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OZET

Amag: Yiiksek yag icerikli beslenmeye baglh goriilen karaciger yaglanmasi ile bir¢ok
transkripsiyon faktoriiniin aktive veya inhibe oldugu gosterilmistir. Zerdegal baharatinin aktif
maddesi olan kurkumin ve aci kirmiz1 biberin aktif bileseni olan kapsaisin uygulamalarimnin
AMP ile aktiflesen protein kinaz (AMPK) aktivasyonu ile karaciger lipit birikimini ve
inflamasyonu azaltabilecegi diisiiniilmiis; ancak etki mekanizmalar1 henliz tam
belirlenememistir. Bu calismada amacimiz, yiliksek yagh diyetle deneysel yaglh karaciger
olusturulmus siganlarda, kurkumin ve kapsaisinin karaciger lipit birikimi ile AMPK ve fetuin-
A ekspresyonlar1 iizerine etkisini incelemek ve bunlarin serum adipokin diizeyleri ile
etkilesimini arastirmaktir.

Gerec ve Yontemler: Sprague-Dawley erkek sicanlar 5 gruba ayrilarak (n=8/grup) 16
hafta boyunca beslendi. Birinci gruba normal diyet, ikinci gruba kalorisinin % 60’ 1
yagdan karsilandig1 yagli diyet (YYD), diger gruplara YYD’ e karistirilmis kurkumin (KUR;
1.5 g/ kg) velveya kapsaisin (KAP; 0.15 g/kg) verildi. Siire bitiminde hayvanlar sakrifiye
edilerek, karaciger dokusunda AMPK, p-AMPK ve fetuin-A ekspresyonlar1 western blot
yontemi ile, doku trigliserit (TG) ve total kolesterol (TK) diizeyleri kolorimetrik yontem ile,
serumda fetuin-A, insiilin, leptin ve adiponektin diizeyleri ise ticari ELISA Kitler ile 6l¢iildii.
Diger serum parametreleri otoanalizérde calisild.

Bulgular: YYD uygulamasi, karacigerde TG ve TK diizeyleri ile fetuin-A
ekspresyonunu, serumda fetuin-A, leptin ve insiilin diizeylerini artird1. Karacigerde AMPK ve
p-AMPK ekspresyonu ile serum adiponektin diizeyini, lipit ve karbonhidrat profilini ise
etkilemedi. Histolojik bulgularimiz YYD ile karacigerde lipit birikimi olustugunu acikca
gosterdi. KUR ve KAP uygulamasi karaciger lipit depolanimini, kilo alimma, istahi ve leptin
diizeyini azaltirken insiilin diizeylerini etkilemedi. Histolojik bulgularimiza gore de karaciger
yaglanmasma baglh vakuolizasyon ve dejenerasyon KUR ve KAP’ in ayr1 ayr1 uygulanmasi
ile azald1 ve bu etki birlikte uygulama ile daha belirgindi. Karacigerde fetuin-A ekspresyonu
ise sadece KUR uygulamasi ile anlamli diizeyde azaldu.

Sonuc: Sonug olarak, KUR ve KAP 1, 6zellikle birlikte kullanim1 YYD ile beslenen
sicanlarda karaciger yaglanmasini azaltti. Bu etkide; AMPK ve p-AMPK disinda baska
yolaklarin  etkili olabilecegi diistiniildii. Karacigerde fetuin-A  ekspresyonundaki

baskilanmanim ise 6zellikle KUR etkisine duyarl olabilecegi sonucuna varildi.



ABSTRACT

Title: The effects of curcumin and capsaicin supplementations on liver fat
accumulation in high fat feeding model

Aim: Many transcription factors have been observed to be activated or inhibited
along with fatty liver generated by high fat diets (HFD). Curcumin, active component of
turmeric and capsaicin, active component of red pepper are known to reduce hepatic fat
accumulation and inflammation by activation of AMP-activated kinase (AMPK) , although
the molecular mechanisms underlying these actions are not clear. The aim of this study is to
investigate the effects of curcumin and capsaicin on hepatic fat accumulation, AMPK and
fetuin-A expressions in rats fed HFD and to evaluate their interactions with serum adipokine
levels.

Materials and Methods: Male Sprague-Dawley rats were divided to five groups
(n=8/group). Rats received control diet, HFD (60% of total calories from fat), HFD containing
capsaicin (0.15 g/kg) and/or curcumin (1.5 g/kg) for 16 weeks. At the end of the experiment,
hepatic AMPK, p-AMPK and fetuin-A expressions were determined with western blotting
method, liver triglycerides (TG), total cholesterol (TC) levels were measured with
colorimetric methods and serum fetuin-A, insulin, leptin and adiponectin levels were detected
using commercial ELISA kits. Serum biochemical parameters were measured by an
autoanalyser.

Results: Although no changes were observed in AMPK and p-AMPK expressions,
serum adiponectin levels and lipid and carbohydrate profiles, hepatic TG and TC levels,
fetuin-A expression and serum fetuin-A, leptin and insulin levels were found increased by
HFD. Our histological findings clearly showed hepatic lipid accumulation due HFD.
Curcumin and capsaicin treatments significantly reduced hepatic fat accumulation, body
weight gain, appetite and leptin levels; but insulin levels were not influenced. Histologic
examination showed suppressed development of hepatic fat vacuolization and fatty
degeneration by curcumin and capsaicin treatments, which was more evident by the
simultaneous treatment of curcumin and capsaicin. Liver fetuin-A expression decreased
significantly by curcumin treatment only.

Conclusion: These findings suggested that simultaneous treatment of curcumin and
capsaicin attenuated hepatic fat accumulation in HFD fed rats. It seems that underlying
mechanisms are not through AMPK and p-AMPK actions. The suppression of hepatic fetuin-

A expression is observed to be especially sensitive to curcumin.



1. GIRIS VE AMAC

Gelisen yasam kosullarinin ve teknolojinin getirdigi sosyal sorunlardan biri, 6zellikle
hazir gidalarin tiiketiminin artmast ile ortaya cikan yagli beslenme ve buna bagli olarak
gelisen obezite kaynakh karaciger yaglanmasidir. Bu konuda yapilan hayvan calismalarinda,
obezite ve karaciger yaglanmasi icin deneysel bir model olusturma amacli, yag icerikleri
farkli beslenme modelleri gelistirilmistir. Ozellikle kalorisinin % 60’ i yagdan karsilandig
diyet, western tipi beslenme sekline uygun kabul edilmis ve yaklasik iki aylik bir siire
sonunda deney hayvanlarinda obezite, dislipidemi ve karaciger yaglanmasina neden oldugu
gosterilmistir (1).

Son yillarda yapilan ¢calismalar, yagli beslenme ile artan trigliserit (TG) depolaniminin
genellikle yag dokusunda oldugunu, ancak kas ve karacigerde de yag birikiminin artig
gosterdigini  bildirmistir (2,3). Alkole bagh olmayan karaciger hastaligi (non
alkolik yagl karaciger hastaligi, NAYKH) diinyada en sik rastlanan ve karaciger yag
oraninin, agirhiginin > % 5 olmasi ile tanimlanan, beraberinde metabolik sendrom (MetS),
insiilin direnci, inflamasyon ve oksidatif stresi de getiren bir karaciger hastaligidir (4).

AMP-ile aktiflesen protein kinaz (AMPK) karbonhidrat ve lipit metabolizmasini
diizenleyen bir enzimdir (5). AMPK aktiflestirildigi zaman, hedef proteinleri fosforilleyerek
enerji ve gida alimini diizenledigi, karacigerde katabolik yolaklar1 aktive ederek, anabolik
yolaklar1 inhibe ettigi bildirilmistir (6,7). Obezite ve NAYKH ile yakindan iliskili olan ve yag
dokusundan salgilanan adipokinlerden leptin ve adiponektinin karacigerde, AMPK
fosforilasyonu ve aktivasyonu yoluyla etki gosterdigi, besin alimmni ve enerji harcanmasini
diizenledikleri 6ne siiriilmiistiir (7,8)

Fetuin-A, NAYKH ile iliskili oldugu ileri siiriilen, karacigerde sentezlenen bir
glikoproteindir. Fetuin-A’nin MetS’un gelisiminde rol oynadigi ve insiilin reseptoriiniin
otofosforilasyonunu inhibe ettigi bildirilmistir (9). Fetuin-A’ nm karacigerde TG birikimini
arttirdigit ve NAYKH’ 1i kisilerde serum fetuin-A diizeylerinin yiikseldigi gosterilmistir
(10,11). AMPK ile fetuin-A arasinda iliski oldugu ve NAYKH’ 11 kisilerde hepatik
AMPK’nim uyarilmasi sonucu fetuin-A ekspresyonunun azaldigi bildirilmistir (12).

Zerdecal baharatinin aktif bileseni kurkuminin (Curcuma Longa) ve aci1 kirmizi
biberin aktif bileseni kapsaisinin (Capsicum annuum) pek cok fizyolojik etkilerinin yaninda,
ortak Ozellikler gostererek, obezite kaynakl inflamasyonu, kilo alimmi ve karaciger TG

birikimini azalttiklar1 gosterilmistir (13,14,15). Manjunatha ve Srinivasan 2006 yilinda



yaptiklar1 bir ¢alismada, kurkumin ve kapsaisinin birlikte uygulanmasinin, sicanlarda
inflamasyonu azaltmada daha etkili oldugunu gostermislerdir (16). Kurkuminin karacigerde
lipit metabolizmasi iizerine olan etkilerini AMPK aktivitesini arttirarak yaptigi bildirilmistir.
(17). 2013 yihinda yaptigimiz ¢alismada, yiiksek yagli diyetle beslenen siganlarda kurkumin
uygulamasmin serum fetuin-A diizeylerini ve karaciger TG miktarini azalttigi, bu etkinin
AMPK’nin diizenleme mekanizmasi tizerinden olabilecegi tartisitlmistir (15). Buna karsilik,
kapsaisinin lipit metabolizmasi1 iizerine etki yolaklarmi inceleyen c¢alismalar son derece
smirhdir. Kapsaisin’in adiponektin ekspresyonunu uyararak, obezite kaynakli metabolik
disfonksiyonu azalttigmi bildiren (13) bir calismanin yaninda; kapsaisinin NAYKH
olusumunu engelleme mekanizmasinin transiyen reseptor potansiyel vanilloid 1 (TRPVI)
aracihigl ile oldugunu o6ne siiren farkli bir calisma bulunmaktadir (18). Sonucta kapsaisinin
karaciger yaglanmasini engelleyici etkisinin mekanizmasi heniiz tam belirlenememistir.

Bu calismada ilk amacimiz, yiiksek yagh diyetle deneysel NAYKH olusturulmus
sicanlarda, kurkumin ve kapsaisinin birlikte uygulanmasinin karaciger yaglanmasi ile hepatik
fetuin-A ekspresyonu iizerine etkisini incelemek; ekspresyon degisimlerinin serum diizeyleri
lizerine yansimasini gozlemlemektir. ikinci amacimiz ise; AMPK ve p-AMPK ekspresyonlari
ile fetuin-A, adiponektin ve leptin diizeyleri arasindaki iliskiyi incelemek; bunlarin yagh

karaciger modelinde kurkumin ve kapsaisin uygulamasina verdigi cevabi arastirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Yagh Karaciger Taninu ve Gelisim Basamaklari

Teknolojik olarak gelismis toplumlarda yiiksek yagh diyetlerle beslenme Onemli bir
sosyal sorun olarak goriilmektedir. Insan viicudunun, artan yag depolanimina verebilecegi yag
oksidasyonu yamti smirhdir. Yiiksek yagh beslenmeye bagli yag depolanimi, genelllikle yag
dokusunda olmakla beraber, kas ve karaciger dokusunda da goriilmektedir. NAYKH
karacigerde biriken yag miktariin, organ agirliginin %5-%10° undan daha fazla olmasi
seklinde tamimlanir (3). Karaciger yaglanmasmin, oOzellikle TG’ lerin karacigerde
depolanmasina bagli, insiilin direnci gelisimi ve insiilin sinyal yolu defektleri ile iliskili
oldugu cesitli caligmalarda gosterilmistir (4).

Karaciger yaglanmasina bagh hastaliklar olarak adlandirilan “Yagh Karaciger
Hastaliklar1” terminolojik olarak 3 ana grupta toplanabilir.(Sekil 2.1)

1. Alkolik yagh karaciger hastaliklar1 (AYKH)

* Alkolik yagh karaciger (alkolik steatoz)

* Alkolik steatohepatit (ASH)

2. Alkole bagli olmayan yagl karaciger hastaliklari

* Alkole bagli olmayan yagh karaciger (non-alkolik steatoz)

* Alkole bagli olmayan steatohepatit (NASH)

3. Yagh Siroz

NAYKH SPEKTRUMDU

MMormal karaciEzer

reri domi s dm ik

YWasgh karaciser

MWASH

Siroz

Sekil 2.1: Alkole bagli olmayan karaciger hastaliklar1 spektrumu



Karaciger yaglanmasi, bir histopatolojik bulgu olarak uzun yillardan beri biliniyor
olmasina ragmen, yakin zamana kadar 6zel bir hastalik olarak dikkate alinmamistir. Bunun
bashca nedenlerinden biri, karaciger yaglanmasmnin, c¢ogu zaman baska karaciger
hastaliklarinin veya sistemik hastaliklarin bir bulgusu olarak goriilmesi ve bu hastaliklarin
klinik tablosu igerisinde degerlendirilmesidir (19). NAYKH, Ludwig ve arkadaslar tarafindan
ilk olarak 1980 yilinda patolojik olarak alkoliin yol actig1 karaciger yaglanmasina benzeyen,
ancak alkol kullanmayan hastalarda gelisen bir karaciger sorunu olarak belirtilmistir (20).
Sonraki yillarda, alkole bagli olmayan karaciger yaglanmalarmin biiyiikk kisminin hepatit
bulgularmi icermemesinden dolay1 isimlendirmede karisikliklarm Oniine gecilmesi i¢in yeni
bir tamimlama olan non alkolik yagl karaciger hastalifi ("Nonalcoholic fatty liver disease”)
kavramu 6ne cikarilmistir (21). NAYKH smif1 igerisinde yer alan ‘steatoz’ selim seyirlidir,
karacigerde yaglanma vardir, ancak iltihabi infiltrasyon gelismemistir. Buna karsilik, NASH
ise hi¢ alkol kullanmayan veya az miktarda (giinde 20-30 gr’ m altinda) alkol kullanan,
yaglanma ile birlikte nekroinflamasyon ve fibrozis gelistigi kronik seyirli klinik tabloyu ifade
etmektedir. Mikst tipte iltthabi infiltrasyon, hepatositlerde balonlasma, bazilarinda
balonlagsmis hepatositler icinde yer alan asidofilik Mallory cisimcikleri ve fibrozis gibi
bulgular gelismistir. Klinik spektrumun ilk basamagini steatoz olusturmaktadir. Daha sonra
cesitli faktorlerin etkisiyle gelisen inflamasyon, klinik olarak daha onemli olan, siroza kadar

ilerleyebilen, hatta 6liime yol agabilen olaylar dizisini baslatmaktadir (21).

2.2. Yagh Karaciger Patogenezi

Karacigerde yaglanmanin nedenini dort siirecten herhangi birine baglamak miimkiindiir:

1. Periferal yag dokusundan serbest yag asidi saliniminda artis ve karaciger yag asidi

alimindaki artis,

2. Karaciger de novo serbest yag asidi sentezinde artis,

3. Karaciger serbest yag asidi -oksidasyonunda azalma

4. Karacigerden c¢ok diisilk dansiteli lipoproteinlerin (VLDL) saliniminda veya

sentezinde azalma (2).

Karaciger yaglanmasinda bir diger mekanizma, prooksidatif ve hepatotoksik etkenlerin
gelisimidir (22). Bunun yaninda MetS, tip 2 diabet, obezite ve santral yaglanma da bu
hastalikla iliskilidir (23). NAYKH, insiilin direncinin neden oldugu metabolik bozuklugun ve
karaciger yag depolanimmin klinik yansimasi olarak diisiiniilmektedir (24). Insiilin direnci

hem basit yaglanmada hem de NASH de ortak bulgu olmasma ragmen, insiilin direnci olan



hatta beraberinde MetS’da olan hastalarin sadece kiiciik bir kisminda NASH gelisir (24).
Karaciger yaglanmasinda, patogenez iki darbe hipotezine gore agiklanmaya ¢aligiimistir.
(Sekil 2.2, Sekil 2.3) Bu hipoteze gore metabolik faktorler (obezite, TG sentezi artisi, insiilin
direnci) ilk darbeyi, oksidatif stres ve lipit peroksidasyonu gibi olaylar ise steatozdan
steatohepatite doniisiime rol oynayan ikinci darbeyi olusturmaktadir (22). Hangi faktorlerin
rol oynadigl net olarak ifade edilmemis olsa da “iiciincii/dordiincii darbe” ile de siroz ve

hepataselliiler kanserin gelistigi ileri siiriilmektedir (25).

NAYKH PATOGENEZI

Esterlesme

TG

SYA

Satellit hikcre
aktivaryons

Fibrozis
3 Clutatron RSN » insiilin
Apoptoris HS5L: hormon duyarh lipaz

ORF: reaktif oksijen tirleri

Sekil 2.2: Alkole bagli olmayan karaciger hastaliklar1 patogenezi

2.2.1. ik Darbe
[k darbe karacigerin yagh hasar1 ya da yagm hepatositlerde birikmesidir. Bu yagli hasar
organin ikinci darbeye duyarliligmni arttirmaktadir (19, Sekil 2.3).



1. DARBE 2. DARBE
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Sekil 2.3: Iki Darbe Hipotezi

Insiilin direncinin NAYKH patogenezindeki “birinci darbe” gelisiminde en &nemli
faktor oldugu diisiiniilmektedir (22).

Hiperinsiilinemi ve hiperglisemi nedeniyle upregiile olan ‘sterol diizenleyici baglanma
proteini-1c’ (SREBP-1c) ve ’karbonhidrat yanit eleman1 baglanma proteini’ (ChREBP) gibi
lipojenik transkripsiyon faktorleri dolayisiyla de novo lipojenez artmaktadir. Ayrica SREBP-
Ic aktivasyonu serbest yag asidi (SYA) oksidasyonunu inhibe eden malonil-koA artigina ve
hepatik TG birikimine neden olmaktadir (26).

Hepatik lipit birikimi her zaman hepatoselliiler hasar ile sonu¢lanmayabilir, sekonder

degisikliklerin ilave olmas1 gerekmektedir (22).

2.2.2. Ikinci Darbe

Basit yaglanmadan NASH’ e ilerlemede oksidatif stresin ve lipit peroksidasyonunun
oenmli rol oynadigmma inanilmaktadir (27). Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) tiretimindeki
artiy, hepatosit membranlarmm ve organellerin lipit peroksidasyonuna, karaciger
nekroinflamasyonuna, satellit hiicre aktivasyonuna ve fibrozise neden olmaktadir (28).

Artmis ROS olusumu 4-hidroksinonenal (4-HNE) gibi aktif lipit peroksidasyon iiriinleri
ile Fas ligand, tiimér nekroz faktor-alfa (TNF-0), doniistiiriicii biiylime faktor-beta
(transforming growth factor-beta; TGF-B), interlokin-8 (IL-8) gibi cesitli sitokinlerin
sentezlenmesine neden olmaktadir. NASH patogenezindeki hepatosit 6liimiinde, Fas ligand ve
TNF-a ile tetiklenen hepatosit apoptozisinin etkili oldugu belirtilmektedir (29).

Apoptotik cisimlerin Kupffer hiicreleri ve stellat hiicreler tarafindan yutulmast TGF-3
olusumunu arttirmaktadir. TGF-B, 4-HNE ve adipositlerden salgilanan leptin, stellat

hiicrelerin kollajen tireten myofibroblastik hiicrelere doniisiimiine neden olmaktadir. Ayrica



TGF-B doku transglutaminaz enzimini aktive ederek Mallory cisimciklerinin olusumunda rol

oynamaktadir (30).

Hayvan modellerinde steatohepatit gelisiminden dolasimda ve karacigerde SYA’ nin

artmasi, mitokondriyal anormallikler, barsak kokenli endotoksinler, etanol ve adipokinlerin
dengesiz tiretimi sorumlu tutulmustur (28).

Yag asitlerinin artmasi, mitokondriyal B-oksidasyon yolagindan ziyade alternatif yolagmn
kullanilmasma yol acarak mitokondriyal hasar olusturabilmektedir. Ayni1 zamanda
peroksizomal ve mikrozomal oksidasyon sisteminde de hasar meydana gelmektedir (31).
Alternatif yag asidi oksidasyon sistemi daha cok hidrojen peroksit iiretmektedir, bu da
oksidatif strese katkida bulunmaktadir.

SYA’nin lizozomal permeabilizyonu kolaylastirdigi ve boylece hepatositlerden
lizozomal proteaz olan katepsin B’ nin serbestlestigi, bunun da hepatosit apoptozisine ve

Oliimiine neden oldugunu bildirilmistir (32).

2.3. Yagh Karaciger Fibrozis Patogenezi

Disse araliginda yerlesmis olan hepatik stellat hiicrelerisitokin ve biiylime faktorii
sentezi ve sekresyonu yapabilen 6zellesmishiicrelerdir. Karacigerde fibrozis olusumundaki
hiicre dis1 matriks ve kollajen sentezinden sorumludurlar. Oksidatif stres ve TGFf-1 hepatik
stellat hiicreleri aktive etmektedir. NASH’da hepatik stellat hiicre aktivasyonu bulunmaktadir
ve fibrozis derecesi ile direkt iliskili oldugu bildirilmistir (33). TGFB-1, hepatik stellat
hiicreleri myofibroblast benzeri hiicrelere doniistiirerek kollajen sentezini arttirmaktadir.
NASH’ da karaciger TGFB-1 diizeylerininarttif1 gosterilmistir. Insiilin uygulanmigstellat
hiicrelerde, stellat hiicrelerden salinan bag dokusu biiyiime faktorii (Connective tissue growth
factor; CTGF)’ niin m-RNA diizeyleri artmis saptanmistir. TNF-o° da CTGF salmimim
arttirmaktadir (34). Hepatik fibrogenezi diizenleyen mekanizmalarda leptinin de rolii oldugu

gosterilmigtir (35).
2.4. Yagh Karaciger Histolojisi
NAYKH, histolojik olarak alkol kullanimina bagh karaciger hasarindan ayirt

edilemeyen bulgulara sahiptir. Karaciger biyopsi bulgular1 yaglanma, karisik iltihabi hiicre

infiltrasyonu, hepatositlerde balonlasma ve nekroz, glikojen cekirdek, mallory hiyalin
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cisimcikleri ve fibrozistir (36).

NAYKH’1n alt smiflarindan basit yagli karaciger hastaliginda sadece hepatik steatoz
goriiliir iken; NASH’de buna ek olarak mallory cisimcikleri, lobiiler nétrofilik inflamasyon,
balon dejenerasyonu ve fibrozis gostergelerinden birisi bulunmaktadir (37).

Hepatik steatoz, morfolojik olarak yag damlaciklarinin hepatositlerin sitoplazmasi i¢ine
makrovezikiiler veya mikrovezikiiler birikimiyle ortaya c¢ikmaktadir (38). Makrovezikiiler
steatozda biiyiik tek bir yag vakuolii hepatosit sitoplazmasini doldurmakta, niikleusu perifere
dogru itmekte ve karakteristik tagh yliziik goOriinimiine neden olmaktadir. Mikrovezikiiler
steatozda, cok sayida kiiciik yag damlacig hepatosit sitoplazmasini doldurmakta, niikleusu
perifere itmemektedir (38).

Siddetli karaciger yaglanmasinda daha c¢ok mikrovezikiiler steatoz tabloya eslik
etmektedir. Mikrovezikiiler steatozun varligr progresyonun habercisidir (37,39). Karaciger
hasarinm erken doneminde zon-3 bdlgesinde steatoz daha fazlayken, karaciger parankimi
tamamen hasarlandiginda, tiim parenkimde steatoz goriilmektedir (39,40).

Nonalkoliksteatohepatitte, hiicresel yanit notrofilik, lenfositik veya miks olabilmektedir.
Polimorfniiveli l6kositler(PNL)" ler intrasitoplazmik mallory hiyalin cisimcikli hepatositler
etrafinda yogunlasmakta veya lobiilde daginik halde bulunmaktadir. Lobiiler inflamasyonda
notrofiller steatohepatit icin 6zgiindiir (37).

Inflamasyon portal ve lobuler alanlarda steatotik hepatositlerin mononiikleer hiicreler ve
kupffer hiicreleriyle cevrelenmesi ile meydana gelen lipograniilomlar
icerebilmektedir.Eozinofil de siklikla beraberinde goriilmektedir. Lipograniilom tanisal
olmasa da anlamlidir. Portal ve periveniiler lipograniilomlar daha biiyiik olmakta, daha az
anlam arzetmekte ve yaglanmanin olmadigi karaciger hastaliklarinda da goriilebilmektedir
(41,42).

Mallory cisimciklerinin varlig1 degiskenlik (%9-90) gostermekte ve genellikle zone 3’te
bulunmaktadir.

Fibrozis daha c¢ok periveniiler, perisiniizoidal alandan baslamaktadir (37). Baz
alanlarda tek bir hiicrenin etrafinda goriilen ve perihiicresel veya “chicken-wire” (tavuk
telegi) olarak tanimlanan fibrozis, alkolik ve alkole bagh olmayan steatohepatiti fibrozisin
goriildiigii diger kronik karaciger hastahiklarindan ayirmaktadir. ilerleyen inflamasyon ile
santral-portal ve portal-portal kdpriilesme ve sonugta siroz goriilmektedir (42).

NAYKH’1n histopatolojik olarak degerlendirilmesinde Brunt ve ark.” nmn Onerdigi

steatozu derecelendirme ve fibrozu evrelendirme sistemi yaygm olarak kullanilmaktadir (39).
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2.4.1. Brunt Siniflamasi

A. Steatozun Derecelendirilmesi

* Grade 1 (Hafif): Biyopsi materyalinin %66’ sina kadar makrovezikiiler yaglanmanin
on planda oldugu steatoz, zon 3 hepatositlerde balonlagsma nadir, polimorf niiveli 16kositlerin
bazen de lenfositlerin varlig ile karakterize intraasiner inflamasyon. Portal inflamasyon yok
veya hafiftir.

* Grade 2 (Orta): Herhangi bir derecede yaglanma, biyopsi materyalinin % 66’ smi
gecebilir. Zon 3 hepatositlerde balonlagma belirgin, intraasiner infiltrasyon daha yogun, zon 3
periselliiler fibrozis, hafif-orta derecede portal inflamasyon vardir.

* Grade 3 (Ciddi): >% 66 hepatositte, panasiner steatoz, zon 3 hepatositlerde balonlagsma
ve diizensizlik, intraasiner ve portal inflamasyon daha yogundur.

B. Fibrozun Evrelendirilmesi

* Evre 1: Zon-3 ile sinirl1 (periveniiler, perisiniizoidal, periselliiler; fokal veya yaygm)

* Evre 2: Evre 1’e ek olarak, fokal veya yaygin periportal fibroz

* Evre 3: Fokal veya yaygin kopriilesen fibroz

e Evre 4: Siroz

2.5. DIYET iCERIGiNIN NAYKH UZERINE ETKISi

2.5.1.Karbonhidrat tiikketimi ve NAYKH

Gecmis yillarda yapilan ¢aliymalarda, diisiik yagli diyetlerin NAYKH iizerine koruyucu
etkili olabilecegi savunulurken, giiniimiizde diisiik karbonhidratli diyetlerin bu hastalarda
daha etkili oldugu gosterilmistir (43, Sekil 2.4). Yiiksek karbonhidrath diyetler, hepatik
steatoz ve insiilin direnci gelisimindeChREBP ile iligskili bulunmustur. Postprandiyal
hiperglisemi, ChREBP aktivasyonu yolagiyla, fosforillenmis bilesiklerin hepatik
konsantrasyonlarmi arttirarak hedef genlere etki etmelerini saglamaktadir. Yiiksek
karbonhidrath diyetler, insiilin direnci gelisimine yol a¢maktadir (43). NAYKH’ 1 olan
kisilerin diisiik karbonhidrath ve diisiik doymus yag iceren diyetlerle beslenmeleri, fruktoz
iceren iceceklerden kaginmalari, daha cok meyve ve sebze ile beslenmeleri gerektigi

bildirilmistir (44).
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Sekil 2.4: Diyet ve alkole bagh olmayan karaciger hastaliklar
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2.5.2. Yag Tiiketimi ve NAYKH

Daha once yiiksek yagh diyet beslenme modeli ile yapilan bircok hayvan ve insan
calismasi yagli beslenmenin hepatik steatoza neden oldugunu gostermistir (45,46, Sekil 2.5).
Bes giinliikk deney siiresi boyunca izoenerjetik yiiksek yagli, diisiik karbonhidrath diyetle
beslenmenin, hiperinsiilinemik obez kisilerin karacigerinde, de novo lipojenezi
normoinsiilinemik zayif ve obez kisilere gore 3.7-5.3 kez arttirdigr gosterilmistir (47).

Yapilan caligmalara gore, farkli yag tipleri ile beslenme, NAYKH iizerine degisik etki
gostermektedir. Doymus yag, tekli doymamis yag (monounsaturated fatty acids; MUFAs),
coklu doymamis yag (polyunsaturated fatty acids; PUFAs), omega-3 yag asitleri ve tiim trans
yaglarm NAYKH iizerine degisik etkileri bulunmaktadir. Doymus yaglardan zengin
beslenmenin insiilin direnci ile birlikte NAYKH gelisimini uyardigi gosterilmistir (48).
Bunun yani sira omega-3 yag asitlerinin NAYKH’I1 kisilerde lipit profilini diizenledigi,
inflamasyon, steatoz ve karaciger hasarin1 azalttig1 bildirilmistir (49). Omega-3 yag asitleri,
lipit metabolizmasi {izerindeki etkilerini genomik yolaklar1 diizenleme yoluyla, dolayisiyla,
lipit metabolizmasinda gorevli ‘peroksizom proliferator aktifleyici reseptor-y (PPAR-y),
SREBP-1 ve ChREBP gibi transkripsiyon faktorlerini diizenleyerek gostermektedir (50).
Bunun yan1 sira diyetsel PUFAs’ in ve MUFAs’ in NAYKH f{izerine iyilestirici etkilerinin
oldugu gosterilmistir. MUFAs okside LDL, LDL kolesterol, total kolesterol (TK) ve TG
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konsantrasyonlarmi azaltmakta ancak HDL’ i azaltmamaktadir. MUFAs acisindan zengin
diyetin (enerjinin % 40’ 1 yagdan karsilanan diyet) diyabetli kisilerde yiiksek karbonhidrath
diyetten (enerjinin % 28’ i yagdan karsilanan diyet) daha uygun oldugu gosterilmistir (51).
Yagh karaciger olusumunda temel kaynaklar, de novo lipojenezin yanisira yag
dokusunda depolanmis TG’ lerden lipolitik aktivite ile karacigere ulasan SYA’ lar ve
silomikron artiklar1 seklinde karacigere alman barsak kaynakh diyetsel yag asitleridir (52).
NAYKH’l1 kisilerde doymus yag alimimin azalmasi patofizyolojik acidan da kanitlanmus kilo
kaybina yol ag¢maktadir. Daha once NASH’ 11 kisilerde yapilan bir ¢aligmada, coklu
doymamis/doymus yag asidi oraninin saglikh kisilerden diisiik oldugu gozlenmistir (53).

Hoxrmon duyarh lipaz
Lipoprotein lipaz

© [arm ]

'LIDL toplanmasi
ve seliresyvonu

Sekil 2.5: Yag yiiketimi ve alkole bagh olmayan karaciger hastaliklar1

2.5.3. Protein Tiiketimi ve NAYKH

NAYKH’ da protein miktarinin ve cesitliliginin etkilerini arastiran ¢aligmalar, hayvan

calismalari ile sinirhdir. Diyetle alinan protein i¢eriginin arttirilmasinin, yagl diyetle beslenen

insan ve kemirgenlerde hepatik yag depolanimimni azalttigi belirtilmistir (54,55). Hayvan
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modellerinde yiiksek protein icerikli diyetin plazma TG diizeyleri ile pozitif korele olan
stearoil koA desaturaz-1 (SCD-1) gen ekspresyonunu azalttigi ve lipoliz diizenleyici gen
ekspresyonlarini ise uyardigi gosterilmistir (56). Kesilmis siit proteininin ve soya proteininin
yagh karacigeri koruyucu etki gosterdigi belirtilmistir (57). Ancak bu caligmalar hayvan

calismalari ile sinirhidir. Bu konuda yapilmis insan ¢caligmasi bulunmamaktadir.

STEATOZ : KARACIGER NASH
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Sekil 2.6: Diyetle uyarilmis alkole bagli olmayan karaciger hastaliklar1 patofizyolojisi (58)
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2.6. AMP-ILE AKTIFLESEN PROTEIN KiINAZ (AMPK)YIN SISTEMIK
ENERJi DENGESi VE KARACIGER YAGLANMASI UZERINE ETKISi

Hiicrede adenozin trifosfat(ATP) derisimi belirli diizeyde tutulmaktadir. Normal bir
hiicredeki ATP derisimi yaklagik 5 mM’ dir. ATP derisimi ([ATP]) 6nemli oranda azalirsa, bu
enzimler substratlartyla (ATP) tamamen doyduklar: duruma oranla daha az olacag i¢cin ATP
iceren Yyiizlerce tepkimenin hizi azalmaktadir. Diisiik [ATP]” nin énemli termodinamik etkisi
bulunmaktadir. ATP hiicresel islevini yapabilmek i¢in adenozin difosfat (ADP) ya da
adenozin monofosfat (AMP)’ ye doniistiigiinden, [ATP]/[ADP] oran1 bu kofaktorleri kullanan
biitiin tepkimeleri dnemli derecede etkilemektedir. AMP derisimi hiicrenin enerji durumunun
[ATP]” den daha hassas bir gostergesidir. AMP ile diizenlemenin en onemli aracisi, anahtar
proteinleri fosforilleyerek [AMP]’yi arttiran ve boylece aktiflikleri diizenleyen AMPK’ dir (7,
Sekil 2.7).
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Sekil 2.7: Karbonhidrat ve lipit metabolizmasinda AMP-ile aktiflesen protein kinaz
(AMPK) rolii. AMPK, [AMP]’deki artis ve [ATP] deki azalma ile aktiflestirilmektedir. Ornegin sempatik
sinir sistemi (SNS) veya yag dokusunda iiretilen leptin ve adiponektin gibi peptid hormonlariyla
aktiflestirilmektedir. AMPK aktiflestirildigi zaman, hedef proteinleri fosforillemekte ve degisik dokulardaki
glikojen, yag asiti ve kolesterol sentezi gibi enerji harcayan iglemlerden uzaklastirmak icin metabolizmayi
degistirmekte; ekstrahepatik dokulardaki metabolizmayr yakit olarak yag asitlerinin  kullanimi icin

yonlendirmekte ve beyne glikoz saglamak icin karacigerde glukoneogenezi baslatmaktadwr. Hipotalamusta

diyetle daha fazla yakit saglamak icin beslenme davramgin uyarmaktadir (7).
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AMPK Kkatalitik o subuniti ve diizenleyici B ve y subunitleri olarak belirlenen ii¢ farkh
proteinden olusmaktadir (Sekil 2.8). Her subunitin farkli bir formu ve fonksiyonu
bulunmaktadir. Ucii birlikte AMPK’nimn hiicre igi aktivitesini diizenlemektedir. o subuniti,
ATP’den bir fosfat grubunu hedef proteinlerdeki serin (tercihen treonin) bolgelerine transfer
etmektedir.  subuniti diger subunitlerle koprii gérevi yapmakta ve glikojen baglanmas: i¢in
Ozel bir bolge tasimaktadir. y subuniti AMPK kompleksini, AMP’nin aktive etmesi ve
ATP’nin ise inhibe etmesi icin 6zel baglayici bolgeler icermektedir. Bu ii¢ subunitin hiicre
tipine gore amino asit dizilimlerinde kiiciik farkliliklar tagiyan bir¢ok izoformu bulunmaktadir
(59). Sican karacigerinde al ve a2 subunitlerin bulundugu ancak ol subunitin katalitik
etkinliginin yiiksek oldugu gosterilmistir (60). AMPK kompleksi cogunlukla sitoplazmada

bulunmakta, ancak o2 izoformunun niikleusta bulundugu ve gen ekspresyonunu diizenledigi

gosterilmistir (61).
@ 8~
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ANMPEK Kompleksi AKtivasyonu

Sekil 2.8:AMP-ile aktiflesen protein kinaz (AMPK) kompleksi aktivasyonu. AMPK

kompleksi ii¢ farklt proteinden olugmaktadir. a subuniti enzimatik aktivite gostermekte ve ATP’den hedef
proteinlere fosfat grubunu transfer etmektedir. § subuniti o ve y subunitlerini birlestirmekte ve y subuniti AMP

baglamtadir. y subunitine AMP baglanmast AMPK kompleksini aktive etmektedir. AMP baglanmast ayni

172

zamanda o subunitindeki 172. Pozisyondaki treonin (Thr''°) amino asitini fosforillendirmektedir. AMPK nin

fosforillenmesi kompleksin aktivitesini arttirmaktadir (5).

AMPK, enerji kullaniomint ve gida alimim diizenleyerekmetabolizmayi etkilemektedir.
Iskelet kasi, kalp, yag dokusu, karaciger, pankreatik B hiicreleri ve beyinde glikoz ve lipit
alimin1 kontrol eden bir¢cok molekiilii ve yolagi diizenlemektedir. AMPK’ nin karacigerde
katabolik yolaklar1 aktive ettigi, buna karsilik anabolik yolaklar1 engelledigi gosterilmistir.
Asetil-KoA karboksilaz (ACC) ve 3-Hidroksi 3-Metilglutaril KoA rediiktaz (HMG-KoA
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rediiktaz) AMPK’ nin inaktive ettigi gosterilen ilk enzimlerdir (62). Karacigerde AMPK’ nin
lipit metabolizmasinda gorevli enzimler iizerinden yag asitlerinin oksidatif ve biyosentetik

yolaklara katilimin1 diizenledigi gosterilmistir (6, sekil 2.9)

HMG-KoA

Kolesterol sentezi Rediiktaz

{Malonil KoA < ATP|/AMP?}

Yag Asidi Mitokondri Yag asidi esterlegmesi

Oksidasyonu

Sekil 2.9: Hepatik AMP-ile aktiflesen protein kinaz (AMPK) ile lipit metabolizmasinin

diizenlenmesi. AMPK’ min aktivasyonu ile HMG-KoA rediiktaz fosforillenmekte ve kolesterol sentezi inhibe

olmaktadir. ACC’ nin inhibisyonu, malonil KoA dekarboksilaz (MCD)’ nin aktiflenmesi ile malonil KoA
diizeyleri azalmakta, karnitin palmitoil transferaz 1 (CPTI1) aktiflenmekte ve AMPK yag asiti oksidasyonunu
arttirmaktadir. AMPK ayni zamanda gliserol 3 fosfat acil transferaz (GPAT)’ 1 inhibe ederek gliserolipit
sentezini baskilamaktadir. AMPK aktivasyonunun giiclii etkisi yag asiti oksidasyonu lehine enerji harcayan

lipojenik yolaklar (yag asiti, trigliserit ve sterol sentezini) inhibe etmesidir (6).
2.7. LEPTIN VE ADIPONEKTIN’IN KARACIGER YAGLANMASINA ETKISI

Yaklasik 20 yil once yag dokusunun endokrin bir organ oldugu ve pek ¢ok hormon,
sitokin gibi, glikoz ve lipit homeostazisinde, viicut agirliginin diizenlenmesinde, kan

basmcinda ve immun fonksiyonda sistemik etkileri olan metabolitleri salgiladig1 gosterilmistir
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(63). Bu molekiillere adipokinler adi verilmis ve pek ¢ok metabolik islevlerinin AMPK
yoluyla oldugu diisiiniilmiistiir (63).

Leptin ve adiponektin yag dokusundan salgilan iki 6nemli adipokindir. Leptin (Yunanca
leptos, “ince”) 167 aminoasitlik, 16 kDa agirhginda, kanda serbest ve proteine bagh olarak
tasinan polipeptid bir hormondur. Leptin JAK ve STAT-3 proteinleri araciligi ile hiicre ici
etki yapmaktadir. Hipotalamusta reseptorlerine baglanarak istah1 kesmektedir (64, Sekil 2.10).
Leptinin gida alimmin diizenlenmesi, enerji harcanmasi, viicut agirligt ve nodroendokrin
fonksiyonlarinda rol oynadigi gosterilmistir (65). Obezite gibi kalori artisinin oldugu
durumlarda yapilan c¢alismalardan birinde, obez sicanlarin karaciger ve hipotalamusunda

hiperleptinemiye bagli leptin reseptor inaktivasyon/baskilanmasi belirlenmistir (66).

Lep Ftin Hipotalamus
.| in/Adipone
Egzersiz | resepioTi alfa adrenerjik

: —— ___ resepiorler

N e
‘t Pi

ACC ———  ACC

Asetil-KoA +*', Malonil- Ko A

s

RISt S

LY

Yag acl-KoA

Sekil 2.10: Karaciger ve kasta AMP-ile aktiflesen protein kinaz (AMPK) ’'nin etki
mekanizmasi. AMPK asetil KoA karboksilaz fosforillemektedir (ACC). Bu fosforillenme ACC aktivitesini

inhibe etmekte ve malonil KoA diizeyleri azaltmaktadir. Malonil KoA, karnitin palmitoil-KoA transferaz-1
(CPT1)’ i inhibe etmektedir. Yag asidi oksidasyonu artmaktadir. Bu yolak AMPK’ nin karaciger ve kasta lipit

birikimini azaltici ve insiilin duyarlilign iizerine etkilerini agiklamaktadir (67).
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Adiponektin 224 aminoasitten olusan, 30 kDa agirliginda, diger organlari insiilin
etkisine duyarl hale getiren, aterosklerozdan koruyan ve inflamatuvar yanitlar1 baskilayan bir
hormondur. Karaciger ve kasta yag asidi ve karbonhidrat metabolizmasini etkilemektedir.
Yag asitlerinin miyositler tarafindan kandan alinmasini, yag asiti sentezini ve glukoneogenezi
durdurmaktadir. Kas ve karacigerde glikoz alimi ve katabolizmasini uyarmaktadir (7).
Adiponektinin diisiik diizeyleri hafif inflamasyon, oksidatif stres ve endotelyal disfonksiyon
ile iliskilendirilmistir (68). Adiponektin reseptorlerinin obez hayvan ve insanlarda olduk¢a
azaldig1 bulunmustur (68).

Hiperleptinemi ve hipoadiponektineminin NAYKH ile iliskili oldugu gosterilmistir (69).
Tanmimlanmus iki adiponektin reseptoriinden, AdipoR2 karacigerde ekspresse edilmektedir
(70). Bajaj ve ark.’ lar1 Tip 2 diyabetli kisilerde plazma adiponektin diizeylerinin hepatik yag
icerigi ile negatif iligkili oldugunu gostermislerdir (71).

Karacigerde, iskelet kasinda ve yag dokusunda, leptin ve adiponektinin AMPK
fosforilasyonu ve aktivasyonu yoluyla etki gosterdigi belirtilmistir (8). Beyinde reseptorleri
bulunan adiponektin, hipotalamusta AMPK’ y1 aktiflestirerek besin alimimi arttirmakta ve
enerji harcanmasi azaltmaktadir. Karacigerde AMPK, ACC’ 1 fosforilleyip etkisizlestirerek
hem B oksidasyonun (malonil KoA tarafindan) inhibisyonunu engellemekte, hem de yag asidi
sentezini baskilamaktadir (Sekil 2.11) AMPK benzer sekilde yag asidi sentaz ve acil
transferazi da baskilayarak triagilgliserol sentezini etkili bir sekilde engellemektedir (7).
Hepatik lipit dongiisit ChREBP, SREBP-1c ve PPARs gibi transkripsiyon faktorleri ile
diizenlenmektedir. Karacigerde AMPK lipit ve kolesterol sentezini inhibe ederken, AMPK
aktivasyonu SREBP1c’yi baskilamaktadir (72). Lipit homeostazisindeki dengesizlik TG’ lerin

karacigerde birikimine yol agmaktadir.

[Acconerial] = [Lipojencz _imbibisyonu |

\ = [insiilin duyarlibigm artwma|

3 |Y:lg azidi oksidasyvon uyarmm |

/ - - | Hepatik glikoz d#iretim inhibisyonn |

L - | Kas glikoz kullammmm arfirma |

Sekil 2.11: AMP-ile aktiflesen protein kinaz (AMPK) etki mekanizmasi



20

2.8. FETUIN-A VE YAGLI KARACIGER

Fetuin-A (Alpha-2-Heremans Schmid Glycoprotein, AHSG), fetal gelisim boyunca
bircok dokuda sentezlenmesine ragmen, eriskin donemde karacigerden sentezlenen 59 kDa
agirliginda bir glikoproteindir (73). Fetuin-A’ nin MetS gelisiminde 6énemli rol oynadigt ve
insiilin reseptoriiniin otofosforilasyonunu inhibe ettigi belirtilmistir (9). Fetuin-A geni
kromozom 3q27 de belirlenmistir. Bu bolge aynm1 zamanda diabet ve MetS’ la iligkili
tutulmustur (74). Adiponektin geninin de aym lokusta bulundugu bildirilmistir (74). Fetuin-A
ve adiponektinin MetS’da zit etkilesim gosterdikleri saptanmustir (75). Fetuin-A
uygulamasinin farelerde adiponektin mRNA ekspresyonunu azalttig1 (76), adiponektinin ise
palmitat uygulanan hepatositlerde fetuin-A mRNA ekspresyonunu azalttigi belirlenmistir
(77). Bu cahsmada ayrica adiponektin uygulamasinin AMPK yolag yoluyla fetuin-A
ekspresyonunu baskiladig bildirilmistir (77).

Fetuin-A, genel hasta grubunun yaklasik %20’sinde MetS’ un hepatik belirleyicisi ve
NAYKH’ 1 biyogostergesi olarak kabul edilmektedir (78). NAYKH olan kisilerde, fetuin-A
diizeylerinin arttig1, fetuin-A ile karaciger yaglanmasi ve karaciger fibrozisi arasinda pozitif
korelasyon oldugu gosterilmistir (10,11). Fetuin-A uygulanmasinin NAYKH’ da goriilen TG
birikimini ve hepatosit steatozisi ile baglantihi SREBPIc ekspresyonunu arttirdig
belirtilmistir (79). Fetuin-A geni olmayan farelerde, yiiksek yagli diyetle beslenmelerine
ragmen yagh karaciger hastaligi goriilmedigi, insiiline duyarli ve kilo alimmna direncli
olduklar1 saptanmstir (11).

AMPK aktivasyonu karacigerde, yag asidi ile uyarilan niikleer faktor kappa-B (NF-kB)
ekspresyonunu inhibe ederek, SREBP1c ve ChREBP ekspresyonunu azaltmaktadir (80,81).
NAYKH olan 12 kiside yapilan bir ¢caligmada, hepatik AMPK’ nin uyarilmasi ile, fetuin-A
ekspresyonu azalmis ve fetuin-A mRNA ile SREBPIc, fosfoenolpiruvat karboksikinaz 1 ve
CPT-1 arasinda anlamh korelasyon saptanmustir (12). Bu verilere dayanarak, ozellikle yagh
karaciger olusumunda anahtar rol iistlenen AMPK’ nin fetuin-A ve adiponektin diizeyleri ile
iligkili oldugu ve bu ii¢ gostergenin NAYKH’ nin gelisimi ve tanimlanmasinda Onemli

olabilecegi one siiriilmiistiir (12, Sekil 2.12)
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Sekil 2.12: AMP-ile aktiflesen protein kinaz (AMPK), fetuin-A ve adiponektin diizeyleri
ile alkole baglh olmayan karaciger hastaliklart (NAYKH) iliskisi. Kalori artist ve/veya yagh

karaciger olusumu serum fetuin-A diizeylerini arttirabilmektedir. Yiikselen fetuin-A diizeyleri adipositlerden
adiponektin salgilamnunt baskilamaktadir. Fazla kalori alimi ve diisiik adiponektin AMPK aktivasyonunu
baskilamakta; hepatik stellat hiicre proliferasyonunu uyarmakta ve karacigerde reaktif oksijen tiirevierinin

olusmasina yol acarak hepatik steatozis ve siroza neden olmaktaduir. (75).

2.9. KURKUMIN’iN KARACIGER YAGLANMASI UZERINE ETKIiSi

2.9.1. Kurkumin

Kurkumin, zencefilgiller (Zingiberaceae) ailesine ait zerdegal (Curcuma Longa)
bitkisinden elde edilen polifenolik bir bilesiktir. Zerdecalin en aktif bileseni olan kurkumin
zerdecalin % 2-5 kadarmi olusturmaktadir. Zerdacal, gida maddelerinin korunmasi,
tatlandirilmasi ve renklendirilmesi i¢in kullanilmasmnin yam sira, tekstil sektoriinde de sari

renkli bir boya olarak kullanilmaktadir(82).
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Zerdacale rengini veren bilesik olan kurkumin (Cy;H0O, M.A= 368,38 g/mol) 1842
yilinda Vogel tarafindan izole edilmistir (83).

Yapisi ise ilk kez 1910 yilinda J. Milobedzka, Stanislaw Kostanecki ve Wiktor Lampe
tarafindan tanimlanmistir (84). Kimyasal yapisi 1,7-bis (4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1-6-
heptadine-3,5-dione’ dir.

HO OH

CH,0 7 | NN OCH,

o 4

Sekil 2.13: Kurkuminin kimyasal yapist

Kurkumin lipofilik polifenol yapisindan dolayr suda ¢oziinmemekte,etanol, dimetil
stilfoksit (DMSO), yag ve asetonda ¢oziinebilmektedir (82).

Kurkumin metabolize olarak viicuttan uzaklastirilmaktadir. Idrarda kurkumin
bulunmamakta ancak feceste kurkumin ve kurkumin siilfat seklinde bulunmaktadir(82).

Kurkumin biyoyararlamim potansiyelini arttirmak icin yapilan bir calismada piperin ile
birlikte verildiginde etkisinin 20 kat arttig1 gdzlenmistir (82).

Insanlarda, kurkumin 8 g/giin olacak sekilde 3 ay boyunca diyetle alindiginda herhangi
bir yan etki goriilmemistir(85).

2.9.2. Kurkuminin Metabolik Etkileri
Kurkumin ¢ok cesitli biyolojik ve farmakolojik etkisi bulunmkatadir. Antioksidan,

antikanserojen, antidiyabetik, antibakteriyel, antiviral, antiinflamatuvar, hipoglisemik ve

hipolipidemik etkileri oldugu daha onceki calismalarda gosterilmistir (14,82, Sekil 2.14).
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Sekil 2.14: Kurkuminin metabolik etkileri.

Karacigerin lipojenez, glukoneojenez ve kolesterol sentezi ve metabolizmasi i¢cin santral
bir organ olmasindan dolay1r (86), kurkuminin karaciger disfonksiyonunu (alkolik ve
nonalkolik karaciger steatohepatit, siroz ve fibrozis gibi) onlemedeki etkileri plazma lipit
homeostasizini koruyarak kardiyovaskiiler riski engellemede anahtar rol oynamaktadir (87).
Yapilan bircok calisma kurkuminin direkt veya indirekt olarak HMG-KoA rediiktaz’1 inhibe
ederek karaciger kolesterol biyosentezini azalttigimi gostermistir (88,89). Kurkumin karaciger
ve HepG2 hiicrelerinde diisiik yogunluklu lipoprotein reseptorii (LDLr) sentezini uyararak
dolasimdaki lipit diizetlerini azaltmakta ve bu sekilde kolesterolii diisiirmekte, anti
aterosklerotik etkilerini gdstermektedir (90). Um ve ark.” lar1 yagh diyetle beslenen farelerde
yaptiklart ¢caligmada, karacigerde SREBP-1c protein ekspresyonu araciligl ile artan ACC1 ve
FAS gen ekspresyonlarinin ve yag asitlerini karacigere tasiyici olarak gorev yapan CD36
ekspresyonunun kurkumin tarafindan baskilandigmi gostermislerdir (91). Yag asiti
oksidasyonunu aktifleyen PPARa ekspresyonu kurkuminle artmis; PPARa ile SREBP-1c’ i
regiile eden AMPK fosforilasyonu da artarak karacigerde lipojenik gen diizenlenimini
baskilamistir (91). Kurkuminin hepatik TG depolanimini azalttigt ve bu etkisini AMPK
aktivasyonu yoluyla yaptig1 gosterilmistir (17). 2013 yilinda yaptigimiz calismada, yagh diyet
ve kurkumin uygulanan si¢anlarin karaciger yaglanmasi ve serum fetuin-A diizeyleri azalmis

bulunmus; bu sonuclarin AMPK aktivasyonunun artmasi sonucu olabilecegi diistiniilmiistiir
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(15). Sekil 2.15’da yagli beslenme ile uyarilmis karacigerde kurkuminin koruyucu etkisi
gosterilmistir.
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Sekil 2.15: Yagh diyetle uyarilmis karacigerde kurkuminin koruyucu etki mekanizmasi

2.10. KAPSAISIN’IN KARACIGER YAGLANMASI UZERINE ETKISi

2.10.1. Kapsaisin

Kapsaisin (trans-8-metil-N-vanilil-6-nonenamid) aci1 kirmizi biber olarak bilinen,
“Capsicum’” bitkisinden elde edilen alkoid tiirevi bir baharattir. Molekiil formiilii C;3H,7NO5’
diir. Ulkemizde en fazla Giineydogu Anadolu Bolgesi'nde yetistirilmekte ve tiiketilmektedir.

Kirmizi bibere aciligini veren etken madde kapsaisinin biberdeki oranm1 % 0,1 ile % 17

arasinda degismektedir (92). Farmokinetik analizler sonucunda 5 g biberde 26.6 mg kapsaisin
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bulundugu, yaklagik 10 dk icinde hizla absorbe edildigi ve maksimum plazma
konsantrasyonunun 2.5 ng/mL oldugu bildirilmistir (93).

CHg 0

/
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Sekil 2.16: Kapsaisinin kimyasal yapis1

Kapsaisin beyaz toz seklinde,oldukca ucgucu, yakici ve hidrofobikbir maddedir. Sicak
su, etanol ve asetonda kolayca c¢oziinebilmektedir (94). Kapsaisin, TRPV1 kanallarmin
agonistidir. Bu kanallar kapsaisin reseptorii olarak da adlandirilir (95).

Kapsaisinin mide ve ince barsaklardan hizli bir sekilde absorplandigi sicanlarda yapilan
in vivo ve in situgalismalarda gozlenmistir (96). Genel dolagima ve ekstra hepatik organlara
ulasmadan 6nce karacigerde metabolize edilmektedir (96). Kapsaisinin makrosiklik, dien ve
imid metabolitleri olusturarak dehidrojenizasyon yoluyla metabolize oldugu bildirilmistir.
Kapsaisin sitokrom p450 enzimlerinden CYP1A1, CYP1A2, CYP2B6, CYP2CS, CYP2C9,
CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1 ve CYP3A4 ile katabolize edilmektedir (97).

Kapsaisin yakict bir madde olmasi nedeniyle deri ve gbze temas etmesi ve solunumla
alinmasi son derece tehlikelidir. Yiiksek miktarda kapsaisine maruz kalmak 6ldiiriicii olabilir

(94).
2.10.2. Kapsaisinin metabolik etkileri

Kapsaisinin, organizmada basta gastrointestinal, kardiyovaskiiler ve solunum sistemleri
olmak iizere pek c¢ok sistem iizerine etkileri bulunmaktadir. Son yillarda fizyolojik ve
farmakolojik etkilerinden dolayr kapsaisinin tipta ve ila¢ sanayisinde kullanim
yayginlasmistir. Kapsaisinin etkisi, dozuna, uygulama sekline ve hedef organa gore

degisiklikler gostermektedir (98).
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Kapsaisinin antikanser etkisi oldugu (98), trombosit agregasyonunu azalttigi (99),
gastrointestinal hareketi arttirdig1 (98) ve agr1 azaltici (98) olarak etki gosterdigi belirtilmistir.

Kapsaisin tiiketiminin enerji harcanmasinda artisa neden oldugu, lipit oksidasyonunu
arttirdi@1 ve istah azalmasina yol actiyi da cesitli caligmalarda gosterilmistir (100,101).
% 0.015 kapsaisin uygulamasmnin yagh diyetle beslenen farelerde achk glikoz ve TG
diizeylerini azalttigi gosterilmistir (13). Ancak NAYKH’ da diyetsel kapsaisinin etki
mekanizmasi heniiz tam olarak anlasilamamustir.

Li ve ark.” lar1 yagl diyetle beslenen farelerde yaptiklar1 caliymada, kapsaisinin
hepatositte lipit birikimini, karacigerde ve néronlarda bulunan TRPV1 reseptorleri araciligi ile
azaltigi belirtmislerdir. Hepatik lipit birikiminde TRPV1 aktivasyonunun etkisi PPARS
baglantili otofajinin artig1 yoluyla olmaktadir (102, Sekil 2.17). PPARS aktivasyonunun yag
dokusunda ve karacigerde hormon duyarh lipaz (HSL), mitokondriyal uncoupling protein 2

(UCP2) ve CPT1’in aktivitesini arttirdig1 saptanmustir (103,104).
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Sekil 2.17: NAYKH’nin Onlenmesinde transiyen reseptor potansiyel vanilloid 1

(TRPVI) aktivasyonu modeli. Diyetle alinan kapsaisin TRPVI aktivasyonu yoluyla PPARS’1 uyarmakta

ve otofaji artisina yol acmaktadir; ayni zamanda serbest yag asidi oksidasyonunun lipolizle birlikte artisi da
sonucta nonalkolik yagl karaciger hastaligina karst koruyucu etki gosterebilmektedir. (102).

Kronik kapsaisin uygulamasinin yagh karaciger olusumunu engelledigi gosterilmis

ancak mekanizmast belirlenememistir (105). Kapsaisin uygulamasmin hepatik lipolizi
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ozellikle total HSL ve fosfo HSL’ yi aktive ettigi ancak TRPV1 bagimli durumda, kapsaisin
uygulamasi ile FAS ve SREBP-1" in uyarilmadig: bildirilmistir (102). Hepatik lipit
metabolizmasinda PPAR&’ nin yagh diyetle beslenen diyabetik farelerde hepatik steatozisi
tyilestirdigi gosterilmistir (106). Wu ve ark.” lan tarafindan yapilan calismada da, kronik
olarak diyetle verilen kapsaisinin farelerde hepatik PPAR®S’1 uyardig: belirtilmistir (107).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Geregler:

1. Hassas terazi (Scaltec, Germany)

2. Manyetik karistiric1 (IKA Labortechnic RH Basic, USA)
3. Mikrosantrifiij (Hettich, Germany)

4. Otomatik pipet (Eppendorf, USA)

5. pH metre (Hanna Instruments, Portugal)

6. Santrifiij (Heraeus, Germany)

7. Spektrofotometre (Pharmaco Biotech, UK)

8. Vorteks (IKA Work Inc. Minishaker, USA)

9. ELISA mikroplaka yikayici1 (ESW 300 Medispec, US)

10.  ELISA mikroplaka calkalayict (IKA-Werke, USA)

11.  ELISA mikroplaka okuyucusu (uQuant, Bio Tek, USA)
12. Sicak su banyosu (Elektro-mag, USA)

13. Saf su cihaz1 (Millipore, USA)

14.  El homojenizatorii (Tissue Ruptor-Qiagen, Germany)

15.  Gii¢ kaynag (E-C Apparatus Corporation, USA)

16. Mini jel elektroforez ve transfer sistemi (Bio-RAD, USA)
17. UV transilluminatér ve goriintiileme sistemi (Vilber Lourmatt, France )

3.2. Calisma Protokolii:

Bu ¢alismada Istanbul Universitesi Deneysel Tip ve Arastirma Enstitisii’'nden saglanan
40 adet 3.5-4 ayhk 200-250 g agrhginda Sprague-Dawley erkek sicanlar (Istanbul
Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu, karar no: 2013/133) kullanildi ve deney
hayvanlar1 5 ana gruba ayrildi.

1) Kontrol grubu (n=8): Sicanlar, Mehmet Barbaros Denizeri Yem Ticaret
Firmasi’'nda (MBD, Istanbul, Tiirkiye) hazirlanan, standart pellet sican yemi ile beslendi.

2)Yiiksek Yagh Diyet (YYD) grubu (n=8): Mehmet Barbaros Denizeri Yem Ticaret
Firmasi’nda (MBD, Istanbul, Tiirkiye), yag oram yiiksek yem (toplam kalorinin % 60’min

yagdan karsilandig1 yem) hazirlandi ve sicanlar deney siiresi boyunca bu yemle beslendi.
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3)YYD+Kurkumin (YYD+Kur) grubu (n=8): Yag oran1 yiiksek yeme, kg bagmna 1.5
g olacak sekilde kurkumin (#820354; Merck, Germany) eklendi; karistirilarak tekrar pellet
haline getirildi ve hazirlanan bu yemle hayvanlar beslendi.

4) YYD+Kapsaisin (YYD+Kap) grubu (n=8): Yag orani yiiksek yeme, kg basina
0.15 g olacak sekilde kapsaisin (#J62865; Alfa Aesar, Germany,) eklendi; karistirilarak tekrar
pellet haline getirildi ve hazirlanan bu yemle hayvanlar beslendi.

5) YYD+Kurkumin+Kapsaisin (YYD+Kur+Kap) grubu (n=8): Yag oram yiiksek
yeme, kg basmna 1.5 g kurkumin ve 0.15 g kapsaisinolacak sekilde karistirilarak harmanlandi.
Ardmdan tekrar pellet haline getirildi ve hazirlanan bu yemle hayvanlar beslendi.

Calismada kullanilan sican yemlerinin icerikleri Tablo 3.1° de goriilmektedir.

Tablo 3.1: Calismada kullanilan si¢can yem icerikleri

icerik Yiiksek Yagh Yem Kontrol Yem
Ham Protein (%) 23,5 20
Ham Seliiloz (%) 5,06 6
Ham Kiil (%) 5,21 5,2
Ham Yag (%) 34 2,77
Enerji (Kcal/ kg) 3969 2600

Yemlere ekledigimiz kurkumin miktar, Ejaz ve ark.” lar1 (108) ile daha once bizim
yaptigimiz (15) caligmalar, kapsaisin miktar1 ise Kang JH ve ark.” larmm (13) ¢aligmasi
referans alinarak hesaplandi.

Sicanlar 16 hafta siiresince beslendi. Hayvanlarin baslangic agirliklan kaydedildi ve
haftalik tartim yapilarak kilo degisimleri ve yedikleri yem miktar1 belirlendi. Siire bitiminde,
sicanlar, bir gece ac¢ birakildiktan sonra intraperitoneal enjeksiyonla verilen Na-pentotal (50
mg/kg i.p) anestezisi altinda kalplerinden kan alinarak sakrifiye edildi. Kuru tiiplere alinan
kanlar 1500 x g’ de santrifuj edildi. Ayrilan serumlarda; leptin, adiponektin, fetuin-A, insiilin,
glikoz, TK ve TG diizeyleri ile alanin transaminaz (ALT), aspartat transaminaz (AST) aktivite
Olctimleri yapildi. Karaciger dokusu hizla c¢ikarildi, % 0.9 NaCl ¢ozeltisi ile yikandi ve
parcalara ayrilarak deneyler yapilincaya kadar -80 °C’ de saklandi. Ayrica histolojik

incelemeler i¢in doku 6rnekleri alindi.
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3.3. Serumda Yapilan Incelemeler

Serum glikoz, TK ve TG diizeyleri ile ALT, AST aktiviteleri, I1.U. Istanbul Tip
Fakiiltesi Merkez Biyokimya Laboratuvarinda, Roche firmasma ait (Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany) otoanalizérde o6lciildii. Serum fetuin-A, insiilin, adiponektin ve leptin
diizeyleri, 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dal’’ nda, sigan icin
iiretilmis olan ELISA Kkitleri ile belirlendi. HOMA indeksi [a¢lik insiilini (uU/mL) x ag¢lik
glikozu (mg/dL)]/405 formiiliine gore hesaplandi.

3.3.1. Serum Adiponektin Diizeylerinin Olciimii

Serum adiponektin diizeyleri, sandvig ELISA prensibine dayanan ticari kit
(#ERA2500-1; Assaypro, Missouri, USA,) ile ol¢iildii. Sonuglar pg/mL olarak verildi. Firma
tarafindan; kitin saptayabildigi minimum adiponektin konsantrasyonu 1.5 ng/mL, ¢alisma ici
kesinligi % 4.5 ve calismalar arasi kesinligi % 7.1 olarak verilmistir.

Islem Prensibi: Adiponektine o6zgii poliklonal antikorlarla kaplanmis kuyucuk
yiizeylerinde c¢ahisildi. Standartlar ve Ornekteki adiponektin, hareketsiz olan kaplanmig
antikorlar ve streptavidin peroksidaz konjugati tarafindan tanman adiponektin i¢in spesifik
biotinile poliklonal antikorlar1 arasinda sandvig¢ halini aldi. Baglanmamis olan tiim materyaller
yikama iglemi ile uzaklastirildi. Ardindan peroksidaz enzim substrati eklendi. Renk geligimi
durdurulduktan sonra absorbans 450 nm’ de 6lciildii. Orneklerdeki adiponektin miktarlari

standart egri araciligiyla hesaplandi.

3.3.2. Serum Leptin Diizeylerinin Olciimii

Serum leptin diizeyleri, sandvi¢c ELISA prensibine dayanan ticari kit (#SK00050-08;
Aviscera Bioscience, Santa Clara, USA) ile 6l¢iildii. Sonuglar pg/mL olarak verildi. Firma
tarafindan; kitin saptayabildigi minimum leptin konsantrasyonu 30 pg/mL, calisma ici
kesinligi % 4-8 ve ¢alismalar arasi kesinligi % 8-12 olarak verilmistir.

Islem Prensibi: Leptine 6zgii antikorlarla kaplanmis kuyucuk yiizeylerinde caligildi.
Standartlar ve Ornekteki leptin, hareketsiz olan kaplanmis antikorlar ile bagland1 ve
baglanmamis materyal yikama islemi ile uzaklastiridi. Leptin i¢in spesifik biotinile
antikorlar1 kuyucuklara eklendi. Baglanmamis olan tiim materyaller yikama islemi ile

uzaklastirildi. Ardindan streptavidin-peroksidaz konjugati eklendi. Son yikama islemi ile
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baglanmamis olan tiim materyaller uzaklastirildi. Her kuyucuga substrat soliisyonu eklendi,
ornek ve standarttaki leptin miktarlartyla orantili olarak renk olustu. Renk gelisimi
durdurulduktan sonra absorbans 450 nm’ de 6l¢iildii. Orneklerdeki leptin miktarlari standart

egri araciligiyla hesaplandu.

3.3.3. Serum Fetuin-A Diizeylerinin Ol¢iimii

Serum fetuin-A diizeyleri, yarismali inhibisyon ELISA prensibine dayanan ticari kit
(#CSB-E12728r; Cusabio, Hubei Province, China) ile 6l¢iildii. Sonuclar pg/mL olarak verildi.
Firma tarafindan; kitin saptayabildigi minimum fetuin-A konsantrasyonu 62.5 ng/mL, caliyma
ici kesinligi < % 8 ve calismalar arasi kesinligi < % 10 olarak verilmistir.

Islem Prensibi: Fetuin-A kaplanmis kuyucuk yiizeylerinde cahsildi. Streptavidin
peroksidaz konjugati tarafindan tanman fetuin-A i¢in spesifik biotinile antikorlari; Ornekteki
fetuin-A ile kuyucuk yiizeylerine kaplanmis fetuin-A’ya baglanmak i¢in yaristi. Her kuyucuga
kromojen substrati eklendi. Renk gelisimi durdurulduktan sonra absorbans 450 nm’ de

olciildii.Orneklerdeki fetuin-A miktarlar: standart egri araciliiyla hesaplandi.

3.3.4. Serum Insiilin Diizeylerinin Ol¢iimii

Serum insiilin diizeyleri, sandvi¢c ELISA prensibine dayanan ticari kit (¥ EZRMI-13K;
EMD Millipore, Missouri, USA) ile 6l¢iildii. Sonug¢lar ng/mL olarak verildi. Firma tarafindan;
kitin saptayabildigi minimum insiilin konsantrasyonu 0.1 ng/mL, ¢alisma i¢i kesinligi % 1.17-
3.22 ve calismalar arasi kesinligi % 6.71-9.23 olarak verilmistir (Kesinlik verileri ortalama
insiilin konsantrasyonuna gore farklilik gosterir).

islem Prensibi: Insiiline ©zgii monoklonal antikorlarla kaplanmis kuyucuk
yiizeylerinde calisildi. Standartlar ve drnekteki insiilin, hareketsiz olan kaplanmis antikorlar
ve streptavidin peroksidaz konjugati tarafindan taninan insiilin i¢in spesifik biotinile
poliklonal antikorlar1 arasinda sandvig¢ halini aldi. Baglanmamis olan tiim materyaller yikama
islemi ile uzaklastirildi. Ardindan streptavidin-peroksidaz enzim konjugati eklendi. Son
yikama iglemi ile baglanmamis olan tiim materyaller uzaklastirildi. Her kuyucuga substrat
soliisyonu eklendi. Renk gelisimi durdurulduktan sonra absorbans 450 nm’ de olciildii.

Orneklerdeki insiilin miktarlar1 standart egri araciligryla hesaplandi.
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3.4. Karaciger Dokusunda Yapilan Incelemeler

3.4.1. Karaciger Dokusu TG ve TK Diizeylerinin Olciimii:

Doku homojenizasyonu ve lipit ekstrelerinin hazirlanmasi: Karaciger dokusu
tartilarak, Potter-Elvehjem doku homojenizatoriinde, soguk 0.15 M KCI ¢ozeltisi ile % 10’luk
homojenat (a/h) hazirlandi.

Hazirlanan homojenatlardan Folch ve ark.” larinm (109) yontemine gore 0.25 mL
alinarak, iizerine 3.75 mL kloroform:metanol (2:1) karistmi eklendi. Iyice karistirildi, 1 saat
ara sira karistirilarak beklendi. Daha sonra siiziilerek son hacimler kloroform:metanol (2:1)
karigimi ile 4 mL’ye tamamlanarak lipit ekstreleri hazirlandi.

Islem: Hazirlanan lipit ekstresinden 1 mL alind1 ve kaynar su banyosunda uguruldu.
Daha sonra lipit kalmtist iizerine 0.4 mL etanol: dietileter (3:1) karisim1 eklendi, vorteks ile
iyice karistirildi. Bu ekstreden, 0.1 mL alindi; {izerine TK ve TG tayinleri i¢in kullanilan
kitlerdeki (BIOLABO SA, Maizy-France) ayiraglardan 1 mL eklendi. Tiipler 37 ° C’de 5 dk
tutuldu ve olusan renk 505 nm’de spektrofotometrede okundu. Sonuclar umol kolesterol/g

doku ve pmol TG/g doku olarak verildi.

3.4.2. Western Blot yontemi ile fetuin-A, AMPK ve p-AMPK ekspresyonlarinin
incelenmesi:

Doku homojenizasyonu: Karaciger dokusu, 50 uM Tris HCl, % 0.5 sodyum
deoksikolat, 150 uM NaCl, %1 triton-X100, 2 uM etilendiamin tetraasetik asit (EDTA), %
8.7 gliserol, % 0.1 sodyum dodesil siilfat (SDS) ve proteaz inhibitor kokteyli (#P8340; Sigma-
Aldrich, USA) iceren homojenizasyon tamponunda, el homojenizatorii ile homojenize
edilerek % 10’luk doku homojenatlart hazirlandi (110). p-AMPK ekspresyonu i¢in homojenat
hazirlanirken, homojenizasyon tamponuna fosfataz inhibitor kokteyli (#sc-45044; Santa Cruz
Biotechnology, USA) de eklendi.

Islem: Homojenatlar, 13,000 x g’ de 20 dk. +4 °C’de santrifiij edildikten sonra
stipernatanlar ayrildi ve bisinkoninik asit (BCA) yontemi ile protein tayini yapildi (111). Mini
elektroforez sisteminde (Mini Protean 3 cell) % 8-10’luk SDS-poliakrilamid jeller hazirland1
ve silipernatanlar sulandirildiktan sonra Laemli tamponu ile kanstirilarak 80 pug
protein/kuyucuk olacak sekilde yiiklendi. 100 voltta (30 mA) yaklasik 1.5 saat elektroforez
yapildiktan sonra jeller ¢ikarilarak poliviniliden florid (polyvinylidene fliioride; PVDF)

membrana (Millipore Corporation, USA) proteinler transfer edildi (Mini trans-blot
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electrophoretic transfer cell). PVDF membran, % 5 yagsiz siit tozu iceren, % 0.1 Tween 20
iceren fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS-T) ile bir saat bloke edildikten sonra membranlar,
anti fetuin-A (#sc-20872; Santa Cruz Biotechnology, USA), anti AMPK (#sc-25792; Santa
Cruz Biotechnology, USA) ve anti p-AMPK (#sc-101630; Santa Cruz Biotechnology, USA)
primer antikorlar1 ile tiim gece + 4 °C’de ve sonrasinda 1 saat oda 1sisinda inkiibe edildi.
Membranlar PBS-T ile yikandiktan sonra sekonder antikor ile (horseradish peroxidase; HRP
ile konjuge edilmis IgG) ile (#sc-2020 ve sc-2004; anti-goat ve anti-rabbit sekonder
antikorlari, Santa Cruz Biotechnology, USA) 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
membranlar 3x10 dk PBS-T ile yikandi. Daha sonra kemiliiminesan substrat (#170-5060, Bio-
RAD, USA) ile 1s1ma yaptirildi ve rontgen filmini isaretlemesi i¢in sirasiyla 1, 3, 5 ve 10 dk
bekletildi. Olusan bantlar transilluminatérde goriintiilenerek bilgisayar sistemine aktarildi ve
miktar tayini yapildi. Calismamizda internal standart olarak aktin (#sc-1616-R; Santa Cruz

Biotechnology, USA) kullanildi ve tiim ornekler aktin ile standardize edildi.

3.4.3. Karaciger dokusunda protein tayini

Doku protein miktari, BCA metodu (111) ile belirlendi.

Ayiraglar:

« BCA (Bicinchoninic acid solution, # B 9643; Sigma, USA)

* 9% 4 CuSO,

% Protein renklendirme ayrraci:10 mL BCA ¢ozeltisi iizerine 0.2 mL % 4 CuSO4
eklenerek hazirlandi.

Islem: 200 pL protein renklendirici aywa¢ iizerine sulandirilmis karaciger
siipernatanlaridan 10 uL ilave edildi. Kanstirildiktan sonra 37° C’de 30 dk beklendi. Oda

1s1sinda sogutuldu ve olusan rengin absorbansi 562 nm’ de mikroplaka okuyucusunda okundu.

3.5. Histolojik incelemeler

Karaciger ornekleri % 10’luk formalin c¢o6zeltisinde saklandi. Standart doku takip
islemlerinden gecirildikten sonra parafin bloklara gomiilerek kesitler alind1 ve hematoksilen-
eozin (H+E) ile boyanarak 151k mikroskopisi ile degerlendirildi.Karaciger hiicrelerinin yag
icerigi yiizdelerine gore 0’dan 4’e kadar skorlama yapilarak karaciger dokusundaki
yaglanmanin diizeyi tespit edildi ve elde edilen sonuclar istatistiksel olarak degerlendirildi(0,

yaglanma yok; 1+, < % 0-20; 2+, %20-39; 3+, %40-50; 4+, > %50).
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3.6. istatistik incelemeler

Istatistik analizler icin SPSS versiyon 21.0 (SPSS, Chicago, IL, USA) bilgisayar
programi kullanildi. Degiskenlerin normal dagilima uygunlugu gorsel ve analitik yontemlerle
incelendi. Tiim degiskenler ortalama + SD olarak ifade edildi. Deney gruplarn tek yonlii
ANOVA testi kullamlarak kargilastirildi. Varyanslarin homojenligi Levene testi ile
degerlendirildi. p degerinin 0.05 ‘in altinda oldugu durumlarda, gruplar arasi anlamlilig1 test
etmek icin ikigerli post-hoc kargilastirmalar (Tukey veya Tamhane’s T2 testleri) kullanildi.

Korelasyon analizi Pearson testi ile yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. Yem Tiiketimi ve Total Kalori Alim ile ilgili Bulgular

Calismamizda deney gruplarina yem kisitlamasi yapilmadi ve haftalik olarak tiiketilen
yem miktar: tartildi.Glinliik ortalama yem miktart hesaplandi. Bulgularimiza gore sicanlarin
yem tiikketiminde YYD grubunda kontrol gruba gore % 18.32 oraninda, YYD ile birlikte
kurkumin ve/veya kapsaisin alan gruplarda ise YYD grubuna gore yaklasik % 22 ve % 16
oraninda azalma gozlendi. Deney gruplarinda yem tiiketiminde degisim olmasma ragmen,
total kalori miktar1 hesaplandiginda YYD grubunda kontrole gore sican basina giinliik alinan
kalori miktarinin arttigi, diger gruplarda ise kontrol degerlerine yakin degerlerde kaldig
belirlendi (Tablo 4.1).

4.2. Sican Viicut Agirh@indaki ve Karaciger Agirhgindaki Degisiklikler

Toplam bes deney grubunda, hayvanlarin deney baslangic viicut agirliklari, aralarinda
anlaml fark olmayacak sekilde secildi. 16 haftalik deney siiresi sonunda ise, baslangic
agirhigma gore en fazla agirlik artis1 YYD grubunda gozlendi (% 75.5). Buna karsilik YYD ile
birlikte kurkumin ve kapsaisin alan gruplarda viicut agirhg: artis1 yaklasik % 41.9-% 48.7
araliginda kaldi. Kesim giinii alinan viicut ve karaciger agirhklari, gruplar arasinda
kiyaslandiginda; YYD grubunda kontrol grubuna gore viicut ve karaciger agirhiginda
istatistiksel olarak anlamli olmayan hafif diizeyde artig, kurkumin ve kapsaisin alan gruplarda
YYD grubuna gore viicut agirhginda istatistiksel olarak anlamh azalma gozlendi. Karaciger
agirhiklar1 ise sadece YYD+Kap grubunda kontrol ve YYD+Kur grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli1 derecede azaldi1 (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1: Kurkumin (KUR) ve kapsaisin (KAP) iceren yiiksek yagli diyetle (YYD)

beslenen sicanlarin baslangic ve bitis viicut agirliklari, agirlik degisiminin yiizdeleri, karaciger

agirliklary, karaciger indeksi, glinliik yem tiiketimleri ve kalori alimlar1 (Ortalama+SD).

211.7+15.8 213.5+6.59 219.5+13.1 219.6+12.0 218.5+11.9
361.2+38.2 375.0422.4 | 320.5+31.3°% | 312.1+33.1°"° | 323.1+19.8"
70.9+17.4 75.6+7.09 45.848.70"* | 41.949.65°" | 48.7+17.9**?
8.82+0.80 8.15+0.79 8.51+0.84 7.10£0.92%> 7.7620.69

2.45+0.16 2.1720.11° | 2.66+0.07*'" | 2.27+0.12° | 2.40+0.16"*
21.1%1.25 17.242.10% | 13.4%1.30°" | 14.542.32°°" | 14.441.82%2
54.843.26 68.3+8.34 53.245.17" 57.6£9.23"' 57.3+7.22°

*: Agirlik degigiminin yiizdesi= ((Kesim agirligi-Baslangi¢c agirligi)/Baslangic agirligi)x100

**: Karaciger indeksi= (karaciger agirligi/ bitis viicut agirligt)x100

(Kontrol grubuna gore*':p<0.05- *“:p<0.01- *:p<0.001
YYD grubuna gére ':p<0.05- "%p<0.01- **:p<0.001
YYD+Kur grubuna gore®':p<0.05- “%:p<0.01- “*:p<0.001)
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4.3. Serumda Yapilan Incelemeler

Serum TG ve TK diizeylerinde gruplar arasinda anlamli degisim gozlenmedi
(Tablo 4.2). Serum AST aktivitesi degerlerindegruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh
degisim saptanmazken; serum ALT aktivitesi, YYD+Kap grubunda kontrol ve diger gruplarla
karsilastirildiginda anlamli olarak azalmis bulundu. Insiilin diizeylerinde kontrole gore tiim
gruplarda anlamli yiikselme saptandi (Tablo 4.2).

Serum adipokin diizeyleri incelendiginde; deney gruplar arasinda adiponektin
diizeylerinin degismedigi goriildii (Tablo 4.3). Ancak serum leptin diizeylerinin YYD
grubunda kontrole gore anlamli yiikseldigi, kurkumin ve kapsaisin uygulamasinin bu artisi
baskiladigi, ozellikle kapsaisin uygulamasmin leptin diizeylerini kontrol degerlerine getirdigi
g6zlendi (Tablo 4.3, Sekil 4.1).

Serum fetuin-A diizeyleri, YYD uygulamas: ile anlamli olarak artti. Kurkumin
uygulamasinin bu artis1 istatistiksel olarak anlamli olmayan derecede hafif azalttig goriildii.
Ancak buna karsilik kapsaisinin, YYD’e bagh olarak artan serum fetuin-A diizeyleri tizerinde

hicbir diizenleyici etkisi saptanmadi (Tablo 4.3, Sekil 4.2).
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Tablo 4.2: Kurkumin (KUR) ve kapsaisin (KAP) iceren yiiksek yaglh diyetle (YYD)
beslenen sicanlarin serum insiilin, glikoz, HOMA indeksi, trigliserit ve total kolesterol

diizeyleri ve serum aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT) aktiviteleri

(Ortalama+£SD).

KONTROL YYD YYD+KUR YYD+KAP YYD+KUR
(n:8) (n:8) (n:8) (n:8) +KAP (n:8)
Insulin a2 a2 al al
0.86+0.30 1.38+0.27 1.31+0.20 1.24+0.18 1.29+0.29
(ng/mlL)
Glikoz
119.2+12.0 126.0+5.68 123.2+15.0 119.1+7.31 122.0£12.7
(mg/dL)
™ 6.37+2.45 10.7+2.36™ 9.95+1.90"! 9.09+1.26 9.71+2.43"
Indeksi*
AST 91.2+5.40 99.2+10.6 101.945.49 93.749.27 93.7+10.7
(IU/L) 245, 2+10. 945, 749, 7£10.
ALl 58.7+4.20 57.444.24 59.943.48 47.4+8 30502343 58.7+3.05
(IU/L) - - - - -
Trigliserit
25.9+5.79 25.4+4.56 26.2+4.27 21.2+2.37 22.2+3.01
(mg/dL)
Kolesterol
48.246.13 51.0+£6.76 46.7+4.71 47.2+12.1 45.2+6.47
(mg/dL)

*: HOMA indeksi= [a¢lik insiilini(u U/mL)xaglik glikozu(mg/dL)]/405

Ac¢lik insiilin degerleri (ng/mL) 25 ile carpilarak pU/mL birimine ¢evirilmistir.

(Kontrol grubuna gore *':p<0.05- “:p<0.01- *:p<0.001

YYD grubuna gore *':p<0.05- °*:p<0.01- **:p<0.001

YYD+Kur grubuna gore “':;p<0.05- “%p<0.01- *:p<0.001
YYD+Kur+Kap grubuna gore *':p<0.05- “%:p<0.01- %:p<0.001)

Tablo 4.3:Kurkumin (KUR) ve kapsaisin (KAP) iceren yiiksek yagh diyetle (YYD)

beslenen sicanlarin serum adiponektin, leptin ve fetuin-A diizeyleri (Ortalama+SD).

KONTROL

YYD YYD+KUR YYD+KAP YYD+KUR
(n:8) (n:8) (n:8) (n:8) +KAP (n:8)
Adiponektin
5.91+1.20 5.18+1.26 5.52+1.63 5.49+0.62 5.30+0.85
(ng/mL)
Leptin a3 bl b3,c2
257,1+1032 | 606,4+0.27 427,8+107,8 | 34544993 223,54+39,6">
(pg/mL)
LT e 988,3+121,1 | 1127,62964" | 1040,3+63,8 | 1128,4+50,6" | 1183,7+84,0°>
(ng/mL)

(Kontrol grubuna gore *':p<0.05- *:p<0.01- **:p<0.001

YYD grubuna gore *':p<0.05- "%p<0.01- **:p<0.001

YYD+Kur grubuna gore ©':p<0.05- “%p<0.01- ©*:p<0.001)
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SERUMLEPTIN DUZEYI
(pg/mlL)

YYD ¥ YYD+EUR ~ YYD+KAP ™ YYD+KUR+KAP

Sekil 4.1:Kurkumin (KUR) ve kapsaisin (KAP) iceren yiiksek yagl diyetle (YYD)
beslenen sicanlarin serum leptin diizeyleri (ortalama+SD)

(Kontrol grubuna gore *':p<0.05- “*:p<0.01- **:p<0.001

YYD grubuna gore *':p<0.05- °%:p<0.01- "*:p<0.001

YYD+Kur grubuna gére ¢':p<0.05- *:p<0.01- “*:p<0.001)

SERUMFETUIN-A DUZEYI
(ng/ml.)

T KONTROL ~ YYD ¥ YYD+EKUR ~ YYD+KAP ~ YYD+EKUR+KAP

Sekil 4.2:Kurkumin (KUR) ve kapsaisin (KAP) iceren yiiksek yagh diyetle (YYD)
beslenen sicanlarin serum fetuin-A diizeyleri (ortalama+SD)

(Kontrol grubuna gore *':p<0.05- *:p<0.01- **:p<0.001

YYD+Kur grubuna gére ©':p<0.05- *:p<0.01- <:p<0.001)
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4.4. Karaciger Dokusunda Yapilan incelemeler

4.4.1. Doku Lipit Diizeyleri

Karaciger TG ve TK diizeyleri, YYD grubunda kontrole gore anlamli olarak artmis
bulundu. Lipit diizeylerindeki bu yiikselme, kurkumin ve kapsaisinin ayr1 ayr1 veya birlikte

uygulanmasi ile anlamli olarak baskilanmis ve azalmig bulundu (Sekil 4.3)

KARACIGER TRIGLISERIT DUZEYL
(nmol'zs dokw)

33

T KONMTROL - YYD ¥ YYD+KUR ~ YYD+EAP * YYD+KUR+EKAP

KARACIGERKOLESTEROL DUZEYI
(nmol'g doku)

a2

T KONTROL ~ YYD ¥ YYD+KUR ~ YYD+EKAP * YYD+KUR+KAP

Sekil 4.3:Kurkumin (KUR) ve kapsaisin (KAP) iceren yiiksek yagh diyetle (YYD)
beslenen sicanlarikaraciger dokusu lipit diizeyleri (ortalama+SD)

(Kontrol grubuna gore *':p<0.05- **:p<0.01- “*:p<0.001
YYD grubuna gore *':p<0.05- °%:p<0.01- "*:p<0.001)
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4.4.2. Doku Fetuin-A, AMPK ve p-AMPK protein ekspresyonlari

Fetuin-A ekspresyonunun YYD uygulamasi ile anlamli olarak arttigi, YYD ile birlikte
kapsaisin uygulamasi fetuin-A ekspresyon diizeyleri iizerine etkili olmazken, kurkumin
uygulamasinin fetuin-A ekspresyonlarini anlamli diizeyde azalttig1 gozlendi. (Sekil 4.4, Sekil
4.5). Karaciger AMPK ve p-AMPK protein ekspresyonlart ise gruplar arasinda degisim
gostermedi (Sekil 4.4, Sekil 4.6, Sekil 4.7).

Kontrol YYD YYDHEwr YYDHEKap YYDHEKurtKap
o ., M A R

N, N N N Rl

m Fetuin-A (59 kDa)

A R W W — e )\ PX (63 kDa)

W W i (43 kDo)

YYD+
Kontrol YYD FKur YYD+Eap YYDH+Eur+Eap
—t— —— e A

i ™

U0 L A A A 4 A SRS
AR o

Sekil 4.4:Kurkumin (KUR) ve kapsaisin (KAP) iceren yiiksek yagh diyetle(YYD)

beslenen sicanlarinkaraciger dokusunda fetuin-A, AMPK ve p-AMPK protein

ekspresyonlarinin Western blot yontemi goriintiileri
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KARACIGERFETUIN-A EKSPRESYONU
(Rilatif dansitometre iinite)

T KONTROL ~ YYD * ¥YYD+KUR ~ YYD+EKAP * YYD+EKUR+KAP

Sekil 4.5: Kurkumin (KUR) ve kapsaisin (KAP) iceren yiiksek yagh diyetle (YYD)
beslenen sicanlarmkaraciger dokusu fetuin-A protein ekspresyonu (ortalama+SD)
(Kontrol grubuna gore *':p<0.05- *:p<0.01- **:p<0.001
YYD grubuna gore ':p<0.05- °*p<0.01- "*:p<0.001
YYD+Kur grubuna gore ':p<0.05- “%:p<0.01- ¢*:p<0.001)

KARACIGER AMPK EKSPRESYONU
(Rolatif dansitometre inite)

T KONTROL ~ YYD * ¥YYD+KUR ~ YYD+EKAP * YYD+EKUR+KAP

Sekil 4.6: Kurkumin (KUR) ve kapsaisin (KAP) igceren yiiksek yagli diyetle (YYD)

beslenen sicanlarinkaraciger dokusu AMPK protein ekspresyonu (ortalama+SD)
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KARACIGER p-AMPK EKSPRESYONU
(Rolatif dansitometre iinite)

“ KONTROL ~ YYD ¥~ YYD+KUR -~ YYD+KAP ~ YYD+KUR+KAP

Sekil 4.7: Kurkumin (KUR) ve kapsaisin (KAP) iceren yiiksek yaglh diyetle (YYD)

beslenen sicanlarmkaraciger dokusu p-AMPK protein ekspresyonu (ortalama+SD)

4.5. Korelasyonlar

YYD’le beslenen 32 hayvanin deney sonuglari ile yapilan korelasyon analizleri Tablo
4.4°de goriilmektedir. Bulgularimiza gore serum fetuin-A diizeyleri ile karaciger fetuin-A
protein ekspresyonu arasinda anlamli pozitif bir iligki bulundu (r=0.414, p=0.019, sekil 4.8).
Serum leptin diizeyleri ile hayvan karaciger agirliklart arasinda (r=0.381, p= 0.031) ve kesim
agirliklar1 arasinda (r=0.545, p=0.001, sekil 4.9) da anlaml1 pozitif iliski goriildii Karaciger
TG ve TK diizeyleri arasinda ileri derecede anlamh pozitif iliski (r= 0.919, p<0.001, sekil
4.10) saptandi. Karaciger lipit diizeylerinin serum leptin diizeyleri ve hayvan viicut kesim

agirligr ile de arasinda anlamh pozitif iliskilerin oldugu goriildii (Tablo 4.4).
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Tablo 4.4: Yiiksek yagh diyetle (YYD) ile beslenen si¢anlarin bazi deney sonuglarinin

regresyon analizi (n=32; r=korelasyon katsayisi)

= M
= = = = i
<- )qb)o<| g )gn é;‘ )g}) E = )g() >80 B0 ;
EL |Beg| BE | B Eq - B = =
=} sF @ 8 = & 2 o = =Y ® = o= =
25 | 588 §5€ | 55 | 8° | @3 | 5% | &% | =
IR Z| MdE | 4 ¥ &
5]

o
Serum 1 0.414 0.156 0.225 0.093 0.178 | -0.085 | 0.084 r
Fetuin-A 0.019 0.395 0.217 0.614 0.330 0.642 0.647 p
I:,a:a.c‘gzr 0.414 1 0.088 0230 | -0.200 | 0.083 0.013 0.302 r
etun= 0.019 0.633 0.205 0.273 0.650 0.942 0.093 p

ekspresyonu
Karaciger 0.156 0.088 1 0.919 0.195 0.597 0.327 0.705 r
Trigliserit 0.395 0.633 <0.001 | 0284 | <0.001 | 0.068 | <0.001 p
Karaciger 0.225 0.230 0.919 1 0.148 0.614 0.268 0.688 r
Kolesterol 0.217 0.205 | <0.001 0419 | <0.001 | 0.138 | <0.001 p
Serum 0.093 0.200 | 0.195 0.148 1 0.123 0.416 0.163 r
ALT 0.614 0.273 0.284 0.419 0.503 0.018 0.372 P
Serum 0.178 | 0.083 0.597 0.614 0.123 1 0.381 0.545 r
Leptin 0.330 0.650 | <0.001 | <0.001 | 0.503 0.031 0.001 P
Karaciger 0.085 | 0.013 0.327 0.268 0.416 0.381 1 0.681 r
Agirhg 0.642 0.942 0.068 0.138 0.018 0.031 <0.001 P
Kesim 0.084 0.302 0.705 0.688 0.163 0.545 0.681 1 r
Agirhi 0.647 0.093 | <0.001 | <0.001 | 0.372 0.001 | <0.001 P

:
£
3
F

y=0,0011x- 0,1472
R®=0,1712

z
(]
-
=5
E
-
E
:
=
=
T
=
-
%
:i'a

SERUM FETUIN-A DUZEYQ (ng/mL)

Sekil 4.8: Yiiksek yagh diyetle beslenen sicanlarda serum fetuin-A diizeyleri ile

karaciger fetuin-A protein ekspresyonu regresyon grafigi (n=32, r=0.414, p=0.019)
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SICAN KESIM AGIRLIGI (g)

y=0,1134x+ 287,26
R =0,2971

SERUM LEPTIN DUZEYI (pg/mL)

Sekil 4.9: Yiiksek yagli diyetle beslenen sicanlarda serum leptin diizeyleri ile sican

kesim agirliklar1 regresyon grafigi (n=32, r=0.545, p=0.001)

)L DUZEY]

y=0,2732x+ 1,05
R = 0,844

3
S
=
=
-
e
-
.__2

KARACIGER TRIGLISERIT DUZEYQ (umol/gdolku)

Sekil 4.10: Yiiksek yagli diyetle beslenen siganlarda karaciger trigliserit diizeyleri ile

kolesterol diizeyleri regresyon grafigi (n=32, r=0.919, p<0.001)
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4.6. Karaciger Dokusu Histolojik Bulgular:

H+E ile yapilan karaciger dokusu histolojik degerlendirmesinde kontrol grubuna ait
doku kesitlerinde normal karaciger parankim doku histolojisi gozlendi. Sentrolobiiler ven
etrafinda yerlesmis 1smsal diizendeki hepatositler normal boyanma o6zellikleri sergiledi
(Resim 4.1, Resim 4.2). Buna karsilik YYD grubunda histolojik bulgular orta-ileri diizey
yaghh karaciger histolojisine uygun olarak bulundu. Hepatositlerde ileri diizeyde
vakuolizasyon ve sentrolobiiler bolge ve cevresinde yag birikimine bagli dejenerasyonlar
gozlendi (Resim 4.1, Resim 4.2).

YYD+Kur, YYD+Kap ve YYD+Kur+Kap gruplarindan alinan kesitlerde ise yag
birikimine bagh dejenerasyon, inflamasyon ve hiicre vakuolizasyonlarinda azalma oldugu
gozlendi (Resim 4.1, Resim 4.2). YYD+Kur, YYD+Kap ve YYD+Kur+Kap gruplarinda,
YYD grubu ile kiyaslandiginda karaciger dejenerasyonu ve yag birikimine bagh
vakuolizasyonda anlamh bir diisiis ve 6zellikle YYD+Kur+Kap grubuna ait kesitlerin kontrol
grubu ile benzer sonuglara sahip oldugu tespit edildi. (Resim 4.2)

Karaciger yaglanmasi degerlendirmesinde kullandigimiz skorlama neticesinde kontrol
grubu skoru ortalamasi 0.375+0.52, YYD grubu skoru ortalamasi: 3.14+0.69, YYD+Kur
grubu skoru ortalamasi: 1.43+1.27, YYD+Kap grubu skoru ortalamasi: 1.17x1.15 ve
Y YD+Kur+Kap grubu skoru ortalamasi: 0.67+0.52 olarak bulundu (Sekil 4.11).
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KOMNTROL

Resim 4.1:Kurkumin (KUR) ve kapsaisin (KAP) iceren yiiksek yagli diyetle (YYD)

beslenen sicanlarinkaraciger dokularmdaki histolojik goriiniim (H+E; 40x)

YYD +KAP i T2 VYDHKURHKAP - =
Resim 4.2:Kurkumin (KUR) ve kapsaisin (KAP) iceren yiiksek yagli diyetle (YYD)

beslenen sicanlarmkaraciger dokularmdaki histolojik goriiniim (H+E; 100x)
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KARACIGER DOKUSU
HISTOLOJIK INCELEMESI

* KONTROL -~ YYD *YYD+KUR - YYD+KAP ~ YYD+KUR+KAP

Sekil 4.11: Kurkumin (KUR) ve kapsaisin (KAP) iceren yiiksek yagli diyetle (Y'YD)
beslenen sicanlarin karaciger dokusu yaglanma diizeyi skor degerlendirmesi

(Kontrol grubuna gore *':p<0.05- *:p<0.01- **:p<0.001

YYD grubuna gore *':p<0.05- °*p<0.01- "*:p<0.001)
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5. TARTISMA

Yag icerigi yiiksek diyetlerle beslenme aliskanligi, ¢esitli metabolik hastaliklara neden
olabilen sosyal bir sorundur. Uzun siireli yagh beslenme sonucu goriilebilen, kilo alimi ve
obezite ile iligkili saglik problemlerinden biri de karaciger yaglanmasidir. NAYKH,
karacigerin toplam agirhiginin % 5-10 oraninda trigliseritlerden olusmasi ile tanimlanan bir
hastaliktir (112). Son yillarda, yagl diyet uygulanarak olusturulmus deneysel yagh karaciger
modeli ¢caligmalarinda, karaciger yaglanmasini bazi baharatlarin baskiladiklar1 gosterilmis; bu
baharatlarm etkiledikleri metabolik yolaklar ve uygun kullanim dozajlar1 arastirilmistir.
(98,113)

Bu baharatlardan biri olan zerdecalin aktif maddesi kurkumin; kilo alimmi engelleyici
ve karaciger TG depolanimini azaltic1 etkiler gostermektedir. Jang ve ark.’ lar1 2008 yilinda
yaptiklar1 ¢alismada 10 hafta YYD+kurkumin uygulanan hamsterlarda hepatik TG miktarmm
azaldigini (114); Ejaz ve ark.’ lar1 ise, 12 hafta yagh diyetle birlikte kurkumin uygulamasmin
farelerde hepatik steatozisi azalttigin1 gostermislerdir (108). Yaglanma iizerine etkili bir diger
baharat olan acit kirmizi biberin aktif maddesi kapsaisin ile yapilan c¢aligmalarda da
kapsaisinin obez sicanlarda viicut yag miktarmi ve viicut agirhigmi azalttigr bildirilmistir
(115,116,117).

Literatiir veri tabanlari incelendiginde, kurkumin ile yapilan calisma sayismin
kapsaisin ile yapilan calismalara gore cok daha fazla sayida oldugu goriilmektedir. 2013
yilinda yaptigimiz calismada, 8 hafta YYD-+kurkumin uygulamasinin sicanlarda yagh diyetle
artan karaciger TG, TK ve serum fetuin-A diizeylerini azalttig1 gézlemlenmistir (15). Bu
calismada ise kurkumin ve kapsaisinin yagli karaciger modelinde fetuin-A ve AMPK
ekspresyonu ile hepatik lipit profili iizerine etkilerinin incelenmesi hedeflenmistir. Kurkumin
ve kapsaisinin birlikte uygulanmasimin hipolipidemik ve antiinflamatuvar etkilerini arastiran
caligmalar daha Onceki yillarda yapilmis (14,118); ancak yagh karaciger modelinde kurkumin
ve kapsaisinin karaciger yaglanmasi ve fetuin-A diizeyleri {izerine etkisini arastiran bir
calismaya yapilan literatiir taramasinda rastlanmamustir.

Deneysel yagh karaciger arastirmalarinda, hayvan modelleri olusturmak amaciyla
kalorisinin % 60’ min yagdan karsilandig1 yemler olduk¢a sik kullanilmaktadir (1,119). Bu
calismada, daha onceki calismalarimiz da referans aliarak (15,120) kalorisinin % 60’ 1nin
yagdan karsilandig1r yem kullanilmigtir. Yagl sican yemine, kurkumin ve kapsaisin ayri ayri

ve birlikte olacak sekilde karistirilarak, 16 hafta siire ile hayvanlar beslenmistir.
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Deney siiresi sonunda, YYD grubunda kontrol grubuna gore viicut agirlig istatistiksel
olarak anlamli olmayan hafif bir artis gosterirken, karaciger TG ve TK diizeyleri istatistiksel
olarak anlamli derecede yiikselmistir. Kurkumin ve kapsaisin ise ayr1 ayr1 ve birlikte
uygulandiginda viicut agirligmi ve hepatik TG ve TK diizeylerini YYD grubuna gére anlamlh
olarak diisiirmiistiir. Bulgularimiza dayanarak, kurkumin ve kapsaisinin birlikte veya ayri
ayrt uygulanmasinin karaciger lipit diizeylerini azaltmada ayni derecede etkili oldugu
sOylenebilir. Hepatik TG ve TK arasinda buldugumuz anlamh pozitif iliski de bu bulgumuzu
desteklemektedir. 2007 yilinda yapilan bir ¢calismada, 8 haftalik Y'Y D+Kurkumin+Kapsaisin
uygulamast sonucunda, karaciger TG diizeyleri anlamli azalmis, TK diizeyleri ise
degismemistir (14). Bizim deneysel bulgumuzdan farkli olarak bu cahsmada, karaciger TG
diizeyleri ilizerinde kurkumin+kapsaisin kombinasyonunun daha etkili oldugu bildirilmistir
(14). Bulgularimizdaki hepatik lipit diizeylerindeki bu degisim, serum lipit ve karbonhidrat
profiline yansimamustir. 16 haftalik YYD uygulamas1 sonunda kontrol grubuna gore karaciger
TG diizeylerinin artmasi, YYD+kurkumin grubunda ise YYD grubuna gére anlamli olarak
karaciger TG diizeylerinin azalmasi1 daha onceki ¢alismamizla benzerlik gostermektedir (120).
2014 yilinda yaptigimiz ¢alismada da; su anki bulgularimiz gibi, serum TG ve TK degerleri
gruplar arasinda degisim gostermemistir (120). Karaciger hasarini gésteren enzimlerden olan
ALT aktivitesi, sadece YYD+Kap grubunda azalmis olarak saptanmustir. AST aktivitesi ise
degismemistir. Bu bulgu YYD+Kap grubunda karaciger TG miktarmin gruplar arasinda en
diisiik diizeyde olmasi ile iliskili olabilir.

Histolojik bulgularimiz deneysel olarak buldugumuz sonuglar1 desteklemektedir. YYD
grubunda orta-ileri derecede yaglanma, ileri diizeyde vakuolizasyon ve yag birikimine bagh
dejenerasyon bulunmus; YYD+Kur, YYD+Kap ve YYD+Kur+Kap gruplarinda ise YYD
grubu ile karsilastirildiginda karaciger dejenerasyonu ve vakuolizasyonunda anlamli diisiis
saptanmis, Ozellikle YYD+Kur+Kap grubuna ait kesitlerin kontrol grubu ile benzer sonuglara
ulastig1 gdzlenmistir.

Bir diger bulgumuz da Tablo 2.2° de goriildiigii gibi yagh yeme karistirdigimiz, 1.5 g
kurkumin /kg yem ve 0.015 g kapsaisin /kg yem’in giinlik yem tiiketimini azaltmasidir.
Kurkumin ve kapsaisinin istah baskilayic1 etkileri oldugu daha o©nceki calismalarda
gosterilmistir. Kurkumin uygulamasi ile goriilen istah baskilayici etkinin, kullanilan kurkumin
dozu ile iliskili olabilecegi diisiiniilebilir. Onceki calismalarimizda, 100 mg ve 400 mg
kurkumin/kg sican/giin dozlarinda gavajla uygulanan kurkumin istah baskilayict etki
gosterirken (15), 1 g kurkumin/kg yem uygulanan modelde istah baskilayicit etki
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goriilmemistir (120). Kapsaisinin istah baskilayici etkisi ise Yoshioka ve ark.” larinin 1999
yilinda yaptiklar: calismada gosterilmistir (121). Bulgularimiz bu ¢aligmalarla uyumludur.

Kurkumin ve kapsaisinin karaciger lipit metabolizmasini1 diizenleyici yolaklarinin
farklilik gosterdigi ve bu yolaklarin etki mekanizmasinin tam olarak anlagilamadi
bildirilmistir. Bazi1 yayimnlarda, kurkuminin karaciger TG diizeylerini azaltmasimin,
SREBP-1c’ in AMPK tarafindan aktivasyonu yoluyla, ACC1 ve FAS gen ekspresyonlarim
baskilamasi sonucu oldugu gosterilmistir (91). Kurkuminin kolesterol diizeylerini
azaltmasinin HMG-KoA rediiktaz enzimini baskilayarak kolesterol sentezini inhibe etmesi
sonucu oldugu bildirilmistir (114). Kurkuminin AMPK iizerinden etki gosterdigini belirten
yaymlarmn yaninda, sirtuin 1 (Sirtl) aktivasyonu yoluyla PPARYy genini uyardigmi gosteren
yaymlar da bulunmaktadir (122,123). Flores ve ark.” lar1 2014 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada,
diyabetik fare karacigerinde, kurkuminin NF-xB’i azalttigini, AMPK ve PPARy
ekspresyonlarini arttirdigint gostermislerdir (124). Yapilan ¢aligmalarda, kurkuminin farkl
yolaklar iizerinden lipit metabolizmasini diizenleyebildigi bildirilmistir.

Kapsaisinin NAYKH {izerine etkisi ile ilgili yapilan ¢alismalarda PPAR’ lar iizerinden
farkli yolaklar tanimlanmistir. Bunlardan biri olan PPARS’ 1 karacigerde in vivo ve in vitro
olarak lipojenezi diizenledigi gosterilmistir (125). Li ve ark.” lann kapsaisinin TRPV1
reseptorleri araciligr ile CPT1 aktivitesini ve hiicre i¢ci PPARS ekspresyonunu arttirdigini ve
otofajiyi indiikledigini; bu mekanizma ile NAYKH olusumunu engelledigini gostermislerdir
(18). Yapilan farkh bir caligmada, kapsaisin 4 hafta YYD ile beslenen si¢anlarda, karaciger
TG ve TK diizeyleri ile birlikte karaciger mRNA PPARYy ekspresyonunu azaltmis ve CPT1
diizeylerini arttirmistir (117).

Calismamizda, karaciger AMPK ve p-AMPK ekspresyonlart gruplar arasinda
degismemis goOzikkmektedir. 16 haftalik deney siiresi sonunda AMPK ve p-AMPK
ekspresyonlar1 etkilenmemis olmasma ragmen, doku lipit diizeylerinin azalmis olmasi,
kurkumin ve kapsaisinin AMPK disinda farkli bir yolakla, muhtemelen PPARS ve PPARY
ekspresyonlarini arttirarak veya azaltarak lipit metabolizmasi iizerinde etkili olabilecegini
diisiindiirmektedir. AMPK ekspresyonlari ile ilgili bulgumuz, serum adiponektin diizeyleri ile
de uyumludur. AMPK’1 aktifledigi bilinen adiponektinin serum diizeyleri de caliymamizda
degismemistir. 2013 yilinda yaptigimiz cahismada da, YYD ve kurkumin uygulamasi serum
adiponektin diizeyleri iizerine etki gostermemistir (15). Baz1 arastiricilarin sonuclarina gore
adiponektin ile hepatik fibrozis arasindaki iliski heniiz netlesmemistir (126,127). Bizim
bulgumuz da bu hipotezi desteklemektedir. Yagh karacigerle iliskili oldugu bildirilen diger

bir adipokin olan leptin diizeylerini arastiran bazi calismalarda, steatozis ve NASH’ I kisilerde



52

serum leptin diizeylerinin yiikseldigi gosterilmistir (128,129). Hepatik stellat hiicrelerin leptin
salgiladig1 ve fibrogenezi indiikledigi One siirtilmiistiir (130). Bizim ¢aliymamizda serum
leptin diizeyleri karaciger yaglanmasi ile artmug; kurkumin ve kapsaisin uygulamasi ile
azalmistir. Bu azalma sonucunda, leptinin fibrotik etkisinin azaldig1 ve dolayisiyla, karaciger
yaglanmast ve gida alimini baskilamada kurkumin ve kapsaisin ile sinerjik etki gosterdigi
diisiintilebilir. Karaciger lipit diizeyleri, karaciger agirhgi ve sican kesim agirlig ile leptin
arasinda buldugumuz anlamli korelasyonlar da bu bulgumuzu giiclendirmektedir.
Bulgularimiza dayanarak, karacigerde metabolik homeostazin diizenlenmesinde adiponektin
hormonundan daha ¢ok leptin hormonunun etkili olabilecegi 6ne siiriilebilir.

Serum glikoz diizeyleri gruplar arasinda degisiklik gdstermemis; ancak serum insiilin
diizeyleri ve HOMA indeksi YYD uygulamas: ile anlamli olarak artmistir. Kurkumin ve
kapsaisin uygulamasinin serum insiilin diizeyi ve HOMA indeksi {izerine etkisi olmamustir.
Insiilin ve HOMA indeksi diizeylerinde goriilen artigm yagh beslenmeye bagh inflamatuvar
etki sonucu olabilecegi diisiiniilebilir.

Yagh karacigerde ekspresyon diizeylerinin arttig1 bildirilen, yaglanma ve inflamasyon
biyogostergesi olarak kabul edilen fetuin-A’ nin diizenlenme mekanizmas1 heniiz
bilinmemektedir. Adiponektin ve fetuin-A’nm, MetS ve obezitede negatif iliski gosterdikleri
bildirilmistir (75). Caliymamizda, adiponektin ve AMPK diizeylerinin degismemis; ancak
fetuin-A ekspresyonunun kurkumin ile azalmis olmasi, fetuin-A’ nin adiponektin ve
AMPK’dan bagimsiz olarak farkli bir mekanizma iizerinden etki gosterdigini diisiindiirebilir.
Yagh beslenme modelimizde karaciger fetuin-A ekspresyonu ve serum diizeyi YYD
grubunda kontrole gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda,
karaciger fetuin-A ekspresyonunun ve serum diizeylerinin obeziteye bagh olarak arttigi ve
karaciger yaglanmasi ile arasmnda giiglii bir iliski oldugu gosterilmistir (10,15,131,132).
Bulgularimiz incelendiginde, kurkumin ve kapsaisin uygulamalarindan sadece kurkumin
uygulamasmin karaciger fetuin-A ekspresyonu iizerinde baskilayict etki gosterdigi; ancak
serum fetuin-A diizeylerine istatistiksel olarak anlamli olmayan hafif azalma olarak yansidig
goriilmektedir. Fetuin-A ekspresyonu ve serum diizeyleri arasinda buldugumuz anlamh
pozitif iligki ekspresyon ve serum diizeylerinin birlikte etkilestigini gostermektedir. 2013
yilinda yaptigimiz caligmada, literatiirde ilk defa olarak deneysel obezite modelinde
kurkuminin serum fetuin-A diizeyleri iizerine olan etkisi incelenmistir ve kurkuminin
karaciger lipit diizeylerinin azalmasina bagh olarak, serum fetuin-A diizeylerini diisiirdiigii ve
bu mekanizmanin AMPK iizerinden olabilecegi tartisilmistir (15). Ancak bu calismamizda,

fetuin-A ve hepatik lipit diizeyleri arasinda korelasyon olmamasi, karaciger yaglanmasinin
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azalmas1 disinda farkli bir etkenin fetuin-A ekspresyonu iizerinde etkili olabilecegini
diisiindiirmektedir. Bu etkenin, daha once Li ve ark.” lan tarafindan 2013 yilinda yapilan
calismada gosterildigi gibi, yaglanmanin azalmasiyla orantili olarak azalan karaciger kaynakh
inflamasyon olabilecegi diisiiniilebilir (102). Li ve ark.” lar1 obez sicanlarda fenofibrat
uygulamasi ile serum fetuin-A ve NF-«B ekspresyonunun azaldigini gostermisler ve bu
azalmay1 karaciger TG diizeyleri ve inflamasyonun birlikte azalmas ile iliskilendirmislerdir
(102). Kurkuminin NF-kB ve PPARY ekspresyonlarini diizenleyerek, hepatik TG diizeylerini
ve inflamasyonu azaltmasi fetuin-A diizeylerinin azalmasinda da etkili olabilir. 2014 yilinda
yapilan farkli bir caligmada, pioglitazonun hepatosit hiicre kiiltiiriinde PPARy aktivasyonu ile
fetuin-A ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir (133). PPARy cogunlukla adipositlerden
ekspresse edilmesine ragmen hepatik PPARy’1n hepatik steatozis ve tiim viicut lipit ve glikoz
homeostazisi iizerinde kritik rol oynadigi gosterilmistir (134). Calismamizda kapsaisin
uygulamasi fetuin-A ekspresyonu iizerinde etkili olmamistir. Bu konuda daha once yapilmis
calisma olmadigindan kapsaisinin fetuin- A iizerine etki mekanizmas1 bilinmemektedir.
Histolojik ve deneysel bulgularimiza gore, yagh karaciger modelinde kurkumin ve
kapsaisin uygulamas1 karaciger yaglanmasmni baskilamistir. Karaciger dejenerasyonunu
azaltmada ise bu iki baharatin birlikte uygulanmalarinin daha etkili oldugu acik¢a
goriilmiistiir. Fetuin-A ekspresyonu yagli karacigerde artmis; kurkumin uygulamasi ile
azalmistir; ancak kapsaisinin fetuin-A {izerine etkisi olmamistir. Hepatik AMPK ve p-AMPK
ekspresyonlarinin da ¢alismamizda degismemis olmasi, kurkuminin karaciger yaglanmasin
ve fetuin-A ekspresyonunu antiinflamatuvar etkili olabilen farkli mekanizmalar {izerinden
baskiladigini, PPARy ve NF-xB’ nm bu metabolik yolakta etkin olabilecegini
diisiindiirmektedir. Sonugta, PPAR’ larin kurkumin ve kapsaisinin karaciger yaglanmasi ve
fetuin-A gibi yaglanmaya baglh inflamasyon gostergeleri tizerindeki etkilerini arastirmak icin

daha ileri metodolojik ¢aligmalar yapilmasi gerektigi yargisina varilmistir.
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