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1. TURKCE OZET

Amag: Arastirmamizda antioksidan diyetsel ajanlar sinifinda yer alan yesil kahve c¢ekirdegi
ekstrakt1 ve klorojenik asitin; yiliksek yagl ve yliksek kolesterollii beslenme ile tetiklenen bir non-
alkolik steatohepatit (NASH) modelinde hepatoprotektif etkilerinin = gdzlenmesi ve
karsilastirilmast hedeflenmistir.

Gere¢ ve Yontem: Calismamizda 56 adet wistar cinsi erkek rat (13 haftalik) randomize
olarak 7 gruba ayrilmis olup, 3 kontrol ve 4 deney grubu olmak {izere toplam 7 ayr1 gruba yer
verilmistir. Deney gruplarindaki ratlara 10 hafta siire ile yiiksek kolesterol ve yiiksek yag icerikli
(YYYK) diyet uygulanarak NASH modelinin olusmasi saglanmistir. Calisma siiresince deney
gruplarindan NASH model grubu sadece YYYK yem alirken; YYYK yeme ek olarak YYYK -
YKC grubuna 20 mg/kg dozunda yesil kahve g¢ekirdegi ekstrakt;; YYYK -KA10 grubuna 10
mg/kg klorojenik asit ve YYYK -KA50 grubuna 50 mg/kg klorojenik asit verilmistir. Kontrol
grubuna sadece standart rat yemi verilirken, standart rat yemine ek olarak KA Kontrol grubuna
10 mg/kg klorojenik asit; YKC kontrol grubuna ise 20 mg/kg yesil kahve cekirdegi ekstrakti
verilmistir. Calismanin sonunda 12 saatlik a¢lik sonrasi ratlara 6tenazi uygulanmis ve ratlardan
karaciger, kalp dokular1 ve kan 6rnekleri alinmistir. Ratlardan alinan serum orneklerinde rutin
biyokimyasal parametreler, oksidatif stres parametreleri ve Glo-1 diizeyleri analiz edilmistir.
Karaciger ve kalp dokularinda ise PIIINP diizeyleri ve oksidatif stres parametreleri analiz
edilmistir. Ayrica karaciger dokusu histopatolojik olarak degerlendirilmis ve NAYKH aktivite
skoru hesaplanmustir.

Bulgular: Arastirmamizda yesil kahve ¢ekirdegi ekstrakti ve 50 mg/kg klorojenik asit alan
gruplarda NAYKH aktivite skorunun NASH model grubuna gore anlamli derecede diisiik oldugu
izlenmistir. NASH model grubunda serum Glo-1 diizeyleri kontrol grubuna gore istatistiksel
acidan anlamli olarak yiiksek izlenmis ve Glo-1 diizeyi ile NAYKH aktivite skoru arasinda
negatif korelasyon izlenmistir. Ayrica NASH model grubunda karaciger PIIINP diizeyleri kontrol
grubuna goére anlamli derecede diisiik saptanirken kalp PIIINP diizeyleri arasinda istatistiksel
acidan anlamli farklilik izlenmemistir. Arastirmamizda klorojenik asit ve yesil kahve cekirdegi
ekstraktinin hastaligin histolojik aktivitesini azaltmasinin yanisira karaciger PIIINP diizeyini
arttirmalar1 dikkate degerdir.

Sonug¢: Arastirmamizda yesil kahve ¢ekirdegi ekstrakti alan ve 50 mg/kg dozda klorojenik
asit alan gruplarda hastalik aktivite skoru anlamli 6lgiide diisiik bulunmustur. Bu bulgular
koruyucu hekimlik alaninda diyetsel ajanlarla NASH aktivitesini azaltmak hedeflendiginde yesil
kahve ¢ekirdegi ekstrakti ya da 50 mg/kg dozunda klorojenik asit kullanimimin daha yararh
olabilecegine dikkat ¢ekmektedir. NAYKH temelde bir lipid metabolizmasit bozuklugudur.
Hastalig1 tetikleyen en onemli faktor karacigerde artan lipid yiikii ve bu durumun indiikledigi
lipotoksisitedir. Calismamizda NASH grubunda karacigerde bir lipid peroksidasyon son {iriinii
olan MDA’ ’nin diger karaciger oksidatif stres parametrelerine nazaran 6n plana ¢ikmis olmasi
dikkate degerdir. Dolayisiyla yogun oksidatif stresin bir getirisi olan lipid peroksidasyonu

1



NAYKH patogenezinde onemli bir faktordiir. Ayrica NASH model grubunda serum Glo-1
diizeyleri kontrol grubuna gore istatistiksel agidan anlamli olarak yiiksek izlenmistir. Bu agidan
Glo-1 hasta bireyleri saglikli bireylerden ayirmada onemli bir serum parametresidir ve NAYKH
hastaliginin tanisinda ve hasta taramalarinda non-invazif bir serum gostergesi olarak
kullanilabilir.

Anahtar kelimeler: yagl karaciger, klorojenik asit, oksidatif stres, PIIINP, glioksalaz I



2. ABSTRACT

Aim: The aim of our study was to observe and compare hepatoprotective effects of green
coffee bean extract (GCBE) and chlorogenic acid (CA) in a non-alcoholic steatohepatitis (NASH)
model.

Materials and Methods: Fifty-six male wistar rats were randomly divided into seven
groups; three of which were control and four were experimental groups. Experimental groups
were fed a high-fat, high-cholesterol (HFHC) diet for ten weeks, which resulted in NASH. NASH
model group was only fed a HFHC diet; while HFHC-GCB group was treated with 20 mg/kg
GCBE, HFHC-CA10 group was treated with 10 mg/kg CA and HFHC-CAS50 group was treated
with 50 mg/kg CA in addition to HFHC diet. Control groups were fed standard rat chow; while
CA-control group was fed 10 mg/kg CA and GCBE-control group was fed 20 mg/kg GCBE in
addition to rat chow. At the end of the experimental period; blood, liver and heart tissue samples
were collected. Routine biochemical parameters, oxidative stress parameters and Glo-1 levels
were analyzed in serum samples. PIHINP levels and oxidative stress parameters were measured in
the liver and heart tissues. Liver tissue samples were examined histopathologically, also.

Results: In our study, the NAFLD activity score was found to be significantly lower in the
groups treated with GCBE and 50 mg/kg CA compared to the NASH model group. Serum Glo-1
levels were significantly higher in the NASH model group compared to the control group, and a
negative correlation was observed between Glo-1 level and NAFLD activity score. In addition,
liver PIIINP levels were found to be significantly lower in the NASH model group compared to
the control group; while no statistically significant difference was observed in cardiac PIIINP
levels. Another significant finding of our study was that CA and GCBE caused a decrease in the
histological activity of the disease, also increased the liver PIIINP levels.

Conclusions: This study has shown that green coffee bean extract or chlorogenic acid at a
dose of 50 mg/kg may be effective to reduce NASH activity. NAFLD is a lipid metabolism
disorder. The most important factors that trigger the disease are increased lipid burden of the liver
and lipotoxicity. In our study, liver MDA levels were found to be higher in the NASH group
compared to the control group. Therefore, lipid peroxidation, which is a result of oxidative stress,
Is an important factor in the pathogenesis of NAFLD. In addition, serum Glo-1 levels were
significantly higher in the NASH model group than in the control group. And this finding has
shown that serum Glo-1 may be used to distinguish patients with NASH from healthy
individuals.

Key Words: fatty liver, chlorogenic acid, oxidative stress, PIIINP, glyoxalase I



3. GIRIS VE AMAC

NAYKH’nin baglangi¢ asamasinda goriilen basit karaciger yaglanmasi her ne kadar masum
bir hastalik gibi goriinse de hastalarin ¢cogunda takipte NASH gelismekte ve hastaliga bagli diger
komplikasyonlarin da (siroz, dekompanse karaciger yetmezligi, hepatoselliiler karsinom, artmis
kardiyovaskiiler risk vb.) eklenmesiyle hastalia bagli mortalite ve morbidite artmaktadir (1).
Yakin tarihte yapilan bir ¢aligmada ortalama 6,6 yillik bir takibin sonunda NAYKH hastalarinin
%42’sinde basit karaciger yaglanmasinin NASH’ye ilerledigi bildirilmistir (2). Ayn1 ¢alismada
ortalama 12,6 yillik takipte NAYKH hastalarinin %33,2’si ya hayatin1 kaybetmistir ya da siireg
karaciger nakli ile sonuglanmistir (2).

NAYKH’nin gelisim mekanizmasini agiklamak tizere gelistirilmis olan ¢ift vurus teorisine
gore birinci vurus karacigerde yaglanma yaparken tabloya oksidatif stres ve inflamasyonun
eklenmesiyle ikinci vurus gerceklesmekte ve ikinci vurustan sonra hastalik hizla ilerlemektedir
(3). Oksidatif stres ve inflamasyonun hastaligin ilerlemesinde 6nemli birer etken oldugunu goz
oniinde bulundurarak projemizde NASH gelisiminin 6nlenmesine yonelik olarak anti-inflamatuar
ve anti-oksidan ozellikte iki farkli diyetsel ajanin (yesil kahve ¢ekirdegi ekstrakti ve klorojenik
asit) etkinligini degerlendirmeyi ve karsilagtirmay1 amacgladik.

Hepatik fibrozis; ekstraselliiler matriks (ESM) bilesenlerinin enzimatik sentezi ve yikimini
iceren dinamik bir siirectir (4). ESM bilesenlerinden hyaluronik asit, kollajen ve laminin diisiik
konsantrasyonlarda dolasima ge¢cmektedir ve her biri gerek ayr1 ayr1 gerek birlikte
kullanildiklarinda NAYKH i¢in 6nemli gostergelerdir (4). Tiim bu ESM bilesenleri igerisinde
prokollajen 111 N-terminal peptid (PIIINP) NASH histolojisi ile iligkili oldugu gosterilen tek
serum parametresidir (4). PIIINP; Tip III kollajen iiretimi i¢in prokollajen-III"tin yikilmasi ile
aci8a cikan bir yan {iriindiir ve literatiirde karaciger fibrozisi ve NASH’ nin 6nemli bir gostergesi
olarak kabul edilmektedir (5).

NAYKH karaciger disindaki diger doku ve organlar: etkileyen multisistemik bir hastaliktir
(6). NAYKH’ye bagh diger organ tutulumlari arasinda prognostik ac¢idan en 6nemli olan
kardiyak tutulup olup; NAYKH’ye bagl oliimlerin biiyiik kisminin kardiyovaskiiler hastaliga
bagl oldugu bildirilmektedir (6). Ayrica literatiir incelendiginde kalp yetmezligi olan hastalarda
serum PIHINP seviyelerinin NAYKH’den bagimsiz olarak, kalp kaynakli olarak yiikseldiginden
ve PIHINP’nin kardiyak fibrozis gostergesi olarak da kullanilabileceginden bahsedilmektedir (7).

Gilinitimiizde PIIINP basit karaciger yaglanmasi ile NASH ayriminin saptanmasinda giivenilir bir



serum gostergesi olarak kabul edilmektedir (8). Bu nedenle PIIINP Avrupa’da NAYKH
hastalarmin taranmasinda yaygin olarak basvurulan ‘enhanced liver fibrosis’ (ELF) skorunun
hesaplanmasinda kullanilan parametrelerden biridir (9). NASH ayrimi i¢in sik bagvurulan ve
yaygin kullanima sahip bir gosterge olan PIIINP’nin serum seviyelerinin NASH hastalarinda
yiikseldigi bilinmektedir (8). Ancak bu yiikseklik 6n planda karaciger dokusundan mi kalp
dokusundan mi1 kaynaklaniyor literatiirde buna iligkin bir ¢caligmaya rastlanmamistir. Bu nedenle
aragtirmamizda gelistirdigimiz rat modelinde kalp ve karaciger dokusunda PIIINP diizeylerininin
karsilagtirilmasi ve serumda yiikselen PIIINP’nin karaciger dokusundan mi1 kalp dokusundan mi
kaynaklandiginin aydinlatilmasi hedeflenmistir.

Dikarbonil stres, metilglioksal (MG) gibi reaktif dikarbonil metabolitlerinin hiicre ve
dokularda disfonksiyona yol agacak sekilde asir1 birikimi ile karakterize olan bir tablodur (10).
MG ileri glikasyon son {iiriinlerinin (Advanced Glycation End Products-AGE) major kaynagi
olup, glioksalaz 1 (Glo-1) MG detoksifikasyonunda gorev alan ana enzimdir (10, 11). Dikarbonil
stres obezite, diyabet ve her ikisi ile de iliskii NAYKH gibi komplikasyonlarin
patofizyolojisinde onemli rol oynamaktadir (12). Cesitli calismalarda Glo-1 artisinin; dikarbonil
stresi azalttigl, obezite ve insiilin direnci gelisimini yavaslattigi gosterilmistir (12). Ayrica gesitli
hayvan modellerinde yiiksek yag ve yiiksek fruktoz i¢eren diyetlerle karaciger Glo-1 aktivitesinin
azaldig1 bildirilmektedir (11). Ek olarak NAYKH hastalarinda AGE diizeylerinin karacigerdeki
steatoz ve inflamasyonun ciddiyeti ile iliskili oldugunu bildiren ¢aligmalar da mevcuttur (13).
Ancak literatiir incelendiginde NAYKH’de dikarbonil stresin etkisini arastiran ¢ok siirli sayida
calisma olmasimin yanisira NAYKH hastalarinda Glo-1 enzimini arastiran tek bir calismaya
rastlamistir (11). Arastirmamizda bu ¢alismadan farkli olarak arastirdigimiz antioksidan ajanlarin
Glo-1 seviyelerine etkisinin de gozlemlenmesi ve Glo-1 seviyelerinin daha kolay ve gereginde
genis kitlelerde tarama testi olarak kullanilabilecek bir yontem olan ‘enzyme-linked
immunosorbent assay’ (ELISA) yontemi ile analiz edilmesi amaglanmistir. Arastirmamizda
degerlendirilen hipotezler:
1.Yesil kahve cekirdegi ekstrakti yapisinda klorojenik asitin yam1 sira ¢ok sayida farkli
polifenolik bilesikleri icermektedir. NASH gelisim siirecinde yesil kahve c¢ekirdeginin
yapisindaki diger polifenolik bilesikler klorojenik asit ile sinerjistik etkilesim gostererek total
hepatoprotektif aktiviteyi arttirir.

2. NASH’te saglikli bireylere nazaran serum diizeyi yiiksek olarak izlenen PIIINP’nin ana doku

kaynagi kalp olabilir.



3. NASH grubu ve saglikli kontrol grubunda serum Glo-1 diizeyleri anlamli derecede farklidir.

Yesil kahve ¢ekirdegi ekstrakti ve klorojenik asit verilmesi ile serum Glo-1 diizeyleri artar.



4. GENEL BILGILER

4.1. NAYKH Tanimi, Tanm ve Tedavisi

Non-Alkolik Yagli Karaciger Hastaligi (NAYKH) insiilin direnci ile iligkili olarak
karacigerde asir1 yag birikimi ile karakterize, hepatositlerin %5’inden daha fazlasinda
yaglanmanin (steatoz) gosterilmesi ile tani alan, alkol kullanimi dis1 nedenlerle meydana gelen,

kronik bir karaciger hastaligidir (1) .

Tablo 4.1. NAYKH spektrumu igerisinde yer alan tanimlar (1).

NAYKH: Basit karaciger yaglanmasindan steatohepatit ve siroza kadar uzanan, hastalikla ilgili
tiim klinik tablolar1 kapsayan genel tanim.

Non-Alkolik Yagh Karaciger: Hepatositlerin %5’inden daha fazlasinda yaglanmanin
gosterildigi ancak steatohepatit ve sirozun eslik etmedigi klinik tablolar i¢in kullanilir. Basit
karaciger yaglanmasi seklinde de kullanilmaktadir.

Non-Alkolik Steatohepatit (NASH): Karaciger yaglanmasina inflamasyon ve hiicre hasarinin
eslik ettigi klinik tablo. Bu tabloya siroz eslik edebilir de etmeyebilir de.

NASH Sirozu: NASH tablosuna sirozun eslik ettigi durumlarda kullanilir.

NAYKH diinya niifusunun %25’ini etkileyen ve en sik goriilen kronik karaciger
hastaligidir (14, 15). Bu hastalik diinya genelinde karaciger yetmezligi, hepatoselliiler karsinom
(HCC) ve karaciger transplantasyonunun 6nde gelen nedenlerinden biridir (16). Hastaligin dogal
seyri sirasinda NAYKH hastalariin yaklasik %20’sinde basit karaciger yaglanmast NASH’e
ilerlemekte; NASH ise siroz, dekompanse karaciger yetmezligi ve HCC’ye ilerlemektedir (1).
NAYKH hastalarinda karacigerde inflamasyon varhiginda (NASH gelistiginde) hastaligin
morbidite ve mortalitesi bilyiik oranda artmaktadir. inflamasyon fibrozisle sonuglandiginda ise
(fibrotik NASH/NASH sirozu) tedavi son derece giiclesmekte ve silire¢ karaciger nakli ya da

oliim ile sonuglanmaktadir (1).

NAYKH klinik agidan ¢ok sessiz seyreden ve neredeyse siroz asamasina kadar ciddi belirti

vermeyen bir hastaliktir. Bu nedenle genellikle bagka nedenlerle istenilen abdominal goriintiileme




tetkikleri neticesinde tesadiifen tani almaktadir. Ancak hastaligin erken tani almasi hastaliga
iliskin komplikasyonlarin onlenmesinde son derece Onemlidir. Bu nedenle giinlimiizde
NAYKH’ye iliskin 6zellikle de NASH ve siroz gelisme riski yiiksek olan hasta gruplarinda etkili

tarama yOntemlerinin gelistirilmesi tizerinde durulmaktadir.

Tablo 4.2. NAYKH agisindan yiiksek riskli durumlar (17)

Obezite ve Metabolik Sendrom: Fazla kiloludan morbid obeze kadar obezitenin tim alt
gruplart ve eslik eden metabolik sendrom NAYKH acisindan 6nemli bir risk faktortidiir. Ciddi
obezite siifina giren hastalarin biiyiik cogunlugunda (>%95) NAYKH bildirilmistir.

Tip 2 Diabetes Mellitus (Tip 2 DM): Diyabet ve insiilin direnci NAYKH agisindan 6nemli bir
risk faktoriidiir. Diyabetik hastalarin 1/3 ila 2/3’tinde NAYKH bildirilmistir.

Dislipidemi: Yiiksek serum trigliserid seviyeleri ve diisiik serum yiiksek yogunluklu lipoprotein
(HDL) seviyeleri NAYKH hastalarinda sik goriilen bulgulardir. Dislipidemi ile bagvuran
hastalarin %50’sinde NAYKH bildirilmistir.

NAYKH tanisinda ilk asama karacigerde hiicrelerin %5’inden fazlasinda yaglanmanin
varligiin gosterilmesidir. Yaglanmanin belirlenmesinde kabul goren altin standart yontem
karaciger biyopsisidir (17). Karacigerde yaglanmanin varligi gosterildikten sonraki asama ise
ciddi alkol tiiketiminin, karacigerde yaglanmaya veya kronik karaciger hastaligina yol acabilecek
diger nedenlerin dislanmasidir (17). Tanida altin standart yontem karaciger biyopsisi oldugundan
ve karaciger biyopsisi hastalarin taranmasi i¢in uygun olmayan riskli bir girisimsel islem
oldugundan giinlimiizde NAYKH hastalarinin taranmasinda, takibinde ve tedavi yanitlarinin

izleminde kullanilabilecek serum parametrelerine ihtiyag s6z konusudur.

NAYKH’ye yonelik tedavi stratejileri; karaciger hastaligini tedavi etmenin yanisira eslik
eden obezite, dislipidemi, insiilin direnci ve tip 2 DM gibi metabolik bozukluklarin tedavisini de
kapsamalidir. Basit yaglanma; steatohepatite ve fibrozise ilerlemedigi siirece iyi prognozlu
oldugundan NAYKH’ye yoénelik tedavilerde ozellikle biyopsi ile kanitlanmis NASH ve
NASH/fibrozis hastalari hedeflenmektedir (17). Heniiz NAYKH igin onay almis ilag tedavileri
kullanimda olmasa da insiilin duyarlastirici, antiinflamatuar ve antioksidan ajanlarla yapilan

calismalar umut vaat etmektedir (18).




Oksidatif

Direnci Stres
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Sekil 4.1. NAYKH patogenezi ile iliskili potansiyel tedavi ajanlari (18)

Tablo 4.3. NAYKH Tedavisinde Giincel Yaklagimlar (15)

Yasam Tarz1 Degisikligi: 11k basamak tedavide en onemli faktor. Saglikli beslenme ve egzersiz
tim hastalara onerilmektedir. %35 oraninda kilo kaybinin steatozu; %10 oraninda kilo kaybinin
ise inflamasyon ve fibrozisi gerilettigi gosterilmistir.

Insiilin Duyarlastiricilar: Tiazolidindionlarn NASH hastalarinda karacigerde histolojik
bulgular1 iyilestirildigi gézlenmistir.

Lipid Diisiiriicii Ajanlar: Statinlerin steatoz ve inflamasyonu iyilestirdigi gozlenmistir.
Omega-3 yag asitlerinin ise intrahepatik trigliserid diizeylerini azalttig1 gdzlenmistir.

Antioksidan ve Sitoprotektif Ajanlar: E vitamininin NASH hastalarinda steatoz ve
inflamasyonu azalttig1 gézlenmistir. Pentoksifilinin ise steatozu azalttig1 gézlenmistir.

Probiyotikler: Probiyotiklerin NAYKH’de lipid profili ve karaciger fonksiyon testlerini
lyilestirdigi gdzlenmistir. Ancak probiyotiklerin arasindaki doz ve formiil farkliliklar1 nedeniyle
sonuglar yeterince agik degildir.

Obetikolik Asit: NASH tedavisinde umut vaat eden bir sentetik safra asididir. Faz-3
asamasinda c¢alismalar devam etmektedir. Fibrozisi azalttigt goézlenmistir ancak NASH
rezoliisyonu etkisi izlenmemistir.




4.2. NAYKH Patogenezi ve Lipotoksisite

NAYKH’de karacigerde yag birikimi farkli mekanizmalar araciligi ile gergeklesmektedir.
Bunlardan birincisi yag dokuda artmis lipoliz sonucu dolasimda artan lipidlerin karacigerde
birikmesidir. Diger dnemli mekanizmalar ise karacigerde artmis denovo lipogenez, azalmis yag
asidi oksidasyonu ve diyetle fazla miktarda yag alimidir (14). Insanlarda yapilan izotopla
isaretleme caligmalarinda NAYKH hastalarinda denovo lipid sentezinin arttigi ancak
karacigerdeki yag asitlerinin biiyiik ¢ogunlugunun dolasimdaki yag asitlerinden kaynaklandig:

gosterilmistir (14).

Normal sartlarda plazma serbest yag asidi diizeyleri aclikta artarak dokulara enerji saglar;
toklukta ise insiilinin lipolizi baskilamasi sonucu serbest yag asidi diizeyleri azalir. Ancak insiilin
direnci s6z konusu oldugunda lipoliz baskilanamaz ve dolasimdaki serbest yag asidi
konsantrasyonu devamli yiiksek seyrederek karacigerde lipid birikimine neden olur (14). Bir
calismada inhibitér G proteinleri araciligi ile yag dokusundaki lipoliz baskilandiginda yiiksek
yagl diyet ile beslenen farelerde serum serbest yag asidi diizeyleri ve karaciger trigliserid

diizeyleri azalmigtir (14).

Karacigerde lipidler birikmeye basladiktan sonra baslangicta olusan basit yaglanmanin
NASH’e ilerlemesi siirecinde en 6nemli belirleyiciler lipid yiikiiniin yogunlugu ve lipid igerigidir.
Bu noktada lipotoksisite kavrami énem kazanmaktadir. Lipotoksisite; lipid ¢evrenin veya hiicre
i¢i lipidlerin muhteviyatinin organel disfonksiyonu, hiicre hasar1 ve hiicre 6liimiine yol acacak
yonde degismesi olarak tanimlanmaktadir (19). Lipotoksisite kronik inflamasyonla yakindan
iligkilidir ve bu durum metabolik olarak tetiklenmis inflamasyon ya da metaboinflamasyon olarak

da tanimlanmaktadir (19).

Lipidler toksik etiklerini endoplazmik retikulum ve mitokondri disfonksiyonuna yol agarak
ya da hiicre ylizeyindeki c¢esitli reseptorler veya hiicre i¢i sinyal yolaklar: ile etkileserek
gosterebilirler (19). Bunun en tipik 6rnegi palmitatin TLR-4’1 (toll like receptor 4) aktive ederek
inflamasyonu tetiklemesidir (20). Baz1 g¢alismalarda triagilgliserol sentezi inhibe edildiginde
oksidatif stres, inflamasyon ve hiicre hasarinin arttigi gozlenmistir ve bu durumun lipid ara
tirtinlerinin hiicrede birikimine baglh oldugu disiiniilmektedir (19). Bu ¢alismalarin sonuglar1 géz
oniinde bulunduruldugunda serbest yag asitleri ve lipid ara iirlinleri hiicreler i¢in daha toksik

oldugundan bunlarin triagilgliserol formunda depo edilmeleri hiicre i¢in daha giivenlidir.
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Perilipinler lipid damlaciklarini ¢evreleyen proteinlerdir ve lipolizin diizenlenmesinde gorev
alirlar. Perilipin-5’ten yoksun farelerde lipolizin ve lipotoksisitenin arttigi gozlenmistir (19). Bu

durum perilipinlerin lipotoksisite a¢isindan dnemini ortaya koymaktadir.

Doymus yag asitleri (0zellikle palmitik asit ve stearik asit), kolesterol, seramidler ve
lizofosfatidil kolin lipotoksisiteye neden olan lipidler igerisinde yer alirken; ¢oklu doymamis yag
asitlerinin ise aksine karacigerde hiicre hasarini azalttigi goézlenmistir (19). Bu c¢alismalar
lipotoksisitede lipid muhteviyatinin 6nemini ortaya koymaktadir. Karaciger hiicrelerinde biriken
lipidler i¢in denge toksik lipidler lehine oldugunda bu durumun inflamasyon ve NASH acisindan
tetikleyici olabilecegi diistiniilmektedir (19).

Coklu doymamis yag asitlerinin tiiketiminde ise omega-3 / omega-6 yag asidi dengesinin
korunmasi son derece dnemlidir. Omega-6 yag asitleri inflamasyonu tetiklerken (eikozanoidler
aragidonik asitten sentezlenmektedir) ; omega-3 yag asitleri antioksidan ve antiinflamatuar
ozellikler gostermektedir (21). Omega-3 / omega-6 yag asidi dengesinin omega-6 lehine
bozulmasi inflamasyonu tetikleyen bir faktor oldugundan NAYKH gelisimi ile iligkili
bulunmustur (21). Yine farkli bir ¢alismada klinik a¢idan ciddi NAYKH hastalarinin linoleik asit
(omega-6 yag asidi, arasidonik asit prekiirsorii) tiiketimlerinin hafif dereceli NAYKH hastalarina
gore daha fazla oldugu izlenmistir (22).

Obezite ve diyabet NAYKH gelisimi agisindan 6nemli metabolik risk faktorleridir. Perry
vd. (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada insiilinin glukoneogenezi baskilamasindaki temel
mekanizmanin; insiilinin karacigerde lipolizi baskilayarak asetil-KoA seviyelerini diislirmesi
oldugu gozlenmistir (23). Asetil-KoA seviyeleri diistiiglinde piriivat karboksilaz aktivitesi
azalmakta ve glukoneogenez baskilanmaktadir (23). Insiilin direnci s6z konusu oldugunda lipoliz
baskilanamayacagindan glukoneogenez yolaginin aktif calismasi da plazma glukoz seviyelerinin
yiikselmesine katkida bulunacaktir. Ayn1 arastirmada obez bireylerde IL-6 seviyelerinin arttigi,
IL-6’nin beyaz yag dokusunda lipolizi arttirdigi ve insiilin direncine katkida bulundugu
gosterilmistir (23). Bu ¢alisma NAYKH patogenezinde onemli rol oynayan obezite ve diyabet

arasindaki yakin iligkinin mekanizmasina 1s1k tutmasi agisindan 6nem arz etmektedir.
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4.3. Yesil Kahve Cekirdeginin Icerigi ve Organizmadaki Etkileri

Aromatik tadi ve lezzetli i¢cimi nedeniyle giinlimiizde kahve; yillik 500 milyar fincanlik bir
tilketimle sudan sonra ikinci en ¢ok tiiketilen i¢ecek haline gelmistir (24). Kahve bitkisi yesil
yaprakli, kirmiz1 meyveleri olan, ortalama 5-10 metre boylarinda bir agagtir ve kahve ¢ekirdegi
denilen yapiy1r kahve bitkisine ait meyvelerin tohumlari olusturmaktadir (Coffea L.; aile:
Rubiaceae) (25). Kahve bitkisinin 70’ten fazla farkli tiirii vardir ancak diinya genelindeki kahve
tiretiminin tamamina yakii iki tiir lizerinden gergeklesmektedir (25). Bunlarda birincisi C.
Arabica’dir (diinya iiretiminin %75°1) digeri ise C. Caniphora (Robusta)’dir (diinya iiretiminin

%25°) (25).

Yesil kahve ¢ekirdegi; olgunlasmis kirmizi renkli kahve meyvelerinin disindaki etli
boliimiin gesitli yontemlerle uzaklastirilmasi sonucunda elde edilmektedir (26). Siyah/kahverengi
kahve g¢ekirdekleri ise bu yesil kahve ¢ekirdeklerinin kavrulmasi ile elde edilmektedir (26). Yesil
kahve yapisinda yaklasik %60 oraninda karbonhidrat, %8-18 oraninda lipid, %9-16 oraninda

protein-peptid-serbest aminoasit, % 6-10 oraninda ise polifenol igermektedir (26).

Yesil kahvenin antioksidan 6zelligi igeriginde yer alan kafein ve fenolik bilesiklere
atfedilmektedir (25). Yesil kahve g¢ekirdeginde tiim polifenoller igerisinde en yaygin olarak
bulunan grup klorojenik asitlerdir ve bu grup igerisinde de 5-kaffeoilkuinik asit (5 CQA) en ¢ok
bulunandir (26).

Tablo 4.4. Yesil kahve ¢ekirdeginin organizmadaki etkileri (25)

Organizmadaki Etkiler Etki Mekanizmasi

SREBP-1c (Sterol regulatory

element-binding protein) downregiilasyonu
PPAR-a (peroxisome

proliferator-activated receptor alpha) aktivasyonu
Lipoliz aktivasyonu

Adiponektin artig1

Yag absorbsiyonunda azalma

Karnitin palmitoil transferaz aktivitesinde artig

Anti-Obezite Etki

Reaktif oksijen tiirlerinin tiretiminde azalma
Antioksidan enzim aktivitelerinde artis
Glutatyon seviyelerinde artig

Lipooksijenaz inhibisyonu

Serbest radikallerin uzaklastirilmasi

Agir metallerin selasyonu

Antioksidan Etki
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Anti-diyabetik Etki

Insiilin sekresyonunda artis
a-glukozidaz inhibisyonu ile glukoz emiliminde yavaglama

Glukoz-6-fosfataz inhibisyonu ile glukoneogenez ve
glikojenolizin azaltilmasi

GLUT-4 aktivasyonu

Insiilin duyarlastirict etki

Anti-hipertansif ve Anti-aterosklerotik
Etki

Nitrik oksit (NO) saliniminda artis

11B-hidroksisteroid dehidrogenaz (11B-HSD) inhibisyonu
ile kortizol/kortizon seviyelerini azaltarak kan basincini
diigtirtici  etki  (kavrulmus siyah kahve 11B-HSD
aktivasyonu ile hipertansif etki gosterir)

Kortizol NO  salintmim1  azalttigi  igin  kortizol
seviyelerindeki  diisiis antihipertansif etkiye neden
olmaktadir.

Homosistein seviyelerinde azalma

Diisikk yogunluklu lipoprotein (LDL) degradasyonunda
azalma

Anti-kanserojen Etki

Proapoptotik protein Bax’in upregiilasyonu

Antiapoptotik olan Bcl-2’nin downregiilasyonu

Kaspaz-9 aktivasyonu

Glutatyon sentezinde artig

Kolon motilitesinde artis (karsinojenlere daha az
maruziyet)

Hepatoprotektif Etki

Detoksifikasyonda gorev alan faz Il enzimlerinin
uyarilmast

Karaciger glutatyon seviyelerinde artig

Karsinojen aktivasyonunda rol alan bazi sitokrom P450
enzimlerinin inhibisyonu

Noroprotektif Etki

Beta amiloid birikiminde azalma
Noronlarda inflamasyon ve oksidatif stresin azaltilmasi
Noron glukoz kullaniminda artig

4.4. Klorojenik Asitin Yapis1 ve Organizmadaki Etkileri

Klorojenik asitler yesil kahve cekirdeginin yapisinda yer alan polifenollerin biiylik bir

kismini olusturur (26). Yesil kahve cekirdeginde en yogun olarak bulunan klorojenik asit 5-

kaffeoilkuinik asittir (5 CQA) (27). Klorojenik asit 1stya maruz birakildiginda biyolojik

aktivitesinde kayip s6z konusu olmaktadir (28). Bu durum 6zellikle kahvenin kavrulma islemi
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acisindan O6nemlidir. Literatiirde yesil kahve ¢ekirdeginin kavrulmasi sonucunda klorojenik asit
iceriginin %95’¢ kadar azalabileceginden bahsedilmektedir (26). Bu nedenle, NAYKH ile
miicadelede kavrulmus kahve yerine klorojenik asit acisindan daha zengin olan yesil kahveye

odaklanilmasi daha uygundur.

4.4.1. Klorojenik Asitin Antioksidan Etkisi

Klorojenik asit dogal polifenolik bir antioksidandir. Yapisinda yer alan aktif hidroksil ve
karboksil gruplar sayesinde serbest radikallerle kolayca etkilesime girip etkilerini azaltmaktadir
(28). Yiiksek dozlarda antioksidan giicii yiiksek iken diisilk konsantrasyonlarda aksine

oksidasyonu tesvik edici dzellik gosterebilmektedir (28).

Klorojenik asit antioksidan etkisini antioksidan enzimlerin ve Faz Il detoksifikasyon
enzimlerinin sentezini arttirarak da gosterebilmektedir (28). Ayrica siiperoksit radikali olusturan

bir enzim olan ksantin oksidazin aktivitesini azalttig1 bilinmektedir (28).

4.4.2 Klorojenik Asitin Antiinflamatuar Etkisi

Farkli galismalarda klorojenik asitin ¢esitli inflamatuar sitokinlerin (TNF-a, IL-1, IL-6)
diizeylerini azalttigi gozlemlenmistir (28). Ayrica TLR (toll like receptor) yolaklarini inhibe
ederek de inflamasyonu baskilayabilmektedir (28).

4.4.3 Klorojenik Asitin Hipoglisemik ve Lipid Diisiiriicii Etkisi

Peng vd. (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada klorojenik asitin yiiksek yagl diyet
verilen ratlarda bagirsaklarda GLUT-2 (glucose transporter-2) ve SGLT-1 (sodium glucose
transporter-1) ekspresyonunu azaltarak glukoz absorbsiyonunu azalttigi gosterilmistir (29). Ayni
calismada klorojenik asitin farkli bagirsak segmentlerinden proglukagon sentezini de azalttig

izlenmistir (29).
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Klorojenik asitin iskelet kasinda GLUT-4 sentezini arttirarak; kas dokusuna glukoz alimini
arttirdigt ve glukoz-6 fosfataz inhibisyonu ile glukoneogenez ve glikojenolizi azaltarak

hipoglisemik etki gosterdigi gosterilmistir (28).

Hao vd. (2016) tarafindan yapilan bir calismada klorojenik asitin HMG-KoA rediiktaz
inhibisyonu ile serum kolesterol seviyelerini distiriicii etki gosterdigi gosterilmistir (30).
Pankreatik lipaz inhibisyonu, yag asidi sentezinin inhibisyonu diger lipid diisiiriicii etkiler

arasinda sayilabilir (28).

4.4.4 Klorojenik Asitin Hasarli Bolgede Ters Notrofil Gocii Etkisi

Ters notrofil gocii; notrofillerin hasarli bolgeden ya da diger anlamiyla hasar uyarisinin
geldigi bolgeden uzaklagmalari olarak tanimlanmaktadir (31). Zhang vd. (2020) tarafindan zebra
balig1 iizerinde yapilan bir ¢aligmada klorojenik asitin nétrofil apoptozisini uyardigi ve ters
notrofil gocii ile notrofillerin hasarli bolgeden uzaklagmasini sagladigi gosterilmistir (31). Ters
notrofil gocii hasarli bolgede inflamasyonun rezoliisyonu ve iyilesme acisindan son derece

onemlidir. Bu bulgular klorojenik asitin hepatoprotektif etkisine 11k tutabilir.

4.5. Dikarbonil Stres ve Glioksalaz Sistemi

Dikarbonil stres; reaktif dikarbonil metabolitlerinin hiicre ve dokularda disfonksiyona yol
acacak sekilde asir1 birikimi ile karakterize olan bir tablodur (10). Biriken dikarbonil
metabolitleri proteinler ve DNA ile etkilesime girerek hiicre hasarina neden olmaktadir (32).
Glioksal, metilglioksal (MG), 3-deoksiglukozon ve glukozon; dikarbonil metabolitlerine 6rnek
olarak verilebilir (33). Fizyolojik sartlarda organizmada en fazla olusan dikarbonil metabolit
MG’dir (33). MG:; lipid, protein ve karbonhidrat metabolizmasi sirasinda agiga ¢ikabilen oldukca
reaktif bir metabolittir. Ancak biiylik cogunlukla glikoliz yolagindan kdken alir ve gliseraldehit-
3-fosfat ve dihidroksiaseton fosfattan non-enzimatik bir yolla olusur (32). MG olusumuna katkida
bulunan diger yolaklar ise glukoz otooksidasyonu, glikozile proteinlerin yikimi, keton

katabolizmasi sirasinda asetonun oksidasyonu, treonin katabolizmasi ve lipid peroksidasyonudur
(32).
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Organizmada MG genellikle niikleik asit ve protein yapisinda yer alan aminoasit rezidiileri
ile reaksiyona girer ve Ozellikle arginin rezidiilerini tercih eder (32). Arginin rezidiileri
proteinlerin fonksiyonel bdlgelerinde siklikla yer aldigindan; dikarbonil metabolitleri ile
modifikasyon ¢ogunlukla fonksiyonel bozukluga neden olmaktadir (33). Farkli ¢calismalarda MG
akiimiilasyonunun protein yikimimni arttirict, DNA hasar1 olusturucu, sitotoksik ve karsinojenik

etkileri gozlenmistir (32).

Oksidatif stres ve dikarbonil stres birbirinden farkli yolaklar olmasina ragmen oksidatif
stresteki artis GSH (glutatyon) azalmasina bagli olarak dikarbonil stresin artisina neden
olabilmektedir (33). Ciinkiit GSH her iki yolak igin ortak bilesiktir. Dikarbonil metabolitleri ile
modifikasyon sonucu olusan bilesiklere ileri glikasyon son iiriinleri adi verilmektedir (advanced
glycation end products, AGE). AGE’lerin ilk etkisi reseptorlerinden bagimsiz olarak proteinlerde
olusturduklar1 yapisal ve fonksiyonel degisiklikler araciligiyla gerceklesirken diger bir etki de
RAGE’ler (AGE reseptorleri) araciligi ile gerceklesmektedir (34). AGE-RAGE -etkilesiminin

inflamasyonu, oksidatif stresi ve ¢esitli kinaz yolaklarini aktive ettigi bilinmektedir (34).

Glioksalaz-1 (Glo-1) enzimi GSH varliginda MG’yi S-D-laktoilglutatyona doniistiiriir.
Glioksalaz-2 (Glo-2) ise Glo-1’in katalizi sonucu olusan S-D-laktoilglutatyonun D-laktat ve
GSH’a doniisimiinii  saglar (34). Glioksalaz enzimleri organizmada dikarbonil stresin

azaltilmasinda 6nemli rol oynarlar (33).
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Glukoz
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G3P DHAP
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Metilglioksal

Glioksalaz-1

S-D-Laktoilglutatyon

Glioksalaz-2

D-Laktat + GSH

Sekil 4.2. MG’ nin glioksalaz sistemi aracilig1 ile detoksifikasyonu (G3P: Gliseraldehit 3 fosfat;
DHAP: Dihidroksi aseton fosfat (34)

4.6. Yesil Kahve Cekirdegine iliskin Literatiir Ozeti

Kavrulmamis kahve cekirdeklerinden olusan yesil kahve ¢ekirdegi ekstrakti; yaygin olarak
tilkketilen kavrulmug kahveye gore daha yiiksek oranda biyoaktif fitokimyasal igerigine sahiptir
(35). Pek cok farkli ¢alismada yesil kahve ¢ekirdegi ekstrakti ve klorojenik asit takviyesinin
viicut agiligimi ve viicut kitle indeksini (VKI) azalttig1 ve bu etkinin 6zellikle VKI>25 kg/m? olan
bireylerde daha belirgin oldugu gosterilmistir (36). Dickson vd. (2015) tarafindan yapilan bir
calismada kahve tiiketiminin Tip 2 DM riskini ve NAYKH’de karaciger yaglanma skorunu
azalttig1 gézlemlenmistir (37). Roshan vd. (2018) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise giinliik 800
mg kafeinsiz yesil kahve cekirdegi ekstrakti tiiketiminin aclik glukoz diizeylerini, insiilin
direncini, istah skorunu ve viicut agirh@ini azalttig1 gosterilmistir (38). Thom (2007) tarafindan

yapilan bir caligmada klorojenik asitten zengin kahve i¢iminin diyetsel glukoz absorbsiyonunu
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azalttig1; klorojenik asitten zengin olmayan normal kahve ig¢enlerde bu etkinin goriilmedigi
bildirilmektedir (39). Shimoda vd. (2006) tarafindan yapilan ¢alismada ise giinliik 100 ve 200
mg/kg yesil kahve cekirdegi ekstraktinin ve 60 mg/kg klorojenik asit aliminin karaciger

trigliserid seviyelerini azalttigindan bahsedilmektedir (40).

Yesil kahve cekirdeginin lipid profili ilizerine etkileri incelendiginde; bu alandaki yakin
zamanli ¢alismalarin ¢ogunda yesil kahve cekirdegi ekstraktinin total kolesterol, trigliserid ve
LDL-kolesterol seviyelerini azalttigi; HDL-kolesterol seviyelerini ise arttirdigi izlenmis olup;

bazi ¢aligmalarda ise lipid profilinde anlamli degisiklik izlenmemistir (41).

Yesil kahve cekirdeginin oksidatif strese etkileri incelendiginde; Baeza vd. (2014)
tarafindan yapilan bir ¢alismada yesil kahve ¢ekirdegi ekstraktinin ve klorojenik asitin karaciger
kiiltiir hiicrelerinde reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu azalttig1 izlenmistir (42). Bu c¢alismada
kafeinin kiiltiir hiicrelerinde antioksidan etkisinin olmadigi belirtilmektedir (42). Calismada ek
olarak yesil kahve cekirdegi ekstraktinin GSH seviyelerini, glutatyon peroksidaz (GPO) ve
glutatyon rediiktaz aktivitelerini arttirdigi; malondialdehit (MDA) olusumunu ise azalttig
bildirilmektedir (42). Nogaim vd. (2020) tarafindan ratlarda yapilan bir ¢alismada ise yesil
kahvenin karacigerde siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz ve glutatyon rediiktaz aktivitelerini

arttirdigi; MDA diizeylerini ise azalttigi bildirilmektedir (43).

Dikarbonil stres acisindan bakildiginda; ¢ok sayida calismada yesil kahve iceriginde
bulunan farkli polifenollerin; metal selasyonu, serbest radikallerin etkisizlestirilmesi, RAGE
ekspresyonunun azaltilmasi, dikarbonil bilesiklerin tuzaklanmasi gibi farkli mekanizmalar ile

dikarbonil stresi azalttig1 bildirilmektedir (44).

4.7. Klorojenik Asite Tliskin Literatiir Ozeti

Algarni vd. (2019) tarafindan yiiksek fruktozlu diyet ile ratlarda NAYKH olusturulan bir
aragtirmada; klorojenik asit verilen grupta verilmeyen gruba gore hepatosit hasarinin daha az
oldugu bildirilmistir (45). Bu ¢alismada ayrica klorojenik asit verilen grupta karaciger dokusunda
histolojik olarak sitoplazmik ve niikleer dejenerasyon icermeyen normal hepatositlerin varligi
bildirilmistir (45). Arastirmada ek olarak klorojenik asit verilen grupta serum trigliserid, total

kolesterol, glukoz, alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST) seviyelerinin
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diisiik oldugu; karaciger dokusunda olg¢iilen GPO ve SOD aktivitelerinin ise yiiksek olarak
izlendigi belirtilmektedir (45).

Liang vd. (2016) tarafindan yapilan bir ¢aligmada yiiksek yaglh diyet ile ratlarda NAYKH
modeli olusturulmus ve 90 mg/kg/giin dozunda verilen klorojenik asitin viicut agirligini, serum
ALT ve AST seviyelerini, karaciger agirligini, karaciger trigliserid, serbest yag asidi ve MDA

diizeylerini anlamli 6l¢iide azalttigi; karaciger SOD aktivitesini ise arttirdigi gosterilmistir (46).

Bhandarkar vd. (2019) yiiksek yagli yiiksek karbonhidrathi diyet ile ratlarda NAYKH
modeli olusturmus ve diyete eklenen 100 mg/kg/glin dozundaki klorojenik asitin besin
tilketimini, abdominal ve visseral yaglanmay1, aclik ve tokluk plazma glukoz diizeylerini, plazma
ALT ve AST aktivitelerini ve sol ventrikiil diyastolik sertlik indekslerini azalttigin1 rapor
etmislerdir (47). Calismada ayrica klorojenik asitin karacigerde yag depolanmasini ve inflamatuar
hiicre infiltrasyonunu azaltti1, kalp sol ventrikiiliinde inflamatuar hiicre infiltrasyonunu azalttig

belirtilen bulgular arasindadir (47).

Oksidatif stres bulgular acgisindan literatiir incelendiginde; Ali vd. (2017) tarafindan
yapilan bir ¢alismada ratlarda metotreksat ile karaciger hasar1 ve oksidatif stres indiiklenmis olup,
giinliik 50 mg/kg ve 100 mg/kg dozlarinda klorojenik asitin serum ALT, AST, LDH diizeylerini,
karaciger MDA diizeylerini azalttigi, karaciger glutatyon rediiktaz, GPO, katalaz aktivitelerini
arttirdigi bildirilmektedir (48). Calismada ayrica 100 mg/kg klorojenik asitin karaciger SOD
aktivitesini arttirdigir 50 mg/kg klorojenik asitin ise anlaml etkisinin gozlenmedigi belirtilmistir

(48).

Shi vd. (2016) tarafindan yapilan caligmada karbon tetrakloriir ile indiiklenen karaciger
fibrozis modelinde 60 mg/kg/giin dozunda klorojenik asitin karacigerde histolojik olarak fibrozis
yiizdesini, karacigerde fibrojenik genlerin ve Tip I ve Tip 3 kollajen ekspresyonunu, karaciger

MDA seviyelerini azalttig1, karaciger SOD ve katalaz aktivitelerini ise arttirdig1 izlenmistir (49).

Du vd. (2013) tarafindan yapilan farkli bir ¢alismada ratlara intravendz yolla yiiksek doz

klorojenik asit verildiginde serum SOD ve katalaz aktivitelerinin azaldigi izlenmistir (50).

Akila ve Vennila (2016) tarafindan yapilan bir calismada rat miyokardiyumunda
izoproterenol ile oksidatif stres indiiklenmis olup, 10,20 ve 40 mg/kg dozlarda verilen klorojenik
asitin serum ALT, AST, kreatinin kinaz (CK) ve troponin seviyelerini azalttig1 eritrosit ve kalp
SOD, katalaz ve GPO seviyelerini ise arttirdigi gozlenmistir (51). Ayni ¢aligmada 40 mg/kg
klorojenik asitin kardyak histolojide inflamasyonu belirgin 6lgiide azalttig1 belirtilmektedir (51).
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Agunloye vd. (2019) tarafindan yapilan ¢aligmada ratlarda siklosporinle indiiklenen bir
hipertansiyon modelinde; 10 ve 15 mg/kg dozlarda verilen klorojenik asitin kalp ve plazma MDA
seviyelerini azalttign gosterilmistir (52). Wang vd. (2020) tarafindan yapilan ¢aligmada ise
ratlarda olusturulan miyokardiyal infarktiis modelinde 100 mg/kg klorojenik asit verilmesinin

plazma SOD ve katalaz seviyelerini arttirdigi bildirilmektedir (53).

Dikarbonil strese iliskin literatiir verileri incelendiginde; Gugliucci vd. (2009) tarafindan
yapilan ¢alismada klorojenik asitin histon ve albiimin proteinlerinde glikasyonu engelleyerek
AGE olusumunu baskiladig1 gosterilmistir (54). Preetha Rani vd. (2018) tarafindan yapilan bir
calismada ise klorojenik asitin rat kalp hiicre kiiltiirtinde hiperglisemik sartlarda AGE olusumunu

baskiladig1 izlenmistir (55).
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5.1 Ratlarda NASH Modelinin Olusturulmasi

5. GEREC VE YONTEM

Arastirmamizda deney gruplarindaki wistar cinsi erkek ratlara 10 hafta siire ile yiiksek yag

ve yiiksek kolesterol igerikli diyet (YYYK diyet) uygulanarak NASH modelinin olusmasi

saglanmustir (56, 57). Bu amacla 56 wistar rat (ortalama agirlik: 358 gr; 13 haftalik) randomize
g $ ¢ g g

olarak 7 gruba ayrilmis olup, arastirmamizda 3 kontrol ve 4 deney grubu olmak iizere toplam 7

ayr1 gruba yer verilmistir (Her bir grupta 8 rat yer almaktadir). Arastirmanin baslangicindan

sakrifikasyon asamasina kadar ratlarin genel saglik durumlari stabil seyretmis ve arastirma

sonuna kadar 6len rat olmamaistir.

Tablo 5.1. Calismada yer alan gruplar ve 6zellikleri

Grup Oral Gavaj Yoluyla
Grup Adi Verilen Yem Tiiri ) .
Numarasi Verilen Ajan
1 Kontrol Grubu Standart Rat Yemi -
2 NASH Model Grubu YYYK Yem -
20 mg/kg Yesil Kahve
3 YYYK-YKC Grubu YYYK Yem
Cekirdegi Ekstrakti
10 mg/kg Klorojenik
4 YYYK-KA10 Grubu YYYK Yem )
Asit
50 mg/kg Klorojenik
5 YYYK-KA50 Grubu YYYK Yem )
Asit
] 10 mg/kg Klorojenik
6 KA Kontrol Grubu Standart Rat Yemi )
Asit
) 20 mg/kg Yesil Kahve
7 YKC Kontrol Grubu Standart Rat Yemi
Cekirdegi Ekstrakti

YKC: Yesil Kahve Cekirdegi KA: Klorojenik Asit

Ratlar Kobay Deney Hayvanlart A.S.’den temin edilmistir. Ratlarin bakimi ve ¢aligmaya

iliskin tiim islemler Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari ve Arastirma
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Laboratuvari’nda yiriitiilmistiir. Yiiksek yagli ve yiiksek kolesterollii diyet i¢in literatiirde daha
once NASH modeli olusturdugu gosterilmis olan Research Diets firmasinin D09052204 kodlu
ozel yemi kullamlmistir (56, 57). Igerigi agirlikca %50 oraminda klorojenik aside standardize
edilmis yesil kahve ¢ekirdegi ekstrakti piyasadan hazir ticari form seklinde temin edilmistir (Sepe
Natural Organik Uriinler San. ve Tic. AS.). Bu yesil kahve cekirdegi ekstraktinin saflik tayini
yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) yontemi ile yapilmis olup; icerdigi klorojenik
asit yiizdesi %50 olarak bildirilmektedir. Projede kullanilan klorojenik asit ise Acros firmasindan
temin edilmistir. Acros firmasindan temin edilen klorojenik asitin saflik tayini HPLC yontemi ile
yapilmis olup; saflik yiizdesi %97,5 olarak bildirilmektedir. Verilecek klorojenik asit ve yesil
kahve ¢ekirdegi ekstraktinin miktar1 belirtilen dozlara uygun sekilde ratlarin viicut agirligina gore
hesaplanmistir. Ratlarin pellet yemleri ve suyu serbestce (ad libitum olarak) almalar
saglanmigtir. Klorojenik asit ve yesil kahve ¢ekirdegi ekstrakti tiim ratlarda belirtilen dozlarin
alindigindan emin olmak amaciyla oral gavaj yoluyla verilmistir. 10 haftalik siirenin sonunda, 12
saatlik aclik sonrasi ratlara genel anestezi altinda intrakardiyak kan alimi ile Gtenazi uygulanmis

ve ratlardan karaciger, kalp dokulart ve kan numuneleri alinmistir.

Sekil 5.1. Ratlara oral gavaj uygulamasiyla diyetsel antioksidanlarin verilisi
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5.2 Serum ve Doku Parametrelerinin Biyokimyasal Analizi

Kan 6rnekleri 3000 rpm hizda 15 dakika santrifiij edilerek elde edilen serum numunelerinde
AST, ALT, total kolesterol, trigliserid, HDL-K, {ire, kreatinin, amilaz, lipaz, ag¢lik glukoz diizeyi,
sliperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz enzim aktiviteleri, malondialdehit ve Glo-1

diizeyleri analiz edilmistir.

AST, ALT, total kolesterol, trigliserid, HDL-Kolesterol (HDL-K), iire, kreatinin, amilaz,
lipaz, aglik glukoz diizeyleri kan alimi sonrasi ayni giin icerisinde Beckman Coulter AU5800
otoanalizorii kullanilarak cesitli spektrofotometrik yontemlerle analiz edilmistir. Ratlardan alinan
dokular ve kan Orneklerinden ayni giin ¢alisiilmayan numuneler analiz giiniine kadar -80°C ‘de
muhafaza edilmistir. Serum Glo-1 diizeyleri Elabscience marka rat Glo-1 ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) kiti kullanilarak analiz edilmis; tiim numuneler ¢ift ¢alisilarak iki sonucun
ortalamasi alinmistir. LDL-Kolesterol (LDL-K) ve ¢ok diisiik yogunluklu lipoprotein kolesterol
(VLDL-K) diizeyleri daha 6nce farkli rat ¢alismalarinda literatiirde belirtildigi gibi Friedewald
formiilii kullanilarak hesaplanmistir (56, 58).

Karaciger ve kalp dokularmin agirliklar tartilarak 1:10 (w/v) oraninda serum fizyolojik ile
diliie edilip homojenize edilmistir. Elde edilen homojenat 4000 rpm hizda 15 dakika santrifiij
edilerek siipernatanda Prokollajen-111 N-terminal peptid (PIIINP) diizeyleri ve oksidatif stres
parametreleri (stiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz enzim aktiviteleri ve MDA
diizeyi) analiz edilmistir. Rat karaciger ve kalp homojenatinda PIIINP diizeyleri USCNK markali
rat PIIINP ELISA kiti kullanilarak sandvi¢ ELISA yontemiyle analiz edilmistir. Tim 6rnekler

cift calisilarak her iki ¢alismanin ortalamasi alinmistir.

Serum ve doku homojenatinda oksidatif stres parametrelerinden siiperoksit dismutaz (SOD)
enzim aktivitesinin ol¢glimii; SOD enziminin siliperoksit radikallerini ortamdan uzaklastirmasi ve
nitroblue tetrazolium (NBT) bilesiginin siiperoksit tarafindan indirgenmesinin engellemesi (SOD
aktivitesi ile dogru orantili olarak) prensibine dayanan bir yontemle Sl¢tilmistiir (59). MDA
diizeyi ise MDA’ ’nin tiyobarbitiirik asitle asidik ortamda pembe renkli bilesik olusturmasina
dayanan spektrofotometrik bir yontemle analiz edilmistir (60). Katalaz enzim aktivitesi; katalazin
hidrojen peroksiti pargalamasina eslik eden absorbans azalmasi prensibine dayanan bir yontemle

tayin edilmistir (61). Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi ise enzimin katalizledigi reaksiyonda
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olusan yiikseltgenmis glutatyonun indirgenmesi sirasinda NADPH’nin NADP’ye doniismesi

sonucu NADPH absorbansindaki azalma prensibine dayanan bir yontemle analiz edilmistir (62).
Arastirmamizda yer alan tiim dokulara iliskin protein miktar tayinleri Lowry yontemi ile

gerceklestirilmis olup (Lowry vd., 1951), dokulara iligskin tiim sonuglar doku protein miktarina

oranlanarak verilmistir (63).

SOD Aktivitesi Ol¢iimiine Ait Protokol

NUMUNE (N) KOR
REAKTIF 1 2,75 ml 2,75 ml
SUPERNATAN 100 pl -
KO 50 pl 50 ul
Tipler oda sicakliginda 20 dk. bekletilir
CuCl 100 pl 100 pl
SUPERNATAN - 100 pl

Bir SOD iinitesi (U), NBT nin indirgenmesini % 50 oraninda inhibe eden enzim aktivitesi

olarak tanimlanmaktadir. K6r ve numunelere ait absorbanslar spektrofotometrede 560 nm’de
distile suya kars1 okunduktan sonra SOD aktivitesi su sekilde hesaplanir:

SOD aktivitesi (U/mg) = [(ODKo6r - ODN) / ODKo6r] x 20 / Protein kons. (mg/ml)

Reaktif 1’in Hazirlanist: Asagidaki c¢ozeltiler ayr1 ayr1 hazirlandiktan sonra birlestirilir.
Toplam hacim 490 ml’dir.

9,1 mg ksantin, 1 N NaOH’den birka¢ damla distile su i¢ine damlatildiktan sonra bu
¢ozeltiye ilave edilerek ¢oziiliir, daha sonra distile su ile hacim 200 ml’ye tamamlanir.

100 ml distile suda 25 mg EDTA ¢6ziiliir.

100 ml distile suda 12,3 mg NBT c¢oziiliir.

30 ml distile suda 30 mg sig1r albiimini ¢oziiliir.

60 ml distile suda 2,54 g Na2CO3 ¢oziiliir.

En son islem olarak tiim bu ¢ozeltiler birlestirilerek Reaktif 1 elde edilir.

MDA Olg¢iimiine Ait Protokol

NUMUNE KOR
SUPERNATAN 100 pl 100 pl
ETIL ALKOL 1ml 1ml
FOSFAT TAMPONU 1ml 1ml
TCA 1ml 1ml
TBA 1ml -
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30 dakika boyunca kaynar suda inkiibe edilen deney tiipleri 4000 devirde 20 dk siireyle
santrifiij edilir. Spektrofotometrik dl¢lim sirasinda kor tiiplerine 1 ml TBA ¢ozeltisi konulur. 532
nm dalga boyunda numune ve kor tiiplerindeki ¢ozeltilerin absorbanslar1 distile suya karsi
spektrofotometrik olarak ol¢iiliir.

Bu 6l¢ciimde MDA standardi olarak tetraetoksipropan (TEP) kullanilir (% 96; d=0,92; MA=
220,3).

TEP Molaritesinin Hesaplanmasai:

0,92 x 1000 = 920 g (TEP ¢ozeltisinin 1 litresinin agirligi)

920 : 100 x 96 = 883,2 g ( 1 litre ¢ozeltideki TEP miktar1)

883,2 : 220,3 = 4 mol TEP (1 litre ¢ozeltide 4 mol TEP oldugu i¢in, ¢ozeltideki TEP’in
konsantrasyonu 4 molar (M)’dur.

4 M’lik ¢ozelti etil alkolle 400.000 kat diliie edilerek, 10 pM’lik standart ¢ozelti elde edilir.
Ayni deney protokolii standart ve standart korii i¢in uygulanir ve spektrofotometrede
absorbanslar okunur. Buna goére ‘Faktor’ degeri asagida goriildiigi sekilde 161,3 olarak
hesaplanir.

Standardin optik dansitesi (ODS) = 0,152

Standart koriiniin optik dansitesi = 0,090

AODS = 0,062

MDA konsantrasyonu (nmol/ml) = AODN x Standardin konsantrasyonu / AODS

= AODN x 10 uM / 0,062

=AODN x 161,3

Deneyde Kullanilan Reaktiflerin Icerigi:

Fosfat tamponu (pH 6; 100 mM): 2,13 g Na2HPO4 ve 11,56 g KH2PO4 tartilarak distile
suda ¢oziildiikten sonra hacim distile suyla 1 L’ye tamamlanir.

Trikloroasetik asit (TCA; % 20 w/v): 500 mL 0,6 N HCI i¢inde 100 g kat1 TCA ¢oziilerek
hazirlanir.

TBA ¢ozeltisi (% 2 w/v): 200 mg kat1 TBA 10 mL distile suda ¢oziiliir.

Etil alkol (% 95; v/v).
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GPO Aktivitesi Olciimiine Ait Protokol

FOSFAT TAMPONU 2,5 ml
GSH 100 pul
NADPH 50 ul

GSH REDUKTAZ 100 pl
SODYUM AZIiD 100 pl
SUPERNATAN 100 ul

Spektrofotometre 340 nm dalga boyuna ayarlanir ve fosfat tamponuyla sifirlanir.
Protokoldeki maddeler kiivete konulduktan sonra 1 dakika siireyle absorbans takip edilir ve
boylece kor degeri elde edilir. Ayni islem 100 ul H202 ¢6zeltisi eklenerek tekrar edilir ve bu kez
numune degeri bulunur. Numune ile 1 dk’da elde edilen AOD degerinden, kor ile 1 dk’da elde
edilen AOD degeri ¢ikarilarak absorbans farki (AOD) hesaplandiktan sonra GPO aktivitesi
NADPH’1n molar absorpsiyon katsayisi (¢ = 6,22.103 L/(mol.cm)) kullanilarak hesaplanir. Buna
gore faktor degeri 4800 olarak bulunur.

GPO aktivitesi (IU/L) :

AOD x (1/eNADPH) x (Vtoplam/Vnumune) x (1/zaman (dk)) x Seyreltme Faktorii

GPO aktivitesi (IU/L) = (AOD/dk) x 4800

GPO aktivitesi (mIU/mg) = (AOD/dk) x 4800 / Protein kons. (mg/ml)

Katalaz Aktivitesi Olciim Yéntemi:

2,99 ml H202 ¢ozeltisi, 0,01 ml serum (doku caligmalarinda siipernatan) ve 0,01 ml fosfat
tamponu, kuvartz kiivete konulur. Spektrofotometrede 240 nm dalga boyunda absorbans 1 dakika
siireyle izlenir. Ortaya c¢ikan absorbans farki (AOD) hesaplandiktan sonra KAT aktivitesi
H202'in molar absorpsiyon katsayisi kullanilarak hesaplanir. Buna gore, 'Faktor' degeri 7320
olarak bulunur.

KAT aktivitesi (IU/ml) = (AOD/dk) x 7320

Deneyde Kullanilan Reaktiflerin Igerigi:

Fosfat Tamponu: KH2PO4 ve Na2HPO4 kullanilarak 50 mM, pH 7 olan fosfat tamponu
hazirlanir.

H202 Cozeltisi: Stok H202 ¢ozeltisinden (% 30 v/v) 0,2 ml alinir, 100 ml fosfat tamponu
ile seyreltilir.
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5.3 Karaciger Dokusunda NASH Aktivitesinin Histopatolojik Acidan Degerlendirilmesi

5.3.1 Histolojik Takip

Alman karaciger dokusu ornekleri %10 notral formalin igerisine konularak 3 giin fikse
edilmistir. Sirastyla %70, %80, %90°lik alkollerde ve 2 kez saf alkolde birer saat, sonrasinda
ksilen soliisyonunda 15 dakika ve 30 dakika, siv1 parafinde ise 4 saat bekletilip parafin bloklara
gomiilmiistiir. Bu bloklardan Leica RM 2125 RT microtom ile 4 mikrometre kalinliginda kesitler
alinmigtir. Rutin boyama i¢in normal lam {iizerine alinan kesitler deparafinize edildikten sonra
genel degerlendirme i¢in hematoksilen eozin ve masson trikrom ile boyanmistir. Boyanan kesitler

Zeiss-Axioscope Al markali 151k mikroskobu altinda incelenmistir.

5.3.2 Histokimyasal Boyama

Hematoksilen eozin boyamasi icin;

1. Deparafinizasyon

*Dokular parafinden arinmasi i¢in 65°C’lik etiivde 1 gece bekletildi.
*Ertesi sabah 2 saat ksilen soliisyonunda bekletilerek preparatlar temizlendi.
2. Rehidratasyon

Saf alkolde 1 dakika

*%90 alkolde 1 dakika

+%80 alkolde 1 dakika

*%70 alkolde 1 dakika

*(Cesme suyunda yikama

3. Boyama

*Hematoksilen 1 dakika

4. Akarsuda bolca yikand1

5. Boyama

*Eozin 3 dakika

6. Dehidratasyon

*%70 alkolde yikama
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*%380 alkolde yikama

*%90 alkolde yikama

Saf alkolde yikama

7. Xylene soliisyonunda bekletildi

8. Entellan ile kapatildu.

Masson trikrom boyamasi icin;

1. Deparafinizasyon

a.Dokular parafinden arinmasi i¢in 65°C’lik etiivde 1 gece bekletildi.
b.Ertesi sabah 2 saat xylene soliisyonunda bekletilerek preparatlar temizlendi.
2. Rehidratasyon

a.Saf alkolde 1 dakika

b.%90 alkolde 1 dakika

€.%80 alkolde 1 dakika

d.%70 alkolde 1 dakika

e.Cesme suyunda yikama

3. Bouin soliisyonunda 1 saat 56°C’de bekletildi.
4. Akarsuda bolca yikandi.

5. Distile su

6. Boyama

*Demirli Hematoksilen 5 dakika

7. Akarsuda bolca yikandi

8. Distile su

9. Boyama

*Biebrich Scarlet asit fuksin soliisyonunda 10 dakika
10. Distile su

11. Fosfomolibdik asit 5 dakika

12. Boyama

*Anilin blue soliisyonunda 5 dakika

13. Distile su

14. Dehidratasyon

a.%90 alkolde yikama

b.Saf alkolde yikama

15. Xylene soliisyonunda bekletildi



16. Entellan ile kapatildu.
Karaciger dokusunda NASH aktivitesinin degerlendirilmesi i¢in Kleiner vd. (2005)

tarafindan gelistirilen skorlama sistemi kullanilmistir (64).

Tablo 5.2. Kleiner skorlama sisteminin genel 6zellikleri (64)

Skorlama Sisteminde Yer Toplam Skor
Bu Boliimde Yer Alan Alt Bashklar
Ana Boliim
1. Derece (0-3 Puan)
Steatozis 2. Lokalizasyon (0-3 Puan) 0-7
3. Mikrovezikiiler Yaglanma (0-1 Puan)
Fibrozis Evre (0-4) Puan 0-4
1. Lobiiler Inflamasyon (0-3 Puan)
) 2. Mikrograniilomlar (0-1 Puan)
Inflamasyon y 0-6
3. Genis Lipograntilomlar (0-1 Puan)
4. Portal Inflamasyon (0-1 Puan)
1. Balonlagsma (0-2 Puan)
2. Asidofil Cisim (0-1 Puan)
Karaciger Hiicre Hasar ) ) ) 0-5
3. Pigmentli Makrofajlar (0-1 Puan)
4. Megamitokondriler (0-1 Puan)
1. Mallory Hyalin (0-1 Puan)
Diger Bulgular 0-2
2. Glikojen Niive (0-1 Puan)

Kleiner vd. (2005) tarafindan NAYKH hastalar1 icin 6zel olarak gelistirilen skorlama
sisteminde preparatlar Tablo 6’da verilen bagliklar agisindan degerlendirilmekte ve toplam puan
hesaplanmaktadir (64). Bu skorlama sistemine gore hesaplanan toplam puan (NAYKH Aktivite
Skoru, NAS) >5 oldugunda NASH tanis1 konulmakta iken NAS < 3 oldugunda NASH tanisi
dislanmaktadir (64).
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5.4. Verilerin Istatistiksel A¢idan Degerlendirilmesi

Arastirmamizda verilerin analizinde SPSS 11.5 paket programi kullanilmistir. Nicel
degiskenler icin iki bagimsiz grup arasit karsilastirmada normal dagilim varsayimlari

saglandiginda Student T testi saglanmadiginda ise Mann-Whitney U testi kullanilmigtir.

Ikiden fazla kategoriye sahip nicel degiskenin kategorileri arasinda fark olup olmadigin
degerlendirmek amaciyla normal dagilim varsayimlar1 saglaniyorsa tek yonlii varyans analizi;
normal dagilim varsayimlart saglanmiyorsa Kruskal Wallis-H testi kullanilmistir. Coklu
karsilastirmada istatistiksel olarak anlamli fark bulundugunda post-hoc testler uygulanmugtir. Iki
nicel degisken arasi iligski incelenmek istendiginde normal dagilim varsayimlar1 saglaniyorsa
Pearson; normal dagilim varsayimlar1 saglanmiyorsa Spearman korelasyon testi kullanilmustir.
Nicel degiskene etki edecegini diisiindligiimiiz bagimsiz degiskenleri ve etkilerini incelemek
amactyla dogrusal regresyon analizi kullamlmstir. Istatistiksel anlamlilik diizeyi 0,05 olarak

kabul edilmistir.
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6. BULGULAR

6.1. Kontrol ve Model Gruplarimin Karsilastirilmasi

Calisma siiresince standart yem ile beslenen kontrol grubu ve YYYK yem ile beslenen
NASH model gruplarinin g¢esitli parametreler agisindan karsilastirilmasinda; normal dagilim
varsayimini saglayip saglamamalar1 g6z Oniinde bulundurularak Student-T testi ve Mann-
Whitney-U testi kullanilmistir. Sonuglara ait ortalama (Ort) , standart sapma (SS), minimum ve

maksimum degerler (min-maks) ve istatistiksel analize ait p degerleri tablolarda verilmistir.

Tablo 6.1. Kontrol ve model gruplarinin antropometrik dl¢timler agisindan karsilastiriimasi

Kontrol (n=8) NASH Model (n=8)
Ort+SS Ort+SS p degeri
(min-maks) (min-maks)
Baslangi¢ Viicut 339,87 +30,30 352,37 £32,86 0.05
p>0,
Agirhg (gr) (287-377) (300-386)
Terminal Viicut 448,75 +£45,72 538 £ 94,38
p<0,05
Agirhg (gr) (395-514) (352-626)
Terminal Karaciger 11,14 £ 1,54 31,01 +£7,97
p<0,001
Agirhg (gr) (9,42-14,30) (16,70-38,76)
Terminal KC
%0 25 + %o 1,93 %0 56,60 & %06,48
Ag./Terminal Viicut p<0,001
. (%0 20-30) (%o 50-70)
Ag. (binde; %o)
Kilo Alimu (gr) 116,62 +26,18(72-156) | 164,25 +51,55(58-208) p<0,05

Kontrol grubu ve NASH model grubu antropometrik dlgiimler agisindan karsilastirildiginda
(Tablo 6.1); calismaya baslangi¢ viicut agirliklar agisindan her iki grup arasinda anlamli fark
izlenmemistir. Calisma bitiminde sakrifikasyon Oncesi Olcililen terminal viicut agirliklar
incelendiginde; NASH model grubunda terminal viicut agirliginin anlamli dlgiide yiiksek oldugu
goriilmektedir (p<0,05). Sakrifikasyon sonrasi karacigerin total ¢ikarilmasi ile dlgiilen karaciger

agirligiin ve bu agirligin terminal viicut agirligina boliinmesi ile elde edilen oranin yine benzer
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sekilde NASH model grubunda yiiksek oldugu goriilmektedir (p<0,001). 10 haftalik stire
boyunca toplam kilo aliminin da NASH model grubunda anlamli derecede yiiksek oldugu dikkat
cekmektedir (p<0,05).

Tablo 6.2. Kontrol ve model gruplarinin serum biyokimyasal parametreleri agisindan

karsilastirilmasi
Kontrol (n=8) NASH Model (n=8)
Ort =SS Ort =SS p degeri
(min-maks) (min-maks)
Glukoz 103,88 £ 13,56 167 £ 18,89
p<0,001
(mg/dL) (87-130) (151-200)
ALT 39,50 + 4,56 287,87 £ 165,81
p<0,001
(U/L) (33-46) (149-661)
AST 149 + 40,33 367,25+ 176,82
p<0,001
(U/L) (100-202) (221-769)
Total Kolesterol 47,37 +£4,98 171,50 £42,40
p<0,001
(mg/dL) (42-54) (134-250)
HDL-K 2525+ 3,45 56,25+ 11,22
p<0,001
(mg/dL) (21-30) (43-71)
Trigliserid 41,12 £8,21 70 £ 19,22
p<0,001
(mg/dL) (33-58) (52-101)
Ure 40,62 + 6,32 36,37 £4,44
p>0,05
(mg/dL) (34-54) (30-43)
Kreatinin 0,34 + 0,062 0,35+ 0,025
p>0,05
(mg/dL) (0,24-0,45) (0,30-0,38)
Amilaz 1442,75 £193,22 3150,12 + 605,84
p<0,001
(U/L) (1190-1797) (2346-4251)
Lipaz 4,87 +£0,99 25,75+ 7,88
p<0,001
(U/L) (3-6) (15-37)
VLDL-K 822+ 1,64 14 + 3,84
p<0,01
(mg/dL) (6,60-11,60) (10,40-20,20)
LDL-K (mg/dL) 13,90 + 1,92 (12,20-17,20) 101,25 + 34,06 (70-162,40) p<0,001

Kontrol ve NASH model gruplart serum biyokimyasal parametreleri agisindan
karsilagtirildiginda (Tablo 6.2); serum glukoz, ALT, AST, trigliserid, total kolesterol, HDL-K,
LDL-K, amilaz ve lipaz diizeylerinin NASH model grubunda kontrol grubuna gore anlamh
derecede yiiksek oldugu gozlenmektedir (p< 0,001). VLDL-K sonucu da NASH model grubunda
istatistiksel agidan anlamli derecede yiiksektir (p<<0,01). Bobrek fonksiyon test sonuglari (iire ve

kreatinin) agisindan ise iki grup arasinda anlamli farklilik izlenmemistir.
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Tablo 6.3. Kontrol ve model gruplarinin serum Glo-1 ve serum oksidatif stres parametreleri

acgisindan karsilagtirilmasi

Kontrol (n=8) NASH Model (n=8)
Ort+SS Ort =SS p degeri
(min-maks) (min-maks)
Serum Glo-1 39,94 £ 1,25 106,58 + 21,49
p<0,001
(ng/mL) (38,57-42,01) (78,97-145,58)
Serum GPO 155,40 + 46,39 169,20 + 54,29 0.05
> ]
(mIU/mL) (96-240) (110,40-249,60) P
Serum Katalaz 2,47 £0,95 1,37+ 0,47
p<0,05
(1IU/mL) (0,73-3,66) (0,73-2,20)
Serum MDA 229,13 £ 17,63 144,38 £ 13,82
p<0,001
(pmol/ml) (206-253) (124-160)
Serum SOD 7,82 +0,36 6,31 +0,70
p<0,001
(U/mL) (7,40-8,32) (5,58-7,69)

Kontrol ve NASH model gruplar1 serum Glo-1 ve serum oksidatif stres parametreleri
acisindan karsilastirildiginda (Tablo 4.1.3); NASH model grubunda Glo-1 diizeylerinin anlamh
derecede yiiksek oldugu goriilmektedir (p<0,001).

NASH model grubunda katalaz (P<0,05), MDA (p<0,001) ve SOD (p<0,001) seviyelerinin
ise anlamli 6l¢lide diisiik oldugu dikkat ¢ekmektedir. Serum GPO diizeyi agisindan her iki grup

arasinda anlamli farklilik izlenmemistir.

Tablo 6.4. Kontrol ve model gruplarinin karaciger PIIINP ve karaciger oksidatif stres

parametreleri agisindan karsilastirilmasi

Kontrol (n=8) NASH Model (n=8)
Ort+SS Ort+SS p degeri
(min-maks) (min-maks)
Karaciger PIIINP 616,07 + 142,02 178,31 £ 66,45
(pg/mg) (458,70-835,01) (75,78-263,55) p<0.001
Karaciger GPO 20,21 + 6,06 16,89 + 5,20
(mIU/mg) (12,79-30,70) (8,70-22,52) P>0.05
Karaciger Katalaz 208,36 £ 15,20 206,22 £ 17,08 050,05
(1U/mg) (182,61-225,53) (180,27-234,90)
Karaciger MDA 1470,27 = 174,70 1927,90 + 274,81
(pmol/mg) (1306,91-1797) (1582,05-2441,86) p=0.001
Karaciger SOD 105,35+ 10,86 102,35+ 10,77 050,05
(U/mg) (85,56-118,65) (84,52-120,02)
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Kontrol ve NASH model gruplar1 karaciger PIIINP diizeyleri agisindan karsilastirildiginda;

model grubunda karaciger PIIINP diizeylerinin anlamli 6l¢iide diisiik oldugu goriilmektedir

(p<0,001). Oksidatif stres parametrelerinden MDA diizeyinin ise model grubunda anlamli
derecede yiiksek oldugu dikkat ¢ekmektedir (p=0,001). Karaciger GPO, katalaz, SOD diizeyleri

acisindan gruplar arasinda anlamli farklilik izlenmemistir (Tablo 6.4).

Tablo 6.5. Kontrol ve model gruplarinin kalp PIIINP ve kalp oksidatif stres parametreleri

agisindan karsilastirilmasi

Kontrol (n=8) NASH Model (n=8)
p degeri
Ort = SS (min-maks) Ort + SS (min-maks)
Kalp PIHINP 488,17+387,45 (126,40-
289,89 + 143,98 (74,92-530,64) p>0,05
(pg/mg) 1270,22)
Kalp GPO
31,61 + 3,96 (25,64-36,34) 29,43 + 7,79 (20-45,43) p>0,05
(mlU/mg)
Kalp Katalaz
21,22 + 2,26 ( 17,47-23,85) 31,09 + 6,19 (26,06-43,81) p=0,001
(1U/mg)
Kalp MDA 1619,35 £ 303,13 1926,51 £215,93 0.05
< i)
(pmol/mg) (1145,60-2033,48 (1619,11-2306,47) P
Kalp SOD
45,88 + 1,81 (43,63-48,83) 48,84 + 3,38 (45,17-53,93) p<0,05
(U/mg)
Kontrol ve NASH model gruplart kalp PIIINP ve GPO diizeyleri agisindan

karsilastirildiginda istatistiksel acidan anlamli farklilik izlenmemistir. Kalp katalaz, MDA ve

SOD diizeyleri ise NASH model grubunda kontrol grubuna gore anlamli dlgiide yiiksektir (p

degerleri sirasiyla: p=0,001, p<0,05, p<0,05).

Tablo 6.6. Kontrol ve model gruplarinin NAYKH aktivite skoru agisindan karsilastirilmasi

Kontrol (n=8) NASH Model (n=8)

Ort + SS (min-maks) Ort £ SS (min-maks)

Toplam Skor 0+0(0-0) 19,13 £ 1,56 (17-22)
Steatozis Skoru 0+ 0(0-0) 5,88+ 0,99 (5-7)
Fibrozis Skoru 0+0(0-0) 2,13 +0,83 (1-3)
Inflamasyon Skoru 0+0(0-0) 5,37 £ 0,92 (4-6)
Karaciger Hiicre Hasar1 Skoru 0+0(0-0) 3,75+ 0,46 (3-4)

Diger Bulgular skoru 0=0(0-0) 2+0(0-2)
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Kontrol ve NASH model gruplart NAYKH aktivite skoru agisindan karsilagtirildiginda; kontrol
grubunun toplam skordan ve tiim alt skorlardan 0 aldig1 izlenmektedir. Kleiner vd. (2005) tarafindan
NAYKH hastalart i¢in 6zel olarak gelistirilen skorlama sisteminde toplam skor < 3 oldugunda NASH
tanist  diglanmaktadir (64). Dolayisiyla kontrol grubunda NASH tanisinin  dislandigr agik olarak
goriilmektedir. NASH Model grubunun toplam skoru degerlendirildiginde NASH tanist aldig1 goriilmekle
beraber toplam skor ve tiim alt skorlar bu grupta kontrol grubuna goére belirgin olarak yiiksektir (Tablo

6.6).

6.2 YYYK Yem Verilen Gruplardan Diyetsel Ajan Alan ve Almayan Gruplarin

Karsilastirilmasi

Arastirmamizda toplam dort farkli grupta YYYK diyet ile NASH tablosunun olusmasi
saglanmistir. Bu gruplardan NASH model grubu herhangi bir diyetsel ajan almazken, YYYK-
YKC grubuna c¢alismanin bagindan itibaren YYYK yem ve 20 mg/kg yesil kahve cekirdegi
ekstrakti; YYYK-KAL0 grubuna YYYK yem ve 10 mg/kg klorojenik asit; YYYK-KA50
grubuna ise YYYK yem ve 50 mg/kg klorojenik asit es zamanli olarak verilmistir. Bu gruplarin
karsilastirilmasinda normal dagilim varsayimlarimi karsilayip karsilamamalart g6z Oniinde
bulundurularak ANOVA ve Kruskal-Wallis-H testleri kullanilmistir. ANOVA ve Kruskal-Wallis-

H testlerinde gruplar aras1 anlaml farklilik izlendiginde post-hoc testler uygulanmistir.
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Tablo 6.7. Gruplarin antropometrik 6lgtimler agisindan karsilagtirilmasi

Baslangi¢ Terminal Terminal Terminal KC Kilo Alimi
Viicut Agirhi@1 | Viicut Agirhg: Karaciger Ag./Terminal (gr) Ort =SS
Grup (gr) (gr) Agirhg (gr) Viicut Ag. (min-maks)
Numarasi Grup Adi . . . (binde; %o)
u Ort+SS (min- | Ort+SS (min- | Ort+SS (min-
maks) maks) maks) Ort £+ SS (min-
maks)
+ + + 9 +9
. NASH Model 352,37+ 32,86 538 £ 94,38 31,01 +£7,97 %o 5%64% %o 645 4
Grubu (300-386) (352-626) (16,70-38,76) ' ’
(%o 50-70) 51,55
(58-208)
, YYYK-YKC | 36837£17,90 | 49925+42.85 | 2421413 %60 4%‘;% * %o 139 + 33,24
Grubu (342-399) (439-583) (19,80-33,05) (101-204)
(%o 40-60)
3 YYYK-KA10 360,5 + 23,4 506,37 + 39,04 26,21 +£3,32 %0 516,%(;i %o 151,87 £23,80
Grubu (307-382) (442-559) (21,90-30,70) (129-192)
(%o 40-60)
369,62 + 26,17
. 510,50 £48.42 | 27.82+4.24 %0 54,40 £ %0 | 147,12 429,50
4 YYYK-KA50 (323-401) 5,32
Grubu (440-601) (21,80-33,60) (107-200
(%o 50-60)
p Degeri p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05

Antropometrik Olglim sonuglari acisindan gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli

farklilik izlenmemistir (Tablo 6.7).
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Tablo 6.8. Gruplarin serum biyokimyasal parametreleri agisindan karsilastiriimasi

Glukoz Total HDL-K Trigliserid VLDL-K LDL-K
Kolesterol
mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL
Grup Grun Ady (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Numarasi P Ort+SS . Ort+SS Ort + SS (min- Ort+SS Ort +SS (min-
. Ort £ SS (min- . L
(min-maks) (min-maks) maks) (min-maks) maks)
maks)
167 + 18,89 171,50 £42,40 56,25 + 70 £19,22 14 £3,84 101,25 + 34,06
NASH 11,22
(151-200) (134-250) (52-101) (10,40-20,20) (70-162,40)
1 Model (43-71)
Grubu
101,25 + 136,13 + 80,35 47,25 + 29,25 + 5,85+ 83,02 +
43,57 26,88
(56-286) 15,82719 3,16 53,68335
(57-154) (19-85)
S YYYK-YKC (17-65) (3,40-13) (31,20-194,8)
Grubu
116,37 + 178,62 + 42,79 52,75 + 31,25+9,55 6,25+ 1,91 119,62 +
21,04 12,08
(118-222) (21-45) (4,20-9) 34,10
90-149 33-66
( ) ( ) (70,8-159,4)
3 YYYK-
KA10 Grubu
129,62 + 169,37 + 31,09 54,5+ 35,5+10,99 71+ 107,77 £ 29,12
20,52
YYYK- (129-213) 10,45 (21-52) 2,20 (66,4-138,6)
4 KA50 Grubu | (107-169)
(37-66) (4,20-10,40)
p=0,001 p=0,001 p=0,001
Post-Hoc Post-Hoc Post-Hoc
1-2: p<0,05 1-2: p=0,001 1-2: p=0,001
1-3:p=0,001 1-3: p<0,01 1-3: p<0,01
p Degeri 1-4:p=0,01 p>0,05 p>0,05 1-4:p<0,05 1-4:p<0,05 p>0,05
2.3: p>0,05 2-3: p>0,05 2-3: p>0,05
2-4: p>0,05 2-4: p>0,05 2-4: p>0,05
3-4: p>0,05 3-4: p>0,05 3-4: p>0,05

Serum total kolesterol, HDL-K ve LDL-K agisindan gruplar arasindan anlamli farklilik
izlenmemistir. Serum glukoz konsantrasyonu NASH model grubunda yesil kahve c¢ekirdegi
ekstrakti, 10 mg/kg klorojenik asit ve 50 mg/kg klorojenik asit verilen verilen gruplara gore
anlamli derecede yiiksek izlenmistir (sirasityla p<0,05; p=0,001; p=0,01). Serum trigliserid ve
VLDL-K konsantrasyonlar1t NASH model grubunda yesil kahve cekirdegi ekstrakti, 10 mg/kg
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klorojenik asit ve 50 mg/kg klorojenik asit verilen verilen gruplara gore anlamli derecede yiiksek

izlenmistir (sirastyla p=0,001; p<0,01; p<0,05).

Tablo 6.9. Gruplarin serum biyokimyasal parametreleri agisindan kargilagtiriimasi

ALT AST URE KREATININ | AMILAZ | LIiPAZ
G (U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/dL) (U/L) (U/L)
rup
N Grup Adi
umarast Ort + SS| Ort+SS | Ort+SS Ort+SS Ort+SS | Ort+SS
(min- (min- (min- (min-maks) (min- (min-
maks) maks) maks) maks) maks)
1 NASH 287,87+ | 367,25+ 36,37 + 0,35+0,025 | 3150,12 + 25,75 &
Model 165,81 176,82 4,44 (0,30-0,38) 605,84 7,88
Grubu (149-661) | (221-769) (30-43) (2346- (15-37)
4251)
2 YYYK- 777,75 815,62 + 33,62+ 0,25+0,13 168150+ | 23,625+
YKC 749,02 871,8181 16,85 577,9298 | 16,28266
Grubu (243- (338- (13-58) (0,06-0,38) (743- (6-49)
2512) 2912) 2386)
3 YYYK- 1034 + 1246,50 + 3387 + 0,40 + 0,047 2047,75 £ 29 +
KA10 801,74 1060,635 6,93 (0,34-0,47) 414,9498 6,16
Grubu (280- (348- (28-49) (1245- (20-36)
2748) 3502) 2613)
4 YYYK- 828,50 + 759,37+ 33,125+ 0,38 £ 0,056 | 2390,75 + 21 +
KA50 292,82 348,62 4,25 (0,30-0,47) 276,42 427618
Grubu (312- (341- (28-41) (2078- (15-26)
1337) 1272) 2831)
p<0,01 p<0,01 p<0,001
Post-Hoc | Post-Hoc Post-Hoc
1-2: 1-2: 1-2:
p>0,05 p>0,05 p<0,001
1-3: 1-3: 1-3:
p<0,01 p=0,01 p=0,001
.. 1-4: 1-4: _ 1-4:
p Degeri 0<0,05 0<0,05 p>0,05 p=0,05 0<0,05 p>0,05
2-3: 2-3: 2-3:
p>0,05 p>0,05 p>0,05
2-4: 2-4: 2-4:
p>0,05 p>0,05 p<0,05
3-4: 3-4: 3-4:
p>0,05 p>0,05 p>0,05
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Serum {ire, kreatinin ve lipaz diizeyleri acisindan gruplar arasinda anlamli farklilik

izlenmemistir. NASH model grubunda serum ALT ve AST diizeyleri 10 mg/kg klorojenik asit ve

50 mg/kg klorojenik asit verilen verilen gruplara gére anlaml derecede diisiik izlenmistir (ALT

icin sirasiyla p<0,01, p<0,05; AST i¢in sirastyla p=0,01, p<0,05). Serum amilaz diizeyleri ise

NASH model grubunda yesil kahve c¢ekirdegi ekstrakti, 10 mg/kg klorojenik asit ve 50 mg/kg

Klorojenik asit verilen verilen gruplara gore anlamli derecede yiiksek izlenmistir (sirasiyla

p<0,001; p=0,001; p<0,05). 50 mg/kg klorojenik asit verilen verilen grupta serum amilaz diizeyi

yesil kahve ¢ekirdegi ekstrakti verilen gruba gore anlamli derecede yiiksektir (p<0,05 ).

Tablo 6.10. Gruplarin serum Glo-1 diizeyi ve serum oksidatif stres parametreleri a¢isindan

karsilastirilmasi
Grup Grup Adi Serum Glo-1 | Serum GPO Serum Serum MDA | Serum SOD
Numarasi ez
(ng/mL) (mlU/mL) (pmol/ ml) (U/mL)
(1U/mL)
Ort £SS Ort =SS Ort £ SS Ort £SS
(min-maks) (min-maks) Ort £ SS (min-maks) (min-maks)
(min-maks)
NASH 106,58 + 169,20 + 1,37 0,47 144,38 + 6,31 +0,70
1 Model 21,49 54,29 (0,73-2,20) 13,82 (5,58-7,69)
Grubu (78,97- (110,40- (124-160)
145,58) 249,60)
YYYK-YKC 216,74 + 139,80 + 2,47 +£1,56 111,62 + 6,05+ 1,27
2 Grubu 166,45 39,20 (0,73-5,86) 17,07 (4,35-8,10)
(64,51- (96-216) (98-140)
557,83)
YYYK- 250,14 + 144 £ 16,22 1,64 +1,22 | 114,12+9,41 7,99 £ 0,55
3 KA10 Grubu 165,16 (115,20- (0-3,66) (99-123) (6,90-8,60)
(70,74- 163,20)
590,68)
YYYK- 174,07 + 147 + 24,60 1,92+1,35 | 97,50+9,72 7,58 +0,31
4 KA50 Grubu 60,62 (115,20- (0-3,66) (86-112) (6,95-8,00)
(92,81- 187,20)
288,92)
p<0,05 p<0,001 p=0,001
Post-Hoc Post-Hoc Post-Hoc
1-2: p>0,05 1-2: p<0,05 1-2: p>0,05
1-3: p<0,05 1-3: p>0,05 1-3: p<0,01
p Degeri 1-4: p>0,05 p>0,05 p>0,05 1-4: p<0,001 | 1-4:p>0,05
2-3: p>0,05 2-3: p>0,05 2-3: p<0,01
2-4: p>0,05 2-4: p>0,05 2-4: p>0,05
3-4: p>0,05 3-4: p>0,05 3-4: p>0,05
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Serum GPO ve katalaz diizeyleri agisindan gruplar arasinda anlamli fark izlenmemistir.

Serum Glo-1 diizeyleri 10 mg/kg klorojenik asit verilen grupta NASH model grubuna gore

anlaml derece yliksektir (p<0,05). Serum MDA diizeyi NASH model grubunda yesil kahve

cekirdegi ekstrakt verilen grup ve 50 mg/kg klorojenik asit verilen gruba gore anlamli derecede

yuksektir (sirasiyla p<0,05; p<0,001). Serum SOD diizeyi ise 10 mg/kg klorojenik asit verilen

grupta NASH model grubuna ve yesil kahve g¢ekirdegi ekstrakti verilen gruba gore anlamli

derecede yiiksektir (p<0,01).

Tablo 6.11. Gruplarin karaciger PIIINP ve karaciger oksidatif stres parametreleri agisindan

karsilastirilmasi
Grup Adi Karaciger Karaciger Karaciger Karaciger Karaciger
Gru PIIINP GPO Katalaz MDA SOD
P (pg/mg) (mIU/mg) (1U/mg) (pmol/ mg) (U/mg)
Numarasi Ort = SS (min- Ort £ SS (min-
maks) Ort + SS (min- maks) Ort+SS (min- | Ort+SS (min-
maks) maks) maks)
1 NASH Model 178,31 £ 66,45 16,89 £ 5,20 206,22 + 17,08 1927,90 + 102,35 + 10,77
Grubu (75,78-263,55) (8,70-22,52) (180,27- 274,81 (84,52-120,02)
234,90) (1582,05-
2441,86)
2 YYYK-YKC 446,80 = 21,43 £4,99 189,82 + 16,57 886,67 £ 78,87 £3,87
Grubu 171,01 (16,38-28,66) (163,88- 319,02 (73,90-83,73)
(213,34- 209,14) (455,70-
739,80) 1392,89)
3 YYYK-KA10 533,22 + 19,70 £ 4,47 182,60 = 11,79 115536 + 79,78 £ 8,01
Grubu 144,58 (10,23-24,56) (170,12- 278,30 (72,25-97,48)
(353,87- 204,46) (696,44-
756,83) 1435,88)
4 YYYK-KA50 | 398,61 +91,38 20,46 £ 3,52 173,24 + 17,63 1715,31 + 77,45+ 11,85
Grubu (232,84- (14,33-26,10 (157,64- 258,47 (67,35-104,69)
490,91) 205,24) (1281,11-
1960,36)
p<0,001 p<0,01 p<0,001 p=0,001
Post-Hoc Post-Hoc Post-Hoc Post-Hoc
1-2: p=0,001 1-2: p>0,05 1-2: p<0,001 1-2: p<0,05
1-3: p<0,001 1-3: p<0,05 1-3: p<0,001 1-3: p<0,05
p Degeri 1-4: p<0,01 p>0,05 1-4: p<0,01 1-4:p>0,05 | 1-4:p=0,001
2-3: p>0,05 2-3: p>0,05 2-3: p>0,05 2-3: p>0,05
2-4: p>0,05 2-4: p>0,05 2-4: p<0,001 2-4: p>0,05
3-4: p>0,05 3-4: p>0,05 3-4: p<0,01 3-4: p>0,05

Karaciger GPO diizeyleri acisindan gruplar arasinda anlamli farklilik saptanmamistir. Karaciger

PIIINP diizeyi yesil kahve g¢ekirdegi ekstrakti, 10 mg/kg klorojenik asit ve 50 mg/kg klorojenik asit

verilen verilen gruplarda NASH model grubuna goére anlaml dl¢iide yiiksek izlenmistir (sirasiyla p=0,001,

p<0,001, p<0,01). Karaciger katalaz aktivitesi 10 mg/kg klorojenik asit ve 50 mg/kg klorojenik asit verilen
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verilen gruplarda NASH model grubuna gore anlamli olgiide diistiktiir (sirasiyla p<0,05, p<0,01).
Karaciger MDA diizeyleri yesil kahve c¢ekirdegi ekstrakti ve 10 mg/kg klorojenik asit verilen gruplarda
NASH model grubuna goére anlamli derecede diisiik olarak izlenmistir (p<<0,001). Ancak karaciger MDA
diizeyleri 50 mg/kg klorojenik asit verilen grupta yesil kahve ¢ekirdegi ekstrakti ve 10 mg/kg klorojenik
asit verilen gruplara gore anlamh 6l¢iide yiiksek saptanmigtir (sirasiyla p<0,001, p<0,01). Karaciger SOD
aktivitesi incelendiginde ise NASH model grubunda yesil kahve ¢ekirdegi ekstrakti, 10 mg/kg klorojenik
asit ve 50 mg/kg klorojenik asit verilen verilen gruplara gore anlaml bir yiikseklik s6z konusu oldugu

goriilmektedir (sirastyla p<0,05, p<0,05, p=0,001).

Tablo 6.12. Gruplarin kalp PIIINP ve kalp oksidatif stres parametreleri agisindan karsilastiriimasi

Kalp PIIINP Kalp GPO Kalp Katalaz Kalp MDA Kalp SOD
Grup Grup Adi (Pg/mg) (mlU/mg) (1U/mg) (pmol/ mg) (U/mg)
Numarasi Ort =SS (min- | Ort£SS (min- | Ort+ SS (min- | Ort £+ SS (min- | Ort =SS (min-
maks) maks) maks) maks) maks)
1 NASH Model | 488,17+ 387,45 29,43 + 7,79 31,09 £ 6,19 1926,51 + 48,84 + 3,38
Grubu (126,40- (20-45,43) (26,06-43,81) 215,93 (45,17-53,93)
1270,22) (1619,11-
2306,47)
2 YYYK-YKC 421,40 + 25,34+ 3,77 30,29 + 3,14 1932,23 + 42,36 £2,82
Grubu 343,82 (20-30) (24,95-33,83) 247,77 (36,80-45,97)
(29,44-864,53) (1558,01-
2352,29)
3 YYYK-KA10 358,24 + 29,20 + 3,09 26,86 +2,23 2331,29 + 44,84 + 2,59
Grubu 275,24 (23,64-33,64) (24,40-30,50) 1193,90 (40,14-48,27)
(51,20-900,72) (1512,19-
5025,35)
4 YYYK-KA50 381,57 + 28,29 +£ 5,79 26,37 £ 1,65 1554,19 + 46,98 + 1,66
Grubu 238,26 (21,82-37,27) (24,40-29,11) 132,34 (44,30-49,37)
(163,39- (1374,72-
926,84) 1726,03)
p<0,01 p<0,001
Post-Hoc Post-Hoc
1-2: p>0,05 1-2: p<0,001
1-3: p>0,05 1-3: p<0,05
p Degeri p>0,05 p>0,05 p>0,05 1-4: p<0,05 1-4: p>0,05
2-3: p>0,05 2-3: p>0,05
2-4: p<0,05 2-4: p<0,05
3-4: p>0,05 3-4: p>0,05

Kalp PIIINP, GPO ve katalaz diizeyleri acisindan gruplar arasinda anlamli fark
izlenmemistir. 50 mg/kg klorojenik asit verilen grupta kalp MDA diizeyi NASH model ve yesil
kahve cekirdegi ekstrakti verilen gruba gore anlamli dlgiide diistiktiir (p<0,05). NASH model
grubunda kalp SOD aktivitesi yesil kahve ¢ekirdegi ekstrakti ve 10 mg/kg klorojenik asit alan
gruplara gore anlamli derecede yiiksek izlenmistir (sirasiyla p<0,001, p<0,05). Ayrica 50 mg/kg
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klorojenik asit alan grupta kalp SOD aktiviteleri yesil kahve cekirdegi ekstrakti verilen gruba

gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur ( p<0,05).

Tablo 6.13. Gruplarin NAYKH aktivite skoru agisindan karsilastirilmasi

Grup Grup Ad1 | Toplam Skor Steatozis Skoru Fibrozis inflamasyon Karaciger Hiicre Diger
Numarast Ort = SS (min- Skoru Skoru Hasar1 Skoru Bulgular
Ort+SS maks) Ort+SS Ort + SS (min- Ort = SS (min- Skoru
(min-maks) (min-maks) maks) maks) Ort £ SS
(min-maks)
1 NASH
Model 19’(1137221)’5 6 | 588+0,99(5-7) 2’1253(;’83 5374092 (46) | 3,75+046(3-4) | 2+0(2-2)
Grubu
2 YYYK-
11,87 +£1,25 4,37+0,51 1,75+1,03 425+1,16
YK ) > > > s > > > R i
C (10-14) (4-5) 1-3) 2-5) 1,50 + 0,53 (1-2) 0+0(0-0)
Grubu
3 YYYK-
KA10 12,75+ 1,03 475+ 1,48 2,5+0,92 3,87 40,99 ) )
(11-14) 37) (13) (2:5) 1,62+0,51(1-2) | 0+0(0-0)
Grubu
4 YYYK-
KA50 11+ 1,69 4,50+ 0,92 1,25+ 0,46 3,75+ 1,16 ) _
(9-13) (4-6) (1-2) 2:5) 1,50+0,53(1-2) | 0+0(0-0)
Grubu
p<0,001 p<0,05 p<0,001 p<0,001
Post-Hoc Post-Hoc Post-Hoc Post-Hoc
1-2: p<0,01 1-2: p>0,05 1-2: p=0,001 1-2: p<0,001
1-3: p>0,05 1-3: p<0,05 1-3: p<0,01 1-3: p<0,001
p Degeri | 1.4: neg 001 p>0,05 p=0,05 1-4: p<0,05 1-4: p=0,001 1-4: p<0,001
2-3: p>0,05 2-3: p>0,05 2-3: p>0,05 2-3: p>0,05
2-4: p>0,05 2-4: p>0,05 2-4: p>0,05 2-4: p>0,05
3-4: p>0,05 3-4: p>0,05 3-4: p>0,05 3-4: p>0,05

NAYKH aktivite skorlar1 incelendiginde toplam skorun yesil kahve c¢ekirdegi ekstrakti ve
50 mg/kg klorojenik asit alan gruplarda NASH model grubuna gore anlamli derecede diisiik
oldugu izlenmektedir (sirasiyla p<0,01, p<0,001). Steatozis ve fibrozis skorlar1 agisindan gruplar
arasinda anlaml fark izlenmemistir. Inflamasyon skorunun 10 mg/kg klorojenik asit ve 50 mg/kg
Klorojenik asit verilen verilen gruplarda NASH model grubuna gore anlamli dl¢iide diisiik oldugu
goriilmektedir (p<0,05). Karaciger hiicre hasar1 skoru ve diger bulgular skorunun yesil kahve
cekirdegi ekstrakti, 10 mg/kg klorojenik asit ve 50 mg/kg klorojenik asit verilen verilen gruplarda
NASH model grubuna gére anlamli dlglide diisiik oldugu dikkat ¢cekmektedir (karaciger hiicre
hasar1 skoru i¢in sirasiyla p=0,001, p<0,001, p=0,001; diger bulgular skoru i¢in her birinde
p<0,001).
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6.3. Standart Rat Yemi Verilen Gruplardan Diyetsel Ajan Alan ve Almayan Gruplarin

Karsilastiriimasi

Arastirmamizda toplam {i¢ farkl gruba standart rat yemi verilmistir. Bu gruplardan kontrol

grubu herhangi bir diyetsel ajan almazken, KA kontrol grubuna calismanin basindan itibaren

standart rat yemi ve 10 mg/kg klorojenik asit; YKC kontrol grubuna ise standart rat yemi ve 20

mg/kg yesil kahve c¢ekirdegi

ekstrakt:

es zamanl

olarak verilmistir.

Bu gruplarin

karsilagtirllmasinda normal dagilim varsayimlarini karsilayip karsilamamalari g6z Oniinde

bulundurularak ANOVA ve Kruskal-Wallis-H testleri kullanilmigtir. ANOVA ve Kruskal-Wallis-

H testlerinde gruplar aras1 anlamli farklilik izlendiginde post-hoc testler uygulanmstir.

Tablo 6.14. Gruplarin antropometrik 6l¢iimler agisindan karsilastiriimasi

Baslangi¢c | Terminal Terminal Terminal | Kilo Alim
Viicut Viicut Karaciger KC (gr) Ort £
Agirhg Agirhg Agirhgi (gr) | Ag./Termin | SS (min-
Grup Grup Adi (gr) (gr) Ort + SS Aa'l Vbﬁ'a:jt . maks)
Numarasi Ort+SS | Ort+SS | (min-maks) | & E/ Inde,
(min- (min- o)
maks) maks) Ort =SS
(min-maks)
339,87 £ 448,75 £ 11,14 £ 1,54 | %o 25 = %o 116,62 +
1 Kontrol 30,30 45,72 (9,42-14,30) 1,93 26,18(72-
Grubu | (287-377) | (395-514) (%o 20-30) 156)
KA 352,87 + 448,37 + 11,50+ 1 %0 26 £+ %0 2 95,50 +
5 Kontrol 21,91 33,72 (10,49- (%o 20-30) 15,82
Grubu (307-374) | (392-493) 13,59) (68-119)
YKC 363,50 + 453,87 + 13,03+ 1,70 | %o 28,70 £ 86,87 +
3 Kontrol 14,41 38,03 (10,61- %02,60 34,57
Grubu (335-379) | (403-513) 16,23) (%0 25-30) (43-145)
p<0,05 p<0,01
Post-Hoc | post-Hoc
pDegeri | o005 | ps00s | 12 PP005 | 1-2:p>005 | p>005
1-3:p<0,05 | 1-3: p<0,01
2-3:p>0,05 | 2-3:p>0,05

Baslangi¢ viicut agirligi, terminal viicut agirligi ve kilo alimi agisindan gruplar arasindan

anlamh fark izlenmemistir. Yesil kahve ¢ekirdegi ekstrakti verilen grupta kontrol grubuna gore
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terminal karaciger agirligi ve terminal KC agirligi/terminal viicut agirligi oranlar1 anlamli dlgtide

ylksektir (sirasiyla p<0,05; p<0,01).

Tablo 6.15. Gruplarin serum biyokimyasal parametreleri agisindan karsilastirilmasi

Grup Grup Adi Glukoz Total HDL-K Trigliserid | VLDL-K LDL-K
Numarasi (mg/dL) Kolesterol (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
(mg/dL)
Ort+SS Ort+SS Ort+SS Ort =SS Ort+SS Ort +SS
(min- (min- (min- (min- (min- (min-
maks) maks) maks) maks) maks) maks)
1 Kontrol 103,88 = 47,37 £ 25,25 £ 41,12 8,22 £ 1,64 131’99%i
13,56 4,98 3,45 8,21 (6,60- (123 20-
Grubu (87-130) (42-54) (21-30) (33-58) 11,60) 17 ’20)
2 " 15775+ | 6725+ | 2812+ | 6325+ | ‘oot | 204TE
Kontrol 29,20 12,33 3,60 28,37 (6’60- (155 20-
Grubu (105-209) (51-82) (24-35) (33-107) 21’ 40) 33 ’80)
3 YKC 17050+ | 67,75+ 30,37 + 13,40+ 23,97 %
67 + 24,60 4,91 10,32
Kontrol 39,53 18,39 6,16
(38-108) (7,60- (12,40-
Grubu (119-244) (42-98) (22-42) 21.60) 44.40)
p<0,001 p<0,01 p<0,01
Post-Hoc Post-Hoc Post-Hoc
p Degeri | 1-2: p<0,01 | 1-2: p<0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 1-2: p<0,01
1-3: p=0,01 | 1-3: p<0,05 1-3: p<0,05
2-3: p>0,05 | 2-3: p>0,05 2-3: p>0,05

Serum HDL-K, trigliserid ve VLDL-K diizeyleri agisindan gruplar arasinda anlamli farklilik

izlenmemistir. 10 mg/kg klorojenik asit verilen ve yesil kahve gekirdegi ekstrakti verilen gruplarda kontrol

grubuna gore serum glukoz, total kolesterol, LDL-K degerleri anlamli derecede yiiksek olarak izlenmigtir

(glukoz igin sirasiyla p<0,01, p=0,01; total kolesterol igin sirasiyla p<0,05, p<0,05; LDL-K i¢in sirasiyla
p<0,01, p<0,05).
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Tablo 6.16. Gruplarin serum biyokimyasal parametreleri agisindan karsilagtirilmasi

ALT AST URE KREATININ | AMILAZ | LIPAZ
(U/L) (UIL) | (mg/dL) (mg/dL) (U/L) (U/L)
Grup Grup Adi Ort + SS
Numarasi P Ort+SS | Ort+SS (min- Ort+SS Ort+SS | Ort+SS
(min- (min- maks) (min-maks) (min- (min-
maks) maks) maks) maks)
Kontrol | 45 54, 149+ | 40,62+ 1442754 | 4 g7
Grubu 0,34 + 0,062 193,22
1 4,56 40,83 6,82 (0.24.045) | (1190- 0,99
(33-46) | (100-202) | (34-54) e 1707) (3-6)
KA 1620,75 +
Kontrol | 4387+ | 17312+ 4o, 0 4r | 034+0043 | 22310 | 237%
2 Grubu 6,68 26,98 (39-64) | (0,30-0,41) (1275- 2,06
(34-56) | (129-220) g (2-8)
1964)
YKC | 51374 | 16650+ | 5125+ 198112+ | o5,
Kontrol 0,32 £ 0,032 246,70
3 Grubu | D73 | 3223 649 | (028038 | (i640- | 1%
(39-65) | (127-217) | (43-60) RO (5-8)
2353)
p<0,01 p<0,05 p<0,001
Post-Hoc Post-Hoc Post-Hoc
1-2: 1-2: 1-2:
>0,05 >0,05
p Degeri | 05005 | P7005 p>0,05 R 0>0,05
1-3: 1-3: 1-3:
p<0,01 p<0,05 p<0,001
2-3: 2-3: 2-3:
p>0,05 p>0,05 p=0,01

Serum AST, kreatinin, lipaz diizeyleri agisindan gruplar arasinda anlamli farklilik

izlenmemistir. Serum ALT, iire ve amilaz diizeyleri ise yesil kahve c¢ekirdegi ekstrakti verilen

grupta kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksektir (sirasiyla p <0,01; p <0,05; p <0,001).

Ayrica yesil kahve cekirdegi ekstrakti verilen grupta amilaz diizeyleri 10 mg/kg klorojenik asit

verilen gruba gore de anlamli 6l¢iide yiiksek bulunmustur (p=0,01).
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Tablo 6.17. Gruplarin serum Glo-1 diizeyi ve oksidatif stres parametreleri agisindan

karsilastirilmasi
Serum Glo-1 Serum GPO Serum Serum MDA Serum SOD
(ng/mL) (mlU/mL) Katalaz (U/mL)
Grup Ort£SS Ort£+SS (1U/mL) (pmol/ml)
Numarasi Grup Adi (min-maks) (min-maks) Ort+SS
Ort+SS Ort = SS (min- (min-maks)
(min-maks) maks)
39,94 + 1,25 155,40 + 46,39 2,47 £0,95 229,13 £ 17,63 7,82 £0,36
1 Kontrol Grubu | (38,57-42,01) (96-240) (0,73-3,66) (206-253) (7,40-8,32)
39,36 + 4,39 124,80 + 16,22 2,10+ 0,82 100,87 + 4,54 7,26+0,16
KA Kontrol (35,42- (96-148,80) (1,46-3,66) (94-109) (7,06-7,57)
2 47,85)
Grubu
37,05 +£ 2,02 127,80 +17,19 1,37+ 0,91 72,75 £ 5,06 7,42 £0,35
YKC Kontrol (34,37- (105,60- (0-2,93) (66-82) (6,91-7,93)
3 39,75) 153,60)
Grubu
p<0,05 p<0,001 p<0,01
Post-Hoc Post-Hoc Post-Hoc
p Degeri 1-2: p>0,05 p>0,05 p>0,05 1-2: p>0,05 1-2: p<0,01
1-3: p<0,05 1-3: p<0,001 1-3: p<0,05
2-3: p>0,05 2-3: p>0,05 2-3: p>0,05

Serum GPO ve katalaz diizeyleri agisindan gruplar arasinda anlamli farklilik izlenmemistir.

Serum Glo-1, MDA ve SOD seviyeleri yesil kahve ¢ekirdegi ekstrakti verilen grupta kontrol

grubuna gore anlaml Olcilide diisiik saptanmistir (sirastyla p<0,05; p<0,001; p<0,05). Ayrica

serum SOD diizeyi 10 mg/kg klorojenik asit verilen grupta da kontrol grubuna gére anlaml

derecede diisiik saptanmistir (p<<0,01).
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Tablo 6.18. Gruplarin karaciger PIIINP ve oksidatif stres parametreleri agisindan

karsilastirilmasi
Karaciger Karaciger Karaciger Karaciger Karaciger
PHINP GPO Katalaz MDA SOD
Grup (pg/mg) (mlU/mg) (1U/mg) (pmol/mg) (U/mg)
Numarasi Grup Adi Ort £ SS Ort =SS
(min-maks) | Ort + SS | (min-maks) | Ort+SS (min- Ort+SS
(min-maks) maks) (min-maks)
1 Kontrol 616,07 = 20,21 + 6,06 208,36 + 1470,27 + 105,35 +
Grubu 142,02 (12,79-30,70) 15,20 174,70 10,86
(458,70- (182,61- (1306,91-1797) (85,56-
835,01) 225,53) 118,65)
2 KA Kontrol 498,71 + 19,38 + 4,43 230,40 + 1784,10 + 92,47 £ 7,24
Grubu 123,89 (11,26- 10,04 357,26 (83-104,75)
(306,58- 24,05) (216,17- (1272,52-
683,28) 250,50) 2192,51)
3 YKC 315,55+ 17,33+ 5,70 192,07 + 1735,73 + 83,14+9,10
Kontrol 66,85 (8,19- 17,74 260,76 (73,14-
Grubu (221,01- 26,61) (165,44- (1263,92- 97,77)
427,11) 211,48) 2020,55)
p<0,001 p<0,001 p<0,001
Post-Hoc Post-Hoc Post-Hoc
p Degeri 1-2: p>0,05 p>0,05 1-2: p<0,05 p>0,05 1-2: p<0,05
1-3: p<0,001 1-3:: p>0,05 1-3: : p<0,001
2-3: p<0,05 2-3: p<0,001 2-3: p>0,05

Karaciger GPO ve MDA diizeyleri acisindan gruplar arasinda anlamli farklilik izlenmemistir.

Karaciger PIIINP diizeyi yesil kahve ¢ekirdegi ekstrakti verilen grupta kontrol grubuna ve 10 mg/kg

klorojenik asit verilen gruba gore anlamli derecede diisiiktiir (sirasiyla p<0,001; p<0,05). Karaciger

katalaz aktivitesi 10 mg/kg klorojenik asit verilen grupta kontrol grubuna ve yesil kahve cekirdegi

ekstraktt verilen gruba gore anlamli Glgiide yiiksektir (sirasiyla

p<0,05; p<0,001). Karaciger SOD

aktivitelerinin ise kontrol grubunda yesil kahve g¢ekirdegi ekstrakti ve 10 mg/kg klorojenik asit verilen

gruplara gore anlamli derecede yiiksek oldugu izlenmistir (sirastyla p<0,05; p<0,001).
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Tablo 6.19. Gruplarin kalp PIIINP ve kalp oksidatif stres parametreleri agisindan karsilagtiriimasi

Kalp PIIINP Kalp GPO | Kalp Katalaz | Kalp MDA Kalp SOD
Grup Grup Adi (pg/mg) (mlU/mg) (1U/mg) (pmol/mg) (U/mg)
Numarasi Ort+SS |Ort + SS| Ort£SS |Ort = SS|[Ort + S8
(min-maks) | (min-maks) (min-maks) | (min-maks) (min-maks)
1 Kontrol 289,89 + 31,61 £3,96 | 21,22+226 1619,35+ 45,88 £ 1,81
Grubu 143,98 (25,64-36,34) | (17,47-23,85) 303,13 (43,63-48,83)
(74,92- (1145,60-
530,64) 2033,48)
2 KA Kontrol 169,05 24,43 +£2.54 | 25,23+ 1,44 143581 + 46,40 + 2,60
Grubu +82,92 (19,09-27,27) | (23,29-27,17) 285,64 (41,80-48,72)
(96,69- (977,58-
302,76) 2016,25)
3 YKC 170,47 + 26,13+£5,29 | 19,13+2,65 1407,17 + 44,96 +2,74
Kontrol 183,82 (21,82- (15,25-23,85) 237,81 (40,03-
Grubu (2,89-533,36) | 37,27) (1191,42- 48,11)
1909,33)
p Degeri p<0,01 p<0,001
Post-Hoc Post-Hoc
p>0,05 1-2 p<0,01 1-2: p<0,01 p>0,05 p>0,05
1-3: p<0,05 1-3::p>0,05
2-3: p>0,05 2-3: p<0,001

Kalp PIIINP, MDA ve SOD diizeyleri a¢isindan gruplar arasinda anlamli farklilik
izlenmemistir. Kalp GPO aktivitesi kontrol grubunda yesil kahve ¢ekirdegi ekstrakti ve 10 mg/kg
Klorojenik asit verilen gruplara gore anlamli derecede yiiksek olarak saptanmistir (sirasiyla
p<0,01; p<0,05). Kalp katalaz aktivitesi ise 10 mg/kg klorojenik asit verilen grupta kontrol
grubuna ve yesil kahve ¢ekirdegi ekstrakti verilen gruba gore anlamli derecede yiiksek olarak

izlenmistir (sirasiyla p<0,01; p<0,001).

NAYKH aktivite skorlamasinda; kontrol, KA kontrol ve YKC kontrol gruplar1 toplam
skordan ve tiim alt skorlardan 0 puan almiglardir. Kleiner vd. (2005) tarafindan NAYKH
hastalar1 icin 6zel olarak gelistirilen skorlama sisteminde toplam skor < 3 oldugunda NASH

tanist dislanmaktadir. Dolayistyla tiim gruplarda NASH tanis1 dislanmastir.

6.4. Kontrol ve NASH Gruplarinda Serum Glo-1 Diizeyi ile Oksidatif Stres Parametreleri

Arasindaki iliskinin Incelenmesi

Kontrol ve NASH gruplarinda serum Glo-1 diizeyi ve oksidatif stres parametreleri

arasindaki iligskinin incelenmesinde Spearman korelasyon analiz testi kullanilmistir.
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Tablo 6.20. Kontrol ve NASH gruplarinda serum Glo-1 ve oksidatif stres parametreleri

arasindaki iligki

Kontrol Gruplari Serum Glo-1

NASH Gruplar1 Serum Glo-1

(ng/mL) (ng/mL)

(n=24) (n=32)
Serum GPO (mIU/mL) R= 0,062 p= 0,77 R= 0,032 p= 0,86
Serum Katalaz (1U/mL) R= 0,290 p=0,17 R=0,125 p=0,49
Serum MDA (pmol/ml) R=0,502 p=0,01 R=-0,327 p=0,07
Serum SOD (U/mL) R=0,230 p=0,28 R=0,302 p=0,09

Karaciger GPO (mIU/mg)

R=-0,046 p=0,83

R=-0,116 p=0,53

Karaciger Katalaz (IU/mg)

R=- 0,089 p=0,68

R= - 0,405 p= 0,02

Karaciger MDA (pmol/mg)

R=-0,023 p=0,91

R=-0,323 p=0,07

Karaciger SOD (U/mg) R= 0,402 p= 0,05 R=-0,357 p=0,04
Kalp GPO (mlU/mg) R= 0,380 p= 0,07 R= 0,080 p= 0,66
Kalp Katalaz (1U/mg) R= 0,046 p= 0,83 R=0,151 p=0,41
Kalp MDA (pmol/mg) R= 0,373 p= 0,07 R=0,210 p=0,25
Kalp SOD (U/mg) R= 0,060 p=0,78 R=-0,290 p=0,10

Tablo 6.20’de serum Glo-1 diizeyleri ve oksidatif stres parametrelerine iligskin korelasyon

katsayilar1 (R) ve p degerleri verilmistir. Kontrol gruplarinda sadece serum MDA diizeyi ile

serum Glo-1 diizeyleri arasinda pozitif korelasyon izlenmistir (R= 0,502 p= 0,01). NASH

gruplarinda ise karaciger katalaz ve karaciger SOD aktiviteleri ile serum Glo-1 diizeyleri arasinda

negatif bir korelasyon oldugu saptanmustir (sirasiyla R= - 0,405 p= 0,02; R=- 0,357 p= 0,04).

6.5 NASH Gruplarinda NAYKH Aktivite Skoru ile Antropometrik Ol¢ciimler ve Serum

Parametreleri Arasindaki iliskinin Incelenmesi

NASH gruplarinda NAYKH aktivite skoru ile antropometrik Ol¢iimler ve serum

parametreleri arasindaki iligskinin incelenmesinde Spearman korelasyon analiz testi kullanilmistir.
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Tablo 6.21. NAYKH aktivite skoru ile antropometrik 6l¢iimler arasindaki iliski

NAYKH Aktivite Skoru
Baslangi¢ Viicut Agirhg (gr) R=-0,128 p=0,48
Terminal Viicut Agirhg (gr) R= 0,349 p=0,05
Terminal Karaciger Agirh@ (gr) R= 0,303 p= 0,09
Terminal KC Ag./Terminal Viicut Ag. (binde; %o) R=10,249 p=0,16
Kilo Alim (gr) R= 0,420 p= 0,02

Tablo 6.21 incelendiginde antropometrik Ol¢iimlerden sadece kilo alimi ile NAYKH

aktivite skoru arasinda anlamli pozitif korelasyon oldugu goriilmektedir (R= 0,420 p= 0,02).

Tablo 6.22. NAYKH aktivite skoru ile serum oksidatif stres parametreleri ve Glo-1 diizeyleri

arasindaki iliski

NAYKH Aktivite Skoru

Serum Glo-1 (ng/mL)

R=- 0,367 p= 0,04

Serum GPO (mIU/mL)

R= 0,250 p= 0,17

Serum Katalaz (1U/mL)

R=-0, 311 p=0,08

Serum MDA (pmol/ml)

R= 0,698 p<0,001

Serum SOD (U/mL)

R=-0,268 p= 0,14

Tablo 6.22 incelendiginde serum Glo-1 ile NAYKH aktivite skoru arasinda negatif

korelasyon izlenirken; serum MDA ile NAYKH aktivite skoru arasinda pozitif korelasyon
izlendigi goriilmektedir ( sirasiyla R= - 0,367 p=0,04; R= 0,698 p<0,001).
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Tablo 6.23. NAYKH aktivite skoru ile serum biyokimyasal parametreleri arasindaki iligki

NAYKH Aktivite Skoru
Glukoz
R=10,476 p= 0,006
(mg/dL)
ALT
R=-0,567 p= 0,001
(U/L)
AST
R=-0,532 p=0,002
(U/L)
Total Kolesterol
R=0,017 p=0,93
(mg/dL)
HDL-K
R=-0,26 p=0,89
(mg/dL)
Trigliserid
R= 0,487 p= 0,005
(mg/dL)
Ure
R=0,127 p= 0,49
(mg/dL)
Kreatinin
R=0,062 p=0,74
(mg/dL)
Amilaz
R= 0,407 p=0,021
(U/L)
Lipaz
R=0,112 p= 0,54
(U/L)
VLDL-K
R= 0,487 p= 0,005
(mg/dL)
LDL-K (mg/dL) R=-0,013 p= 0,94

NAYKH aktivite skoru serum glukoz, trigliserid, amilaz ve VLDL-K diizeyleri ile pozitif
korele iken; ALT ve AST diizeyleri ile negatif koreledir (sirasiyla R= 0,476 p= 0,006; R= 0,487
p= 0,005; R= 0,407 p=0,021; R= 0,487 p= 0,005; R=- 0,567 p=0,001; R= - 0,532 p=0,002).

6.6 NAYKH Aktivite Skorunu Serum Parametreleri ile Ongérebilmek Uzere Olusturulan
Bir Regresyon Modeli

NAYKH aktivite skorunun serum parametreleri ile iligkisi incelenerek ¢oklu lineer
regresyon modelleri olusturulmustur. NAYKH aktivite skorundaki varyansi en yiiksek oranda

aciklayan istatistiksel agidan anlamli model uygun model olarak secilmis ve asagida verilmistir.
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Tablo 6.24. NAYKH aktivite skoruna iligkin bir lineer regresyon modeli

NAYKH Aktivite Skoru
Degiskenler
Standart B Katsayisi p Degeri R?
Serum MDA Diizeyi
( Vi) 0,607 p<0,001
pmol/m
——— 0,758
Serum Trigliserid
0,432 p<0,001
Diizeyi (mg/dL)

Tablo 6.24 incelendiginde serum MDA ve serum trigliserid diizeylerinin NAYKH aktivite
diizeylerini beraberce pozitif yonde etkiledigi goriilmektedir. Serum MDA ve serum trigliserid
diizeyi degiskenleri NAYKH aktivite skorunun ongdriilmesinde istatistiksel agidan anlamlidir

(p<0,001).

6.7. Ratlarin Karaciger Histopatolojisinin Degerlendirilmesi

Arastirmamizda rat karacigerinde histopatolojik olarak NAYKH aktivite skorunun
hesaplanmasinin yani sira tim kesitler histopatolojik agidan ayrica degerlendirilip bulgular
aciklanmistir. Bu boliim ¢alismada yer alan tiim gruplara ait karaciger dokularinin, Hematoksilin
Eozin (H-E), Masson trikrom ve periyodik asit—Schiff (PAS) boyamalarina iligkin kesitlerinin

ayr1 ayr1 151k mikroskobu altinda degerlendirilmesi ve histopatolojik agidan incelenmesi sonucu

elde edilen verileri igermektedir.

Sekil 6.1. Normal karacigerin makroskopik (solda) ve mikroskopik goriiniimii (sagda), hepatosit
)
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Sekil 6.2. NASH modeli, karacigerin makroskopik goriiniimii (solda) ve mikroskopik gériiniimii

(sagda)

6.7.1. Kontrol Grubu

H-E ile boyanan kontrol grubu karaciger dokusunun kesitleri ayri ayri 1s1k mikroskobu
altinda degerlendirildiginde; karacigerin histolojik yapisinin normal bir gériiniime sahip oldugu
gbzlenmistir. Kontrol grubunda vena centralis (VC) ve ¢evresinde hepatositlerin 1ginsal diizende
dizildigi, siniizoidlerin ve hepatik plaklarin genel histolojik yapisinin normal goriiniimde oldugu

izlenmistir (Sekil 6.3 ve Sekil 6.4).

Masson trikrom ile boyanan kontrol grubu karaciger dokusunun histolojik incelenmesinde
hepatositler ve siniizoidler normal goriinimde olup bag dokusunda herhangi bir artig
gozlenmemistir (Sekil 6.5). PAS boyamada ise hepatositlerde glukojen dagilimi normal olarak

izlenmistir (Sekil 6.6).
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Sekil 6.4. Kontrol grubu ratlarda karaciger dokusunun gériinimii. Hepatosit (1) (H-E X40)
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Sekil 6. 5. Kontrol grubu ratlarda karaciger dokusunun goriiniimii. Hepatosit (1), siniizoid () (Masson
trikrom X10)

Sekil 6.6. Kontrol grubu ratlarda karaciger dokusunun goriiniimii. (VC: vena centralis) Glikojen (1) (PAS
X40)
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6.7.2. NASH Model Grubu

H-E ile boyanan NASH model grubuna ait karaciger dokusunun histolojik incelemesinde;
karaciger dokusunun tiim zonlarinda hepatositler icerisinde mikrovezikiiler ve makrovezikiiler
yag damlaciklar1 gozlenmistir. Mikrovezikiiler steatozisde, hepatosit cekirdegini g¢evreleyen
bircok kiigiik yag damlacigi, hepatosite kopiiksii ve vezikiiler bir goriinim vermektedir.
Makrovezikiiler steatozisde ise bir veya birka¢ tane yuvarlak yag damlaci@inin, hepatosit
cekirdeginin hiicrenin periferine dogru yer degistirmesine neden oldugu goriilmiistiir. Ayrica
hepatosit dejenerasyonu ve hepatik plaklarin yapisal biitlinliigiinde dejenerasyon belirgin olarak
izlenmigtir (Sekil 6.7). Lobiiler inflamasyon fokal odaklar tarzinda tiim alanlarda goriilmiistiir.

Megamitokondriyon ve Mallory cisimcigi goriilmektedir (Sekil 6.7 ve Sekil 6.8).

Sekil 6.7. NASH model grubu ratlarda karaciger dokusunun goriiniimii. Mallory cisimcigi ( 1), lobiiler
inflamasyon (%) (H-E X10)
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Sekil 6.8. NASH model grubu ratlarda karaciger dokusunun goriinimii. Mikrovezikiiler yaglanma (),
makrovezikiiler yaglanma (1), Mallory cisimeigi ( T ), megamitokondriyon (T) , lobiiler inflamasyon (%)
(H-E X40)

Masson trikrom boyamada hayvanlarin yarisinda lipograniilom yapisi gézlenmistir.

Fibrozis perisiniizoidal/ periportal alanlarda goriilmiis, kopriilesme ise sadece 2 ratta goriilmiistiir

(Sekil 6.9, Sekil 6.10).
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Sekil 6.9. NASH model grubu ratlarda karaciger dokusunun gériiniimii. Perisiniizoidal fibrozis ( 1),

periportal fibrozis (*), kopriilesme (1) (Masson trikrom X10)
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Sekil 6. 10. NASH model grubu ratlarda karaciger dokusunun gériiniimii. Lipograniilom (J) (Masson
trikrom X40)

PAS boyamada hepatositlerde yaglanma artisindan dolay1 glikojen graniilleri gézlenememis

olup, yaglanma derecesi az olan hepatositlerde az miktarda glikojen birikimi izlenmistir (Sekil
6.11).
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Sekil 6.11. NASH model grubu ratlarda karaciger dokusunun goriiniimii. Glikojen ( 1)
(PAS X10)
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6.7.3. YYYK-YKC Grubu

H-E ile boyanan karaciger dokusunun histolojik agidan incelenmesi sonucu; YYYK-YKC
grubunda NASH model grubu ile karsilastirildiginda hepatositlerde balonlagsmanin azaldig1 ancak
makrovezikiiler ve mikrovezikiiler yaglanmanin devam ettigi gézlenmistir. Yaglanmanin belirgin
oldugu bolge zon 1 olarak degerlendirilmistir. Bununla birlikte adacik tarzinda ve damar geperleri
cevresinde normal hepatosit goriiniimiine kavusan karaciger hiicrelerinin varligi gézlenmistir.
Lenfosit infiltrasyonu mevcut olup NASH model grubuna gore azaldigr goézlenmistir. Mallory
cisimcikleri azalmig olup, megamitokondriyon yapilanmasi varligin1 korumaktadir (Sekil 6.12,

Sekil 6.13, Sekil 6.14, Sekil 6.15).

Sekil 6.12. YYYK-YKC grubu ratlarda karaciger dokusunun goriiniimii. (VC: vena centralis)

Makrovezikiiler yaglanma ( 1), lobiiler inflamasyon (T), normal goriiniimiine kavusan hepatositler (*)

(H-E X10)
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Sekil 6.13. YYYK-YKC grubu ratlarda karaciger dokusunun goriiniimii. (VC: vena centralis) Lobiiler
inflamasyon ( T), normal gériiniimiine kavusan hepatositler (*), Mallory cisimcigi (T),

megamitokondriyon () (H-E X40)

Sekil 6.14. YYYK-YKC grubu ratlarda karaciger dokusunun goriiniimii. Normal goriiniimiine kavusan
hepatositler (*), balonlagma ( T), Mallory cisimcigi (T) , megamitokondriyon (f )
(H-E X40)
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Sekil 6.15. YYYK-YKC grubu ratlarda karaciger dokusunun goriiniimii. Normal goriiniimiine kavusan

hepatositler (%), balonlagma (1), Mallory cisimcigi (‘t ) (H-E X40)

Masson trikrom boyamada fibrozis derecesi degerlendirildiginde ratlarin ¢ogunda hafif ve

iliml1 derecede fibrozisin portal ve periportal alanlarda mevcut oldugu goriilmiistiir.

Sekil 6.16. YYYK-YKC grubu ratlarda karaciger dokusunun gériiniimii. Portal ve periportal fibrozis (1)
(Masson Trikrom X10)
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PAS boyamada NASH model grubunda oldugu gibi hepatositlerde yaglanmanin
varligindan dolay1 glikojen graniilleri net olarak izlenmemistir. Adacik tarzinda normal goriiniime

sahip olan hepatositlerde az da olsa graniil yapis1 gozlenmistir (Sekil 6.17)

Sekil 6.17. YYYK-YKC grubu ratlarda karaciger dokusunun gériiniimii. Glikojen (T) (PAS X40)

6.7.4. YYYK-KA 10 Grubu

H-E ile boyanan kesitlerde hepatositlerde balonlasmanin azaldigi ancak mikrovezikiiler ve
makrovezikiiler yaglanmanin devam etti3i gozlenmistir. Steatozis yaygin olarak zone 1’de
izlenmistir (Sekil 6.18). Mallory hyalin cisimciklerinde azalma izlenmistir. Megamitokondriyon
sayisinda anlamli degisiklik gozlenmemistir (Sekil 6.19). Masson trikrom boyamada YYYK-

YKC grubuna gore fibrozis derecesinde artis oldugu, fibrozisin perisiniizoidal, periportal
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alanlarda lokalize oldugu izlenmistir. Kopriillesmelere rastlanmistir (Sekil 6.20).  PAS

boyamasinda ise hepatositlerde yaglanmanin varligindan dolayr glikojen graniilleri net olarak

izlenmemistir.
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Sekil 6.18. YYYK-KA 10 grubu ratlarda karaciger dokusunun goriiniimii. Steatozis ( %), mikrovezikiiler

yaglanma ( 1), makrovezikiiler yaglanma (T) (H-E X10)

Sekil 6.19. YYYK-KA 10 grubu ratlarda karaciger dokusunun gériiniimii. Mallory cisimcigi (f)
megamitokondriyon (T) (H- E X40)

63



Sekil 6.20. YYYK-KA 10 grubu ratlarda karaciger dokusunun goériiniimii. Perisiniizoidal fibrozis (T),

periportal fibrozis (T) (Masson trikrom X10)

6.7.5. YYYK-KA 50 Grubu

H-E ile boyanan kesitlerde 151k mikroskobik bulgularin YYYK-YKC grubuna benzer
oldugu gozlenmistir. Hepatositlerde yaglanmanin zone 1 bdlgesinde oldugu, balonlagmanin
devam ettigi, mikrovezikiiler ve makrovezikiiler yaglanmanin azaldigi, normal hepatosit
goriimiine sahip hiicrelerin varligir gézlenmistir. Lenfosit infiltrasyonunun NASH model grubuna
gore azaldigi izlenmistir. Mallory cisimcikleri azalmig olup, megamitokondriyon yapilanmasi
varhigimi korumaktadir (Sekil 6.21 ve Sekil 6.22).

Masson trikrom boyamada fibrozisin hafif ve ilimli derecede siniizoidal, perisiniizoidal alanlarda
mevcut oldugu gorilmiistir (Sekil 6.23). PAS boyamasinda hepatositlerde yaglanmanin

varligindan dolay1 glikojen graniilleri net olarak izlenmemistir (Sekil 6.24).
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Sekil 6.21. YYYK-KA 50 grubu ratlarda karaciger dokusunun goriiniimii. Normal goériiniimiine kavusan
hepatositler ( %), mikrovezikiiler yaglanma (1), makrovezikiiler yaglanma ( T), lenfosit infiltrasyonu (T)

(H-E X10)

Sekil 6.22. YYYK-KA 50 grubu ratlarda karaciger dokusunun goériiniimii. Mallory cisimcigi (T),

megamitokondriyon (f) H-E X40)
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Sekil 6.23. YYYK-KA 50 grubu ratlarda karaciger dokusunun goriiniimii. Perisiniizoidal fibrozis ( T)
(Masson trikrom X40)

Sekil 6.24. YYYK-KA 50 grubu ratlarda karaciger dokusunun goériiniimii. (VC: vena centralis) Glikojen (
1) (PAS X40)
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6.7.6. KA Kontrol ve YKC Kontrol Gruplar

H-E ile boyanan normal yem ile beslenmis, 10 mg/kg klorojenik asit ve 20 mg/kg yesil
kahve ¢ekirdegi ekstrakti alan iki grubun karaciger dokusunun kesitleri ayr1 ayr1 151k mikroskobu
altinda degerlendirildiginde; 1sinsal diizeydeki hepatositlerin vena centralis etrafinda
konumlandig1 ve aralarinda normal goriiniimlii siniizoidlerin varlig: izlenmistir (Sekil 6.25, Sekil
6.26). Masson trikrom boyamada her iki grup i¢in bag dokusunda artis gézlenmemistir (Sekil
6.27, Sekil 6.28) PAS boyamada glikojen dagilimi normal olarak izlenmistir (Sekil 6.29, Sekil
6.30)

Sekil 6.25. KA kontrol grubu ratlarda karaciger dokusunun gériinimii. Hepatosit (1) (H-E X40)
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Sekil 6.26. YKC kontrol grubu ratlarda karaciger dokusunun gériiniimi. (VC: vena centralis) Hepatosit
(1) (H-E X40)

Sekil 6.27. KA kontrol grubu ratlarda karaciger dokusunun gériiniimii. (Masson trikrom X40)
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Sekil 6.29. KA kontrol grubu ratlarda karaciger dokusunun gériiniimii. Glikojen (1) (PAS X40)
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Sekil 6.30. YKC kontrol grubu ratlarda karaciger dokusunun goriiniimii. Glikojen (1) (PAS X40)
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7. TARTISMA

Arastirmamizda YY YK diyet verilen tiim ratlarda NASH modelinin olustugu; normal yem
ile beslenen ratlarin tamaminda ise histoplatolojik olarak NASH tanisinin  dislandigi
gosterilmistir. Bulgularimizda oncelikle diyetsel ajan almayan, sadece normal yem ile beslenen
kontrol grubu ile sadece YYYK yem ile beslenen ve diyetsel ajan almayan NASH model grubunu
istatistiksel olarak karsilastirarak modelimizin genel 6zelliklerini tanimay1 ve NASH tablosunun
aragtirdigimiz parametreler {izerine etkisini gozlemlemeyi amacladik. Daha sonra hasta
gruplarmin tamamini birlikte ele alan karsilagtirmalar yaptik ve buradaki temel amacimiz hasta
gruplarinda diyete eklenen yesil kahve c¢ekirdegi ekstrakti ve farkli dozlardaki klorojenik asitin
NASH gelisimini ve arastirdigimiz parametreleri ne 6l¢iide etkiledigini ortaya koymakti. Ayrica
kontrol gruplarin1 da kendi i¢inde karsilastirip yesil kahve ¢ekirdegi ekstraktinin ve klorojenik
asitin saglikli bireylerdeki olasi etkilerini gozlemlemeyi amacladik. Yaptigimiz korelasyon
analizleri ile dikarbonil stres yolaginda gorev alan bir enzim olan Glo-1 ile oksidatif stres
parametreleri arasindaki iliskiyi degerlendirmeyi amagladik. Ayrica verilerimizin NAYKH
aktivite skoru ile korelasyonlarini inceledik ve bu bilgiler 15183inda NAYKH aktivitesinin serum

parametreleri kullanilarak ongoriilmesinde yararli olabilecek bir regresyon modeli olusturmay1
hedefledik.

7.1. NASH Modelimizin Kontrol Grubundan Ayrilan Ozellikleri ve NASH Tablosunun

ArastirdiZimiz Parametrelere Etkisi

Kontrol grubu ve NASH model grubu antropometrik dl¢iimler agisindan karsilagtirildiginda
(Tablo 6.1); ¢alismaya baslangi¢ viicut agirliklar1 agisindan her iki grup arasinda anlamli fark
izlenmemistir. Baglangic agirliklar1 arasinda farklilik olmasi sonuglar1 etkileyebileceginden
obezite ve NASH hayvan modeli ¢aligmalarinda istenmeyen bir durumdur. Arastirmamizda bu

durum dislanmustir.

Caligma bitiminde sakrifikasyon oncesi Olgiilen terminal viicut agirliklart incelendiginde;
NASH model grubunda terminal viicut agirliginin ve 10 haftalik slire boyunca toplam kilo
aliminin anlamh Slgiide yiliksek oldugu goriilmektedir (p<0,05). Yiiksek yagli beslenme ayni

zamanda obeziteyi tetikleyen bir faktor oldugundan model grubumuzda terminal viicut agirliginin
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ve kilo aliminin yiiksek olmasi beklenen bir durumdur (65). Sakrifikasyon sonrasi karacigerin
total cikarilmasi ile Olgiilen karaciger agirligimin ve bu agirhgin terminal viicut agirligina
boliinmesi ile elde edilen “terminal karaciger agirligi/terminal viicut agirhigl” oranmnin yine
benzer sekilde NASH model grubunda yiiksek oldugu goriilmektedir (p<0,001). Christensen vd.
(2018) tarafindan yapilan bir ¢alismada arastirmamizda kullandigimiz aymi marka ve kodlu
YYYK yem ile NASH modeli gelistirilmis ve 4 hafta sonunda ratlarin total karaciger
agirliklarimin ve “terminal karaciger agirligi/terminal viicut agirligi” oraninin kontrol grubuna
gore yaklasik iki kat arttigi gézlemlenmistir (56). Bizim ¢alismamizda bu artig oranlari siirenin

daha uzun olmasina bagli daha yiiksektir ve sonuglarimiz bu bulgularla uyumludur.

Kontrol ve NASH model gruplart serum biyokimyasal parametreleri agisindan
karsilagtirildiginda (Tablo 6.2); serum glukoz, ALT, AST, trigliserid, total kolesterol, HDL-K,
LDL-K, amilaz ve lipaz diizeylerinin NASH model grubunda kontrol grubuna gore anlamli
derecede yiiksek oldugu gozlenmistir (p< 0,001). VLDL-K diizeyi de NASH model grubunda
istatistiksel a¢idan anlamli derecede yiiksektir (p<0,01). Bobrek fonksiyon test sonuglar (iire ve

kreatinin) agisindan ise iki grup arasinda anlamli farklilik izlenmemistir.

NASH tablosu insiilin direnci ve diyabet ile yakindan iliskili bir klinik tablodur (1).
Ayrica yiiksek yagli diyet insiilin direncini tetikleyen onemli bir faktordiir (66). Model
grubumuzda glukoz diizeylerinin yiiksek olmasinin yliksek yagl ve yiiksek kolesterollii beslenme
ile tetiklenen insiilin direncinin bir sonucu oldugunu diisiinmekteyiz. Model grubumuzda gelisen
steatohepatit tablosunda hepatosit hiicre hasarina bagli olarak ALT ve AST degerleri de kontrol
grubuna gore yiiksek izlenmistir. Ayrica model grubumuzda trigliserid, total kolesterol, LDL-K,
VLDL-K gibi lipid profili parametrelerindeki yiiksekligin hem ytiiksek yagli beslenmenin hem de
zamanla gelisen insiilin direncinin ortak sonucu oldugunu diisiinmekteyiz. Christensen vd. (2018)
tarafindan yapilan ¢aligmada da ayni tiir YYYK yem kullanilmis ve lipid profili parametrelerinin

NASH grubunda benzer sekilde daha yiiksek oldugu gozlenmistir (56).

Pankreas lipotoksisiteden Onemli Olgiide etkilenen organlardan biridir (67). Model
grubumuzda yiikselen amilaz ve lipaz diizeyleri yiiksek yagl ve yiiksek kolesterollii diyet sonucu

gelisen lipotoksisite tablosundan pankreasin da etkilendigini gostermektedir.

Kontrol ve NASH model gruplart serum Glo-1 ve serum oksidatif stres parametreleri
acisindan karsilastirildiginda (Tablo 6.3); NASH model grubunda serum Glo-1 diizeylerinin
anlamli derecede yiiksek oldugu goriilmektedir (p<0,001). Glo-1 dikarbonil bilesikler arasindan
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fizyolojik sartlarda organizmada en fazla olusan MG’yi detoksifiye ederek dikarbonil stresin
azaltilmasinda gorev alan bir enzimdir (33). NAYKH hastalarinda artan dikarbonil stresin
yaglanmanin siddetini arttirdigi bilinmektedir ancak Glo-1’in NAYKH patogenezindeki rolil
halen tam olarak agikliga kavusturulamamstir (11). Yaptigimiz literatiir taramasinda NAYKH
hastalarinda serum Glo-1 diizeylerini analiz eden ¢alismaya rastlanmamustir. Spanos vd. (2018)
tarafindan yapilan bir ¢alismada Apo E defektli farelerde yiiksek yagli ve yiiksek kolesterolii
beslenmenin karacigerde Glo-1 downregiilasyonuna yol agtig1 bildirilmektedir ancak burada
serum Glo-1 diizeylerine iliskin bilgi verilmemesinin yanisira ¢alisma Apo E defektli farelerde
gerceklestirildiginden bizim modelimizden farklillk  gostermektedir (11). Rat obezite
modellerindeki Glo-1 diizeyleri agisindan literatiir incelendiginde ise yiiksek yagl beslenmenin
Glo-1 seviyelerini arttirdigin1 ve azalttigini ifade eden geliskili sonuglar gormek miimkiindiir
(12). Bu sonuglar neticesinde literatiirde NAYKH hastlaliginda serum Glo-1 diizeylerini analiz
eden ¢aligmalara ihtiyac oldugu goriilmektedir. Biz calismamizda artan serum Glo-1 diizeylerinin
NAYKH hastaliginda artan dikarbonil stresle basa ¢ikmak ic¢in organizmanin bir yaniti
olabilecegini diisiinmekteyiz. Nitekim Rabbani ve Thornalley (2018) diyabet ve obezitede Glo-
I’in diizenlenmesini inceledikleri ¢alismalarinda obez bireylerde artmis Glo-1 sentezinin
obezitenin olumsuz saglik getirilerini hafifletmede yararli olabileceginden bahsetmektedirler

(12).

NASH model grubunda serum katalaz (P<0,05), MDA (p<0,001) ve SOD (p<0,001)
seviyelerinin ise anlaml 6l¢iide diisiik oldugu dikkat ¢ekmektedir. Serum GPO agisindan her iki
grup arasinda anlamli farklilik izlenmemistir. Literatiirde NAYKH hastalarinda serum oksidatif
stres parametrelerini degerlendiren cok sinirli sayida ¢aligma bulunmaktadir. Swiderska vd.
(2019) tarafindan NAYKH hastalarinda yapilan bir ¢calismada bizim bulgularimiza benzer sekilde
hasta grubunda kontrol grubuna goére serum katalaz diizeylerinin diisiikk oldugu bildirilmektedir
(68). Ancak bu ¢aligmada erken NAYKH hastalarinda kontrol grubuna gore serum SOD ve GPO
aktivitelerinin yiikseldigi hastalik ilerledikce ise seviyelerin diistiigi goriillmektedir (68). Bizim
calismamizda serum SOD aktivitelerinin diismesi ve GPO aktivitesinin kontrol gurubuna
yaklagsmasinin ileri hastalik evresinin bir sonucu olabilecegini diisiinmekteyiz. Stiuso vd. (2014)
tarafindan yapilan bir ¢alismada ise NAYKH hastalar1 ve kontrol guruplari arasinda oksidatif
stres parametreleri acisindan anlamli fark bulunmamistir ve bu durum o6rneklem boyutunun
kiigiikliigiiniin yanisira degiskenlerin artmis bireyler arasi varyasyonuna baglanmistir (69). Chen

vd. (2020) tarafindan kaleme alinan bir derlemede NAYKH’da serum SOD diizeylerinin azaldig:
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veya arttig1 farkli ¢calismalardan bahsedilmektedir (70). Ayn1 ¢alismada NASH tablosunda serum
MDA’nin kontrol guruplarina goére anlamli degisiklik gostermedigi bildirilmistir (70).
Literatiirdeki bu farkli bulgularin hastalarin degerlendirildigi donemdeki hastalik evresi ile iligkili
olabilecegini diisiinmekteyiz. Ciinkii organizmada oksidatif stresin dogas1 geregi baslangigta
antioksidan savunma sistemi uyarilarak antioksidan enzim diizeyleri artarken; oksidan
maddelerin miktar1 arttikga ve silire¢ uzadikca antioksidan sistem transkripsiyon faktorlerindeki
diizenlemelerin de etkisiyle antioksidan sistem enzimleri azalmakta ve hastalik tablosu daha da

ilerlemektedir (71).

NASH model grubunda karaciger oksidatif stres parametrelerinden MDA diizeyinin kontrol
grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugu dikkat ¢cekmektedir (p=0,001). Karaciger GPO,
katalaz, SOD diizeyleri agisindan gruplar arasinda anlamli farklilik izlenmemistir (Tablo 6.4).
MDA lipid peroksidasyonu sonucunda agiga ¢ikan ve NAYKH’da ileri fibrozis ile iliskili bir
oksidatif stres belirtecidir (72). Chen vd. (2020) tarafindan kaleme alinan ve oksidatif stresin
NAYKH’daki roliinii aragtiran bir derlemede bulgularimizla uyumlu bir sekilde NAYKH’da
karaciger MDA diizeylerinin yiikseldigi bildirilmektedir (70). NAYKH temelde bir lipid
metabolizmas1 bozuklugu oldugundan ve hastalig: tetikleyen en 6nemli faktor karacigerde artan
lipid yiikii oldugundan; karacigerde bir lipid peroksidasyon son iirinii olan MDA’nin diger
karaciger oksidatif parametrelerine nazaran On plana c¢ikmis olmasi dikkate degerdir.
Arastirmamizda ayrica model grubunda karaciger MDA diizeyi kontrol gurubuna goére bu denli
yiksekken serum MDA diizeyinin kontrol grubuna gore neden diisik seyrettigini
arastirdigimizda; literatiirde ileri evre NAYKH hastalarinda serumda anti-MDA antikorlarin
varligindan bahsedildigini gordiik (72). ileri evre hastalikta MDA’ya kars1 gelisen bu immiin
yanitin serum MDA diizeylerini interfere ederek diisiik Ol¢clim sonuglarina yol agabilecegini
diisiinmekteyiz. Dolayisiyla serum MDA diizeylerini ve Anti-MDA’nin etkisini birlikte ele alan

caligmalara ihtiya¢ vardir.

NAYKH karaciger disindaki diger doku ve organlari etkileyen multisistemik bir hastaliktir
ve NAYKH’ye bagh diger organ tutulumlar1 arasinda prognostik ag¢idan en dnemli olan kardiyak
tutulup olup; NAYKH’ye bagl 6liimlerin biiyiik kisminin kardiyovaskiiler hastaliga bagli oldugu
bildirilmektedir (6). Bu nedenle arastirmamizda karacigerde degerlendirdigimiz parametrelerin
aynm1 zamanda kalp diizeylerini de degerlendirmeyi amagladik. Kontrol ve model gruplar1 kalp
GPO diizeyleri acisindan karsilastirildiginda istatistiksel agidan anlaml farklilik izlenmemistir.

Kalp katalaz, MDA ve SOD diizeyleri ise NASH model grubunda kontrol grubuna gdre anlamh
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Olciide yiksektir (p degerleri sirasiyla: p=0,001, p<0,05, p<0,05). Yaptigimiz literatiir
taramasinda NAYKH hastalarinda kalp dokusunda oksidatif stres parametrelerini inceleyen
calismaya rastlanmamistir. Literatiirde bu alanda calismalara ihtiya¢ vardir. Arastirmamizda
NAYKH’da kalp dokusunun da oksidatif stresten etkilendigi ve oksidatif strese yanit olarak
katalaz ve SOD gibi antioksidan enzim diizeylerinin artti§i, GPO’nun ise anlamli dlgiide
etkilenmedigi goriilmektedir. Karacigere benzer sekilde kalp dokusunda da MDA diizeylerinin
yiikselmis olmasi kardiyak yaglanma ve artmis lipid peroksidasyonuna isaret edebileceginden

ozellikle Onem arz etmektedir.

Normal bir karacigerde hepatositler, siniizoidal endotelyal hiicreler ve hepatik lipositler (ito
hiicreleri, stellat hiicre) kollajen sentezleyebilmektedirler ancak kollajenin biiyiik ¢cogunlugu ito
hiicreleri sentezlemektedir (73). Karaciger toksik maddelere maruz kaldiginda ito hiicrelerinin
uyarilmasi ile fibrozis siireci baglamaktadir (74). Karaciger fibrozisinin hakim oldugu patolojik
durumlarda ito hiicreleri fenotipik degisimler gostererek miyofiboblast benzeri hiicrelere
doniismektedirler (75). Prokollajen-111 N-terminal peptid (PIIINP); prokollajen-III’tin enzimatik
yikim ile tip III kollajene doniisiimii sirasinda agiga ¢ikan bir yan iirlindiir ve karaciger fibrozisi
icin 6nemli bir belirtegtir (5). Yaptigimiz literatiir taramasinda NAYKH’da karaciger PIIINP
diizeylerini arastiran ¢alismaya rastlanmamistir. Ancak PIIINP’nin serum diizeylerinin NAYKH
hastalarinda kontrol grubuna gore yiiksek oldugunu bildiren ¢alismalar mevcuttur (8, 76). Tip 111
kollajen ayn1 zamanda kardiyak fibroziste rol oynayan kollajen tiplerinden biridir ve serum
PIIINP diizeylerinin kardiyak patolojilerde de yiikseldigi bildirilmektedir (7). Literatiirde ayni
zamanda plazma PIIINP diizeylerinin rat miyokardit modellerinde de yiikseldigi bildirilmektedir
(77). Lipid metabolizmasindaki disfonksiyon NAYKH’y1 kardiyovaskiiler hastaliklara baglayan
onemli bir faktérdiir ve NAYKH’da karaciger disinda etkilenen major organlardan biri de kalptir
(78). Tim bu nedenlerle aragtirmamizda NAYKH’da serumda yiikselen PIIINP’nin olasi

kaynaklar1 olabilecek olan kalp ve karacigerin PIIINP diizeylerini birlikte ele almay1 amacladik.

Kontrol ve NASH model gruplar karaciger PIIINP diizeyleri agisindan karsilastirildiginda;
model grubunda PIIINP diizeylerinin anlamli 6l¢iide diisiik oldugu goriilmektedir (p<0,001).
Karaciger fibrozisinin hakim oldugu patolojik durumlarda kollajenin ana kaynagi olan ito
hiicrelerinin fenotipik degisimler gostererek miyofiboblast benzeri hiicrelere doniistiigii
bilinmektedir (75). Arastirmamizda karacigerde kollajen sentezinin major kaynagi olan ito

hiicrelerinin bu karakter degisiminin;, NASH grubunda karacigerde PIIINP sentezinin
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azalmasinda 6énemli bir mekanizma olabilecegini diistinmekteyiz. Ancak literatiirde bu tablonun

acikliga kavusmasi i¢in farkli ¢alismalara ihtiya¢ s6z konusudur.

Kontrol ve NASH model gruplar1 kalp PIIINP diizeyleri agisindan karsilastirildiginda ise
NASH grubunda PIIINP ortalamasimin yiiksek olmasina ragmen istatistiksel acidan anlamli
farklilik izlenmemistir. Bu durum o6rneklem boyutunun kiicliik olmasi ve/veya kalp PIIINP
diizeylerinin bireyler arasi varyasyonunun yiliksek olmasindan kaynaklaniyor olabilir. NASH
model grubunda karaciger PIIINP diizeyleri kontrol grubuna gore diisiik saptandigindan kalp
dokusu serum PIIINP icin 6nemli bir kaynak teskil ediyor olabilir. Ancak literatirde NAYKH’da
kalp PIIINP diizeylerini arastiran bir ¢aligmaya rastlamadigimizdan ve kalp PIIINP diizeylerinin
bireyler arasi varyasyonu yiiksek oldugundan bu alanda daha genis capli ¢alismalara ihtiyag

oldugu aciktir.

7.2. Klorojenik Asit ve Yesil Kahve Cekirdegi Ekstraktinin NAYKH Aktivite Skoru ve

ArastirdiZimiz Diger Parametrelere Etkisi

Baslangi¢ viicut agirlig1 agisindan NASH model grubu ve YYYK-YKC, YYYK-KA50 ve
YYYK-KA10 gruplart arasinda anlamli farklilik olmadigi izlenmistir. Calismanin bitiminde
oOl¢giilen terminal viicut agirligl, terminal karaciger agirligi, terminal karaciger agirligi/terminal
viicut agirligr oran1 ve kilo alimi1 agisindan NASH model grubu ile yesil kahve ¢ekirdegi veya
klorojenik asit alan gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli farklilik izlenmemistir (Tablo
6.7). Farkli bir ¢caligmada yesil kahve ¢ekirdegi ekstrakti ve klorojenik asit takviyesinin viicut
agirh@mi ve viicut kitle indeksini (VKI) azalttigi ve bu etkinin &zellikle VKI>25 kg/m? olan
bireylerde daha belirgin oldugu gosterilmistir (36). Arastirmamizda ratlar caligmaya normal viicut
agirhigi ile bagladiklarindan yesil kahve cekirdegi ve klorojenik asit kullanimi ile kilo aliminda

anlamli azalma izlenmemis olabilir.

Serum total kolesterol, HDL-K ve LDL-K agisindan NASH model grubu ile yesil kahve
cekirdegi veya klorojenik asit alan gruplar arasinda anlamli farklilik izlenmemistir. Serum glukoz
konsantrasyonu NASH model grubunda yesil kahve ¢ekirdegi ekstrakti, 10 mg/kg klorojenik asit
ve 50 mg/kg klorojenik asit verilen verilen gruplara gére anlamli derecede yiiksek izlenmistir
(sirastyla p<0,05; p=0,001; p=0,01). Literatiirde yesil kahve ¢ekirdegi ekstraktinin ve klorojenik

asitin insiilin direncini azalttigi ve hipoglisemik etki gosterdigi belirtilmektedir (25, 29).
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Calismamizda klorojenik asit ve yesil kahve ¢ekirdeginin hipoglisemik etkisi gézlenmis olup bu
etki agisindan klorojenik asitin farkli dozlar1 ya da yesil kahve g¢ekirdegi ile klorojenik asit

arasinda anlaml farklilik izlenmemistir (Tablo 6.8).

Serum trigliserid ve VLDL-K konsantrasyonlart NASH model grubunda yesil kahve
cekirdegi ekstrakti, 10 mg/kg klorojenik asit ve 50 mg/kg klorojenik asit verilen verilen gruplara
gore anlamli derecede yiiksek izlenmistir (sirasiyla p=0,001; p<0,01; p<0,05). Klorojenik asit ve
yesil kahve cekirdegi ekstrakti hipolipidemik etki gosteren diyetsel ajanlardir. Pankreatik lipaz
inhibisyonu ve yag asidi sentezinin inhibisyonu klorojenik asitin lipid disiiriicti etkileri arasinda
sayilabilir (28). Ayrica yesil kahve ¢ekirdeginin lipid absorbsiyonunu azalttig1 bilinmektedir (25).
Aragtirmamizda hem yesil kahve c¢ekirdegi hem de klorojenik asit NASH hastaliginda
hipolipidemik etki gdstermis olup bu etki agisindan klorojenik asitin farkli dozlart ya da yesil

kahve ¢ekirdegi ile klorojenik asit arasinda anlamli farklilik izlenmemistir (Tablo 6.8).

Serum iire, kreatinin ve lipaz diizeyleri agisindan NASH model grubu ile yesil kahve
¢ekirdegi veya klorojenik asit alan gruplar arasinda anlamli farklilik izlenmemistir (Tablo 6.9).
Serum ALT ve AST diizeylerinin ortalamasinin NASH model grubunda yesil kahve ¢ekirdegi
veya klorojenik asit alan gruplara nazaran diisik oldugu dikkat ¢ekmektedir. NASH model
grubunda serum ALT ve AST diizeyleri 6zellikle 10 mg/kg klorojenik asit ve 50 mg/kg
klorojenik asit verilen verilen gruplara gore istatistiksel ag¢idan anlamli derecede diisiik
izlenmistir (ALT i¢in sirasiyla p<0,01, p<0,05; AST igin sirasiyla p=0,01, p<0,05). Kronik
hepatoselliiler hasarda AST ve ALT baslangicta yiikselirken fibrozis ilerledik¢e diisiise gecer
(79). Arastirmamizda histopatolojik degerlendirme sonucunda hesaplanan NAYKH aktivite
skorlarina bakildiginda NASH model grubumuzda hastalik aktivite skorunun yesil kahve
¢ekirdegi ve klorojenik asit verilen gruplara gore yiiksek oldugu dikkat ¢ekmektedir (Tablo 6.13).
Yiiksek yagh diyet ile es zamanli verdigimiz klorojenik asit ve yesil kahve c¢ekirdegi ekstrakti
hastalik aktivitesini azalttigindan ve NASH model grubu siroza daha yakin ileri bir agamada
oldugundan ALT ve AST aktivitelerinin diisiis trendine gecis yaptigin1 ve bu nedenle model
grubumuzda diisiik izlendigini diisiinmekteyiz. ALT ve AST’nin kronik karaciger hasarina
yanitta baslangicta yiikselip ileri hastalik evresinde diislise ge¢mesi bu iki degerli transaminazin
NAYKH hastalarinda prognostik anlamda ve tedavi yanitinin izleminde kullanimini
sinirlamaktadir ve bu nedenle 6zellikle ileri hastalik evrelerinin erken taninmasinda yol gosterici

olabilecek yeni serum parametrelerine ihtiyag vardir.
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Serum amilaz diizeyleri incelendiginde NASH model grubunda yesil kahve cekirdegi
ekstrakti, 10 mg/kg klorojenik asit ve 50 mg/kg klorojenik asit verilen verilen gruplara gore
anlamli derecede yiiksek izlenmistir (sirastyla p<0,001; p=0,001; p<0,05). 50 mg/kg klorojenik
asit verilen verilen grupta serum amilaz diizeyi yesil kahve ¢ekirdegi ekstrakti verilen gruba gore
anlamli derecede yiiksektir (p<0,05) (Tablo 6.9). Hiperlipideminin pankreatit gelisiminde 6nemli
bir risk faktorii oldugu bilinmektedir (80). NAYKH’da lipotoksisiteden biiyiik oranda etkilenen
organlardan biri de pankreastir. Arastirmamizda NASH tablosunda kontrol grubuna gore pankeas
enzimlerinin yiikseldigini ve klorojenik asit veya yesil kahve cekirdegi ekstrakti verilmesi ile
amilaz diizeylerinin distiigii gozlenmistir. Ek olarak o6zellikle yesil kahve cekirdegi ekstrakti
verildiginde amilaz diisiirici etki on plana ¢ikmaktadir. Literatirde NAYKH’da yesil kahve
cekirdegi veya klorojenik asitin pankreas koruyucu etkinligini arastiran bir c¢aligmaya
rastlamadigimizdan bu bulgularin yeni calismalara 1s1k tutmasi agisindan Onem arz ettigini

diistinmekteyiz.

Serum Glo-1 diizeyleri 10 mg/kg klorojenik asit verilen grupta NASH model grubuna gore
anlaml derece yiiksektir (p<0,05) (Tablo 6.10). Glo-1 dikarbonil bilesikler arasindan fizyolojik
sartlarda organizmada en fazla olusan MG’yi detoksifiye ederek dikarbonil stresin azaltilmasinda
gorev alan bir enzimdir (33). Ayrica Rabbani ve Thornalley (2018) diyabet ve obezitede Glo-
I’in diizenlenmesini inceledikleri ¢alismalarinda obez bireylerde artmis Glo-1 sentezinin
obezitenin olumsuz saglik getirilerini hafifletmede yararli olabileceginden bahsetmektedirler
(12). Arastirmamizda NASH model grubunda kontrol grubuna gore serum Glo-1 seviyelerinin
arttigindan ve bu durumun dikarbonil stresi azaltmakta yararli bir mekanizma olabileceginden
bahsetmistik. Ozellikle 10 mg/kg dozda verilen klorojenik asitin Glo-1 seviyelerini hasta grupta
anlamli derecede yiikseltmesi bu anlamla dikkate deger bir bulgudur. Serum Glo-1 seviyelerini
arttirmada klorojenik asitin yesil kahve g¢ekirdegine nazaran daha etkili olabilecegini
diisiinmekteyiz. Yaptigimiz literatlir taramasinda yesil kahve ¢ekirdegi ve klorojenik asitin serum
Glo-1 diizeylerine etkisini inceleyen bir c¢aligmaya rastlanmamis oldugundan bu bulgularin

literatiire katki saglayacagini diisiinmekteyiz.

Serum GPO ve katalaz diizeyleri agisindan NASH model grubu ile yesil kahve ¢ekirdegi
veya klorojenik asit alan gruplar arasinda anlamli fark izlenmemistir (Tablo 6.10). Serum MDA
diizeyleri yesil kahve cekirdegi ekstrakti ve 50 mg/kg klorojenik asit verilen gruplarda NASH
model grubuna gore anlamli derecede disiiktiir (sirasiyla p<0,05; p<0,001). Tablo 6.11

incelendiginde karaciger MDA diizeylerinin de yesil kahve c¢ekirdegi ve klorojenik asit verilen
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gruplarda diisiik oldugu goriilmektedir. Arastirmamizda yesil kahve ¢ekirdegi ekstraktinin ve
klorojenik asitin NASH’te karaciger MDA diizeylerini azaltmasi serum MDA diizeylerinin

diistisiine katk1 saglamis olabilir.

Serum SOD diizeyi 10 mg/kg klorojenik asit verilen grupta NASH model grubuna ve yesil
kahve c¢ekirdegi ekstraktr verilen gruba gore anlamli derecede yiiksektir (p<0,01). Literatiirde
klorojenik asitin serum antioksidan enzim seviyelerine etkisini inceleyen ¢ok smirli sayida
calisma bulunmaktadir. Du vd. (2013) tarafindan yapilan bir ¢caligmada ratlara intravendz yolla
yiiksek doz klorojenik asit verildiginde serum SOD ve katalaz aktivitelerinin azaldig1 izlenmistir
(50). Bizim bulgularimizdan farklilik géstermesi bu ¢alismada klorojenik asitin intravendz yolla
ve yiiksek dozda verilmis olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Wang vd. (2020) tarafindan yapilan
calismada ise ratlarda olusturulan miyokardiyal infarktiis modelinde 100 mg/kg klorojenik asit
verilmesinin plazma SOD ve katalaz seviyelerini arttirdig bildirilmektedir ancak bu ¢alisma da

miyokardit modeli olmasi nedeniyle ¢alismamizdan farklilik géstermektedir (53).

Karaciger PIIINP diizeyi yesil kahve ¢ekirdegi ekstrakti, 10 mg/kg klorojenik asit ve 50
mg/kg klorojenik asit verilen verilen gruplarda NASH model grubuna gore anlamli dlgilide
yiiksek izlenmistir (sirastyla p=0,001, p<0,001, p<0,01) (Tablo 6.11). Arastirmamizda NASH
model grubunda karaciger PIIINP diizeylerinin kontrol grubuna gore anlamli olgiide diisiik
oldugunu goézlemlemistik. Verdigimiz klorojenik asit ve yesil kahve ¢ekirdegi ekstraktinin
hastaligin histolojik aktivitesini azaltmasinin yanisira karacigerin PIIINP diizeyini arttirmalari
dikkate degerdir. Ancak literatiirde bu alanda yeterince calisma yoktur. Bu bulgularin

gecerliliginin artmasi i¢in farkli ¢alismalarla desteklenmeye ihtiyact vardir.

Karaciger GPO diizeyleri acisindan NASH model grubu ile yesil kahve g¢ekirdegi veya
klorojenik asit alan gruplar arasinda anlaml farklilik saptanmamistir. Karaciger katalaz aktivitesi
10 mg/kg klorojenik asit ve 50 mg/kg klorojenik asit verilen verilen gruplarda NASH model
grubuna gore anlamli dl¢lide diisiiktiir (sirastyla p<0,05, p<0,01). Karaciger MDA diizeyleri yesil
kahve ¢ekirdegi ekstrakti ve 10 mg/kg klorojenik asit verilen gruplarda NASH model grubuna
gore anlamli derecede diisiik olarak izlenmistir (p<0,001). Ancak karaciger MDA diizeyleri 50
mg/kg klorojenik asit verilen grupta yesil kahve ¢ekirdegi ekstraktt ve 10 mg/kg klorojenik asit
verilen gruplara gore anlaml dlgiide yiiksek saptanmustir (sirasiyla p<0,001, p<0,01). Karaciger
SOD aktivitesi incelendiginde ise NASH model grubunda yesil kahve cekirdegi ekstrakti, 10
mg/kg klorojenik asit ve 50 mg/kg klorojenik asit verilen verilen gruplara gore anlamli bir

yiikseklik s6z konusu oldugu goriilmektedir (sirasiyla p<0,05, p<0,05, p=0,001). Baeza vd.
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(2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada yesil kahve cekirdegi ekstraktinin ve klorojenik asitin
karaciger hiicrelerinde reaktif oksijen tiirlerini azalttig1 izlenmistir (42). Bu ¢alismada ek olarak
yesil kahve cekirdegi ekstraktinin karacigerde malondialdehit (MDA) olusumunu azalttig
bildirilmektedir ve bu bulgu bizim ¢alismamiz ile uyumludur (42). Nogaim vd. (2020) tarafindan
ratlarda yapilan bir calismada ise yesil kahvenin karacigerde siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz
ve glutatyon rediiktaz aktivitelerini arttirdigi;; MDA diizeylerini ise azalttigi bildirilmektedir
ancak bu calismada okratoksin A ile karacigerde oksidatif stres indiiklenmesi s6z konusu
oldugundan ve daha kisa siireli etki incelendiginden arastirmamizdan farklilik gostermektedir
(43). Liang vd. (2016) tarafindan yapilan bir ¢aligmada ise yiiksek yagl diyet ile ratlarda
NAYKH modeli olusturulmus ve 90 mg/kg/giin dozunda verilen klorojenik asitin karaciger MDA
diizeylerini anlamli dl¢lide azalttigi; karaciger SOD aktivitesini ise arttirdigi gosterilmistir (46).
Ancak bu c¢alismanin siiresi 4 hafta olup bizim arastirmamizin siiresinden kisadir.
Arastirmamizda 10 haftalik siirede daha ileri evre hastalik tablosu olustugundan bulgularin

farklilik arz ettigini diisiinmekteyiz.

Kalp PIIINP diizeyleri agisindan NASH model grubu ile yesil kahve cekirdegi veya
klorojenik asit alan gruplar arasinda anlamli fark izlenmemistir. Ancak kalp PIINP
ortalamalarinin yesil kahve ¢ekirdegi ekstrakti ve klorojenik asit verilen gruplarda daha diisiik
oldugu dikkat ¢ekmektedir. Bu durum 6rneklem boyutunun kiigiik olmas1 ve/veya kalp PIIINP
diizeylerinin bireyler arasi varyasyonunun yiiksek olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Literatiirde

bu alanda yeterince ¢alisma bulunmadigindan yeni ¢alismalara ihtiyag¢ s6z konusudur.

Kalp GPO ve katalaz diizeyleri agisindan gruplar arasinda anlaml fark izlenmemistir. 50
mg/kg klorojenik asit verilen grupta kalp MDA diizeyi NASH model ve yesil kahve ¢cekirdegi
ekstrakti verilen gruba gore anlamh dlgiide diisiiktiir (p<0,05). NASH model grubunda kalp SOD
aktivitesi yesil kahve ¢ekirdegi ekstrakti ve 10 mg/kg klorojenik asit alan gruplara gére anlamh
derecede yiiksek izlenmistir (sirasiyla p<0,001, p<0,05). Ayrica 50 mg/kg klorojenik asit alan
grupta kalp SOD aktiviteleri yesil kahve ¢ekirdegi ekstrakti verilen gruba gore anlamli derecede
yiiksek bulunmustur (p<0,05). Agunloye vd. (2019) tarafindan yapilan c¢aligmada ratlarda
siklosporinle indiiklenen bir hipertansiyon modelinde; 10 ve 15 mg/kg dozlarda verilen
klorojenik asitin kalp ve plazma MDA seviyelerini azalttigi gosterilmistir (52). Aragtirmamizda
bu calismadan farkli olarak 10 mg/kg dozda klorojenik asitle kalp MDA diizeyinde anlamli
azalma olmazken 50 mg/kg klorojenik asit kullanimui ile kalp MDA diizeyleri anlamli 6lgiide

azalmistir. Wang vd. (2020) tarafindan yapilan ¢alismada ise ratlarda olusturulan miyokardiyal
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infarktiis modelinde 100 mg/kg klorojenik asit verilmesinin plazma SOD ve katalaz seviyelerini
arttirdigr bildirilmektedir (53). Ancak arastirmamiz rat NASH modelinde gergeklestirildiginden
bu calismadan farklilik gostermektedir.

NAYKH aktivite skorlar1 incelendiginde toplam skorun yesil kahve ¢ekirdegi ekstrakti ve
50 mg/kg klorojenik asit alan gruplarda NASH model grubuna gore anlamli derecede diisiik
oldugu izlenmektedir (sirasiyla p<0,01, p<0,001). Steatozis ve fibrozis skorlar1 agisindan gruplar
arasinda anlamli fark izlenmemistir. Inflamasyon skorunun 10 mg/kg klorojenik asit ve 50 mg/kg
Klorojenik asit verilen verilen gruplarda NASH model grubuna goére anlaml dl¢iide diisiik oldugu
goriilmektedir (p<0,05). Karaciger hiicre hasar1 skoru ve diger bulgular skorunun yesil kahve
cekirdegi ekstrakti, 10 mg/kg klorojenik asit ve 50 mg/kg klorojenik asit verilen verilen gruplarda
NASH model grubuna gore anlamhi 6l¢iide diisiik oldugu dikkat ¢ekmektedir (karaciger hiicre
hasar1 skoru i¢in sirasiyla p=0,001, p<0,001, p=0,001; diger bulgular skoru icin her birinde
p<0,001).

Aragtirmamizda deney gruplarindan NASH model grubuna 10 hafta siiresince sadece
YYYK yem verilirken; YYYK-YKC, YYYK-KA50 ve YYYK-KA10 gruplarina es zamanl
olarak sirasiyla %50 klorojenik asite standardize edilmis 20 mg/kg yesil kahve c¢ekirdegi
ekstrakti, 10 mg/kg klorojenik asit ve 50 mg/kg klorojenik asit verilerek NASH gelisiminde
hastalik aktivitesine nasil etki edeceklerinin gézlemlenmesi amaglanmistir. NAYKH aktivite
skorlar1 incelendiginde oOzellikle yesil kahve cekirdegi ekstrakti alan ve 50 mg/kg dozda
klorojenik asit alan grupta hastaligin aktivite skoru anlamli dl¢lide diisiik bulunmustur. Bu
bulgular koruyucu hekimlik alaninda diyetsel ajanlarla NASH aktivitesini azaltmak
hedeflendiginde yesil kahve cekirdegi ekstrakti ya da 50 mg/kg klorojenik asit kullaniminin daha
yararli olabilecegine dikkat ¢ekmektedir. Arastirmamizda kullandigimiz 20 mg/kg yesil kahve
cekirdegi ekstraktt da %50 oraninda klorojenik asit igerdiginden 10 mg/kg klorojenik asit
icermektedir. Ancak tek basina 10 mg/kg klorojenik asit aliminda aktivite skorunda anlamli
degisiklik izlenmemistir. Yesil kahve ¢ekirdegi klorojenik asit disinda ¢ok farkli sayida polifenol
grubu bilesik icermektedir. Bu bulgular yesil kahve cekirdeginin iceriginde yer alan diger
polifenollerin NASH aktivitesini azaltmada klorojenik asitin etkisini potansiyelize ettigini
desteklemektedir. Arastirmamizda ayrica hem 10 mg/kg klorojenik asit alimmin hem de 50
mg/kg klorojenik asit alimimin karaciger inflamasyon skorunu anlamli Olg¢iide azalttig
gozlenmistir. Yesil kahve ¢ekirdegi ekstrakti kullaniminda inflamasyon skoru NASH model

grubuna gore ortalama olarak diisiik olsa da istatistiksel acidan anlamli farklilik géstermemistir.
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Bu bulgular klorojenik asitin NASH patogenezinde antiinflamatuar etkisinin yesil kahve

¢ekirdegine nazaran daha 6n planda olduguna isaret etmektedir.

Dickson vd. (2015) tarafindan yapilan bir calismada kahve tiiketiminin Tip 2 DM riskini
ve NAYKH karaciger yaglanma skorunu azalttigi gosterilmistir ancak burada bahsedilen
skorlama sistemi goériintiileme yoOntemi ve serum belirteglerinden olusmakta olup
aragtirmamizdaki  skorlama sistemi histopatolojik incelemelere dayanmaktadir  (37).
Arastirmamizda Kleiner vd. (2005) tarafindan gelistirilen son derece detayli ve ¢ok sayida
parametre igeren bir histolojik skorlama sistemi kullanilmigtir (64). Literatiir taramamizda yesil
kahve cekirdegi ve klorojenik asitin NASH gelisiminde histopatolojik aktivite skoruna etkisini
aragtiran ¢alismaya rastlanmamis olup arastirmamizin bu alanda diger calismalar agisindan yol

gosterici olabilecegini diisiinmekteyiz.

7.3. Klorojenik Asit ve Yesil Kahve Cekirdegi Ekstraktinin Standart Yemle Beslenen
Saghkh Ratlara Etkisi

Baslangi¢ viicut agirligi, terminal viicut agirlig1 ve kilo alimi agisindan sadece standart rat
yemi alan kontrol, standart rat yemi ile 10 mg/kg klorojenik asit alan KA kontrol ve standart rat
yemi ile 20 mg/kg %50 klorojenik asite standardize edilmis yesil kahve c¢ekirdegi ekstrakti alan
YKC kontrol gruplar arasinda anlamli farklilik izlenmemistir (Tablo 6.14). Yesil kahve ¢ekirdegi
ekstrakti verilen grupta kontrol grubuna gore terminal karaciger agirhigi ve terminal KC
agirlhigi/terminal viicut agirligi oranlari anlamli Olglide yiiksektir (sirasiyla p<0,05; p<0,01).
Yaptigimuz literatiir taramasinda yesil kahve ¢ekirdegi ekstraktinin saglikli ratlarda veya saglikli

insanlarda karaciger agirligina etkisine iligskin ¢calismaya rastlanmamustir.

Serum HDL-K, trigliserid ve VLDL-K diizeyleri acisindan gruplar arasinda anlamli
farklilik izlenmemistir (Tablo 6.15). 10 mg/kg klorojenik asit verilen ve yesil kahve ¢ekirdegi
ekstrakti verilen gruplarda kontrol grubuna gore serum glukoz, total kolesterol, LDL-K degerleri
anlamli derecede yiiksek olarak izlenmistir (glukoz igin sirasiyla p<0,01, p=0,01; total kolesterol
i¢cin sirastyla p<0,05, p<0,05; LDL-K i¢in sirastyla p<0,01, p<0,05). Literatiirde yesil kahve
cekirdegi ekstraktinin saglikli bireylerdeki etkisini aragtiran ¢ok sinirli sayida ¢alisma yer
almaktadir. Suzuki vd. (2019) tarafindan yapilan bir ¢aligmada klorojenik asitten zengin yesil

kahve cekirdegi ekstraktinin saglikli erkeklerde damar sertligi ile iliskisi arastirilmis olup bu
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calisgmada 2 haftalik siire ile verilen yesil kahve c¢ekirdegi ekstraktinin kan glukoz, total
kolesterol, LDL seviyelerini anlamli degistirmedigi gorilmistiir (81). Literatiirde yesil kahve
cekirdegi ekstraktinin etkileri daha ¢ok fazla kilolu/obez hastalarda, dislipidemik hastalarda veya
NAYKH hastalarinda arastirilmig olup saglikli bireylerdeki etkilerinin aydinlatilmasina yonelik

calismalara da ihtiya¢ vardir.

Serum AST, kreatinin, lipaz diizeyleri agisindan gruplar arasinda anlamli farklilik
izlenmemistir (Tablo 6.16). Serum ALT, iire ve amilaz diizeyleri ise yesil kahve cekirdegi
ekstrakti verilen grupta kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksektir (sirasiyla p <0,01; p
<0,05; p <0,001). Ayrica yesil kahve c¢ekirdegi ekstrakti verilen grupta amilaz diizeyleri 10 mg/kg
klorojenik asit verilen gruba gore de anlamli 6l¢iide yliksek bulunmustur (p=0,01). Suzuki vd.
(2019) tarafindan yapilan calismada 2 hafta siireyle verilen yesil kahve g¢ekirdegi ekstraktinin
saglikli erkeklerde serum ALT ve AST diizeylerini anlamli 6l¢iide degistirmedigi bildirilmektedir
(81). Ancak insan hayatinda 2 haftalik siire daha ¢ok kisa siireli bir etkiyi ortaya koymaya
yonelik olup klorojenik asit ve yesil kahve ¢ekirdegi ekstraktinin saglikli bireylerdeki daha uzun

stireli etkilerini arastiran ¢aligmalara ihtiyac vardir.

Serum GPO ve katalaz diizeyleri acisindan gruplar arasinda anlamli farklilik izlenmemistir
(Tablo 6.17). Serum Glo-1, MDA ve SOD seviyeleri yesil kahve g¢ekirdegi ekstrakti verilen
grupta kontrol grubuna gore anlamli Olglide diisiik saptanmustir (sirasiyla p<0,05; p<0,001;
p<0,05). Ayrica serum SOD diizeyi 10 mg/kg klorojenik asit verilen grupta da kontrol grubuna
gore anlamli derecede diisiik saptanmistir (p<0,01). Literatiirde yesil kahve ¢ekirdegi ekstraktinin
saglikli bireylerde serum Glo-1 ve oksidatif stres parametrelerine etkisini arastiran ¢alismaya

rastlanmamuistir.

Karaciger PIIINP diizeyi yesil kahve cekirdegi ekstrakti verilen grupta kontrol grubuna ve
10 mg/kg klorojenik asit verilen gruba goére anlamli derecede disiiktiir (sirastyla p<0,001;
p<0,05). Arastirmamizda hasta grupta da karaciger PIIINP diizeyleri kontrol grubuna gore diisiik
saptanmistir. Yesil kahve g¢ekirdegi ekstraktinin saglikli ratlarda PIIINP diizeyini hasta gruba

benzer yonde etkilemesi dikkat ¢ekicidir.

Karaciger GPO ve MDA diizeyleri agisindan gruplar arasinda anlamli farklilik
izlenmemistir. Karaciger katalaz aktivitesi 10 mg/kg klorojenik asit verilen grupta kontrol
grubuna ve yesil kahve c¢ekirdegi ekstrakti verilen gruba gore anlamli 6l¢iide yiiksektir (sirasiyla

p<0,05; p<0,001). Karaciger SOD aktivitelerinin ise kontrol grubunda yesil kahve cekirdegi
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ekstraktt ve 10 mg/kg klorojenik asit verilen gruplara gore anlamli derecede yiiksek oldugu
izlenmistir (sirasiyla p<0,05; p<0,001). Baeza vd. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada yesil
kahve cekirdegi ekstraktinin karaciger kiiltiir hiicrelerinde oksidatif stresin etkilerini azalttig1
kafeinin ise anlamli etkisinin olmadigi gozlenmistir (42). Ancak bu g¢alisma hiicre kiiltiirii
calismasi olmasi nedeniyle saglikli populasyona ait bireyleri yeterince temsil edemeyebilir. Yesil
kahve c¢ekirdegi ekstrakti ve klorojenik asitin saglikli bireylerdeki karaciger oksidatif stresine
etkisine yonelik daha fazla ¢aligmaya ihtiya¢ vardir.

Kalp PIIINP, MDA ve SOD diizeyleri a¢isindan gruplar arasinda anlamli farklilik
1zlenmemistir. Kalp GPO aktivitesi kontrol grubunda yesil kahve ¢ekirdegi ekstrakti ve 10 mg/kg
klorojenik asit verilen gruplara goére anlamli derecede yliksek olarak saptanmistir (sirasiyla
p<0,01; p<0,05). Kalp katalaz aktivitesi ise 10 mg/kg klorojenik asit verilen grupta kontrol
grubuna ve yesil kahve c¢ekirdegi ekstrakti verilen gruba gore anlamli derecede yiiksek olarak
1zlenmistir (sirastyla p<0,01; p<0,001).

Saglikli ratlarda 10 mg/kg klorojenik asit ve yesil kahve cekirdegi ekstraktinin kontrol
grubuna goére serum glukoz, total kolesterol, LDL-K’li arttirmast ve yesil kahve cekirdegi
ekstraktinin tire, ALT ve amilaz diizeylerini arttirmasi ilging bulgularimiz arasindadir. Bu
bulgular klorojenik asit ve yesil kahve ¢ekirdegi ekstraktinin saglikli bireylerde hasta bireylerden
farkl1 yonde etki gosterebilecegini desteklemektedir. Literatiirde bu ajanlarin etkileri siklikla
hasta gruplarinda tedavi edici/Onleyici etkinlik seklinde arastirilmis olup saglikli bireylerdeki
olas1 yan etkilere yonelik yeterince ¢alisma bulunmamaktadir. Bu ajanlar dogal diyetsel ajanlar
olarak kabul edildiginden bir hekim tarafindan recete edilmeden saglikli bireyler tarafindan da
ulasima ve kullanima agik ajanladir. Arastirmamizin bulgular1 bu ajanlarin saglikli bireylerde
farkl etkileri olabilecegine dolayisi ile bu ajanlarin bir hekim gozetiminde kullanilmasinin daha
dogru olacagina da dikkat cekmektedir.

Arastirmamizda klorojenik asitin hem kalp hem de karaciger katalaz aktivitesini arttirmasi
dikkat cekicidir. Ayrica hem tek basina klorojenik asit hem de yesil kahve cekirdegi ekstrakti
verilmesi serum ve karaciger SOD aktivitelerini baskilamistir. Ek olarak yesil kahve cekirdegi
ekstrakti ve klorojenik asit her ikisi de kalpte GPO aktivitelerini baskilamislardir. Bu sonuglarda
yesil kahve ¢ekirdegi ve klorojenik asitin saglikli bireylerde farkli antioksidan enzimleri farkli
yonde etkileyebilecegi goriilmektedir.

Polifenol grubu bilesikler yagda ¢oziiniir olduklarindan yiiksek yagli diyet alan bireylerde
bahsi gegen ajanlarin kana gecisi ve biyoyaralanimi daha fazla olabilir. Normal diyet alan

bireylerde ise aksine biyoyararlanim az olabilecegi gibi bagirsaklarda uzamis etki s6z konusu
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olabilir. Yesil kahve cekirdegi polifenollerden zengin bir karisimdir ve klorojenik asit de yesil
kahve c¢ekirdeginin igeriginde yer alan polifenol grubu bilesiklerdendir. Polifenol grubu
bilesiklerin serbest hidroksil gruplari ile metalleri, reaktif oksijen tiirlerini, serbest radikalleri
baglayabildigi bilinmektedir (25). Dolayisiyla bu bilesiklerin bagirsakta uzamis etkileri s6z
konusu oldugunda besinlerde yer alan eser elementlerin emilimini ne Olgiide etkileyecekleri
onemlidir. Dashti vd. (1995) tarafindan yapilan bir ¢alismada ratlara bakirdan fakir diyet
verildiginde karaciger SOD aktivitelerinin azaldig1 gozlemlenmistir (82). Ciinkii bakir SOD’nin
aktivite gosterebilmesi icin gerekli olan bir kofaktdrdiir. Sonug¢ olarak antioksidan enzimlerin
aktivitesi kofaktor eksikliginden de etkilenebilmektedir dolayisiyla hasta ve saglikli bireylerde
yesil kahve ¢ekirdegi ve klorojenik asitin biyoyararlanimin1 ve bagirsaklarda eser elementlerin

emilimini ne dl¢iide etkiledigini arastiran ¢calismalara da ihtiyag vardir.

7.4. Dikarbonil Stres ve Oksidatif Stres Arasindaki iliski

Glo-1 dikarbonil bilesikler arasindan fizyolojik sartlarda organizmada en fazla olusan
MG’yi detoksifiye ederek dikarbonil stresin azaltilmasinda gorev alan bir enzimdir (33).
Oksidatif stres ve dikarbonil stres birbirinden farkli yolaklar olmasina ragmen oksidatif stresteki
artis GSH (glutatyon) azalmasina bagli olarak dikarbonil stresin artigina neden olabilmektedir
(33). Ciinkii GSH her iki yolak i¢in ortak bilesiktir. Ayrica yiiksek yagl ve yiiksek kolesterollii
diyetle beslenme hem oksidatif stres hem de dikarbonil stres i¢in onemli bir tetikleyicidir (83,

84).

Aragtirmamizda dikarbonil stres yolagimin 6nemli enzimlerinde Glo-1 ile oksidatif stres
parametrelerimiz arasindaki iliskiyi degerlendirmek icin yaptigimiz korelasyon analizlerinin
sonuglar1 incelendiginde (Tablo 6.20); kontrol gruplarinda sadece serum MDA diizeyi ile serum
Glo-1 diizeyleri arasinda pozitif korelasyon izlenmistir (R= 0,502 p= 0,01). NASH gruplarinda
ise karaciger katalaz ve karaciger SOD aktiviteleri ile serum Glo-1 diizeyleri arasinda negatif bir
korelasyon oldugu saptanmistir (sirastyla R= - 0,405 p= 0,02; R= - 0,357 p= 0,04). Bu bulgular
saglikli bireylerde oksidatif stresin onemli gostergelerinden biri olan serum MDA diizeyleri
arttikca serum Glo-1 aktivitesinin de arttigini; NASH hastalarinda ise serum Glo-1 diizeylerinin
daha cok karacigerdeki antioksidan enzimler ile iligkili olduguna isaret etmektedir. Karacigerde

katalaz ve SOD aktiviteleri arttikca serum Glo-1 azalmaktadir. Karaciger antioksidan enzim
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diizeyleri ile serum Glo-1 arasinda ters yonli bir iligki oldugu goriilmektedir. Karacigerde
antioksidan savunma arttikca oksidatif stresteki azalmaya bagli Glo-1 diizeylerinin azalmis
olabilecegini diistinmekteyiz. Ciinkii oksidatif stres azaldik¢a her iki yolak i¢in ortak bilesik olan
GSH’nin tliketimi azalacak ve durum dikarbonil stresin azalmasiyla sonuglanacaktir. Literatiirde
NAYKH’da dikarbonil stres ve oksidatif stres arasindaki iligkiyi arastiran yeterince g¢alisma

bulunmamaktadir. Arastirmamizin bu alanda literatiire katki saglayacagini umut etmekteyiz.

7.5. NAYKH Aktivitesi ile iliskili Parametrelerin incelenmesi ve NAYKH Aktivitesini

Ongormede Istatistiksel Acidan Anlamh Bir Regresyon Modelinin Olusturulmasi

NAYKH tanisinda kabul goren altin standart yontem karaciger biyopsisidir (17). Karaciger
biyopsisi hastalarin taranmasi i¢in uygun olmayan riskli bir girisimsel islemdir ve bu nedenle
NAYKH’da hastalarinin taranmasinda, takibinde ve tedavi yanitlarinin izleminde kullanilabilecek
non-invazif serum parametrelerine ihtiyag s6z konusudur.

Aragtirmamizda NAYKH aktivite skoru daha yiiksek olmasina ragmen NASH model
grubumuzda; diyetsel ajan alan ve NAYKH aktivitesi daha diisiik gruplara gére ALT ve AST
diizeylerinin daha diisiik oldugunu gézlemlenmistir. ALT ve AST nin kronik karaciger hasarina
yanitta baslangigta yiikselip hastalik siroza dogru ilerledik¢e diisiise gecmesi bu iki degerli
transaminazin NAYKH hastalarinda prognostik anlamda ve tedavi yanitinin izleminde
kullanimini sinirlamaktadir. Bu nedenle 6zellikle ileri hastalik evrelerinin erken taninmasinda yol
gosterici olabilecek yeni serum parametrelerine ihtiya¢ oldugu dikkat ¢cekmektedir.

Arastirmamizda Oncelikle NAYKH aktivite skorunun hastalarin non-invazif olarak
degerlendirilmelerinde kullanilabilecek viicut agirligr gibi dlglimler ve arastirdigimiz serum
parametreleri ile iligkisini inceledik.

Korelasyon verilerimiz incelendiginde antropometrik olgiimlerden sadece kilo alimi ile
NAYKH aktivite skoru arasinda anlamli pozitif korelasyon oldugu goriilmektedir (R= 0,420 p=
0,02) (Tablo 6.21).

Tablo 6.22 incelendiginde ise serum Glo-1 diizeyi ile NAYKH aktivite skoru arasinda

negatif korelasyon izlenirken; serum MDA ile NAYKH aktivite skoru arasinda pozitif korelasyon

izlendigi goriilmektedir ( sirasiyla R= - 0,367 p=0,04; R= 0,698 p<0,001).

86



Rutin biyokimyasal parametreler incelendiginde NAYKH aktivite skoru serum glukoz,
trigliserid, amilaz ve VLDL-K diizeyleri ile pozitif korele iken; ALT ve AST diizeyleri ile negatif
korele oldugu goriilmektedir (sirastyla R= 0,476 p= 0,006; R= 0,487 p= 0,005; R= 0,407
p=0,021; R= 0,487 p= 0,005; R= - 0,567 p= 0,001; R= - 0,532 p=0,002) (Tablo 6.23)

Arastirmamizda NAYKH aktivite skorunun serum parametreleri ile iligkisi incelenerek
coklu lineer regresyon modelleri olusturulmustur. Farkli regresyon modelleri igerisinden
NAYKH aktivite skorundaki varyansi en yliksek oranda agiklayan model; uygun model olarak
secilmistir. Tablo 6.24 incelendiginde olusturdugumuz regresyon modelinde serum MDA ve
serum trigliserid diizeylerinin NAYKH aktivite diizeylerini beraberce pozitif yonde etkiledigi
goriilmektedir. Serum MDA ve serum trigliserid diizeyi degiskenleri NAYKH aktivite skorunun
ongoriilmesinde istatistiksel acidan anlamhidir (p<0,001). Bu iki serum parametresi beraberce
histopatolojik NAYKH aktivite skorundaki varyansm %75,8’ini agiklamaktadirlar (R?=0,758).

Arastirmamizda istatistiksel agidan anlamli bulunan ve histopatolojik aktivite skorundaki
degiskenligi biiylik oranda agiklayan regresyon modelinin lipid metabolizmasi ile iligkili
parametrelerden olusmas1 dikkat c¢ekicidir. Serum trigliserid diizeyi bozulan lipid
metabolizmasinin serumdaki yansimasi iken; serum MDA artan oksidatif stresin sonucu olarak
artan lipid peroksidasyonunu temsil etmektedir. NAYKH temelde bir lipid metabolizmasi
bozuklugu oldugundan ve hastalig1 tetikleyen birincil faktor karaciger hiicrelerinde lipid yiikiiniin
artist ve bu durumun oksidatif stres ve inflamasyonu tetiklemesi oldugundan modelimiz
hastaligin ~ patogenezi ile de yakindan iliskilidir. Ancak aragtirmamiz ratlarda

gergeklestirildiginden bu modelin insan ¢alismalarinda da validasyonu gereklidir.

7.6. Gruplarin Histopatolojik Acidan Degerlendirilmesi

Arastirmamizda rat karacigerinde histopatolojik olarak NAYKH aktivite skorunun
hesaplanmasinin yani sira tiim kesitler histopatolojik ac¢idan ayrica degerlendirilip dikkat ¢eken

bulgular 6zetlenmistir.

Kontrol, KA kontrol ve YKC kontrol gruplarinin karaciger dokularinin histolojik
degerlendirilmesinde; hepatositler ve siniizoidlerin genel histolojik yapis1 normal goriiniimde
izlenmis olup, Masson trikrom boyamada bag dokusunda herhangi bir artig gézlenmemistir. PAS

boyamada ise hepatositlerde glukojen dagilimi normal olarak izlenmistir
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NASH model grubuna ait karaciger dokusunun histolojik incelemesinde; karaciger
dokusunun tiim zonlarinda hepatositler igerisinde mikrovezikiiler ve makrovezikiiler yag
damlaciklar1 goézlenmistir. Ayrica hepatosit dejenerasyonu ve hepatik plaklarin yapisal
biitiinliigiinde dejenerasyon belirgin olarak izlenmistir. Lobiiler inflamasyon fokal odaklar

tarzinda tiim alanlarda goriilmiistiir. Peristinizoidal, ve periportal alanlarda fibrozis goriilmiistiir.

YYYK-YKC grubunda NASH model grubu ile karsilastirldiginda hepatositlerde
balonlagmanin azaldig1 ancak makrovezikiiler ve mikrovezikiiler yaglanmanin devam ettigi
gozlenmistir. YYYK-KA 50 grubunda ise NASH model grubuna gore yaglanmanin azaldigi
gbzlenmistir. Bununla birlikte YYYK-YKC ve YYYK-KAS50 gruplarinda adacik tarzinda ve
damar ¢eperleri ¢evresinde normal hepatosit goriiniimiine kavusan karaciger hiicrelerinin varlig
histolojik agidan dikkat ¢eken bulgularimizdandir. Algarni vd. (2019) tarafindan yiiksek fruktozlu
diyet ile ratlarda NAYKH olusturulan bir arastirmada; klorojenik asit verilen grupta karaciger
dokusunda histolojik olarak sitoplazmik ve niikleer dejenerasyon igermeyen normal hepatositlerin
varligi bildirilmistir (45). Arastirmamizda normal goriinlime kavusan hepatositler hem yesil
kahve cekirdegi ekstrakti hem de klorojenik asit verilen grupta izlenmistir. Bu bulgular yesil
kahve cekirdegi ekstrakti ya da klorojenik asit gibi diyetsel ajanlarin karacigerin rejenerasyon

kapasitesini arttimasina isaret ediyor olabilir.

Lenfosit infiltrasyonu yine YYYK-YKC ve YYYK-KAS50 gruplarinda NASH model
grubuna gore azalmistir. YYYK-KA 10 grubunda hepatositlerde balonlasmanin azalmasinin
yanisira model grubuna gore fibrozisin artisi dikkat ¢ekmektedir. Arastirmamizda yesil kahve
cekirdegi ekstrakti ve 50 mg/kg klorojenik asit alan gruplarda NAYKH aktivite skorlart NASH
model grubuna gore anlamli derecede diisiik iken 10 mg/kg klorojenik asit alan grupta anlamh
farklilik izlenmemisti. Bu bulguya ek olarak YYYK-KA10 grubunda fibrozisin artmis olarak
gozlenmesi dikkat c¢ekicidir. Ancak literatiirde bu bulguyu aciklayabilecek bir caligmaya

rastlanmamustir.
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8. SONUC VE ONERILER

Glo-1 dikarbonil stresin azaltilmasinda gorev alan bir enzim olup NAYKH patogenezinde
onemli rol oynamaktadir. Aragtirmamizda NASH model grubunda serum Glo-1 diizeyleri kontrol
grubuna gore istatistiksel agidan anlamli olarak yiiksek izlenmistir. Bu agidan Glo-1 hasta
bireyleri saglikli bireylerden ayirmada 6nemli bir serum parametresidir ve NAYKH hastaliginin
tanisinda ve hasta taramalarinda non-invazif bir serum gostergesi olarak kullanilabilir. Ancak bu

alanda daha genis capli insan topluluklarinda gerceklestirilecek calismalara ihtiya¢ vardir.

Glo-1 artist NAYKH’da artan dikarbonil stresle basa ¢ikmada Onemli bir savunma
mekanizmasidir. Arastirmamizda ayrica serum Glo-1 diizeyi ile NAYKH aktivite skoru arasinda
negatif korelasyon izlenmistir. Yani Glo-1 diizeyleri arttikca NAYKH aktivitesi azalmaktadir.
Dikarbonil stres yolagi tedavi agisindan da énemli bir hedef olabilir. Glo-1 diizeylerini arttiran
ajanlarin  hastaligin  aktivitesinin  azaltilmasinda yararli olabilecegini  diisiinmekteyiz.
Arastirmamizda Ozellikle 10 mg/kg dozda verilen klorojenik asitin Glo-1 seviyelerini hasta
grupta anlamli derecede yiikseltmesi bu anlamla dikkate deger bir bulgudur. Bu nedenle serum
Glo-1 seviyelerini arttirmada klorojenik asitin yesil kahve ¢ekirdegine nazaran daha etkili
olabilecegini diisiinmekteyiz. Ayrica yaptigimiz literatiir taramasinda yesil kahve cekirdegi ve
klorojenik asitin serum Glo-1 diizeylerine etkisini inceleyen bir ¢aligmaya rastlanmamis

oldugundan bu alanda yeni ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.

Serumda Olgiilebilen antioksidan enzimler ve MDA gibi lipid peroksidasyon gostergeleri
bizim calismamizda oldugu gibi literatiirde pek ¢ok caligmada; hasta gruplarinda kontrol
gruplarina gore anlamli diizeyde farklilik gostermektedir. Ancak bu parametreler erken
NAYKH’da artip hastalik ilerledikce diisiis gosterebildiginden bu parametlerin hastaligin farkl
evrelerindeki esik degerlerini, artig-azalis paternlerini ele alan genis c¢apli insan c¢aligsmalarina
ihtiyag vardir. Bu c¢alismalar neticesinde hastaligin farkli evrelerindeki orneklemlerden
kaynaklandigimi diisiindiigimiiz literatiirdeki ¢eliskili sonuglarin agikliga kavusturulabilecegini
ve hatta bu parametrelerin hastaliin evrelendirilmesinde non-invazif yontem olarak

kullanimlarinin 6niiniin agilabilecegini diisiinmekteyiz.

NAYKH temelde bir lipid metabolizmasi1 bozuklugudur. Hastalig1 tetikleyen en onemli
faktor karacigerde artan lipid yilikii ve bu durumun indiikledigi lipotoksisitedir. Aragtirmamizda

karacigerde bir lipid peroksidasyon son iiriinii olan MDA’ nin NASH grubunda diger karaciger
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oksidatif stres parametrelerine nazaran 6n plana ¢ikmis olmasi dikkate degerdir. Dolayisiyla
yogun oksidatif stresin bir getirisi olan lipid peroksidasyonu NAYKH patogenezinde onemli bir
faktordiir. NAYKH alaninda yapilacak olan non-invazif serum parametresi ¢aligmalarinda lipid

peroksidasyonu iiriinlerine odaklanilmasinin olumlu getirileri olacagini diistinmekteyiz.

Aragtirmamizda ayrica NASH model grubunda karaciger MDA diizeyi kontrol grubuna
gore anlamli derecede yliksekken; serum MDA diizeyinin kontrol grubuna gore neden diisiik
seyrettigini aragtirdigimizda; literatiirde ileri evre NAYKH hastalarinda serumda anti-MDA
antikorlarin varligindan bahsedildigini gordiik. ileri evre hastalikta MDA’ya karsi gelisen bu
immiin yanitin serum MDA diizeylerini interfere ederek diisiik Ol¢iim sonuglarina yol
acabilecegini diisiinmekteyiz. Ancak bu durumun netlige kavusmasi i¢in serum MDA diizeylerini

ve Anti-MDA ’nin etkisini birlikte ele alan ¢alismalara ihtiya¢ vardir.

Arastirmamizda NAYKH’da kalp dokusunun da oksidatif stresten etkilendigi ve oksidatif
strese yanit olarak kalpte katalaz ve SOD gibi antioksidan enzim diizeylerinin arttigi, GPO’nun
ise anlaml oOlgiide etkilenmedigi gozlenmistir. Karacigere benzer sekilde kalp dokusunda da
MDA diizeylerinin yiikselmis olmasi kardiyak yaglanma ve kalpte artmus lipid peroksidasyonuna
isaret edebileceginden Ozellikle dnem arz etmektedir. NAYKH hastalarinda kalp dokusunda
oksidatif stres parametrelerini inceleyen yeterince calisma bulunmadigindan bu alanda

caligmalara ihtiyag vardir.

Arastirmamizda NASH model grubunda karaciger PIIINP diizeylerinin kontrol grubuna
gore anlamli dl¢lide diisiik oldugu gozlenmistir. Karaciger fibrozisinin hakim oldugu patolojik
durumlarda ito hiicrelerinin fenotipik degisimler gostererek miyofiboblast benzeri hiicrelere
dontistiigii bilinmektedir. Arastirmamizda karacigerde kollajen sentezinin major kaynagi olan ito
hiicrelerinin bu karakter degisiminin;, NASH grubunda karacigerde PIIINP sentezinin
azalmasinda 6nemli bir mekanizma olabilecegini diisiinmekteyiz. Ancak literatiirde bu tablonun

acikliga kavusmasi icin farkli calismalara ihtiya¢ s6z konusudur.

Arastirmamizda NASH model grubunda kalp PIIINP diizeylerinin ortalama olarak kontrol
grubuna gore yliksek olmasina ragmen istatistiksel agidan anlamh farklilik izlenmemistir. Bu
durum Orneklem boyutunun kiiclik olmast ve/veya kalp PIIINP diizeylerinin bireyler arasi
varyasyonunun yiiksek olmasindan kaynaklaniyor olabilir. NASH model grubunda karaciger
PIIINP diizeyleri kontrol grubuna gore diisiik saptandigindan; kalp dokusu serum PIIINP igin
onemli bir kaynak teskil ediyor olabilir. Ancak literatirde NAYKH’da kalp PIIINP diizeylerini
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arastiran bir ¢aligmaya rastlamadigimizdan ve kalp PIIINP diizeylerinin bireyler aras1 varyasyonu
ylksek oldugundan bu alanda daha genis capli ¢alismalara ihtiya¢ oldugu aciktir. Serum
PIIINP’nin ana kaynagmin belirlenmesi i¢in radyoizotopla isaretleme calismalari bu anlamda

yararli olabilir.

Kronik hepatoselliiler hasarda AST ve ALT baslangigta yiikselirken fibrozis ilerledikce
diisiise gecmektedir. Aragtirmamizda yliksek yagli diyet ile es zamanl verdigimiz klorojenik asit
ve yesil kahve ¢ekirdegi ekstrakti histopatolojik hastalik aktivitesini azalttigindan; ALT ve AST
daha ileri hastalik evresinde olan NASH model grubumuzda diyetsel ajan alan gruplara nazaran
daha diistik olarak izlenmistir. ALT ve AST nin kronik karaciger hasarina yanitta baglangigta
yukselip ileri hastalik evresinde diisise ge¢mesi bu iki degerli transaminazin NAYKH
hastalarinda prognostik anlamda ve tedavi yamitinin izleminde kullanimini smirlamaktadir.
Arastirmamizin bulgular1 da bu duruma dikkat ¢ekmektedir. Bu nedenle 6zellikle ileri hastalik

evrelerinin erken taninmasinda yol gosterici olabilecek yeni serum parametrelerine ihtiyag vardir.

Aragtirmamizda NASH tablosunda kontrol grubuna gore amilaz diizeylerinin yiikseldigi ve
klorojenik asit veya yesil kahve c¢ekirdegi ekstrakti verilmesi ile amilaz diizeylerinin diistiigii
gozlenmistir. Ek olarak 6zellikle yesil kahve ¢ekirdegi ekstrakti verildiginde amilaz diisiiriicii etki
on plana ¢ikmaktadir. Literatirde NAYKH’da yesil kahve cekirdegi veya klorojenik asitin
pankreas koruyucu etkinligini arastiran bir ¢alismaya rastlamadigimizdan bu bulgularin yeni

calismalara 151k tutmasi agisindan 6nem arz ettigini diistinmekteyiz.

Arastirmamizda NASH model grubunda karaciger PIIINP diizeylerinin kontrol grubuna
gore anlamli Olglide diisiikk oldugunu goézlenmistir. Verdigimiz klorojenik asit ve yesil kahve
cekirdegi ekstraktinin hastaligin histolojik aktivitesini azaltmasinin yanisira karacigerin PIIINP
diizeyini arttirmalar1 dikkate degerdir. Bu haliyle PIIINP literatiirde bahsedildigi gibi karaciger
fibrozisinde artan kollajen sentezine bagli diizeyleri artan bir parametre olmaktan ziyade
karaciger fonksiyonlar1 bozuldukga sentezi azalan ve tedavi ile sentezi iyilesen bir parametre gibi
durmaktadir. Ancak literatiirde bu alanda yeterince calisma yoktur. Bu bulgularin gegerliliginin

artmasi i¢in farkli ¢alismalarla desteklenmeye ihtiyaci vardir.

Aragtirmamizda yesil kahve ¢ekirdegi ekstrakti alan ve 50 mg/kg dozda klorojenik asit alan
grupta hastalik aktivite skoru anlamli 6l¢iide diisiik bulunmustur. Bu bulgular koruyucu hekimlik
alaninda diyetsel ajanlarla NASH aktivitesini azaltmak hedeflendiginde yesil kahve g¢ekirdegi
ekstrakt1 ya da 50 mg/kg dozunda klorojenik asit kullaniminin daha yararl olabilecegine dikkat
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cekmektedir. Kullandigimiz 20 mg/kg yesil kahve ¢ekirdegi ekstrakti da %50 oraninda klorojenik
asit icerdiginden 10 mg/kg klorojenik asit icermektedir. Ancak tek basina 10 mg/kg klorojenik
asit aliminda aktivite skorunda anlamli degisiklik izlenmemistir. Yesil kahve ¢ekirdegi klorojenik
asit disinda ¢ok farkli sayida polifenol grubu bilesikler igermektedir. Bu bulgular yesil kahve
¢ekirdeginin iceriginde yer alan diger polifenollerin NASH aktivitesini azaltmada klorojenik
asitin etkisini potansiyelize ettigine; yani sinerjistik bir etkilesim olduguna isaret etmektedir.
Arastirmamizda ayrica hem 10 mg/kg klorojenik asit alimmin hem de 50 mg/kg klorojenik asit
aliminin karaciger inflamasyon skorunu anlamli Ol¢lide azalttigi gozlenmistir. Yesil kahve
cekirdegi ekstrakti kullaniminda inflamasyon skoru NASH model grubuna gore ortalama olarak
diisiik olsa da istatistiksel agidan anlamli farklilik géstermemistir. Bu bulgular klorojenik asitin
NASH patogenezinde antiinflamatuar etkisinin yesil kahve ¢ekirdegine nazaran daha 6n planda

olduguna isaret etmektedir.

Aragtirmamizda Kleiner vd. (2005) tarafindan gelistirilen son derece detayli ve ¢ok sayida
parametre iceren bir histolojik skorlama sistemi kullanilmistir. Literatiir taramamizda yesil kahve
cekirdegi ve klorojenik asitin NASH gelisiminde histopatolojik aktivite skoruna etkisini arastiran
calismaya rastlanmamis olup arastirmamizin bu alanda diger ¢alismalar acgisindan yol gosterici

olabilecegini diistinmekteyiz.

Lipid metabolizmasindaki disfonksiyon NAYKH’y1 kardiyovaskiiler hastaliklara baglayan
onemli bir faktordiir ve NAYKH’da karaciger disinda etkilenen major organlardan biri de kalptir.
Literatirde NAYKH’da kullanilmak tizere karaciger igin gelistirilmis farkli histopatolojik
skorlama sistemlerine rastlamak miimkiindiir. Ancak yaptigimiz literatlir arastirmasinda
NAYKH’da kardiyak patolojiyi degerlendiren bir histopatolojik skorlama sistemine rastlamamis
bulunmaktayiz. Kardiyak patoloji prognostik acidan son derece dnemli olup bu alanda da

standardize edilmis histopatolojik skorlama sistemlerine ihtiya¢ vardir.

10 mg/kg klorojenik asit verilen ve yesil kahve cekirdegi ekstrakti verilen saglikl ratlarda
kontrol grubuna gore serum glukoz, total kolesterol, LDL-K degerlerinin anlamli derecede
yiiksek olusu; serum ALT, iire ve amilaz diizeylerinin ise yesil kahve c¢ekirdegi ekstrakti verilen
saglikli ratlarda kontrol grubuna gdre anlamli derecede yliksek olusu aragtirmamizin ilging
bulgularindandir. Bu durum bahsi gecen diyetsel ajanlarin hasta gruplarinda olumlu etkileri 6n
planda iken saglikli bireylerde bazi beklenmeyen etkilerin goriilebilecegine isaret etmektedir.
Literatiirde yesil kahve c¢ekirdegi ekstraktinin ve klorojenik asitin etkileri daha ¢ok fazla

kilolu/obez hastalarda, dislipidemik hastalarda veya NAYKH hastalart gibi c¢esitli hasta
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gruplarinda arastirtlmis olup saglikli bireylerdeki etkilerinin aydinlatilmasina yonelik ¢alismalara
da ihtiya¢ vardir. Bu ajanlar dogal diyetsel ajanlar olarak kabul edildiginden bir hekim tarafindan
recete edilmeden saglikli bireyler tarafindan da wulasima ve kullanima agik ajanladir.
Arastirmamizin bulgulari bu ajanlarin saglikli bireylerde farkli etkileri olabilecegine dolayisi ile

bu ajanlarin bir hekim gézetiminde kullanilmasinin daha dogru olacagina da dikkat cekmektedir.

Polifenol grubu bilesikler yagda ¢oziiniir olduklarindan yiiksek yagli diyet alan bireylerde
bahsi gegen ajanlarin kana gecisi ve biyoyaralanimi daha fazla olabilir. Normal diyet alan
bireylerde ise aksine biyoyararlanim az olabilecegi gibi bagirsaklarda uzamis etki s6z konusu
olabilir. Ayrica antioksidan enzimlerin aktivitesi kofaktor eksikliginden de etkilenebilmektedir.
Dolayisiyla hasta ve saglikli bireylerde yesil kahve c¢ekirdegi ve klorojenik asitin
biyoyararlanimini ve bagirsaklarda eser elementlerin emilimini ne dl¢ilide etkiledigini aragtiran
calismalara da ihtiya¢ vardir. Bu gibi ¢aligsmalar bahsi gecen diyetsel ajanlarin saglikli ve hasta

bireylerde gosterdigi farkli etkilere 151k tutabilir.

Oksidatif stres ve dikarbonil stres birbirinden farkli yolaklar olmasina ragmen oksidatif
stresteki artis GSH (glutatyon) azalmasina bagli olarak dikarbonil stresin artigina neden
olabilmektedir. Arastirmamizda saglikli bireylerde oksidatif stresin 6nemli gostergelerinden biri
olan serum MDA diizeyleri arttik¢a serum Glo-1 aktivitesinin de arttigi; NASH hastalarinda ise
serum Glo-1 diizeylerinin daha ¢ok karacigerdeki antioksidan enzimler ile iliskili oldugu ve
karacigerde katalaz ve SOD aktiviteleri arttikga serum Glo-1 diizeylerinin azaldig1 gézlenmistir.
Sonug olarak NAYKH patogenezinde iki onemli yolak olan oksidatif stres ve dikarbonil stres
birbiri ile yakin iliski igerisindedir. Literatiirde bu alanda yeterince calisma bulunmamaktadir.

Aragtirmamizin bu anlamda da literatiire katki saglayacagini umut etmekteyiz.

Arastirmamizda olusturdugumuz istatistiksel agidan anlamli bir regresyon modelinde serum
MDA ve serum trigliserid diizeyleri beraberce histopatolojik NAYKH aktivite skorundaki
varyansin %75,8’ini agiklamaktadir. Bu model NAYKH aktivitesinin ongoriilmesinde 6zellikle
lipid profili parametrelerine ve lipid peroksidasyon iirlinlerine dikkat ¢ekmektedir. Benzer
modeller insan ¢aligmalarinda da olusturulabilir ve gecerli bulunmasi halinde NAYKH nin non-
invazif serum parametreleri ile degerlendirilmesinde yararli olabilir. NAYKH serum
parametreleri ile degerlendirildiginde riskli, invazif ve sik uygulanmasi miimkiin olmayan

karaciger biyopsisine ihtiyacin azalacagini diisiinmekteyiz.
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Arastirmamizda yiiksek yagl diyete ek olarak yesil kahve ¢ekirdegi ekstrakti ve klorojenik
asit verilen gruplarda NASH model grubundan farkli olarak dejeneratif hiicrelerin yanisira
histolojik ac¢idan normal goriinlime kavusan hepatosit gruplart izlenmistir. Bu bulgular yesil
kahve cekirdegi ekstrakti ya da klorojenik asit gibi diyetsel ajanlarin karacigerin rejenerasyon
kapasitesini arttimasina isaret ediyor olabilir. Ancak mevcut NAYKH karaciger skorlama
sistemlerinde karacigerin rejenerasyon kapasitesine yonelik bir degerlendirme yapilmamaktadir.
Bu alanda bir degerlendirmenin histolojik skorlama sistemlerine eklenmesinin 6zellikle

antioksidan ajanlara yanitin degerlendirilmesinde yararli olabilecegini diisiinmekteyiz.
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