart, kor) pleyte aktarildi. Spektrofometrik

6lciim yapan cihaz 532 nm ayarladi ve absorbans degeri okutuldu.
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Sekil 8. Doku MDA seviyesinin belirlenmesinde kullanilan konsantrasyon-absorbans egrisi
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3.2.18. Doku SOD1 Seviyelerinin Belirlenmesi

SOD1 diizeyleri, 3.2.11.1°de verilen adimlar takip edilerek kit protokoliine uygun
sekilde belirlendi. Orneklere ait SOD1 konsantrasyonlarinin hesaplanmasinda Sekil 9°da
verilen standart grafigi yardimiyla elde edilen formiil kullanildi. Sonuglar ng/mg protein

seklinde degerlendirildi.
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Sekil 9. SOD1 seviyesinin belirlenmesinde kullanilan konsantrasyon-absorbans egrisi

3.2.19. Doku GPX1 Seviyelerinin Belirlenmesi

GPX1 diizeyleri, 3.2.11.1°de verilen adimlar takip edilerek kit protokoliine uygun
sekilde belirlendi. Orneklere ait GPX1 konsantrasyonlarmin hesaplanmasinda Sekil 10’da
verilen standart grafigi yardimiyla elde edilen formiil kullanildi. Sonuglar IU/mg protein

seklinde verildi.
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Sekil 10. GPX1 seviyesinin belirlenmesinde kullanilan konsantrasyon-absorbans egrisi

3.2.20. Doku TNF-a Seviyelerinin Belirlenmesi

TNF-a diizeyleri, 3.2.11.1°de verilen adimlar takip edilerek kit protokoliine uygun
sekilde belirlendi. Orneklere ait TNF-a konsantrasyonlarinin hesaplanmasinda Sekil 11°de
verilen standart grafigi yardimiyla elde edilen formiil kullanildi. Sonuglar pg/mg protein

seklinde verildi.

R?= 10,9977

Absorbans (450

0 500 1000 1500 2000 2500
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Sekil 11. TNF-a seviyesinin belirlenmesinde kullanilan konsantrasyon-absorbans egrisi
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3.2.21. Doku IL-1p Seviyelerinin Belirlenmesi

IL-1pB diizeyleri, 3.2.11.1°de verilen adimlar takip edilerek kit protokoliine uygun
sekilde belirlendi. Orneklere ait IL-1B konsantrasyonlarmin hesaplanmasinda Sekil 12°de
verilen standart grafigi yardimiyla elde edilen formiil kullanildi. Sonuglar pg/mg protein

seklinde verildi.
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Sekil 12. IL-1B seviyesinin belirlenmesinde kullanilan konsantrasyon-absorbans egrisi

3.2.22. Doku IL-4 Seviyelerinin Belirlenmesi

IL-4 diizeyleri, 3.2.11.1°de verilen adimlar takip edilerek kit protokoliine uygun
sekilde belirlendi. Orneklere ait IL-4 konsantrasyonlarinin hesaplanmasinda Sekil 13’te
verilen standart grafigi yardimiyla elde edilen formiil kullanildi. Sonuglar pg/mg protein

seklinde verildi.
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Sekil 13. IL-4 seviyesinin belirlenmesinde kullanilan konsantrasyon-absorbans egrisi

3.2.23. Doku IL-10 Seviyelerinin Belirlenmesi

IL-10 diizeyleri, 3.2.11.1°de verilen adimlar takip edilerek kit protokoliine uygun
sekilde belirlendi. Orneklere ait IL-10 konsantrasyonlarinin hesaplanmasinda Sekil 14’te
verilen standart grafigi yardimiyla elde edilen formiil kullanildi. Sonuglar pg/mg protein
seklinde verildi.
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Sekil 14. IL-10 seviyesinin belirlenmesinde kullanilan konsantrasyon-absorbans egrisi
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3.2.24. Karaciger Indeksi Hesaplanmasi
Kesim esnasinda karaciger dokusu normal serum fizyolojik ile yikandi. Filtre kagidi
ile fazla su emildikten sonra, karaciger indeksini hesaplamak i¢in tartildi. Karaciger indeksi

literatiire uyarlanarak hesaplandi. Asagida indeks hesaplama formiilii verilmistir:
Karaciger indeksi = [karaciger agirlig1 (g) / bireysel viicut agirligi (g)]x100 (148, 149).

3.3. Doku Orneklerinde Gen Ekspresyon Analizleri
3.3.1. Karaciger Dokularindan Total RNA Izolasyonu

Karaciger dokularindan total RNA izolasyonu asagida verilen basamaklara gore

gerceklestirildi:

1. Yaklastk 100 mg karaciger dokusu, riboniikleaz ve deoksiriboniikleaz icermeyen
ependorflara konuldu. Uzerine 1 mililitre TRipure izolasyon ¢ozeltisi eklendi. Doku
ornekleri el tipi homojenizator kullanilarak 6000 rpm’de 15 sn siireyle homojenizasyon

islemine tabi tutuldu.
2. Elde edilen homojenat 5 dk laboratuvar ortaminda bekletildi.
3. Uzerine 200 pL kloroform ilave edildi, el ile 15 saniye giiclii bir sekilde calkaland.

4. Oda sicakliginda 15 dk inkiibe edildi ve ardindan +4 °C’de, 12000 g’de, onbes dakika siire

ile santrifiij iglemine tabi tutuldu.

5. Olusan iist faz riboniikleaz icermeyen baska bir ependorfa aktarildi. Uzerine 500 pL

izopropanol eklendi. Birkag kez alt {ist edilerek iyice karigsmasi saglandi.

6. Oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi. Ardindan +4 santigrat derecede 12000 g’de 10

dk santrifiij islemine tabi tutuldu. Santrifiij sonrasi elde edilen iist faz atildi.
7. % 75’1k etil alkol ¢ozeltisinden 1 mL ilave edildi ve pellet ¢6ziinene kadar vortekslendi.

8. +4 °C’de, 7500 g’de, bes dakika siire ile santrifiij islemine tabi tutuldu. Siipernatant atildi.
Fazla alkoliin uzaklastirilmasi i¢in ependorflarin kapaklari agildi ve etanoliin u¢gmasi

saglandi.

9. Elde edilen RNA pelletlerinin {izerine daha 6nce hazirlanan elli mikrolitre kadar DEPC’li
su ilave edildi ve onbes dakika boyunca ellibes santigrat derecede inkiibasyon islemine tabi

tutuldu. inkiibasyon sonrast RNA derisimi (ng/uL) ve safligi nanodrop cihazinda belirlendi.
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3.3.2. Total RNA’dan Komplementer DNA (¢cDNA) Sentezi

Izole edilen RNA &rnekleri bekletiilmeden cDNA’ya doniistiiriildii. RNA
konsantrasyonlar1  belirlendikten sonra konsantrasyonlarin esitlenmesi igin dietil
pirokarbonat (DEPC)’l1 su ile seyreltme yapildi. RNA’nin cDNA’ya doniisiimiinde hazir kit
ve Kitin igerisindeki bilesenler kullanildi. Reaksiyonun gergeklestigi ortamin ve kullanilan
tim malzemelerin steril olmasina dikkat edildi. 1.5 mL hacimde konik seklinde steril
ependorf tiipler kullanilarak reaksiyon ortami hazirlandi. CDNA sentezi i¢in kullanilan

reaktifler Tablo 11°de verildi.

Tablo 11. ¢cDNA sentezi igin gerekli reaktifler ve kullanilan hacimler

Reaktif Hacim (pL)
Su 1
Tampon 4
RNAz Inhibitérii 0.5
dNTP Karisimi (10 mM) 2
Random Hekzamer Primer 2

Ters Transkriptaz (20 U/uL) 0.5

250 pL hacimde steril kiigiik boy ependorf tiipler igerisine hazirlanan reaksiyon
karigimindan 10 pL otomatik pipet ile steril u¢ kullanilarak eklendi. Karisim eklendikten
sonra her tiipe tizerinde yazili numuneye ait olan ve konsantrasyonu esit hale getirilmis
RNA’dan steril ug kullanilarak 10 pL ekledi. Daha 6nceden agilan ve program se¢imi (25
°C’de on dakika, 55 °C’de 30 dakika ve 85 °C’de bes dakika) yapilan PCR cihazina ependorf
tiipler kapaklar1 kapatilarak yerlestirildi. Reaksiyon sonunda meydana gelen cDNA
konsantrasyonlar1 (ng/uL) ve safligi nanodrop cihazinda belirlendi. Elde edilen triinlerin

gen ekspresyon analizleri yapilana kadar -80 °C’de saklandi.
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3.3.3. Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu Protokolii

Real time polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR), DNA amplifikasyonuyla ayni
zamanda artis gosteren floresans sinyalin 6l¢iilmesi ile birlikte kantitatif ¢ikt1 alinabilinen
bir PCR metodudur (150). Kantitatif RT-PCR metodunda bir numune i¢in her reaksiyonda
olusan floresan sinyallerin bilgisayarda sayisal degerlere doniistimii saglanir (151). Floresan
sinyali olusturmak i¢in DNA ¢ift sarmalina baglanabilen SYBR® Green boyasi kullanimi
en yaygin yaklasimlar arasinda yer alir. Boya ¢ift zincirli DNA’ya baglanarak ¢ogalan DNA
miktarinda artigla es zamanl floresan 1sima yapar (152). Calismamizda da SYBR Green |
Master kiti (Hibrigen, iirlin kodu: 1119-UB-698, Tiirkiye) kullanildi. Tablo 12’de

kullandigimiz primer dizileri verildi.

Tablo 12. RT-PCR’da kullanilan gen ve primer dizileri

Gen Ad1 Primer Primer Dizisi

Fare B-Aktin (Actb)  ileri primer 5’- CCG TAA AGA CCT CTATGC CAAC -3
Geri primer  5’- ACC GAT CCACAC AGAGTACTT G -3’

Fare GRP78 (Hspa5) fileri primer 5’- AGA GCC TTG TCT TCT CAG CATC -3’
Geri primer 5-CAACACTTT CTG GAC AGGCTTC -3’

Fare CHOP (Ddit3)  Ileri primer 5’- CAA GCA TGA ACA GTG GGC ATC -3’
Geri primer  5’- TGT ACC GTC TAT GTG CAA GCC -3’
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RT-PCR asamasinda, 1.5 mL hacimde steril RNaz/DNaz icermeyen tiiplerde; GRP78
ile CHOP ve referans gen olan B-aktin i¢in ayr reaksiyon ortamlari olusturmak igin Tablo

13’te verilen reaktifler kullanildi.

Tablo 13. RT-PCR asamasi i¢in gerekli reaktifler ve kullanilan hacimler

Reaktif Hacim (uL)
Su 3
Ileri Primer 1
Geri Primer 1
Master Karisim (2x) 10
TOPLAM 15

Steril 96 kuyucuklu pleytte her bir numune igin hedef ve referans gen iki reaksiyon
olacak sekilde calisildi. Pleytte bazi kuyucuklar negatif kontrol olarak secilen PCR
safliginda su i¢in ayrildi. Pleytteki kuyucuklara Tablo 13°te verilen reaksiyon karisimindan
15 pL eklendi. Pleyte eklenen reaksiyon karisimi iizerine ilgili numuneye ait cDNA’dan 5
pL eklendi (son hacim 20 pL). Pleyt kaplama folyosu ile ortiildii. RT-PCR islemi tablo 14°te
verilen sicaklik ve siirelere gore gore SYBR Green | floresan ile LightCycler® 480 II cihazi
kullanilarak gerceklestirildi.
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Tablo 14. Calismada kullandigimiz RT-PCR protokolii

Program Dongii Analiz Modu
On Inkiibasyon 1 Yok
Amplifikasyon 55 Miktar Tayini
Erime Egrisi 1 Erime Egrisi
Soguma 1 Yok
Hedef Sicakhk[°C] Elde Etme Metodu Siire [saat: dk: s] ?)1;:2/1813111( artist
On inkiibasyon

95 Yok 00:15:00 4.4
Amplifikasyon

95 Yok 00:00:10 4.4

62 Yok 00:00:20 2.2

72 Tek 00:00:20 4.4
Erime Egrisi

95 Yok 00:00:05 4.4

65 Yok 00:01:00 2.2

97 Stirekli Yok 0.11
Soguma

40 Yok 00:00:10 1.5
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RT-PCR c¢aligmamiz sonucunda elde ettigimiz amplifikasyon egrileri 6rnegi Sekil

15te verildi.
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Sekil 15. Beta aktin, GRP78, CHOP ve negatif kontrol (PCR safliginda su) i¢in

amplifikasyon egrileri.

RT-PCR ¢alismamizdan elde ettigimiz erime egrisi grafikleri arasindan sectigimiz

bir 6rnek Sekil 16’da gosterilmistir.
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Sekil 16. RT-PCR’da elde ettigimiz erime egrisi grafigi 6rnegi (CHOP geni)

44



3.3.4. Gen Ekspresyon Sonu¢larimin Hesaplanmasi

Ekspresyon sonrasi yapilan hesaplamalar, g¢esitli yontemlerle belirlenen farkli
dongiilerin karsilastirilmasina dayanir (153). Gen ekspresyon galismamizin analizi igin
rolatif miktar tayini metodu tercih edildi. Bu metotta, floresan degerlerinin esik degerini
astig1 nokta olan esik dongiisii veya gecis noktasi noktasi olarak isimlendirilen kisaltmasi cp
olan degerler kullanilir (154). Cihazin hesapladigi verimlilik degerinin 2 bulunmasi
sebebiyle de rolatif tayinde Livak ve Schmittgen tarafindan gelistirilen ve asagida verilen 2°

AACp formiiliine gore gen ekspresyon analizleri gerceklestirildi (153, 155).
R = 2—[ACP hedef— ACP kontrol]

R = 2-AACP

Tiim gruplarda her bir numunenin ikiserli ¢alisilmasiyla, her bir gene ait iki adet Cp
degeri elde edildi ve bu Cp degerlerine ait ortalama alindi. Kontrol se¢ilen grubun ortalama
Cp degerine gore de diger gruplarin degisimi yukarida verilen formiil kullanilarak

hesaplandi. Sonuglar kat seklinde ifade edildi.
3.4. Histolojik Analizler

3.4.1. Isik Mikroskobunda Gériintiileme Oncesi Dokularin Hazirhk Asamasi ve

Kesitlerin Alinmasi

Kesim esnasinda histopatolog tarafindan teslim alinan karaciger dokusunun takip,
kesit alimma ve boyama islemleri Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Laboratuvarlari'nda gerceklestirildi (Karadeniz Teknik Universitesi, Tip Fakiiltesi).
Gruplara ait karacigere ait dokularinin 1sik mikroskobunda incelenebilmesi igin %10’luk
formaldehit soliisyonu igerisinde 48 saat siireyle fikzasyonu yapildi. Yiikselen alkol
serilerinden (%80, %96, %96, %100) gecirildi ve dehidrasyonu saglandi. Ksilende
seffaflastirilmasi yapildi ve parafin bloklara gémiildii. Parafin bloklardan mikrotom (Leica
RM 2255, Tokyo, Japan) ile 4-5 um kalinliginda kesitler goriintiilenmek lizere lam {izerine

alindi.
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3.4.2. Hematoksilen-Eozin Boyama Y 6ntemi

Kesitlerde genel histolojik yapinin gézlemlenmesi amaciyla Hematoksilen-Eozin (H-
E) boyama yontemi kullanildi. Preparatlar bu konuda deneyim sahibi ve galisma gruplarini
bilmeyen histolog tarafindan 1s1ik mikroskobu kullanilarak degerlendirildi. Preparatlarin
degerlendirilmesinde histoloji laboratuvarinda bulunan Olympus BX51 (Olympus, Tokyo,
Japan) mikroskop kullanildi. Mikroskoba bagli kamera atagmani (Olympus DP71; Olympus,
Tokyo, Japan) yardimiyla elde edilen bulgular fotograflanarak kaydedildi.

Gruplara ait karaciger dokular1 genel histopatolojik a¢idan degerlendirildi. Ayrica
karaciger kesitlerine hepatosit dejenerasyonu, vaskiiler konjesyon, siniizoidal dilatasyon,
genislemis siniizoidlerde konjesyon ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonu agisindan
yarikantitatif olarak skorlamasi yapildi. Her bir kriter agisindan 0-3 arasinda skorlama

yapildi. Skorlamada 0: Hi¢ yok; 1: hafif; 2: orta ve 3: siddetli olarak degerlendirildi (156).
3.5. Istatistiksel Analizler

Verilerin istatiksel analizleri SPSS (Statistical Package for the Social Sciences)
versiyon 23 (NY, Amerika) yazilimi kullanilarak yapildi. Degiskenlerin normal dagilima
uygunluklar1 “Kolmogorov Smirnov” testi ile analiz edildi. Olgiilen parametrelere ait
degerlerin normal dagilim gosterdigi belirlendiginden bu parametreler gruplar arasinda tek
yonli “ANOVA” testi kullanilarak karsilastirildi. Gruplar arasinda anlamli farklilik bulunan
durumlarda ikiserli karsilastirmalar (post-hoc) “Tukey” testi kullanilarak yapildi. Her bir
grubun kilo degiskeninin karsilastirilmasinda tek yonlii tekrarli dlgtimler varyans analizi
(Repeated measures ANOVA) testi kullanildi. Degiskenlerimiz normal dagilim gosterdigi
icin tanimlayict analizler ortalama ve ortalamanin standart hatasi kullanilarak verildi. p

degerinin 0.05’in altinda oldugu durumlar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Gruplara Ait Agirhklar ve Karaciger indeksleri

Fareler gruplarina gore laboratuvar tipi kemirgen yemi ve kafeterya diyeti ile 16 hafta boyunca beslendiler. Bu siire igerisinde farelerin

baslangig, ikinci, on ikinci ve on altinci haftalardaki kilolar1 6l¢iildii ve deney sonunda karaciger indeksleri hesaplandi.

Tablo 15. Deney gruplarinin agirlik degisimleri ortalamalari ve karaciger indeksleri

Parametreler Zaman Deney Gruplar
K K+Coziicii K+0.22BGM KD+Coziicii KD+0.05BGM KD+0.22BGM

Baslangi¢ 13.89+0.28 13.84+0.33 13.87+0.30 13.83+0.36 13.82+0.09 13.86+0.43
C 2. Hafta 19.24+0.16 19.19+0.30 19.36+0.20 19.86+0.33 19.73+0.47 19.93+0.51
-
Eﬂ 12. Hafta 24.08+0.28 24.29+0.51 24.38+0.38 27.13+0.4530¢ 27.1140.22b¢ 27.14+0.12P¢
<

16. Hafta 25.03+0.19 25.06+0.42 25.04+0.47 28.38+0.4320¢ 26.09+0.2624 25.99+0.2624
Karaciger Indeksi 4.54+0.09 4.54+0.06 4.40+0.18 5.14+0.163P¢ 5.12+0.20° 4.71+0.10

Sonuglar ortalama + SEM (ortalamanin standart hatas1) seklinde verildi. [* K grubuna gore anlamli, ® K+Céziicii grubuna gére anlamli,
K+0.22BGM grubuna gore anlamli, ¢ KD+Cbziicii grubuna gére anlamli fark goriildii (p<0.05).]
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Besleme periyodu boyunca gruplara ait ortalama agirlik degisim grafigi Sekil 17 *de

gosterilmistir.

P RN N W W
oo O o1 O O

o

Ortalama agirlik (g)

o o

Hafta

K mK+Cozici = K+0.22BGM ®KD+Coziicii = KD+0.05BGM = KD+0.22BGM

Sekil 17. Deney gruplarinda ortalama agirlik-hafta degisim grafigi

Calismada yer alan farelerin hem baslangic hem de ikinci hafta agirliklan
degerlendirildiginde gruplar arasinda anlamli bir fark olmadig goriildii (p>0.05). On ikinci
hafta agirliklart karsilastirildiginda kontrol, K+Coziici ve K+0.22BGM gruplarina ait
degerler arasinda fark bulunamazken (p>0.05), kafeterya diyeti verilen gruplara ait
degerlerin kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli yiiksek olduklari bulundu
(p=0.0001). KD verilen gruplar kendi i¢inde karsilastirildiginda ise anlamli bir fark
goriilmedi (p>0.05). On altinc1 hafta agirliklarina bakildiginda kontrol grubuna ait deger ile
K+Coziicii, K+0.22BGM, KD+0.05BGM ve KD+0.22BGM gruplarina ait degerler arasinda
fark olmadig1 (p>0.05) KD+Coziicli grubuna ait degerin ise anlamli derecede yiiksek oldugu
goriildii (p=0.0001). Diisiik ve yliksek konsantrasyonlarda BGM uygulanan kafeterya
gruplarina ait 16. hafta agirliklarinin BGM uygulanmayan KD+Coziicii grubuna gore
azaldig1 goriildii (p<0.05). KD ile beslenen ve farkli konsantrasyonlarda BGM takviyesi alan

gruplarin 16. hafta agirliklar arasinda ise anlamli fark olmadig izlendi (p=1).
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Gruplara ait karaciger indeksi degerleri karsilastirildiginda kontrol grubuna ait deger
ile K+Coziicii (p=1), K+0.22BGM (p=0.981), KD+0.05BGM (p=0.061) ve KD+0.22BGM
(p=0.955) gruplarina ait degerler arasinda fark olmadigi, KD+Coziicii grubuna ait degerin
ise yiiksek oldugu goriildii (p=0.046). KD+Coziicii grubuna kiyasla KD+0.05BGM ve
KD+0.22BGM gruplarinin KC indeksi degerlerinin sayisal olarak azaldigi ancak bu
azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriildii (sirasiyla p=1, p=0.274). Kafeterya
diyeti ile beslenen diisiik ve yiiksek konsantrasyonlarda BGM verilen gruplarin karaciger

indeksi degerleri arasinda da anlamli bir fark goriilmedi (p=1).
4.2. Biyokimyasal Bulgular
4.2.1. Serumda Olgiilen Rutin Biyokimyasal Parametrelerin Diizeyleri

Gruplarda 12 saat aglik sonrasi dlgiilen serum glukoz, TAG, T-K, ALT, AST, insiilin
ve HOMO-IR diizeylerinin degerlendirilmesi Tablo 16’de verildi.

Acglik serum glukoz degerlerinin kontrol grubuna goére K+Coziici (p=0.019),
KD+Coziicii (p=0.0001) ve KD+0.05BGM (p=0.0001) gruplarinda anlamli yiiksek oldugu,
K+0.22BGM (p=1) ve KD+0.22BGM (p=0.964) gruplarinda ise bir fark olmadigi bulundu.
Kafeterya diyeti ile beslenip diisiik ve yiiksek konsantrasyonlarda BGM takviyesi alan
gruplardaki aglik serum glukoz degerlerinin KD+Coziicii grubuna gore diisiik oldugu
(p=0.0001), ayrica KD+0.22BGM grubuna ait degerlerinde KD+0.05BGM grubuna ait
degerlerden daha diisiik oldugu belirlendi (p=0.005).

Serum trigliserit diizeyleri degerlendirildiginde, kontrol grubuna ait degerler ile
K+Cozici (p=0.999), K+0.22BGM (p=1) ve KD+0.22BGM (p=0.621) gruplarina ait
degerler arasinda fark yokken, KD-+Coziicii (p=0.0001) ve KD+0.05BGM (p=0.002)
gruplarina ait degerlerin anlamli yiiksek oldugu bulundu. KD tiiketen gruplar icerisinde
yiiksek ve diisiik konsantrasyonda BGM takviyesi verilen farelerin serum trigliserit
diizeylerinin BGM almayan farelerin trigliserit diizeylerinden daha diisiik oldugu belirlendi
(p=0.0001). Kafeterya diyeti ile beslenip farkli konsantrasyonlarda BGM takviyesi alan
gruplar arasinda ise bir fark goriilmedi (p=0.122).

Total kolesterol diizeyleri karsilastirildiginda, kontrol grubuna ait T-K degerlerine
gore K+Coziicii (p=0.123) ve K+0.22BGM (p=0.996) gruplarina ait T-K degerlerinde fark
yoktu; ancak KD+Coziicii (p=0.0001), KD+0.05BGM (p=0.0001) ve KD+0.22BGM
(p=0.0001) gruplarinda serum T-K degerleri istatistiksel olarak anlaml1 yiiksekti. Kafeterya
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diyeti ile beslenen gruplar irdelendiginde ise KD+Coziicii grubuna gére KD+0.22BGM
takviyesi alan grubun serum T-K diizeylerinin anlamli derecede azaldig1 (p=0.001), fakat
KD+0.05BGM alan grupta bir degisiklik olmadig1 goriildii (p=0.188). Serum T-K diizeyleri
acisindan KD+0.05BGM ve KD+0.22BGM gruplar1 arasinda ise fark goriilmedi (p=0.188).

Serum ALT diizeyleri incelendiginde, kontrol grubuna ait degerlere gore K+Coziicii
(p=1), K+0.22BGM (p=1) ve KD+0.22BGM (p=0.663) gruplarina ait degerlerlerde fark
yokken, KD+Coziicii (p=0.0001) ve KD+0.05BGM (p=0.002) gruplaria ait degerlerin
anlamli yiiksek oldugu bulundu. KD+C6ziicti grubuna kiyasla KD+0.05BGM (p=0.0001) ve
KD+0.22BGM (p=0.0001) gruplarma ait serum ALT diizeylerinin istatistiksel olarak
anlaml1 azaldig1 goriildii. Kafeterya diyeti ile beslenen diisiik ve yiiksek konsantrasyonlarda

BGM verilen gruplarin serum ALT seviyeleri arasinda ise anlamli bir fark goriilmedi

(p=0.123).

Serum AST seviyeleri degerlendirildiginde kontrol grubuna gore K+0.22BGM
grubunda fark goriilmezken (p=1), K+Coziici, KD+Coziicii, KD+0.05BGM,
KD+0.22BGM gruplarinda serum AST degerlerinin anlamli yiiksek olduklar1 bulundu
(p=0.0001). KD tiiketen diisiik ve yiiksek konsantrasyonlarda BGM takviyesi uygulanan
gruplarin serum AST diizeylerinin ise KD+Coziicli grubuna ait serum AST diizeylerinden
diisiik oldugu (p=0.0001), ayrica KD+0.22BGM grubuna ait degerlerin de KD+0.05BGM
grubuna ait degerlerinden daha diisiik seyrettigi belirlendi (p=0.0001).

Serum insiilin degerleri irdelendiginde kontrol grubuna ait degerlere gore K+Coziicii
(p=0.999), K+0.22BGM (p=1), KD+0.05BGM (p=0.716) ve KD+0.22BGM (p=0.849)
gruplarinda fark yokken, KD+Coziicii (p=0.0001) grubuna ait degerlerin anlaml yiiksek
oldugu bulundu. Kafeterya diyeti ile beslenen gruplar karsilastirildiginda ise KD+0.05BGM
ve KD+0.22BGM gruplarina ait insiilin diizeylerinin KD+Coziicii grubuna ait insiilin
diizeylerine kiyasla azaldig1 ve bu azalmanin da istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi
(strastyla p=0.0001, p=0.0001). Diisiik ve yiiksek konsantrasyonlarda BGM takviyesi alan
kafeterya gruplar farelerine ait serum insiilin diizeyleri arasinda ise fark olmadig1 goriildii
(p=1). Gruplara ait HOMA-IR skorlar1 karsilastirildiginda, kontrol grubuna ait degerlere
gore K+Coziicii (p=1), K+0.22BGM (p=0.999) ve KD+0.22BGM (p=0.914) gruplarina ait
degerler arasinda fark bulunmazken, KD+Coziicii (p=0.0001) grubuna ait degerlerin anlamli

yuksek oldugu bulundu.
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KD ile beslenip 0.05 ve 0.22 mg/kg konsantrasyonlarinda BGM takviyesi verilen gruplardaki HOMA-IR skorlarmin KD+Cdziict
grubundan daha diisiikk oldugu goriildi (p=0.0001). KD+0.22BGM ve KD+0.05BGM gruplarina ait HOMA-IR skorlar1 karsilastirildiginda
KD+0.22BGM grubuna ait degerlerinde KD+0.05BGM grubuna ait degerlerden daha diisiik oldugu belirlendi (p=0.001).

Tablo 16. Gruplara ait glukoz, TAG, T-K, ALT, AST, insiilin ve HOMO-IR diizeyleri

Parametreler Deney Gruplari

K K+Coziicii K+0.22BGM KD+Coziicii KD+0.05BGM KD+0.22BGM
Glukoz 1614+2.23 17142.032 160+1.94° 213+1.6%0¢ 174+1.9%¢d 163+2.3%¢
(mg/dL)
TAG 65+1.21 66+52.40 66+2.06 111+2.82b¢ 78+1.92b.cd 7042.7¢
(mg/dL)
T-K 79+1.15 83+1.05 78+0.86" 138+1.5%b¢ 133+1.42b¢ 130+1.53bcd
(mg/dL)
ALT 33+0.9 34+1.0 33+0.8 48+(.8%PC 39+1.52bcd 36+1.0¢
(U/L)
AST 158+0.8 178+1.32 158+1.4 270+1.6%0¢ 204+1.8%b0d 190+0.92bcde
(U/L)
Insiilin 13+0.43 13+0.52 13+0.43 20+0.53%b¢ 14+0.5¢ 14+0.39
(ng/mL)
HOMA-IR 104+1.0 105+1.2 104+1.0 234+2.920¢ 137+2.02¢d 106:+0.9%¢

Sonuglar ortalama+ SEM seklinde verildi. [ K grubuna gore anlamli, ® K+Cbziicii grubuna gére anlamli, ¢ K+0.22BGM grubuna gére anlamli,
d KD+Coziicii grubuna gore anlamli, ¢ KD+0.05BGM grubuna gore anlamli fark goriildii (p<0.05).]
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4.2.2. Doku CHOP ve GRP78 Diizeyleri

Deney gruplarina ait doku CHOP ve GRP78 degerleri Tablo 17’ de verildi.

Tablo 17. Deney gruplarina ait doku 6rneklerinde CHOP ve GRP78 degerleri

Parametreler Deney Gruplar
K K+Coziicii K+0.22BGM KD+Coziicii KD+0.05BGM KD+0.22BGM
CHOP* 2961.5+29.6 3016.7+40.8 2850.3+£34.2° 3429445 53¢ 3011.3+51.3¢ 2996.3+51.8¢
GRP78** 22.3+0.2 24+0.32 22.1+0.4° 29.14+0.42bc¢ 24.940.4%¢d 23.1+0.5%¢

Sonuglar ortalama+ SEM seklinde verildi. [* K grubuna gére anlamli, ® K+Coziicii grubuna gore anlamli, ¢ K+0.22BGM grubuna gére anlamli,
d KD+Coziicii grubuna gore anlamli, ¢ KD+0.05SBGM grubuna anlaml gore fark goriildii (p<0.05).]

*pg/mg protein olarak hesaplandi, ** ng/mg protein olarak hesaplandi.



Gruplara ait doku CHOP diizeylerine bakildiginda kontrol grubuna ait degerlere gore
K+Coziict (p=0.943), K+0.22BGM (p=0.43), KD+0.05BGM (p=0.963) ve KD+0.22BGM
(p=0.985) gruplarna ait degerler arasinda fark goriilmezken, KD+Coziicii (p=0.0001)
grubuna ait degerlerin anlamli yiiksek oldugu bulundu. Kafeterya diyeti ile beslenen
gruplarda yiiksek ve diisiik konsantrasyonda BGM takviyesi verilen farelerin doku CHOP
diizeylerinin BGM almayan farelerin doku CHOP diizeylerinden daha diisiik oldugu
belirlendi (sirasiyla p=0.0001, p=0.0001). Doku CHOP diizeyleri agisindan KD+0.05BGM
ve KD+0.22BGM gruplari arasinda ise anlamli bir farklilik izlenmedi (p=1).

Doku GRP78 diizeyleri degerlendirildiginde, kontrol grubuna ait degerlere gore
K+0.22BGM (p=0.999) ve KD+0.22BGM (p=0.667) gruplarina ait degeler arasinda fark
yokken, K+Coziicii (p=0.004), KD+Coziicli (p=0.0001) ve KD+0.05BGM gruplarina ait
degerlerin (p=0.001) anlaml1 yiliksek oldugu bulundu. Kafeterya diyeti ile beslenip diisiik ve
yiiksek konsantrasyonlarda BGM takviyesi alan gruplardaki doku GRP78 degerlerinin
KD+Coziicli grubuna gore diisiik oldugu (p=0.0001), ayrica KD+0.22BGM grubuna ait
degerlerin de KD+0.05BGM grubuna ait degerlerden daha diisiik oldugu bulundu (p=0.035).
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4.2.3. Serum ve Doku Orneklerinde Oksidatif Stres Parametreleri ve Diizeyleri

Serum ve doku 6rneklerinde oksidatif stres parametrelerine ait degerler Tablo 18’de verildi.

Tablo 18. Deney gruplarina ait serum ve doku drneklerinde oksidatif stres parametreleri ve diizeyleri

Parametreler Deney Gruplar
K K+Coziicii K+0.22BGM  KD+Céziicii KD+0.05BGM KD+0.22BGM
Serum TOS 15.9+0.33 23.54+0.312 16+0.45P 37.6+£0.34 3¢ 25 540 228bcd 24 94 128bcd
(umol H202 esdegeri/L)
Serum TAS 1.0+0.03 1.0+0.03 1.1+0.02 0.8+0.032P¢ 1.0+0.02¢ 1.120.02¢
(mmol troloks esdegeri/L)
Serum OSI 1.6+0.05 2.3+0.072 1.4+0.05° 4.7+0.213bC 2.4+0.06 &¢d 2.3+0.04 &bcd
Serum MDA (nmol/L) 1.9+0.07 2.0+0.07 2.0+0.04 2.9+0.09 &b¢ 2.6:+0.09 &P.cd 2.5+0.08 &bcd
Doku TOS 0.358+0.013  0.486+0.12%8  0.420+0.015  0.691+0.030*>¢ 0.539+0.0322¢9  0.500+0.015 24
(umol H202 esdegeri /g protein)
Doku TAS 0.144+0.002 0.120+£0.005% 0.173+0.0042°  0.113£0.006*¢  0.121+0.003%¢  0.143+0.004°cde
(mmol troloks esdegeri/g protein)
Doku OSI 0.248+0.008 0.410+0.018% 0.245+0.012°  0.628+0.0492P¢  (.444+0.0262%%  0.350+0.010%¢

Doku MDA (nmol/mg protein) 6.1+0.17 8.9+0.182 6.6+0.06° 10+0.13 2b¢ 8.1+0.19 abcd 8+0.13 2bcd
SOD1 (ng/mg protein) 11.2+0.20 11.9+0.33 11.5+0.33 19.5+£0.26 2P¢  15.1+0.28 #P¢d 154027 &bcd

GPx1 (IU/mg protein) 324.5£1.8  359.1+£3.4 339+2.33b 410.4+£2.4%0¢ 352342 6300 343 6+2.7 20

Sonuglar ortalama+ SEM seklinde verildi [ # K grubuna gére anlamli, ® K+Coziicii grubuna gore anlamli, ¢ K+0.22BGM grubuna gére anlamli,
d KD+Cbziicii grubuna gére anlamli, ® KD+0.05BGM grubuna gére anlamli fark gériildii ( p<0.05).]



Kontrol grubu ile K+0.22BGM grubu arasinda serum TOS diizeyleri agisindan fark
bulunmazken (p=1), K+Coziicii, KD+Cozicli, KD+0.05BGM ve KD+0.22BGM
gruplarinda serum TOS diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli yiiksekti (p=0.0001).
Kafeterya diyeti ile beslenen gruplar karsilastirildiginda ise KD+Cdziicili grubuna ait serum
TOS diizeylerinin  KD+0.05BGM ve KD+0.22BGM gruplarina ait serum TOS
diizeylerinden yliksek oldugu ve bu yiiksekligin de istatistiksel olarak anlamli oldugu
belirlendi (sirasiyla p=0.0001, p=0.0001). Diisiik ve yiiksek konsantrasyonlarda BGM
takviyesi alan kafeterya gruplar1 arasinda ise serum TOS diizeyleri agisindan fark olmadigi

goriildi (p=0.775).

Kontrol grubuna gore serum TAS diizeyleri karsilastinldiginda K+Coziicii
(p=0.998), K+0.22BGM (p=0.079), KD+0.05BGM (p=0.99) ve KD+0.22BGM (p=0.282)
gruplar1 arasinda fark yokken, KD+Coziicii (p=0.0001) grubunda serum TAS diizeylerinin
disik oldugu goriildii. Kafeterya diyeti ile beslenen gruplarda yiiksek ve diisiik
konsantrasyonlarda BGM takviyesi verilen farelerin serum TAS diizeylerinin, KD+Coziicli
grubundaki farelerin serum TAS diizeylerinden daha yiiksek oldugu belirlendi (p=0.0001).
Bergamottin takviyesi uygulanan KD+0.05BGM ve KD+0.22BGM gruplar arasinda ise
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p=0.638).

Serum OSI degerleri kontrol grubuna gére K+0.22BGM grubunda farkli degilken
(p=0.905), K+Coziicii (p=0.0001), KD+Coziicii (p=0.0001), KD+0.05BGM (p=0.0001) ve
KD+0.22BGM (p=0.0001) gruplarinda anlaml yiiksek bulundu. KD ile beslenen gruplarda
0.05 ve 0.22 mg/kg konsantrasyonda BGM takviyesi verilen gruplarin serum OSI
seviyelerinin KD+Coziicii grubu serum OSI seviyelerinden daha diisiik oldugu belirlendi
(p=0.0001). Serum OSI degerleri acisindan KD+0.05BGM ve KD+0.22BGM gruplar1
arasinda ise fark goriilmedi (p=0.77).

Serum MDA konsantrasyonlari incelendiginde kontrol grubuna ait MDA diizeylerine
gore K+Coziicli (p=887) ve K+0.22BGM (p=1) guruplarinda anlamli bir fark goriilmezken,
KD+Coziicii (p=0.0001), KD+0.05BGM (p=0.0001) ve KD+0.22BGM (p=0.0001)
gruplarinda MDA diizeylerinin anlamli yiiksek oldugu belirlendi. KD gruplar
karsilastirildiginda ise KD+Coziicii grubuna ait serum MDA diizeylerinin KD+0.05BGM ve
KD+0.22BGM gruplarindan yiiksek oldugu bulundu (sirasiyla p=0.033, p=0.007). Diisiik ve
yiiksek konsantrasyonlarda BGM takviyesi alan kafeterya gruplarinin serum MDA degerleri

arasinda ise anlamli bir fark bulunmadi (p=0.991).
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Doku TOS diizeyleri degerlendirildiginde kontrol grubuna gore K+Coziici
(p=0.001), KD+Coziicii (p=0.0001), KD+0.05BGM (p=0.0001) ve KD+0.22BGM
(p=0.0001) gruplarinda anlamli artis goriilirken, K+0.22BGM grubunda fark goriilmedi
(p=0.304). KD ile beslenen gruplarda yiiksek ve diisiik konsantrasyonlarda BGM takviyesi
verilen gruplarin doku TOS diizeylerinin KD+Coziicii grubu doku TOS diizeylerinden daha
diisiik oldugu bulundu (p=0.0001). Doku TOS diizeyleri agisindan KD+0.05BGM ve
KD+0.22BGM gruplari arasinda ise anlamli bir fark goriilmedi (p=1).

Doku TAS diizeyleri incelendiginde kontrol grubuna ait degerlere gore K+Coziicii
(p=0.003), KD+Coziicii (p=0.0001) ve KD+0.05BGM (p=0.005) gruplarina ait degerlerin
anlamli diizeyde disik, K+0.22BGM (p=0.0001) grubuna ait degerin yliksek ve
KD+0.22BGM (p=1) grubuna ait degerde ise fark olmadig1 goriildii. KD+(Coziicli grubuna
ait doku TAS diizeylerine gore KD+0.05BGM grubunda farklilik gériilmezken (p=0.667),
KD+0.22BGM grubuna ait degerlerin arttigi goriildii (p=0.0001). Ayrica KD+0.22BGM
grubuna ait degerlerin de KD+0.05BGM grubuna ait degerlerden daha yiiksek oldugu
belirlendi (p=0.009).

Doku OSI degerlerinin kontrol grubuna gore K+Coziicii (p=0.0001), KD+Coziicii
(p=0.0001) ve KD+0.05BGM (p=0.0001) gruplarinda anlaml1 yiiksek oldugu, K+0.22BGM
ve KD+0.22BGM (p=0.058) gruplarinda ise bir fark olmadig1 bulundu (p=1). Kafeterya
diyeti ile beslenip diisiik ve yliksek konsantrasyonlarda BGM takviyesi verilen gruplardaki
doku OSI degerleri KD+Coziicii grubuna gore anlamli diisiik bulundu (sirastyla p=0.0001,
p=0.0001). Doku OSI diizeyleri agisindan KD+0.05BGM ve KD+0.22BGM gruplari

arasinda ise anlamli bir fark goriilmedi (p=0.104).

Yapilan istatistiksel analizler sonucunda K+Coziici (p=0.0001), KD+Coziicii
(p=0.0001), KD+0.05BGM (p=0.0001) ve KD+0.22BGM (p=0.0001) gruplarinin karaciger
dokularindaki MDA seviyelerinin kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugu
ancak K+0.22BGM grubunda ise fark olmadigi bulundu (p=0.141). KD+Coziicii grubuna
gore KD+0.05SBGM (p=0.0001) ve KD+0.22BGM (p=0.0001) gruplarindaki MDA
diizeylerinin anlamli derecede diisiik oldugu goriildii. Diisiik ve yiiksek konsantrasyonlarda
BGM takviyesi alan kafeterya gruplarinin doku MDA diizeyleri arasinda anlamli bir fark
bulunmadi (p=1).
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Doku SOD1 diizeyleri incelendiginde kontrol grubuna ait degerlere gére K+Coziicii
(p=0.483) ve K+0.22 BGM (p=0.954) gruplarina ait degerler arasinda fark goriilmezken,
KD+Coziicii (p=0.0001), KD+0.05SBGM (p=0.0001) ve KD+0.22BGM (p=0.0001)
gruplarina ait degerlerin ise anlamli derecede yiiksek oldugu bulundu. KD+C6ziicii grubuna
gore KD+0.05SBGM (p=0.001) ve KD+0.22BGM (p=0.0001) gruplarinda doku SODI
diizeylerinin diisilk oldugu tespit edildi. Diisiik ve yliksek konsantrasyonlarda BGM
takviyesi alan kafeterya gruplarinin doku SODI1 degerleri arasinda ise anlamli bir fark

bulunmadi (p=1).

Yapilan istatistiksel analizler sonucu, tim gruplarin karaciger dokularinda GPx1
diizeyleri kontrol grubuna goére anlamli yiiksekti (p<0.05). Doku GPx1 diizeyleri
KD+Coziicii grubuna kiyasla KD+0.05BGM (p=0.0001) ve KD+0.22BGM (p=0.0001)
gruplarinda anlamli diisiik bulundu. Doku GPx1 seviyeleri agisindan KD+0.05BGM ve
KD+0.22BGM gruplari arasinda ise anlamli bir fark goériilmedi (p=0.186).
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4.2.4. Doku inflamasyon ile Anti-inflamasyon Parametreleri ve Diizeyleri

Deney gruplarina ait karaciger dokularinda inflamasyon ile anti-inflamasyon parametreleri diizeyleri Tablo 19’da verildi.

Tablo 19. Deney gruplarina ait karaciger dokularinda inflamasyon ile anti-inflamasyon parametreleri diizeyleri
Parametreler Deney Gruplar
K K+Coziicii K+0.22BGM KD+Coziicii KD+0.05BGM KD+0.22BGM
TNF-o (pg/mg protein)  2682.9+47.5  2788.4+44.2 2602.8+14 3323.2463.92b¢ 2919.5+36%C4 2831.4+69.7¢4

IL-1p (pg/mg protein) 2963+40.8 3004.3+48.5  2974.8+30.8 3842+39.330¢ 3078.5+47.5¢ 3022.2+50.8¢

IL-4 (pg/mg protein) 214674374  2050.3+30.2  2120.5+35.8 2009.7+28.3 2059+39.5 2107.6+21.7

IL-10 (pg/mg protein) 1530.3£31.4  1531.1+14.4  1587.5+42.1 1367+29.5%b¢ 1467.1+31.8 1510.5+45.8¢

Sonuglar ortalama+ SEM seklinde verildi. [* K grubuna gére anlamli, ® K+Coziicii grubuna gore anlamli, ¢ K+0.22BGM grubuna gore anlamli,
4 KD+Coziicii grubuna gore anlamli fark goriildii (p<0.05).]



Doku TNF-a seviyeleri agisindan kontrol grubuna ait degerlere gore K+Coziicii
(p=0.661), K+0.22BGM (p=0.859) ve KD+0.22BGM (p=0.294) gruplarina ait degerler
arasinda fark yokken, KD+Coziicii (p=0.0001) ve KD+0.05BGM (p=0.018) gruplarina ait
degerlerin yiiksek olduklar1 goriildii. Kafeterya diyeti ile beslenip diisiik ve yliksek
konsantrasyonlarda BGM takviyesi verilen gruplardaki doku TNF-a degerleri KD+Coziicii
grubuna gore anlamli diisiik bulundu (sirasiyla p=0.001, p=0.0001). Yiiksek ve diisiik
konsantrasyonlarda BGM uygulanan kafeterya diyeti gruplart kendi iginde
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p=0.804).

Doku IL-1B diizeyleri Kkarsilastirildiginda kontrol grubuna gore K+Coziicii
(p=0.984), K+0.22BGM (p=1), KD+0.05BGM (p=0.43) ve KD+0.22BGM (p=0.927)
gruplarinda fark goriilmezken, KD+Coziicii grubunda doku IL-1B degerlerinin yiiksek
oldugu bulundu (p=0.0001). KD ile beslenen 0.05 ve 0.22 konsantrasyonlarinda BGM
takviyesi alan gruplardaki doku IL-1p degerlerinin KD+Coziicii grubuna gore diisiik oldugu
goriildi (sirastyla p=0.0001, p=0.0001). Doku IL-1p degerleri agisindan KD+0.05BGM ve
KD+0.22BGM gruplar arasinda ise anlamli bir fark gériilmedi (p=0.924).

Yapilan istatistiksel analizler sonucu, doku IL-4 seviyeleri agisindan gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05).

Doku IL-10 diizeyleri degerlendirildiginde, kontrol grubuna ait degerlere gore
K+Coziici (p=1), K+0.22BGM (p=0.839), KD+0.05BGM (p=0.776) ve KD+0.22BGM
(p=0.998) gruplarina ait degerler arasinda fark yokken, KD+Coziicli (p=0.018) grubuna ait
degerlerin anlamli yiiksek oldugu belirlendi. KD gruplart irdelendiginde yiiksek
konsantrasyonda BGM takviyesi alan grubun doku IL-10 degerlerinin KD+Coziicii grubuna
gore arttig1 (p=0.05), fakat diisiik konsantrasyonda BGM alan grupta bir degisiklik olmadigi
goriildii (p=0.317). Yiiksek ve diisiik konsantrasyonlarda BGM uygulanan kafeterya diyeti
gruplar1 kendi i¢inde karsilagtirildiginda ise doku IL-10 degerleri arasinda anlamli bir fark

bulunmadi (p=0.944).
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4.2.5. Doku CHOP ve GRP78 Gen Ekspresyon Diizeyleri

Gruplarin karaciger dokularinda ER stresi parametrelerinden CHOP ve GRP78 gen ekspresyonlarina ait sonuglar Tablo 20°de verildi.

Tablo 20. Karaciger dokularina ait CHOP ve GRP78 gen ekspresyonu sonuglari

Parametreler Deney Gruplar
K K+Coziicii K+0.22BGM KD+Céziicii KD+0.05BGM KD+0.22BGM
CHOP 1.0+0 1.39+0.06 1.06+0.02 6.72+0.143b¢ 1.79+0.1135¢ 1.55+0.09%¢
GRP78 1.0+0 1.46+0.08 1.05+0.08 7.78+0.412bC 3.49+0.472b¢ 1.97+0.07

Sonuglar ortalama+ SEM seklinde verildi. [* K grubuna gére anlamli, ® K+Cbziicii grubuna gére anlamli, ¢ K+0.22BGM grubuna gore anlamli
fark goriildii (p<0.05).]

Gruplara ait karaciger dokularinda CHOP gen ekspresyonu diizeyleri degerlendirildiginde kontrol grubuna gére KD+Coziicii grubunda
ortalama 6.82 (p=0.0001), KD+0.05BGM grubunda ortalama 1.94 (p=0.0001) ve KD+0.22BGM grubunda ise ortalama 1.56 kat (p=0.007) artis
gerceklestigi ve bu artiglarin da istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunurken, K+0.22BGM grubu ile K grubu arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark goriilmedi (p=1). Karaciger dokusu GRP78 gen ekspresyon diizeyleri incelendiginde kontrol grubuna gore KD+Coziicii
grubunda ortalama 7.75 kat (p=0.0001) ve KD+0.05BGM grubunda ortalama 3.48 kat (p=0.0001) artis oldugu goriiliirken, KD+0.22BGM

grubunda 1.97 kat artig olmasina ragmen bu artigin istatistiksel olarak anlamli olmadig: goriildii (p=0.223).
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Kafeterya gruplarina ait CHOP ve GRP78 gen ekspresyonlarindaki kat

degisimlerinin KD+Cdziicii grubuna degerlendirilmesi Tablo 21°de verildi.

Tablo 21. Kafeterya gruplarinda CHOP ve GRP78 gen ekspresyonlarindaki degisim

Parametre KD+Céziicii KD+0.05BGM KD+0.22BGM
CHOP 1.0+0 0.577+0.1202 0.073+0.0132P
GRP78 1.0+0 0.493+0.3342 0.157+0.1462P

Sonuglar ortalama+ SEM seklinde verildi [* KD+C6ziicii gurubuna gore anlamli, ® KD+
0.05BGM gurubuna gore anlamli fark goriildii (p<0.05).]

Kafeterya diyeti ile beslenip diisiik ve yiiksek konsantrasyonlarda BGM takviyesi
alan gruplara ait dokularda CHOP ekspresyonunun KD+Coziicii grubuna kiyasla
KD+0.05BGM (p=0.0001) ve KD+0.22BGM (p=0.0001) gruplarinda azaldig1 goriildii.
Ayrica KD+0.22BGM grubundaki azalmanin KD+0.05BGM grubundaki azalmadan
istatistiksel olarak daha fazla oldugu bulundu (p=0.0001).

Kafeterya diyeti ile beslenerek yliksek ve diisiik konsantrasyonda BGM takviyesi
verilen gruplarda doku GRP78 ekspresyonlarinin BGM verilmeyen KD+(C6ziicli grubuna
gore daha diigiik oldugu belirlendi (sirasiyla p=0.0001, p=0.0001). Diisiik ve yiiksek
konsantrasyonlarda BGM alan gruplar kendi iclerinde karsilastirildiginda ise yiiksek
konsantrasyonda BGM alan gruba ait GRP78 gen ekspresyonu diizeyinin diisiik
konsantrasyonda BGM alan gruba gore daha ¢ok azaldig1 goriildii (p=0.012).
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4.3. Histopatolojik Bulgular

Kontrol grubunda normal karaciger dokusu morfolojisi izlendi. Hepatositler, vena

sentralis ve portal alanda bulunan yapilar normal gériiniimde izlendi (Resim 1).

Resim 1. Normal morfolojide hepatositler (saga bakan ok), portal alan (Elips) ve vena
centralis (yildiz) (H&E X 200).

Kontrol+Coziicii grubuna ait karaciger parankiminde yer yer inflamatuvar hiicre

infiltrasyonu ve hafif derecede vaskiiler konjesyon izlendi (Resim 2).

Resim 2. Inflamatuar hiicre infiltrasyonu (Ok bas1), vazokonjesyon (asagiya bakan ok),
normal morfolojide hepatositler (saga bakan ok), portal alan (Elips) ve vena
centralis (yildiz) (H&E X 200).
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Kontrol+0.22BGM grubunda hafif dejeneratif hepatositler, normal morfolojide
portal alan ve vena sentralis yapisi izlendi (Resim 3).

K+0.22BGM

Resim 3. Hepatositler (saga bakan ok), portal alan (Elips), vena centralis (yildiz) ve
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu (Ok basi) (H&E X 200).

KD+Coziicli grubu karacigerinde yer yer dejeneratif hepatositler ve portal alanda

yaygin inflamatuvar hiicre infiltrasyonu izlendi (Resim 4).

KD+Coziicii

Resim 4. inflamatuar hiicre infiltrasyonu (Ok bast), dejeneratif hepatositler (0k), ve vena
centralis (y1ldiz) (H&amp; E X 400).
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KD+0.05BGM grubuna ait karacigerde hafif dejeneratif hepatositler, normal

morfolojide portal alan ve vena sentralis yapisi izlendi (Resim 5).

KD+0.05SBGM

Resim 5. Hepatositler (saga bakan ok), portal alan (Elips) ve vena centralis (yildiz) (H&E X
200).

KD+0.22BGM grubuna ait karacigerde hafif derecede vaskiiler konjesyon ve portal
alanda hafif derecede inflamatuvar hiicre infiltrasyonu izlendi (Resim 6).

KD+0.22BGM

Resim 6. Hepatositler (saga bakan ok), portal alan (Elips), vena centralis (yildiz) ve
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu (Ok bas1) (H&E X 200).
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Karaciger dokusunda ait yari-kantitatif skorlama sonuglar1 Tablo 22’de verilmistir.

Tablo 22. Karaciger Dokusu Yari-Kantitatif Skorlama Sonuglari

Parametre Deney Gruplan
Kontrol K+Coziicii  K+0.22BGM KD+Céziicii KD+0.05BGM KD+0.22BGM

Hepatosit 0.38+0.18 0.88+0.13 0.63+0.18 2.0+0.193bc 1.38+0.18%¢ 0.88+0.13¢
Dejenerasyonu

Vaskiiler 0.50+0.19 0.75+0.16 0.63+0.18 1.88+0.232b¢ 1.13+0.13 0.63+0.18¢
Konjesyon

Siniizoidal 0.38+0.18 0.75+0.16 0.88+0.12 1.25+0.162 1.25+0.162 1.25+0.162
Dilatasyon

Siniizoidlerde 0.13+0.13 0.50+0.19 0.13+0.13 1.25+0.1620¢ 1.0+£0.02¢ 0.63+0.18¢
Vazokonjesyon

inflamatuvar 0.25+0.16 1.13£0.132 1.25+0.16? 2.13+0.232bc¢ 1.25+0.1624 1.38+0.1824

Hiicre Infiltrasyonu

Sonuglar ortalama+SEM seklinde verildi (p<0.05). [* K gurubuna gére anlamli, ® K+Coziicii gurubuna gére anlamli, ¢ K+0.22BGM gurubuna
gore anlamli, "KD+Coziicii gurubuna gore anlamli fark goriildii (p<0.05).]



Hepatosit dejenerasyonu degerlerinin kontrol grubuna gére KD+Coziicii (p=0.0001)
ve KD+0.05BGM (p=0.002) gruplarinda anlamli yiiksek oldugu, K+Coziicii (p=0.299),
K+0.22BGM (p=0.895) ve KD+0.22BGM (p=0.299) gruplarinda ise bir fark olmadigi
bulundu. KD gruplar1 arasinda yiiksek konsantrasyonda BGM takviyesi alan grubun
hepatosit dejenerasyonu degerinin KD+Coziicli grubuna goére anlamli derecede azaldigi
(p=0.001), fakat diisiik konsantrasyonda BGM alan grupta bir degisiklik olmadig1 goriildii
(p=0.109). Hepatosit dejenerasyonu degeri agisindan KD+0.05BGM ve KD+0.22BGM

gruplar1 arasinda ise anlamli bir fark goriilmedi (p=0.299).

Vaskiiler konjesyon skorlar1 karsilastirildiginda kontrol grubuna ait degere gore
K+Coziicii (p=0.923), K+0.22BGM (p=0.996), KD+0.05BGM (0.687) ve KD+0.22 BGM
(p=0.996) gruplarina ait degerler arasinda fark yokken, KD+Coziicii grubuna ait degerlerin
anlamli yiiksek oldugu bulundu (p=0.003). KD tiiketen gruplar incelendiginde yiiksek
konsantrasyonda BGM takviyesi alan grubun vaskiiler konjesyon degerlerinin KD+Coziicii
grubuna gore anlamli diizeyde azaldigi (p=0.0001), fakat diisiik konsantrasyonda BGM alan
grupta fark olmadigr goriildii (p=0.057). Yiiksek ve diisiik konsantrasyonlarda BGM
uygulanan kafeterya diyeti gruplarina ait vaskiiler konjesyon degerleri arasinda ise anlaml1

bir fark bulunmadi (p=0.385).

Sintizoidal dilatasyon skoruna irdelendiginde kontrol grubuna goére K+Coziicii
(p=0.576) ve K+0.22BGM gruplarinda (p=0.263) fark yokken, KD+Coziicii (p=0.005),
KD+0.05BGM (p=0.005) ve KD+0.22BGM (p=0.005) gruplarinda artig goriildii. Kafeterya
diyeti ile beslenen gruplar kendi i¢lerinde karsilastirildiginda sintizoidal dilatasyon degerleri
acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p>0.05). Ayni1 sekilde
diisiik ve yliksek konsantrasyonlarda BGM uygulanan kafeterya gruplar1 arasinda da anlamli

bir fark izlenmedi (p=1).
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Siniizoidlerde vazokonjesyon skoru incelendiginde kontrol grubuna ait degerlere
gore K+Coziicli (p=0.464) ve K+0.22BGM (p=1) ve KD+0.22BGM (p=0.170) gruplarina
ait degerler arasinda anlamli fark goriilmezken, KD+Coziicii (p=0.0001) ve KD+0.05SBGM
(p=0.002) gruplarina ait degerlerin yiiksek oldugu bulundu. KD tiiketen gruplar arasinda
yiiksek konsantrasyonda BGM takviyesi alan grubun siniizoidal vazokenjesyon degerlerinin
KD+Coziicli grubuna gore azaldigi (p=0.044), fakat diisiikk konsantrasyonda BGM alan
grupta fark olmadigr goriildi (p=0.828). Siniizoidal vazokenjesyon skoru acgisindan

KD+0.05BGM ve KD+0.22BGM gruplari arasinda ise anlamli bir fark goriilmedi (p=0.464).

Karaciger dokusunda tespit edilen inflamatuvar hiicre infiltrasyonu skorunun kontrol
grubuna kiyasla tiim gruplarda artis gosterdigi belirlendi (p<0.05). Kafeterya diyeti ile
beslenip diisiik ve yiiksek konsantrasyonlarda BGM takviyesi alan gruplardaki inflamatuvar
hiicre infiltrasyonu degerlerinin KD+Coziicii grubuna gore diisiik oldugu (sirasiyla p=0.011,
p=0.042), ayrica KD+0.22BGM grubuna ait degerlerin de KD+0.05BGM grubuna ait
degerlerden daha diisiik seyrettigi goriildii (p=0.005). Yiiksek ve diisiik konsantrasyonlarda
BGM uygulanan kafeterya diyeti gruplarina ait inflamatuvar hiicre infiltrasyonu skorlari

arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p=0.996).
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5. TARTISMA ve SONUC

Toplumda meydana gelen kiiltiirel degisiklikler, ekonomik gelismeler, gida pazarinin
modernlesmesi ve gelismesi, Western tarzi ucuz, lezzetli, yiiksek kalorili gidalara daha ¢ok
yonelim, abur cubur yiyecek tiiketiminin yayginlasmasi ve fiziksel aktivitenin azalmasi gibi
sagliksiz davranislar birgok kronik hastaligin meydana gelmesinde rol oynayan faktorlerdir
(157-159). Kronik asir1 yeme ile birlikte kalori agisindan zengin bir Western diyet (WD),
Bati yasam tarzimi yansitmaktadir (fiziksel hareketsizlik, yetersiz uyku, artan kronik
psikolojik stres, sigara igme ve ¢evre kirliligi). Sagliksiz besinlerden olusan WD nin yaygin
tiketimi ¢esitli saglik sorunlarina yol acan en 6nemli faktorlerden biridir. WD’nin en ¢ok
etkiledigi organlarin basinda metabolik olarak aktif dokulardan birisi olan karaciger
gelmektedir (160). Karaciger, endojen (lipid, karbohidrat, hormonlar vb.) ve ekzojen
(ilaglar) maddelerin sistemik metabolizmasinda merkezi ve ¢ok dnemli bir rol oynar (19).
Bu nedenle karacigerin normal isleyisi, hayatta kalmak icin onemli oldugu kadar

hastaliklarin basarili tedavisi i¢in de gereklidir (161).

Mevcut 6nleyici ve tedavi edici yontemlere ragmen metabolik hastaliklarin sikliginin
ve mortalitesinin artmaya devam etmesi arastirmacilarin bu hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavi
edilmesinde kullanilabilecek yeni ajan bulunmasina yonelik aragtirmalara duyduklar ilgiyi
giincel tutmaktadir. Bu amagla bilimsel ¢aligmalarda stratejik bilimsel yaklagimlar arasinda
deneysel hayvan modelleri kullanimi siklikla tercih edilmektedir (162). Deney hayvanlari
kullanilarak yapilan ¢alismalarda deneysel hastalik modelleri olusturularak hastaliklar taklit
edilmeye calisilmaktadir. Bir hastaligin arastirllmasinda deneysel model olusturmanin
birden fazla yolu vardir. Diyetle indiikleme modeli, invaziv olmamasi nedeniyle hastaliklar
modellemede daha ¢ok tercih edilen bir yontemdir (163). Literatiire bakildiginda karaciger
hasar1 olusturmak icin diyet kullaniminin yaygin oldugu goriilmektedir. Ornegin,
Asgharpour ve ark. yaptiklar1 ¢alismada fazla yagl ve karbohidratl bir diyetle beslenen
farelerde fibrozlu steatohepatit gelistigini gostermislerdir (164). Farrell ve ark. ise yaptiklar
calismada karaciger hasar1 olusturmak i¢in yiiksek yagli ve/veya yliksek karbohidrath diyet
uygulanan farelerde karaciger hasari olustugunu gostermislerdir (165).

Gilinlimiizde diyet indiiklii hastalik modeli olusturmak i¢in kafeterya diyetinin yaygin
olarak kullanildig1 goriilmektedir. Kafeterya diyeti yag ve karbohidrat orani yiiksek,
marketlerden satin alinabilen ¢esitli besinler kullanilarak olusturulur. Diyette kullanilan

besin bilesenleri lipid paremetrelerinin seviyelerinin artmasina neden olur. Kotii beslenme
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aliskanliklarinin devamlilig1 biyokimyasal parametrelerde degisikliklere yol acarak kronik
hastalik olusumunu tetikleyebilir. Kafeterya diyeti gibi fazla kalorili ve sagliksiz
yiyeceklerden olusan diyetlerin tiikketimi sonucunda gelisen ER stresi, oksidatif stres ve
inflamatuvar yanita bagli olarak doku ve organlarin fonksiyonlar1 bozulur. Ayrica farkl
tirdeki farelerin ve siganlarin kafeterya diyeti ile beslenmelerinin sonucunda viicut
agirliklarinda artis ve diyabet gelistigi de yapilan c¢aligmalarla gosterilmistir. Kafeterya
diyetinin en ¢ok etkiledigi organlar arasinda glukoz ve lipid metabolizmasinin ana
merkezlerinden biri olan karaciger gelmektedir. Kafeterya diyetinin igeriginde bulunan fazla
yagli ve karbohidratli besinlerin hepatik fibroz, inflamasyon, ER stresi ve lipoaptoz
varligiyla karaciger hasarini siddetlendirdigi gosterilmistir (166, 167).

Inflamasyon siirecinin ER stresi ve hiicresel islevlerin bozulmasi ve artan oksidatif
stres tarafindan tetiklendigi bilinmektedir. Kafeterya diyeti gibi sagliksiz besinlerin fazla
tiketimi, ER'de yanlig katlanmis proteinlerin birikmesine ve UPR’1n indiiklenmesine yol
acarak ER stresini meydana getirir. Bunun sonucunda hiicrelerde c¢esitli yapisal ve
fonksiyonel degisiklikler meydana gelir. Bu durum enerji metabolizmasinin bozulmasina,
oksidatif stres ve inflamasyona neden olan ROS’larin asir1 iiretimine de neden olur (168).
Ayrica yiiksek kalorili bir diyetin lipid peroksidasyonunu arttirarak da dogrudan oksidatif
strese neden oldugu bilinmektedir (169). Asir1 ROS {iretimi ve antioksidan kapasitenin
bozulmasiyla meydana gelen oksidatif stres, ¢esitli inflamatuvar mediatorleri aktive ederek
inflamasyon ve inflamasyonla iligkili kronik hastaliklarin gelisimine neden olur (170).

Diinyada sagliksiz yiyecek tiiketmenin neden oldugu hastaliklarin giderek
yayginlagmasi, yeni Onleyici ve tedavi edici iirlinlerin gelistirilmesini 6n plana ¢ikarmistir.
Karaciger hastaliklarinin tedavisinde de bir¢ok yontem kullanilmaktadir. Bu yontemler
arasinda cerrahi girisimler, ilag kullanimi, egzersiz, saglikli diyet ile birlikte kalori
kisitlamast gibi yontemler gelmektedir (171). Kotii beslenmenin neden oldugu kronik
hastaliklarin tedavisinde kalori kisitlamasi, uygun bir diyete bagl kalmak ve bunu uzun siire
devam ettirmek gibi yontemler hastalarin biiyiik bir zorluk ¢ekmesine neden olmakta ve
hastaligin ortadan kaldirilmasinda yetersiz kalmaktadirlar. Bu sebeple uygulamasi kolay ve
etkili alternatif kaynaklara ihtiya¢ duyulmaktadir (172). Bu ihtiyaca cevaben hem yiyecek
ya da i¢ecek olarak tiiketilen hem de tibbi amaglar i¢in kullanilan sifali bitkiler ve bitkisel
dogal iirlinlere duyulan ilginin giderek arttigi goriillmektedir (123). Dogal iiriinlerin anti-
inflamatuvar, antioksidan, antidiyabetik, anti-obezite, hipolipidemik ve hepatoprotektif

birgok 0Ozelligi bulunmaktadir. Dogal iiriinler ve dogal iiriinlerden elde edilen etken

71



maddelerin obezite, diyabet ve alkolsiiz yagl karaciger hastalig1 gibi metabolik hastaliklarin
tedavisinde alternatif tedavi yontemi olarak tercih edildikleri goriilmektedir (125, 173).
Antioksidan, anti-inflamatuvar ve anti-kanser ozellikleri oldugu bilinen dogal firiinler
arasinda yer alan furanokumarinlerin hastaliklarin 6nlemesinde ve tedavisinde sikca tercih

edildikleri goriilmektedir (174, 175).

Furanokumarin ailesi iiyelerinden birisi de BGM’dir. /n vivo Ve in vitro ¢alismalarda
antikanser, anti-viral ve anti-inflamatuvar etkileri oldugu gosterilen BGM’nin metabolik
hastaliklarda etkisinin incelendigi ¢alismalar sinirhidir (132, 176-179). Yapilan bir calismada
yiiksek yagl diyet ile obezite modeli olusturulan farelerde BGM’nin anti-obezite etkisine
sahip oldugu, adiposit farklilasmas1 sirasinda dogrudan AMPK aktivasyonu araciligiyla
adipogenezi inhibe ettigi gosterilmistir (138). Bizde mevcut tez calismamizda kafeterya
diyeti ile beslenen farelerde ER stresi, OS ve inflamasyon kaynakl karaciger hasarina karsi

BGM’nin hasar iyilestirici etkisini inceledik.

Ostradiol disi farelerde yeme davranisi, gida alinimi ve viicut agirligi gibi dzelliklerin
standardize edilmesini zorlastirir. Digi hayvanlarin Ostrus siklusuna girmesiyle de besin
tilkketimlerinde bir azalma goriiliir ve bu durum dolagimda mevcut olan dstrojen seviyesi ile
iliskilendirilir (32, 180). Bu gibi sebeplerden &tiirii yapilan ¢alismalarda ¢ogunlukla erkek
fareler tercih edilmektedir (6). Literatiir taramasi yapildiginda C57BL6/J ki farelerin
diyetle indiiklenen metabolik hastaliklara daha yatkin olduklari, hastalik modelini daha iyi
yansittiklar1 ve bu irkta hastalik/hasar modelinin daha kolay tespit edilebildigi bilgisine
ulagilmaktadir (167, 181, 182). Tiim bu bilgiler tarafimizca degerlendirildikten sonra kolay
elde edilebilen ve cerrahi arastirma merkezimiz tarafindan tiretimi de yapilan CS7BL6/J irki
erkek farelerin deneysel karaciger hasar1 modeli olugturmak iizere kullanmasi tercih edildi.
Literatiire bakildiginda KD uygulama siiresinin 12-16 hafta arasinda degistigi goriilmektedir
(7, 183-185). Hayvalarda kilo alimi ve metabolik hastalik olusturma siirecinin uzun
olmasindan dolay1 bu siirelerin tercih edildigini diisiinmekteyiz. Literatiirdeki 6rnekleri de
inceleyerek caligmamizda beslenme periyodunun 16 hafta olmasina karar verildi. Insanlarda
adolesan ve ¢ocukluk doneminin farelerde 4-5. haftaya denk gelmesi, ayrica farelerin farkli
diyete alismalar1 ve 16 haftalik beslenme siiregleri de goz Oniine alindiginda deneye
baslangic yasinin 4-5. hafta olmasi uygun bulundu (182).

Farelerin bulundugu odadaki kafes yerlesimi, farelerin sayisi, agirlik ol¢iimii,

enjeksiyon vs. gibi nedenlerle farelerin tasinmasi, kafeslerinin temizligi gibi dis etmenler
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fareleri olumsuz etkileyebilecek faktorledir. Erkek fareler dogalar geregi disi farelere gore
daha agresif karakterde, oldukg¢a hareketli (hiperaktivite) ve saldirgan yapida olduklari igin
calismamizda farelerin ayr1 barindirilmasina imkan veren o6zel olarak havalandirilan kafes
sistemi (RAIR IsoSysten) kullanildi. Farelerin bu kafeslerde tek olmalari saglandi. Boylece
tiim fareler i¢in esit ve standart barinma sartlar1 saglandi. Bu sekilde farelerin su ve yem
tilketimindeki farklilik, saldirgan davranislarda bulunarak birbirlerini yaralama ve hatta
Oliime sebebiyet verme gibi sonucglarimizi etkileyebilecek faktorlerin Oniine gecilmesi
amaglandi.

In vivo ve in vitro calismalarda antikanser, anti-viral ve anti-inflamatuvar etkileri
oldugu gosterilen BGM’nin kafeterya diyeti kaynakli karaciger hasari tizerindeki etkisi
bilinmemektedir. Literatiir incelendiginde BGM 'nin enjeksiyon, oral veya oral gavaj yoluyla
uygulandigi goriilmektedir (15, 139, 186). BGM nin kullanildigi deneysel hayvan modeli
caligmalarinda 0.05 mg/kg ve 0.22 mg/kg konsantrasyonlarda uygulandigi goriilmektedir
(142, 143). Literatiire benzer sekilde bizde ¢alismamizda BGM’nin hem diisiik (0.05 mg/kg)
hem de yiiksek (0.22 mg/kg) dozlarini kullanmay tercih ettik (142, 143). Bergamottin zayif
polar karaktere sahip oldugu icin sulu ¢ozeltilerde ¢oziiniirliigli oldukga diistiktiir. Bu
nedenle BGM’nin DMSO igerisinde ¢dziilmesi dnerilmektedir (187, 188). Fakat DMSO'nun
hayvanlarda artan karaciger agirligina, steatoza, hiicre nekrozuna ve hepatik toksisiteye
neden olduguna dair bilgilere ulasilmaktadir. Bu nedenle arastirmacilara ¢oziicii olarak
kullanilan DMSO’nun son konsantrasyonunu toksik olmayan en diisiik degerde kullanmalari
onerilmektedir (189, 190). Suzuki ve ark. yaptiklari deneysel ¢alismada BGM’yi %5°lik
DMSO ¢ozeltisinde ¢ozerek kullandiklarint ve DMSO’nun bu konsantrasyonda toksik etkisi
olmadigini bildirmislerdir (15). Bizde ¢alismamizda literatiirle uyumlu ve iretici firmanin
Onerileri dogrultusunda BGM’yi ¢6zmek icin %5’lik DMSO ¢ozeltisi kullandik (5:100;
DMSOQO: PBS) (15, 187).

Cerrahi arastirma merkezinden temin edilen C57BL6/J 1rki erkek farelere materyal
metod kisminda belirttigimiz sekilde 16 haftalik besleme programi uygulandi. Deney
stirecinde baslangig, ikinci, onikinci ve onaltinct haftalarda farelerin agirliklar kaydedildi.
12.haftaya ulasan hayvanlarin dort haftalik ip enjeksiyon siireglerine bagslanildi.
Intraperitoneal enjeksiyon intravendz erisimin zor oldugu kiigiik tiirlerde ve biiyiik
hacimlerde siviy1r giivenli bir sekilde uygulamak igin kullanilir (191). Bu nedenle

enjeksiyonlari ip olarak uygulamay tercih ettik. Enjeksiyon uygulama siiresi uzun oldugu
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icin enjeksiyonun yapildigi alanda herhangi bir hasar olusmamasi, hayvanlarin ajite ve irite
olmamasi i¢cin BGM intraperitoneal alanda farkli bolgelere uygulandi.

Calismaya alan fareler rastgele gruplara ayrildi ve gruplarin baglangi¢ ortalama
agirliklar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi belirlendi (p<0.05).
Besleme periyodunun 12.haftasina gelindiginde ise kafeterya diyeti ile beslenen gruplardaki
kilo artisinin kontrol gruplarina gore daha fazla oldugunu gordiik (Tablo 15). Kafeterya
diyeti kullanilarak yapilan ¢alismalarda da KD’nin C57BL6/J 1rki farelerde kilo alimini
baslattig1 ve tesvik ettigi gosterilmistir (192, 193). Valentin ve arkadaslari ratlarla yaptiklar
12 haftalik calisma sonunda kafeterya diyetinin, standart diyete kiyasla viicut agirliginda
Oonemli bir artisa neden oldugunu bildirmislerdir (194). Calismamizda son haftaya
gelindiginde KD+Coziicii grubundaki kilo artiginin diger gruplardan fazla oldugunu, BGM
takviyesi alan kafeterya gruplarinda ise kilo aliminin yavasladigi hatta ortalama
agirliklarinin  kontrol gruplarina yakin oldugunu tespit ettik (Tablo 15; p<0.05).
Calismamizla uyumlu olarak Ko ve ark. 20 hafta siireyle yiiksek yagh diyet (HFD) ile
besledikleri C57BL/6J erkek farelere HFD diyeti ile 50 mg/kg BGM verdiklerini, bu
gruplara ait viicut agirh@inin sadece HFD ile beslenen gruplara ait viicut agirhgindan daha
diistik oldugunu gostermislerdir (138). Ayni ¢alismada Ko ve ark. BGM’nin yag dokusunda
adiposit boyutunu ve lipid birikimini azalttigin1 géstermisler; viicut agirligindaki azalmanin
bundan kaynaklanabilecegini bildirmislerdir. Ayrica BGM'nin AMPK’nin fosforillenmesini
onemli Olgiide arttirdigint da gostererek, HFD'nin neden oldugu viicut agirligi artigini
onleyen mekanizmalardan birisinin de bu olabilecegini belirtmislerdir (138). Bizde
calisgmamizda bergamottinin kilo artig1 izerindeki inhibisyon etkisini bu yolaklar iizeriden
gerceklestirdigini diisiinmekteyiz.

Karaciger hasarini istatistiksel olarak gdstermek i¢in karaciger indeksi formiili
kullanilmaktadir. Calismamizda da literatiirden yararlanilarak formiil olusturuldu ve
karaciger indeksi hesaplandi (149). Literatiire gore 5 ve 5’in istiinde karaciger indeksine
sahip olan farelerde karaciger hasar1 oldugu kabul edilmektedir (195). Yaptigimiz ¢alismada
kafeterya diyeti ile beslenen gruplarda karaciger indeksinin yiiksek oldugunu gordiik (Tablo
15). Literatiire bakildiginda Peng ve arkadaglar1 yaptiklar1 ¢aligmada obez ve fazla kilolu
farelerin karaciger indekslerinin diger gruplardaki farelere gore yiiksek oldugunu
gostermislerdir (196). Wang ve ark. ise HFD kullanarak yaptiklari obezite modeli
caligmasinda, diger gruplarla kiyaslandiginda HFD grubunun karaciger indeksinde kayda
deger bir degisme gormediklerini belirtmislerdir (197).
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Yapilan c¢aligmalarda hastaliklara dair ipuglarinin ortaya konulmasi ve mevcut
hastaligin tespit edilmesi igin ¢ok ¢esitli metabolik parametreler 6lgiilmektedir. Bununla
birlikte ¢calismada kullanilan yontem, deneysel model, uygulanan diyet i¢erigi gibi etmenler
secilecek olan parametreleri ve deneysel yontemleri belirlemede Onemlidir. Bizde
calismamizda metabolik durumu daha iyi yansitacagini diisiindiigiimiiz ve Kkaraciger
hasarinin ortaya ¢ikarilmasini desteklemesi agisindan serumda aclik glukoz, trigliserit, total
kolesterol, ALT, AST ve insiilin diizeylerini 6l¢tiik.

Yiiksek kaloriye sahip diyetlerin bozulmus glukoz toleransini uyardigi bilinmektedir
(192). Calismamizda serum aglik glukoz degerleri yoniinden kontrol grubuyla
karsilastirildiginda KD+Coziicti grubu degerlerinin anlaml arttigi gosterilmistir (Tablo 16;
p<0.05). Kafeterya diyetinin hiperglisemik bir etkisi bulunmaktadir. Deney hayvanlarina
uygulanmasi1 glukoz metabolizmasinin bozulmasina ve hipergliseminin tetiklenmesine
neden olmaktadir (198). Calismamizla uyumlu olarak Sack ve arkadaslari C57BL/6N erkek
farelere on hafta KD uyguladiklarini ve kontrol grubuna kiyasla KD verilen gruplarda serum
glukoz seviyelerinin daha yiiksek bulundugunu bildirmislerdir. Yine ayni ¢alismada KD
gruplarina ait insiilin seviyelerinin, kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek oldugunu
belirtmislerdir (199). Muntzel ve ark. ise yaptiklar1 arastirmada 15 giin boyunca siganlara
kontrol diyeti ve KD verdiklerini, plazma glukoz seviyesinin KD tiiketimi ile degismedigini
bildirmislerdir (200). Sierra-Cruz ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada 75 giin boyunca KD
ile besledikleri ratlarin serum glukoz diizeylerinin standart yemle beslenen ratlara gére daha
yiiksek oldugunu gostermislerdir (201). Literatiirle uyumlu olarak elde ettigimiz sonuglar
kafeterya diyeti tiiketiminin kan glukoz degerleri tizerinde olumsuz etkilere yol agabilecegini
gostermektedir. Calismamizda kafeterya diyeti ile beslenen ve BGM takviyesi verilen
gruplarin aglik serum glukoz diizeylerinde iyilesme oldugunu gordiik (Tablo 16). Wang ve
arkadaglar1 da streptozin (STZ) ile erkek Sprague-Dawley cinsi ratlarda diyabet
olusturduklarini, daha sonra furanokumarinlerden biri olan imperatorin takviyesinin
yiikselen plazma glukoz diizeylerini diisiirdiiglinii gostermislerdir (202). Hipoglisemik
potansiyeli olan dogal iiriinlerin etkisini incelemek amactyla bir in vitro model olan HepG2
hiicrelerinde glukoz tiiketim aktivitesine bakilmaktadir. Liu ve ark. yaptiklari ¢aligmada
bergamottinin HepG2 hiicrelerinde doza bagli bir sekilde glukoz tiiketimini 6nemli 6lgiide
arttirdigin1  gostermistir.  Bu c¢alisma bergamottinin potansiyel antidiyabetik etkisinin

gosterildigi ilk caligmalardan birisidir (128). Literatiirle uyumlu olarak elde ettigimiz
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sonuglar kafeterya diyetiyle beslenen farelerdeki yiiksek glukoz seviyelerinin uygulanan
BGM takviyesi ile azaltilabilecegini gostermektedir.

Diyet ile birlikte alinan fazla karbohidrat, karacigerde asir1 miktarda TAG birikimine
neden olur (203). Bu durum hepatik TAG ve kolesterol metabolizmasinda bozukluklar ile
sonuglanir ve sonugta ¢esitli karaciger hastaliklart meydana gelir (204). Calisma gruplarimiz
serum trigliserit yoniinden karsilagtirildiginda kontrol grubuna gore kafeterya diyeti ile
beslenen gruplarin serum TAG diizeyleri anlamli yiiksek bulundu (Tablo 16; p<0.05).
Literatiirde ise Li ve arkadaslar1 disi C57BL/6JOlaHsd 1rki1 fareleri 14 hafta boyunca KD ile
besleyerek obezite modeli olusturduklarini, 14 hafta sonunda obez grupta plazma TAG
diizeylerinin kontrol grubuna gore ¢ok az yiikseldigini bildirmislerdir (183). Aouichat ve
ark. yaptiklari ¢alismada 16 hafta boyunca KD ile beslenen Wistar ratlarda serum TAG
diizeylerinin kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugunu géstermislerdir (205). Thompson
ve ark. ise yaptiklar1 caligmada yetiskin erkek Wistar ratlara 35 giin siiresince KD
uyguladiklarin1 fakat kafeterya grubu ile kontrol grubu arasinda TAG diizeyleri agisindan
fark bulamadiklarini bildirmislerdir (206). Calismamizda KD ile beslenip yiiksek ve diisiik
konsantrasyonda BGM takviyesi verilen farelerin serum trigliserit diizeylerinin BGM
almayan farelerin trigliserit diizeylerinden daha diisiik oldugunu gosterdik (Tablo 16).
Rodriguez ve ark. STZ ile erkek Wistar ratlarda diyabet olusturduktan sonra bu ratlara
naringin (NAR) flavonoidi verdiklerini fakat NAR’1n bu siganlarin serum TAG"indaki artisi
onlemis olmasina ragmen degerleri normallestiremedigini belirtmiglerdir (207). Bunbupha
ve ark. 16 hafta boyunca yiiksek yagli-yiiksek fruktozlu diyet (HFFD) ile besledikleri erkek
Sprague-Dawley cinsi ratlarda, HFFD grubu plazma TAG diizeylerinin kontrol grubuna gére
yiiksek oldugunu; fakat yiiksek ve diisiik doz imperatorin takviyesi uyguladiklar: gruplarda
plazma TAG diizeylerinin distiigiinii gostermislerdir (208).

Calismamizda total kolesteroliin kafeterya diyeti verilen gruplarda diger gruplara
gore daha yiiksek seyrettigini gordiik (Tablo 16). Total kolesterol diizeyinin yiiksek olmasi
diyet iceriginde yer alan doymus yag asitleri, trans yag asitleri ve kolesterol igerikli
besinlerin tiiketiminden kaynaklanmaktadir. Marco ve ark. yaptiklari ¢alismada erkek
Wistar ratlarini 14 hafta siireyle KD ile beslediklerini ve 14 hafta sonunda KD verilen grubun
serum total kolesterol diizeylerinin kontrol grubundan daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir
(209). Bonfim ve ark. yaptiklari ¢alismada 16 hafta boyunca KD diyeti verilen Wistar
ratlarda total kolesterol seviyelerinin kontrol grubuna ait T-K seviyelerinden daha yiiksek

oldugunu gostermislerdir (185). Liang ve ark. ise disi C57BL/6 fareleri ile yaptiklar
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calismada 12 hafta boyunca HFD ile beslemenin farelerde total kolesterol diizeyini
artirdigini gostermislerdir (3). Yine Souza ve ark. yaptiklar1 ¢alismada HFD’nin C57BL/6
tiirli farelerde total kolesterol seviyesini artirdigini1 gostermislerdir (210). Biiyiikdere ve ark.
ise yaptiklari tez calismasinda Wistar 1rki erkek ratlari ti¢ gruba ayirarak gruplar1 KD, HFD
ve kontrol yemiyle beslediklerini, 12 hafta sonunda KD ile beslenen gruba ait T-K
diizeylerinin kontrol ve HFD gruplarina ait T-K diizeylerine kiyasla yiiksek seyrettigini
bildirmislerdir (211). Calismamizda KD+Coziicii grubuna gore yiiksek konsantrasyonda
BGM takviyesi alan grubun serum T-K diizeylerinin anlamli derecede azaldig1 (p=0.001),
fakat diisiikk konsantrasyonda BGM alan grupta bir degisiklik olmadig1 goriildi (p=0.188;
Tablo 16). Wang ve ark. yaptiklar1 ¢alismada erkek C57BL/6 farelere BGM ile benzer
yapiya sahip bir diger furanokumarin olan naringenin uyguladiklarini fakat naringeninin T-

K diizeylerini lizerinde azaltic1 bir etki olusturmadigin gostermislerdir (212).

ALT ve AST, esas olarak karaciger hiicrelerinde lokalize olan amino gruplarinin bir
karbon iskeletinden digerine aktarimini katalizleyen enzimlerdir. Hepatositler hasara
ugradiklarinda hiicre zarinin gegirgenligi artar ve karaciger hiicrelerindeki ALT ve AST kana
salinarak serumdaki ALT ve AST diizeylerinin yiikselmesine neden olurlar. Serum ALT ve
AST seviyeleri karaciger fonksiyonunun degerlendirilmesinde Onemli ve hassas
biyokimyasal parametrelerdir. Bu nedenle dolasimdaki yiiksek AST ve ALT diizeyleri de
hepatoseliiler bir hasarin gostergesi olabilir (213, 214). Calismamizda kontrol grubu ile
karsilastirildiginda tim kafeterya gruplarinda serum ALT ve AST diizeylerinin yiiksek
oldugu tespit edildi (Tablo 16; p<0.05). Ulla ve ark. hem yiiksek karbohidrat hem yiiksek
yaglh diyet (HCHF) ile sekiz hafta besledikleri erkek Wistar ratlarina ait plazma ALT ve
AST diizeylerinin kontrol grubuna gore arttigini bildirmislerdir (215). Mballa ve ark. 5 hafta
KD’ye tabi tuttuklari erkek Wistar Albino ratlarin 5 hafta sonunda ALT ve AST diizeylerinin
kontrol grubundan daha yiiksek oldugunu gostermislerdir (216). Faveri ve ark. yaptiklar
calismada erkek C57BL/6 farelere 16 hafta siireyle KD uyguladiklarini fakat KD grubu
serum ALT ve AST diizeylerinde kontrol grubuna kiyasla anlamli bir fark olusmadigim
bildirmislerdir (181). Calismamizda KD+Coziicli grubuna kiyasla KD ile beslenen fakat
yiikksek ve diisiik konsantrasyonlarda BGM takviyesi verilen gruplarda ALT ve AST
diizeylerinin azaldigim1 bulduk (Tablo 17). Rodriguez ve arkadaslar1 da STZ ile diyabet
olusturduklar1 erkek Wistar ratlarda naringinin farkli dozlarim1 denediklerini, 40 mg/kg
konsantrasyon ve iizerinde naringin kullaniminin ALT ve AST enzim aktivitelerindeki artis
onleyebildigini bildirmislerdir (207). Liu ve ark. yaptiklar1 ¢calismada C57BL/6 farelere 10
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mg/kg Bergamottin’i ip sekilde enjekte ettikten 3 saat sonra LPS uyguladiklarint ve 6 saat
sonra fareleri sakrifiye ederek serum ALT ile AST diizeylerine baktiklarini bildirmislerdir.
Liu ve ark. elde ettikleri sonuglarda LPS’nin doku hasarina neden oldugunu, Bergamottin 6n
tedavisinin ise serum ALT ile AST’yi ve doku hasarini 6nemli 6l¢iide iyilestirdigini
gostermislerdir (179). Calisma sonuglarimiz ile kafeterya diyetinin karaciger hasarina neden
olacak sekilde normal enzim fonksiyonunu bozdugunu dogruladik. BGM takviyesinin ise
sistemik  transaminazlarin  aktivitesini ve  karaciger fonksiyon bozuklugunu

iyilestirebilecegini gosterdik.

Insiilin hormonu glukoz metabolizmasmin ana diizenleyicisi gdrevini iistlenir,
karaciger fonksiyonlariin diizenlenmesinde rol oynar ve karacigerde glukagon hormonu
aktivitelerini azaltir (217). Gelismis iilkelerde artan endiselerden biri de asir1 ve sagliksiz
beslenmeye bagli olarak karacigerde glukoz iiretiminin baskilanmasi olarak bilinen hepatik
insiilin direncidir (218). Insiilin direnci sitokin ve adipokin iiretimindeki degisiklere yol
acarak inflamasyona, DNA hasariyla sonuglanan oksidatif strese, hiicresel biiyliime ve
proliferasyonda rol oynayan hiicresel yollarin uyarilmasina neden olan ¢esitli metabolik ve
molekiiler etkilere sahiptir (219). Karacigerde meydana gelen insiilin direnci ise farkli
patofizyolojik hastaliklarin gelismesinde 6nemli rol oynar (220). Karaciger, TNF-ao ve IL-
1B gibi inflamatuvar sitokinleri salgilayan immiin hiicreleri aktive ederek glukoneogenez ve
glikojenolizi diizenleyerek insiilin direnci ve hepatik glukoz tiretiminde 6nemli bir rol oynar
(221). Yaptigimiz calismada gruplara ait serum insiilin degerlerini mukayese ettigimizde
kontrol olarak aldigimiz gruba gére KD+(oziicii grubu serum insiilin degerlerini anlaml
yuksek bulduk (Tablo 16). Benzer sekilde Auvi ve arkadaslar yaptiklari calismada 17 hafta
sonunda, kafeterya diyeti ile besledikleri disi Wistar ratlarin plazma insiilin seviyelerinin
kontrol grubuna goére daha yiiksek seyrettigini gostermislerdir (222). Calismamizda
KD+0.05BGM ve KD+0.22BGM gruplarina ait insiilin diizeylerinin KD+(6ziicli grubuna
ait insiilin diizeylerine kiyasla istatistiksel olarak anlamli azaldigi bulundu (Tablo 16).
Sonuglarimizla uyumlu olarak Arrabal ve ark. yaptiklari ¢alismada HFD ve STZ ile diyabet
olusturduklart erkek Sprague-Dawley ratlarda diyabete bagl yiikselen plazma aclik insiilin
diizeylerinin dogal furanokumarinlerden biri olan psoralen uygulanan grupta azaldigini

gostermislerdir (223).

Aclik glukozu ve insiilin seviyeleri kullanilarak hesapladigimiz insiilin direncinin

tahmini bir gostergesi olan HOMA-IR skoru kontrol grubuna gore KD+Coziicii grubunda da
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anlamli yiiksek bulunmustur (Tablo 16; p=0.0001). Biiyiikdere ve ark. da yaptiklar
calismada Wistar 1rk1 erkek ratlardal2 haftalik besleme periyodu sonunda KD ile beslenen
gruba ait HOMA-IR skorlarinin kontrol ve HFD gruplart HOMA-IR skorlarina gore yiiksek
goriildigiini bildirmislerdir (224). Teixera ve ark. disi Wistar ratlarla yaptiklar1 ¢alismada
12 hafta boyunca KD ile beslenen geng ratlarda HOMA-IR diizeyinin bu grubun kontrolii
olan ve standart bir diyetle beslenen gruba ait HOMA-IR diizeyinden yiiksek oldugunu
gostermislerdir (225). Calismamizda KD ile beslenip diisiik ve yiiksek konsantrasyonlarda
BGM takviyesi uyguladigimiz gruplardaki HOMA-IR skorlarinin da KD+Coziici
grubundan daha diisiik oldugu goriildi (Tablo 16; p=0.0001). Calismamizda HOMA-IR
skorlari, insiilin ve glukoz diizeyleri goz ontline alindiginda tiim bu parametrelerdeki artis

KD+Coziicii grubunda insiilin direncinin gelistigini gostermektedir.

Calismamizdan elde edilen bulgular ve sonuglar gdz 6niine alindiginda literatiirde
daha once yapilan benzer galismalarla paralellik gostersede daha 6nce BGM’nin, kafeterya
diyeti ile olusturulan karaciger hasarinda glukoz, TAG, T-K, ALT, AST, insiilin ve HOMA -
IR diizeylerinin tiimii {lizerinde olasi1 etki/etkilerinin incelendigi baska bir g¢alismaya
rastlanmamigtir. Calismamizda BGM takviyesi ile aglik glukoz, serum insiilinin ve insiilin
direnci gostergesi HOMA-IR seviyelerindeki diisiis, hiperinsiilineminin biiyiik o6lclide
hafifletildigine isaret etmektedir. BGM’nin glukoz, insiilin ve HOMA-IR gibi metabolik
parametreler tizerindeki olumlu etkisinin AMPK aktivasyonunu gergeklestirerek sagladigini,
yine AMPK aktivasyonu yolu ile TAG miktarini ve viicut agirligini da azalttigini ancak yine
de daha ayrintili aragtirmalara ihtiya¢ oldugunu diisinmekteyiz (138).

Endoplazmik retikulum homeostazisinin merkezi diizenleyicilerinden birisi de
GRP78’dir ve islevi molekiiler bir saperon olarak ¢alismaktir. Normal kosullar altinda UPR
transmembran stres sensorleri olan ATF-6, PERK ve IREl'e baglidir (56). Endoplazmik
retikulum glukoz eksikligi, kalsiyum depolarinin tiikkenmesi veya yanlis katlanmig
proteinlerin asir1 birikmesi nedeniyle strese girdiginde GRP78 protein katlanmasina
yardimer olmak i¢in bulundugu transmembran sensoriinden ayrilir (226). ER stresinin
devam etmesi normal sartlar altinda diisiik seviyede bulunan CHOP ekspresyonun artmasina
neden olur. Artan CHOP ekspresyonu da ER’den Ca?* ¢ikisina yol agarak mitokondriyal
gecirgenligin bozulmasina ve sonugta da apoptoza yol agar (227). Literatiirde katlanmamis
protein cevabi sinyal yollar1 ve CHOP gibi transkripsiyon faktorlerinin up-regiilasyonunun,
ER stresinin neden oldugu karaciger hasarinda etkin rol oynadig: bilgisine ulasilmaktadir
(228). KD tiiketimine bagl olarak meydana gelen ER stresi ve ER stresi parametrelerinden
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CHOP ve GRP78’in incelendigi calisma sayisi oldukca sinirlidir. Calismamizda ELISA
metodu ile dlgiilen CHOP ve GRP78 diizeylerinin kontrol grubuna gore KD+¢oziicii
grubunda arttig1 goriildii (Bkz. Tablo 18). Li yaptig1 ¢alismada Sprague Dawley ratlara 10
hafta boyunca HFD uyguladiktan sonra adipoz dokuda Western blot yontemi ile 6l¢tiigi
GRP78 diizeyinin HFD ile beslenen grupta kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugunu
bildirmistir (229). Calismamizda kafeterya diyeti ile beslenen gruplar karsilastirdik ve
KD-+Coziicti grubuna kiyasla diisiik ve yiiksek konsantrasyonlarda BGM takviyesi alan
gruplarda GRP78 ve CHOP diizeylerinin azaldigin1 bulduk (Tablo 17). Shangguan ve ark.
yaptiklari ¢alismada disi Sprague Dawley ratlarda bir flavanoid olan naringinin hem ytiksek
hem de diisiik dozlarini uyguladiklarini, naringinin serum GRP78 ve CHOP ekspresyonunu
inhibe ettigini ve bunun yan1 sira mitokondriyal membran potansiyelini azaltarak apoptoz
oranini diislirdiigiini gostermislerdir (230). Calismamizdan elde ettigimiz bu sonuglar
BGM’nin, mitokondriyal ve ER stres aracili apoptotik yolaklari inhibe ederek KD nin neden
oldugu ER stresini inhibe ettigini gostermektedir. Apoptoz, anjiyogenez ve inflamasyon
niikleer transkripsiyon faktdrii NF-xB tarafindan diizenlenmektedir. NF-kB'nin
aktivasyonunun ER stresinin bir sonucu oldugu bildirilmistir. NF-kB, TNF-a, IL-1,
lipopolisakkarit ve DNA hasar1 gibi hiicre stresi ile iligkili inflamatuvar sinyaller ile de aktive
edilebilir (231). BGM’nin, NF-kB ve NF-kB tarafindan diizenlenen gen {irlinlerinin
baskilanmasina aracilik edebilecegi gosterilmistir (232). BGM ER stresi tlizerindeki azaltic

etkisini bu yolak tizerinden gergeklestirmis olabilir.

Oksidatif stres, apoptozun indiiklenmesi ve karaciger hasarinin ilerlemesinde 6nemli
bir rol oynar. Oksidatif stres biyobelirtegleri arasindan nitrik oksit, lipid hasar tiriinleri (lipid
peroksitler, tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler/MDA), 4-HNE, DNA oksidasyon {iriinleri
[CYP2E1 ve 8-hidroksideoksiguanozin (8-OH-dG)] ve protein oksidasyon {irlinlerinin
(nitrotirozin, protein karbonil) diizeyleri Olglilmektedir. Serum veya plazma igerisinde
bulunan farkli oksidanlarin konsantrasyonlarini laboratuvarlarda tek tek Olgebilmek
miimkiindiir. Ancak bu 6l¢iimleri yapmak hem maliyet hem de zaman acisindan yetersiz
kalmakta ve yapilmalart i¢in de teknik bilgi gerekmektedir. Farkli oksidan
konsantrasyonlarini tek tek 6lgmek pratik olmadigi i¢in toplam oksidan kapasite (toplam
oksidan durum, reaktif oksijen metabolitleri) dlgiiliir (233). Ayni sekilde serum veya plazma
igerisinde bulunan farkli antioksidanlarin konsantrasyonlarin1 da laboratuvarlarda tek tek
6l¢ebilmek miimkiin olsada pratik degildir. Bu nedenle numuneye ait tek bir antioksidan
degil, toplam antioksidan kapasite ol¢iiliir. Bu toplam antioksidan kapasitesi (TAC), toplam
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antioksidan aktivitesi (TAA), toplam antioksidan giicii (TAOP), toplam antioksidan durumu
(TAS) olarak da adlandirilabilmektedir (234). Oksidatif stres indeksi (OSI) ise oksidatif
stresi 6lgmek ic¢in kullanilan; toplam oksidan durum ile toplam antioksidan durumun yiizde
orani olarak hesaplanan dogru ve kapsamli bir parametre olarak goriilmektedir (145, 235,
236). Calismamizdan elde ettigimiz sonuglarla serum ile doku TOS ve OSI diizeylerinin
kontrol grubuna gore kafeterya diyeti verilen tiim gruplarda arttigin1 tespit ettik. Serum TAS
diizeylerinin kontrol grubuna gére KD+Coziicii grubunda azaldiginit doku TAS diizeylerinin
ise hem KD+Coziicii (p=0.0001) hem de KD+0.05BGM gruplarinda (p=0.005) azaldigini
gosterdik (Tablo 18). Kiigiik ve arkadaslar yaptiklari ¢alismada 16 hafta boyunca HFD ile
besledikleri Sprague Dawley ratlarda karaciger TOS ve OSI diizeylerinin kontrol diyeti ile
beslenen gruba gore arttigini bulmuslardir (237). Calismamizda KD ile beslenen gruplara
yiiksek konsantrasyonda BGM uygulandiginda serum ile dokuda TOS ve OSI diizeylerinin
azaldigini, TAS diizeylerinin ise arttigin1 gordilk. Doku TAS seviyelerinin BGM verilen
gruplarda daha yiiksek olmasi, TOS'un asir1 Uretimine karsi gelisen bir yanittan
kaynaklanityor olabilir. Diisiik konsantrasyonda BGM takviyesinin ise serum ve dokuda TOS
diizeylerini azalttigini, fakat serumda TAS diizeyini artirirken dokuda anlamli bir degisiklik
olusturmadigini tespit ettik. Kiigiik ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada HFD ile beslenen
Sprague Dawley ratlara dogal iirlinlerden kurkumin ve kapsaisin verilmesinin doku TOS

diizeylerini azalttigin1 gostermislerdir (237).

Malondialdehit aldehit formunda olan ve elektrofilik yapisi nedeniyle reaktif bir
molekiildiir. Cesitli ¢alismalarda da oksidatif stresin biyobelirteci olarak kullanilir (238).
Insanlarda tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler (TBARS) yéntemi kullanilarak da yapilan ¢ok
sayida calisma ile kontrol gruplarina kiyasla karaciger hastaliklarina sahip kisilerde artan
MDA ve okside LDL (OxLDL) seviyeleri goriilmiistiir. Yine ayn1 sekilde deneysel sican ve
fare kullanilarak olusturulan farkli karaciger hastaligi modellerinde karaciger dokularinda
yiiksek MDA varligi gézlemlenmistir (239). Calismamiz sonucunda kontrol grubu ile
karsilastinlldiginda kafeterya diyeti verilen tiim gruplarda serum ve doku MDA
konsantrasyonlarinin arttigi goriildii (Tablo 18). Bu durum KD ile beslenen farelerde
oksidatif stres nedeniyle lipid peroksidasyonunun arttigina igaret etmektedir. Calismamizla
uyumlu olarak Guedine ve arkadaslar1 da yaptiklar1 calismada KD diyeti uyguladiklari
Wistar erkek rat yavrularinda MDA diizeylerini yiiksek bulduklarini bildirmislerdir (240).
Cetin ve ark. da yaptiklar1 ¢aligmada KD’nin disi Wistar ratlarda serum MDA seviyesini
arttirdigini gostermislerdir (241). Phuwapraisirisan ve ark. furanokumarinlerin, geranil yan
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zincirlerindeki hidroksil gruplari araciligiyla lipid peroksidasyonu sonucu iiretilen MDA ile
reaksiyona girerek lipid peroksidasyonuna karsi koruyucu bir etki gosterdiklerini
bildirmislerdir (242). Calismamizda da KD ile beslenen gruplar arasinda bir furanokumarin
olan BGM’nin her iki konsantrasyonununda serum ve dokuda MDA diizeylerini azalttigin
tespit ettik (Tablo 18). BGM’nin MDA diizeylerini azaltarak ve toplam antioksidan
kapasiteyi artirarak hidrojen peroksitin olumsuz etkilerini dnlemede rol oynayabilecegini

gosterdik.

Reaktif oksijen tiirleri, mitokondri, peroksizomlar, sitokrom P-450, siklooksijenaz ve
lipoksijenaz gibi cesitli yollarla karacigerde {iiretilir. Oksidatif stres, hiicre zarinda bulunan
proteinlere ve lipidlere zarar verebilir. Calismamizda KD ile beslenen farelerin serum ve
karacigerinde TOS, OSI ve MDA seviyelerinin ylikseldigi goriildi. Bu durum KD ile
beslenen farelerde oksidatif stres olustuguna ve lipid peroksidasyonunun son iiriinii olan
MDA diizeylerinin hem serumda hem de dokuda artmis olmasi lipid peroksidayonun
varhigina isaret etmektedir. Kafeterya diyetinin zararh etkisi, hepatik MDA'daki yiikselme
ve oksidatif strese neden olmakta, bu da aminotransferazlarin membran gegirgenligini ve
aktivitelerini artirarak karaciger hasarina sebebiyet vermektedir. Literatiirde KD’nin neden
oldugu karaciger hasarinda Bergamottin takviyesinin serum ve karacigerde olgtiigiimiiz

oksidatif stres paremetrelerine olan etkisinin 6l¢iildiigii bir ¢alismaya ise rastlamadik.

Fazla tiretilen ROS’lar nedeniyle meydana gelen oksidatif stres antioksidan sistemler
tarafindan azaltilir veya ortadan kaldirilir. SOD siiperoksidin Oz ve H202 ‘ye doniligsmesini
katalize eden antioksidan enzimdir (243). SOD1 tiim dokularda en fazla bulunan SOD
izoformudur. Bu nedenle SOD1’in oksidatif stres iizerinde giiglii bir etkisi olacagini ve
¢alismamizin kronik bir durumu arastirmasi agisindan siiresinin de uzun oldugunu hesaba
katarak SOD1 ol¢iimiinde aktivite miktari yerine protein 6lgiimii yapmayi tercih ettik (244).
Calismamizda kontrol grubuna gore kafeterya diyeti ile beslenen tiim gruplarda doku SOD1
diizeylerinin arttigin1 gosterdik (Tablo 18). Bouanane ve ark. yaptiklari ¢alismada KD ile
beslenen hem erkek hem de disi Wistar ratlarin, kontrollerine kiyasla 6nemli 6l¢iide daha
yiiksek SOD aktivitelerine sahip olduklarini bildirmislerdir (245). Bouanane ve ark. bu
durumu antioksidan enzimlerin, yiiksek oksidatif kosullarda tiiketilebilecegine veya inaktive
edilebilecegine; bununla  birlikte, ROS’larin  bazen antioksidan  sistemlerin
stiptirebileceginden daha yiiksek miktarlarda iiretilebilecegine baglamislardir. Mewes ve

ark. hem disi hem erkek Swiss farelerde KD diyeti uyguladiklarini, karaciger SOD
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aktivitesinin KD ile beslenen erkek farelerde KD ile beslenen disi farelerden ve ayrica hem
disi hemde erkek kontrol gruplarindan daha yiiksek oldugunu gostermislerdir (246). Ulla ve
arkadaslar1 ise HFHC ile beslenen ratlarda karaciger SOD diizeylerinin kontrol grubuna gore
daha diisiik oldugunu bildirmislerdir (215). Molina ve ark. ise 8 hafta siireyle KD ile
besledikleri erkek Wistar ratlarda SOD1 seviyelerinin kontrol grubuna gore yiiksek
oldugunu bildirmislerdir (247). Calismamizda KD+Coziicli grubuna gére KD+0.05BGM ve
KD+0.22BGM gruplarinda doku SOD1 diizeylerinin diisiik oldugu tespit edildi (Tablo 18).
Lin ve arkadaglari ise kolon kanseri olusturmak i¢in yaptiklari calismada
C57BL/6J farelerde artan SOD diizeylerinin kuarsetin  kullanimi ile azaldigini

gostermislerdir (248).

Sitoplazmada ve mitokondride yaygin olarak bulunan GPX1, hidrojen peroksiti
katalizleyerek suya indirgeyen, GPX ailesinin en 6nemli iyelerinden birisidir (249).
Calismamizda tiim gruplarin karaciger dokularinda GPX1 diizeyleri kontrol grubuna gore
anlamli ytiksekti (Tablo 19). Murao ve ark. yaptiklari ¢aligmada 12 hafta boyunca HFD ile
besledikleri farelerde karaciger GPX1 diizeyinin kontrol grubu GPX1 diizeylerinden daha
yiiksek oldugunu bulmuslardir (250). Jarukamjorn ve arkadaslari iki, dort ve sekiz hafta
stireyle HFHF besledikleri erkek farelerin karacigerinde ikici haftada GPX’in mRNA
ekspresyon seviyelerinin yiikseldigini, dort ve sekizinci haftalarda enzim ekspresyonunun
azaldigin1 gostermislerdir (251). Dani ve ark. HFD kullanarak yaptiklari ¢alismada HFD ile
beslenen disi ratlara ait GPX1 mRNA ekspresyon diizeylerinin kontrol diyeti ile beslenen
ratlardan daha yiiksek oldugunu bulmuslardir (252). Wali ve ark. doksorubisin (DOX) ile
karaciger hasar1 olusturduklar erkek Wistar ratlarda DOX’un GPX diizeyini azalttigini fakat
oral olarak uyguladiklari naringeninin azalan GPX diizeylerini arttirdigini ifade etmislerdir
(253). Biz ise yaptigimiz ¢alismada doku GPX1 diizeylerinin KD+Cdziicii grubuna kiyasla
BGM verilen KD gruplarinda anlamli diisiik oldugunu bulduk (Tablo 18). Fazla miktarda
tiretilen ROS genellikle antioksidan molekiillerin tiretimini uyarir. Oksidatif strese bagl
olarak antioksidan enzimlerin tiretimi ve aktivitesi de artar. Bu nedenle KD diyeti grubunda

GPX1 seviyesinin artmis oldugunu diisiinmekteyiz.

SOD enzimleri hiicre i¢i sliperoksit konsantrasyonunu diisiik tutarken, GPX enzimi
de SOD reaksiyonu ile iiretilen hidrojen peroksidi uzaklastirmakla gorevlidir (254). Fazla
miktarda tretilen ROS genel olarak antioksidan molekiillerin iiretimini uyarir. Artan

oksidatif strese bagli olarak antioksidan enzimlerin iiretimi ve aktivitesi de artar. Kafeterya
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diyeti tiikketen gruplarda uzun siire kotii diyete maruz kalmanin karacigerde oksidatif stresi
haliyle de ROS diizeyini arttirdigini ve artan ROS diizeyi ile SOD1 ve GPX1 enzimlerinin
de dokuda artmasina neden olmus olabilecegini diisiinmekteyiz (255). Elde ettigimiz
bulgular da karaciger dokusunda SOD1 ve GPXI1 diizeylerinin arttigini gostermektedir.
Bergamottin sistemik kullanilabilirlige sahiptir ve viicuda alindiktan sonra olarak bergaptole
metabolize edilir (14, 133). Bir molekiiliin veya metabolitlerinin antioksidan aktivitesi,
niikleer yap1 ile ilgili olarak fonksiyonel gruplarin diizenlenmesine baglidir. Molekiiliin
yapisindaki hidroksil gruplarimin hem konfigiirasyonu hem de toplam sayisi, antioksidan
aktivitenin ¢esitli mekanizmalarin1 6nemli 6l¢iide etkiler (256). Lipid peroksidasyonu
sirasinda antioksidanlarin serbest radikal zincirinin oksidasyonunu durdurarak ve fenolik
hidroksil gruplarindan hidrojen bagislayarak daha fazla lipidin oksidasyonunu engelledigine
veya yaymadigina inanilmaktadir (257). BGM’nin de antioksidan etkinliginin Kimyasal
yapisinin bir fonksiyonu oldugunu ve molekiil yapisi igerisinde serbest radikalleri temizleme
Ozelligini saglayan hidroksil grubu barindiran bergaptole metabolize edilmesinden
kaynaklandigini1 diisiinmekteyiz. Ayrica sitokrom enzimleri, reaktif oksijen tiirlerini
tiretebilir ve lipid peroksidasyonuna neden olabilirler (258). Sitokrom inhibisyonu etkileri
iyi bilinen bergamottinin bu yol {izerinden de MDA ve TOS artisini azaltmig olabilecegini
diisinmekteyiz. Elde edilen sonuglar birlikte degerlendirildiginde azalan ALT ve AST
diizeyleri ile pro-oksidan-antioksidan dengenin normallesmesi stres aracili karaciger

hasarinin azaldigina isaret etmektedir.

Cesitli kronik hastaliklarin seyri sirasinda karaciger dokusunda hipoksi ve oksidatif
stres gibi nedenlerle endoplazmik retikulum stresi olusur. Reaktif oksijen ile reaktif nitrojen
tirevleri ve lipid peroksidasyonu yan friinleri, TNF-a ve IL-1p gibi sitokinlerin
yiikselmelerinden sorumludur. Oksidatif stresin ortaya ¢ikmasi ile birlikte, oksidan ve
antioksidan savunma arasindaki dengesizlik, merkezi graniilositlerin inflamatuvar
infiltrasyonuna, IL-1B ve TNF-a gibi ¢ok sayida pro-inflamatuvar faktoriin tiretimine yol
acar (259). Reaktif oksijen tiirlerinin artisi, pro-inflamatuvar sitokinlerin (TNF-a, IL-6 ve
IL-1) upregiilasyonu, apoptoz ve hepatik fibroz gelisimi ile de kronik inflamatuvar yanita

dogrudan veya dolayli olarak katkida bulunur (92).

Pro-inflamatuvar bir sitokin olan TNF-a, viral hepatit, alkollii karaciger hastaligi,
non-alkolik yagh karaciger hastalig1 ve iskemi-reperfiizyon hasar1 gibi karacigerde olusan

hastaliklarin patofizyolojisinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Esas gorevi ise hepatosit
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proliferasyonunun ve karaciger rejenerasyonunun saglanmasidir (260). Artan TNF-a
diizeylerinin karaciger hastaliklar1 ve patolojileriyle iliskili oldugu, karacigerde meydana
gelen hasar ilerledikce dolasimdaki seviyelerinin arttigi  bildirilmektedir (261).
Calismamizda kontrol grubuna kiyasla KD+Coziicii ve diisiik doz BGM verilen gruplara ait
doku TNF-a diizeyleri yiiksek bulundu (Tablo 20). Cardoso ve ark. yaptiklari ¢aligmada disi
Wistar ratlara 14.5 ve 17 hafta KD uyguladiktan sonra bu gruplarin ileumlarinda TNF-a
diizeylerinin kontrol grubuna gore arttigimi bildirmislerdir (262). Machado ve ark. erkek
C57BIl/6 farelere 16 hafta siireyle KD uyguladiktan sonra diyetin TNF-a diizeylerini kontrol
grubuna gore artirdigini gostermislerdir (263). Calismamizda kafeterya diyeti ile beslenip
diisiik ve yiiksek konsantrasyonlarda BGM takviyesi verilen gruplardaki doku TNF-o
degerlerinin KD+C6ziicii grubuna gore anlamli diisiik oldugunu bulduk (Bkz. Tablo 19).
Literatiirde de Rehman ve ark. yaptiklar1 calismada Wistar ratlarn HFD ile 30 giin
beslediklerini ve dogal bir flavonoid olan hesperidinin HFD ile beslenen ratlarin serum ve
beyaz yag dokularinda TNF-a diizeylerini diisiirdigiini bildirmislerdir (264). Mahmoud ve
ark. yaptiklar1 calismada beyaz erkek albino ratlar1t HFD ile besledikten sonra serum TNF-a
diizeylerine baktiklarini normal ratlara kiyasla diyabetik ratlarda TNF-a seviyesinin 6nemli
Olgiide yiikseldigini gostermislerdir. Aym ¢alismada hesperidin ve naringinin oral yolla
verilmesi sonucu diyabetik ratlarda artan bu seviyelerin 6nemli Olgiide diizeldigini
bildirmislerdir (265). An ve arkadaslart RAW264.7 hiicrelerine bergamottin uyguladiklarini
ve inflamasyonlu hiicrelere gore bergamottin uygulanan hiicrelerde TNF-a diizeylerinin
onemli 6l¢iide azaldigini bildirmislerdir. Ayni ¢alismada C57/BL/6 farelerde LPS kaynakli
inflamasyon sirasinda artan TNF-a diizeylerinin, BGM takviyesi ile azaldigim
gostermislerdir (139). An ve arkadaglar1 SIRT1'in indiiklenmesi ve NF-kB sinyal yolunun
inhibisyonu araciligiyla BGM’nin, LPS kaynakli makrofaj inflamatuvar yanitini ve
inflamasyonunu hafiflettigini bildirmislerdir. Sasaki ve ark. da yaptiklar1 in vitro caligmada
farkli dozlarda uygulanan BGM’nin TNF-o ile indiiklenen endotelyal molekiil

ekspresyonunu ve 16kosit yapismasini azalttigini bildirmislerdir (266).

IL-1B, hepatik steatoz ve insiilin direnci dahil olmak {izere obeziteye bagli patolojik
durumlarda rol oynayan sistemik inflamatuvar bir sitokindir. Calismamizda kafeterya
diyetinin karaciger dokusunda IL-1p diizeylerinde artisa yol agtigin1 gosterdik. (Tablo 19).
Hansen ve ark. yaptiklar1 calismada KD ile besledikleri erkek Wistar ratlarin karaciger
dokularinda IL-18 diizeylerinin arttigini bulmuslardir (267). Sagae ve ark. yaptiklari
calismada KD ile beslenen disi Wistar ratlarin plazma IL-1f diizeylerinin kontrol grubuna

85



gore yiiksek oldugunu bulmuslardir (268). Calismamizda KD ile beslenen fakat diisiik ve
yiiksek konsantrasyonlarda BGM takviyesi verilen gruplardaki doku IL-1f degerlerinin
KD-+Coziicti grubuna gore diisiik oldugu gortildi (Tablo 19). Meng ve ark. erkek Sprague
Dawley ratlarda prostatit modeli olusturduktan sonra bir flavonoid olan Kkuarsetin
uyguladiklarin1 ve inflamasyon gostergesi olan yliksek IL-1B diizeylerinin kuarsetin
uygulamasiyla azaldigini bildirmislerdir (269). Yang ve arkadaslar1 yaptiklari ¢aligmada
db/db farelerde karaciger IL-1pB diizeylerinde 6nemli bir artis gézlendigini fakat kuarsetin
kullaniminin bunu 6nemli 6lgiide azalttigini bildirmislerdir (270). Liu ve ark. yaptiklari
calismada erkek C67BL6/J farelerde inflamasyon sirasinda artan IL-1f diizeylerinin BGM

verilen grupta azaldigin1 gostermislerdir (179).

Pro-inflamatuvar sitokinler, inflamatuvar sinyal yolaklarin1 uyararak; inflamatuvar
yanit olusumunu ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonunu baslatirlar. Sonug olarakta karaciger
hasar1 gelisimine neden olurlar (271). Calismamizda kafeterya diyeti farelerin karaciger
dokularinda pro-inflamatuvar sitokinleri arttirarak inflamasyona neden oldu. BGM'in
KD’nin neden oldugu TNF-a ve IL-1'yi inhibe ederek bir anti-inflamatuvar etkiye sahip
oldugunu gordikk. BGM’nin, anti-inflamatuvar aktivite icin ROS/NO olusumunu inhibe
ettigi gosterilmistir (14). BGM oksidatif stresi azaltarak bir anti-inflamatuvar etki saglamis
olabilir. Ayrica BGM’nin bir metaboliti olan bergaptolun antioksidan aktiviteyi ve hem
oksijenaz-1 ekspresyonunu artirarak anti-inflamatuvar etki gosterdigi bildirilmistir (14).
Yaptigimiz ¢alismada da BGM’nin bergaptole metabolize olduktan sonra bergaptol
araciligiyla hem oksijenaz-1 ekspresyonunu artirarak anti-inflamatuvar etki saglamis

olabilecegini ancak yine de daha ayrintili arastirmalara ihtiya¢ oldugunu diisiinmekteyiz.

IL-4 pro-inflamatuvar ortami baskilayarak etki gosteren anti-inflamatuvar sitokindir
(272). IL-4, karaciger rejenerasyonu esnasinda; Th2 hiicreleri, dogal 6ldiiriicii (NK) hiicreler
veya karacigerdeki eozinofiller olmak iizere immiin hiicre infiltrasyonu ile iiretilir ve
instilinin hepatositlerdeki etkisini arttirir. Yapilan birka¢ caligma IL-4'lin, kemirgenlerin
karacigerindeki etkisinin diyet manipiilasyolarindan etkilenebilecegini gostermistir (273).
Calismamizda gruplarin IL-4 seviyeleri karsilastirildiginda, bu alt1 grup arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunamamistir (Tablo 19; p>0.05). Lin ve ark. ise yaptiklar1 ¢calismada
HFD ile beslenen obez farelerde IL-4 diizeylerinin lean (zayif) gruba kiyasla daha diisiik
oldugunu bildirmislerdir (273).
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IL-10 monositlerden ve makrofajlardan pro-inflamatuvar mediyatorlerin salinimi
inhibe ederek TNF-a, IL-1p, IL-6 ve IL-8 gibi sitokinlerinin salgilanmasini da inhibe etmis
olur. Farelerde olusturulan deneysel listeriozis modelinde IL-10’un TNF-a salgisini inhibe
ettigi ve karacigeri hasara kars1 korudugu bildirilmistir (115). Calismamizda kontrol grubu
ile karsilastirdigimizda KD+Coziicli grubu IL-10 diizeylerinin azalmis oldugunu bulduk
(Tablo 19). Bortolin ve ark. yaptiklari ¢aligmada 18 hafta siireyle KD ile beslenen erkek
Wistar ratlarin serum IL-10 diizeylerinin kontrol grubuna gore 6nemli 6l¢lide daha diisiik
oldugunu gostermislerdir (163). Toledo ve ark. erkek Wistar ratlarla yaptiklar1 ¢alismada
karaciger IL-10 seviyelerinin kafeterya diyeti verilen grupta ¢ok diisiik seviyelerde
seyrettigini  gostermislerdir (274). Calismamizda KD ile beslenen ve yiiksek
konsantrasyonda BGM uygulanan grupta IL-10 diizeylerinin arttigi fakat diisiik
konsantrasyonda BGM uygulanan KD grubunda IL-10 diizeyinde anlamli bir degisiklik
olmadigimi gordiik (Tablo 19). BGM takviyesi doza baglh bir egilimde IL-10 seviyeleri
tizerinde iyilestirici bir etki sergilemistir. Dias ve ark. ise yaptiklart ¢calismada 13 hafta
stireyle KD ile besledikleri erkek Swiss farelerde I1L-10 seviyelerini analiz ettiklerini ve
KD +Distile Su grubuna ait IL-10 seviyelerinin bir flavonoid olan vitamin C uyguladiklar

KD grubuna ait IL-10 seviyelerine gore azalmis oldugunu bildirmislerdir (275).

mRNA ekspresyon analizlerinin gerceklestirilmesinde birgok ydntem mevcuttur.
Real-time PCR, Northern blot, makroarray ve mikroarray sik kullanilan yontemler arasinda
yer almaktadir. Bu yoOntemlerden RT-PCR, uygulanmasinin kolay olmasi, analiz
maliyetlerinin diisiik olmasi, ¢ok sayida gen iiriiniin kullanilabilmesi ve amplifikasyonun her
basamaginin takip edilebilmesi gibi birgok avantaja sahiptir. Real-time PCR metoduyla
birlikte, DNA dizileri es zamanli olarak g¢ogaltilabilmis ve Glgiilebilmis, reaksiyonlarin
basindan beri meydana gelen iiriin miktari real-time PCR sirasinda takip edilir hale gelmistir
(150). Caligmamizda GRP78 ve CHOP gen ekspresyon seviyelerinin dl¢iimii igin RT-PCR
yontemi kullanildi. Real-time PCR o6ncesinde RNA izolasyonu yapilmaktir. Endojen
RNazlar, dokunun biitiiligliniin bozulmas1 ile birlikte hiicresel bolmelerden salinirlar.
RNA’nin yikilmasmin o6niine ge¢gmek i¢in RNazlarin miimkiin oldugunca kisa siirede
inaktive edilmesi onemlidir. Bu sebeple, kesim yapilan ayn: giinde RNA izolasyonu da
yapildi. Caligilan alanin, kullanilan tiim malzemelerin ve kimyasallarin steril olmasina
dikkat edildi. Calisma yapilacak alanlarda yabanct DNA veya RNA’larin barinmamasi igin
sterilizasyon islemi uygulandi. Riboniikleazlar RNA’lar1 parcalayan, tiim doku ve
yiizeylerde bulunabilen gevresel faktorler karsisinda dayaniklilik gosteren enzimlerdir. Bu
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nedenle ¢alismada kullanilacak tiim malzemelerin kullanilmadan 6nce steril olmasina 6zen

gosterildi. Elde edilen total RNA’lar yine ayni1 giin i¢erisinde cDNA’ya ¢evrildi.

Polimeraz zincir reaksiyonu sirasinda gogaltilan ftriinlerin tespitinde, floresan
teknolojisi kullanilmaktadir. En yaygin kullanilan yontemler, DNA’ya baglanan boyalar ve
hedefe 6zgii floresans isaretli problardir (152, 276). Calismamizda SYBR Green boya
kullamay1 tercih ettik. Ekspresyon deneylerinin sonuglarini hesaplarken karsilagtirmali 2
AACp metodu ile goreceli kantifikasyon gergeklestirildi. Bu ydntem, tiim numunelerde sabit
kopye sayisina sahip bir housekeeping (referans) gen kullanimini sart kosar. Calismamizda

B-Aktin housekeeping geni referans gen olarak kullandik (277).

Gruplara ait karaciger dokularinda CHOP ve GRP78 gen ekspresyonu diizeyleri
degerlendirildiginde kontrol grubuna gore her iki gen ekspresyonu diizeyinin KD+Coziicli
grubunda yiiksek bulduk (Tablo 20). Li yaptigi ¢alismada 10 hafta boyunca HFD ile
beslenen Sprague Dawley ratlarin yag dokularinda 6l¢tiigii GRP78 ekspresyon diizeyinin
kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugunu bulmustur (229). Ruan ve ark. yaptiklari
caligsmada erkek Sprague Dawley ratlar1 16 hafta siireyle HFD ile beslediklerini, daha sonra
karaciger dokularinda Western blot yontemi ile 6lgiilen CHOP protein ekspresyonun kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda HFD grubunda onemli 6l¢iide yiiksek oldugunu fakat; GRP78
protein ekspresyonunda anlamli degisiklik gormediklerini  bildirmislerdir (278).
Calismamizda KD ile beslenen gruplara yiiksek ve diisiik konsantrasyonlarda BGM
takviyesi uyguladigimizda hem CHOP hem de GRP78 gen ekspresyolarinin azaldigin
gordiik (Tablo 21). ER islevindeki degisikliklere yol acan ER stresi karaciger hastaliklari
dahil olmak iizere farkli patolojilerin meydana gelmesinde etkin rol oynamaktadir.
Calismamizda BGM'"in ER stresi ile iligkili olarak ekspresyonlar1 artan CHOP ve GRP78

proteinlerinin karaciger dokusundaki ekspresyonlarini gen diizeyinde azalttigini tespit ettik.

Kafeterya diyetiyle beslenen hayvanlarda karaciger morfolojisi ve islevi degisir.
Calismamizda kafeterya diyeti verilen gruplarda karacigerlerin morfolojik olarak biiyiik
oldugunu ve iizerlerinde hasara isaret eden kirmizi biiyiik noktalar oldugunu gordiik.
Gruplara ait karaciger dokularin: histolojik olarak degerlendirdigimizde ise kafeterya diyeti
verilen fakat BGM takviyesi uygulanmayan grupta ciddi ve yaygin inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu ve dejeneratif hepatosit varlig: tespit ettik. Bu grupta karaciger dokusuna ait
yari-kantitatif skorlamanin istatistiksel sonuglar1 da elde ettigimiz gorsel bulgular1 destekler

nitelikteydi (Tablo 22). Elde edilen histolojik goriintiiler ayrica uzman bir patolog tarafindan
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da incelendi. incelenen KD+Céziicii preparatinda metabolik bir karaciger hasar1 varlig
uzman patolog tarafindan da teyit edildi. Gasparin ve arkadaslar1 yaptiklari calismada erkek
ve disi Swiss fareleri 14 hafta siireyle KD ile beslediklerini elde ettikleri histolojik
goriintiilerde karacigerde lipid damlaciklar1 alaninin erkek farelerden ziyade disi farelerde
goriildiigiinii bildirmislerdir (279). Zeeni ve ark. ise yaptiklar1 ¢alismada yetigskin erkek
BALB/C farelerde 14 hafta hem HFD hem de KD ile beslenen gruplarin karacigerlerinde
kontrollere kiyasla 6nemli yaglanma ve portal fibrozis oldugunu gostermislerdir. Zeeni ve
ark. yaptiklar1 calismada BALB/C fareleri kullanmalarindaki amacin KD’nin karaciger dahil
olmak iizere organ disfonksiyonu iizerindeki roliinii, C57BL/6 farelere kiyasla BALB/C
farelerde daha iyi yansiltildigini diisiindiiklerini bildirmislerdir (7). Mevcut ¢alismamizda
karaciger histolojisinde belirgin yag birikimi/yag damlaciklari goriilmedi. Calismamizda
hepatik lipid varligi diizeyi incelenmemis olup kalitatif bir analiz ile mevcut glikojen ve
karacigerde depolanan lipid diizeylerinin belirlenemedigi fakat calismadan elde edilen
sonuclar tizerinde etkili olmus olabilecegi goz ardi edilmemelidir. Literatirde KD’ye ait
herhangi bir standart bulunmamaktadir. Bu sebeple diyet igeriklerinin farkli olmasi ayni
deneysel asamalar gergeklestirilmis olsa dahi farkli sonuglanabilir. Buna ragmen KD ile
beslenen hem de yiiksek konsantrasyonda BGM takviyesi uygulanan grupta hafif derecede
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu izledik ve yari-kantitatif skorlama sonuglari ile de teyit ettik
(Tablo 22). Yine kafeterya diyeti beslenip diisiik konsantrasyonda BGM takviyesi verilen
grupta hafif dejeneratif hepatosit yapist gozlemledik ve yari-kantitatif skorlama

sonuglarimizla da esdeger oldugunu gordiik.

Sonug olarak kafeterya diyetinin oksidatif stres, ER stresi ve inflamasyon araciligiyla
karaciger hasarina neden oldugu ve gesitli dogal iiriinlerin de bu hasar1 azaltic1 etkilerinin
oldugu bilinmektedir. Ancak bergamottinin kafeterya diyeti kaynakli karaciger hasari
tizerine etkilerinin incelendigi herhangi bir ¢alisma goriilmemektedir. Caligma sonuglarimiz
literatlirle benzer sekilde kafeterya diyetinin ER stresine yol agtigini, oksidan dengeyi
bozarak oksidatif strese neden oldugunu, artan ROS’lar nedeniyle inflamasyonun
tetiklendigini ve sonug olarak da karacigerde hasara neden oldugunu dogrulamaktadir. Yine
sonuglarimiz bir furanokumarin olan bergamottinin radikal siipiiriicti aktivite ve antioksidan
etki gostererek, oksidatif stres, ER stresi ve inflamasyonu diisiirerek kafeterya diyetine bagl

olarak gelisen karaciger hasarini azalttigin1 géstermektedir (Resim 7).
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Buradan hareketle, bergamottinin ER stresini onleyici, anti-oksidatif ve anti-
inflamatuvar etkinliginin hangi mekanizmalar {izerinden gergeklestigi konusunda daha
detayli deneysel yaklasimlarin devam ettirilmesinin klinik ¢alismalarin 6niinii agabilecegi
distiniilmektedir. Mevcut galismamizin bergamottinin takviye edici bir iiriin olarak gida ve
ila¢ endiistrisinde karaciger hastaliklarina kars1 kullanilabilirligi ile ilgili ileride yapilacak

olan galismalara 151k tutacagini diisiinmekteyiz.
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Resim 7. Farelerde kafeterya diyeti kaynakli karaciger hasarina kars1 bergamottinin etkilerinin incelenmesi




SONUC ve ONERILER

1.

Kafeterya diyetinin farelerde hiperfaji ve kilo alimina yol agtigi, bergamottin
takviyesinin ise kilo alimin1 azalttig1 gosterildi.

Kafeterya diyetinin serumda glukoz, TAG, T-K, ALT, AST ve insiilin diizeylerini
artirdig1, genel metabolik durumu bozdugu ve ayrica HOMA-IR skorunu da yiikselterek
bir nevi insiilin direncine yol agtigi goriildii. Bergamottin takviyesinin artan serum
biyokimyasal parametrelerini normal deger araliklarina yaklastirdigi bulundu.
Kafeterya diyetinin antioksidanlarin ve pro-oksidanlarin diizeylerini degistirerek, ER
stresi, oksidatif stres ve inflamasyonu artirarak karaciger hasarina neden oldugu tespit
edildi. BGM’nin ise karacigerde ER stresi, oksidatif stres ve inflamasyonun
azaltilmasinda etkili bir takviye kaynagi olabilecegi gosterildi.

Kafeterya diyetinin karaciger hasarina neden oldugu ve bergamottin takviyesinin de bu
hasar1 azaltici etkisinin oldugu histopatolojik olarak da gosterildi.

Kafeterya diyetinin ER stresi biyobelirte¢lerinden CHOP ve GRP78 gen ekspresyonlari
seviyelerini arttirdigit RT-PCR yontemi ile belirlendi. Bergamottin takviyesinin artan
CHOP ve GRP78 gen ekspresyonlari iizerinde baskilayici etkisinin oldugu gosterildi.
Bu calisma ile bergamottinin hasari azaltici etkinliginin gida ve ilag endiistrisinde
takviye bir iiriin olarak karaciger hastaliklarina karsi kullanilabilirligi ile ilgili ileride

yapilacak olan ¢aligmalara 151k tutacagini diisiinmekteyiz.
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Caliysmamizdan elde edilen sonuclar dogrultusunda;

1.

Karaciger dokusunda SOD ve GPX enzimlerinin aktiviteleri ve gen diizeyinde
degisimlerinin incelenmesi 6nerilebilir.

Kafeterya diyetinin karaciger dokusu iizerinde olusturdugu hasarlar goz Oniine
alindiginda, karaciger hastaliklar1 ile ilgili ¢aligma yapan arastirmacilarin model
olusturmada kafeterya diyetini kullanmay1 degerlendirmeleri 6nerilebilir.

BGM’nin ise ER stresi yolaklar iizerindeki etkilerinin daha iyi aydinlatilmasi adina
PERK, ATF-6 ve IRS1 gibi ER stresi ile iliskili diger proteinlere, apoptoz ile iliskili
proteinlere ve diizeylerine bakilmasi énerilebilinir.

1,1-difenil2-pikril-hidrazil radikali kullanilarak spektrofotometrik yontemler ile doku
veya serumda antioksidan kapasite olgtilebilinir.

Karacigerdeki metabolik parametreleri olumsuz etkileyen kafeterya diyetinin baska
organlar tizerideki etkisinin de incelenmesi; hangi metabolik yolaklari, ne sekilde ve
nasil etkilediginin aydinlatilmasina katki saglayabilir.

Bergamottin takviyesinin insiilin direnci ve diyabet gelisimi tlizerindeki etkin roliiniin
daha detayli sekilde arastirilmasi icin AMPK, p-AMPK ve uncoupling proteinlerin
diizeyleri 6lgiilebilir.

Cesitli metabolik hastaliklar agisidan tek basina total kolesterol Olglimiini
degerlendirmektense total kolesterolii igerisindeki yiliksek yogunluklu lipoprotein (HDL)
ve diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) fraksiyonlari ile birlikte degerlendirmek daha
dogru olur. Calismamizin limitasyonlarindan biri de HDL ve LDL kolesterol diizeyleri
ol¢iimii yapilamamasiydi. ileride yapilacak olan ¢alismalarda T-K ile birlikte HDL ve
LDL kolesterol diizeylerine de bakilabilinir.

Bergamottin takviyesinin farkli kronik hastaliklarda kullaniminin arastirilmasi

saglanarak diger klinik ¢aligmalarin 6niiniin de acabilecegi diistiniilmektedir.
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