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ONSOZ
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olarak gorev alarak akademik gelisimine katki saglamistir. Arastirmada lisans
bursiyeri olan iki O6grenci bir proje Onerisinin hazirlanmast ve uygulanmasi
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A Universite Ogrencileri Arastirma Projeleri Destekleme Programi tarafindan

desteklenmeye hak kazanmustir.
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Fakiiltesi Tibbi Patoloji Ana Bilim Dali 6gretim iiyesi Dog. Dr. Saba KIREMITCI’ye
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Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Analitik Kimya Ana Bilim Dal1 6gretim iiyesi Prof.
Dr. Emirhan NEMUTLU’ya ¢ok tesekkiir ederim. Ayrica endokanabinoid
analizlerinin 6l¢lilmesinde yardimlarindan dolay1 Ars. Gor. Tuba RECBER e tesekkiir
ederim. Arastirmada biyokimya ve gen analizlerinin ger¢eklestirildigi laboratuvarda
verdikleri egitim ve desteklerinden dolayr Samet ECE’ye ve Unal SEVINC’e 6zel
tesekkiirlerimi sunarim. Deney hayvanlarinin beslenme, barinma ve ameliyathane
islemlerinin gergeklestirildigi Ankara Universitesi T1p Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 ve
Arastirma Laboratuvari personeline yardimlar i¢in tesekkiir ederim. Projeye lisans
bursiyeri seklinde dahil olarak hem keyifli zaman geciren hem de protokole uygun
sekilde destek veren freM AYDOGAN’a ve Nagihan YILMAZ a katkilarindan dolay1

tesekkiir ederim. Ozellikle, calismam esnasinda tiim hazirhiklarda yanimda olan
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1. GIRIS

1.1. Nonalkolik Yagh Karaciger Hastaligi Tanimi ve Epidemiyolojisi

Nonalkolik yagli karaciger hastaligi (NAFLD), karaciger hepatositlerinde
trigliseritlerin birikmesi (steatoz) olarak tanimlanmaktadir ve nonalkolik yagl
karaciger (NAFL) ve nonalkolik steatohepatit (NASH) olusumu ile karakterize
endokrin bir hastaliktir (Loomba ve ark., 2012; Fakhoury-Sayegh ve ark., 2015).

Steatoz, yag damlaciklari igeren hepatositlerin miktarindan hesaplanmaktadir
(Paschos ve Paletas, 2009). NAFLD, makrovezikiiler, mikrovezikiiler veya ikisi
karigik olarak hepatositlerin  %5'ini asan karaciger steatozunun varligi ile
tanimlanmaktadir (Vernon ve ark., 2011). Steatoz, merkezi ¢ekirdek etrafinda ¢ok
sayida kiiciik sitoplazmik lipid damlaciklar1 ile karakterize olan mikrovesikiiler
diizeyde veya niikleusu perifere kaydiran biiylik lipid damlacigr iceren yagh
hepatositler ile karakterize olan makrovesikiiler diizeyde olusabilir (Amacher, 2011).
Her iki diizey i¢in de esik degeri %5 olarak kabul edilmektedir ve yaglanma yiizdesine
gore derecelendirilmektedir (Cizelge 1.1).

Cizelge 1.1. NAFLD steatoz derecelendirme sistemi (Liang ve ark., 2014)

Skor
0 1(+) 2 (++) 3 (++4)
Makrovezikiiler <%5 %5-33 %33-66 >%66
Steatoz Mikrovezikiiler <%5 %5-33 %33-66 >%66
Hipertrofi <%5 %5-33 %33-66 >0%66

Nonalkolik yagl karaciger hastalifi, bir¢ok bati iilkesinde artan obezite ve
diyabet insidansiyla iligkilidir (Van Herck ve ark., 2017). NAFLD prevalansinin diinya
poplilasyonunun yaklasik %25°1 oldugu tahmin edilmektedir (Araujo ve ark., 2018).



Ulkemizde ve birgok bati iilkesinde NAFLD prevalansinin %30’dan daha fazla oldugu
belirtilmektedir (Sekil 1.1) (Younossi ve ark., 2018).
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Sekil 1.1. Diinya genelinde NAFLD prevalans dagilimi (Younossi ve ark., 2018)

Yagh karaciger hastaliginin prevalansi diinyanin hemen hemen her bolgesinde
yiiksek enerjili diyet ve sedanter yasam tarzina bagli olarak gelisen obezitenin
baslamasiyla birlikte artmaya devam etmektedir (Haas ve ark., 2016). Metabolik
sendromun bilesenleri arasinda yer alan abdominal obezite, artmis serum trigliserit
(TG) diizeyi ve bozulmus acglik glikozu NAFLD'min gelisimi i¢in en gii¢lii bagimsiz
risk faktorleri arasinda gosterilmektedir (Luyckx ve ark., 2000). NAFLD'nin karmasik
patogenezi, obezite, Tip 2 diyabet ve insiilin direnci gibi bozukluklarla yakindan
iliskilidir ve hepatik steatoz, fibrozis ve siroza dogru devam etmektedir (Brunt ve ark.,

2019) (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2. Yagh karaciger hastaliginin temel siiregleri. NAFL; Nonalkolik yagli karaciger, NASH;
Nonalkolik steatohepatit (Brunt ve ark. 2019’dan uyarlanmistir).

1.2. Nonalkolik Yagh Karaciger Hastaligi Patogenezi

Insiilin  direnci NAFLD'min baslamasinda en etkili faktér olarak
degerlendirilmektedir. Obez ve diyabetik bireylerin %70-80'inde NAFLD gelisimi
oldugu i¢in, NAFLD'nin insiilin direnci ile yakindan iligkili olugunu gosteren bir¢cok
arastirma bulunmaktadir (Williams ve ark., 2011; Loomba ve ark., 2012). Lipogenez
ve yag asidi sentezi ile indiiklenerek diizeyleri fazla miktarda artan yag asitleri ve
okside triinleri adipoz doku ve karaciger gibi periferik dokularda birikerek instilin
direncine neden olmaktadir (Loomba ve ark., 2021). Bu durum NAFLD’de karaciger
hiicrelerinin %5 ve daha fazla miktarda yagin karacigerde birikmesi ile karakterizedir
(Lang ve ark., 2020). Insiilin direnci ile baslayan NAFLD siireci, hastaligin erken
evresinde tedavi edilmezse hepatik steatoz ve siroz yoniinde hizli bir sekilde
ilerlemektedir. Adipoz dokudan salinan sitokinler arasinda yer alan adiponektin bu
stirecin tan1 ve tedavisinde 6nemli faktorlerden birisidir. Ciinkii adiponektin yag asidi
oksidasyonunu diizenleyen ve hem yag dokusunda hem de karacigerde lipid birikimini
onleyen spesifik bir adipokindir (Angulo, 2006). Ayrica hepatik insiilin duyarlilig1 ve
viicut glukoz homeostazi {izerinde olumlu etkilere sahiptir (Berg ve ark., 2001).
Nonalkolik yagli karaciger hastalig1 gelisiminde goriilen hipoadiponektinemi yag asidi

metabolizmasin1  bozmakta ve Kkaracigerde kronik inflamatuvar durumunu



arttirmaktadir (Bugianesi ve ark., 2005). Bu nedenle, adiponektin diizeylerinin normal
araliklarda olmasi, NAFLD hastalarinda inflamasyon ve fibrozis geligsmesini
onleyebilmektedir. Kisacas1 adiponektin diizeyleri, NAFL ile NASH ve/veya sirozlu

karaciger arasindaki temel farkliliklardan biridir.

Adipoz doku basta olmak iizere viicutta lipogenezi arttirarak trigliserit
depolanmasina neden olan etmenlerin basinda yiiksek yagl diyetler gelmektedir.
Biiyiimeyi saglayan ve obezite ve diyabet gelisimi iizerinde etkili olan enerji harcamasi
ve makro besin dgelerinin metabolizmasinin temel organlar arasinda gastrointestinal
sistem, kas, karaciger, adipoz doku ve endokrin sistem yer almaktadir (Watkins ve
Kim, 2015). Obezite ve insiilin direnci geligimi ile birlikte adipoz dokuda artan lipoliz
NAFLD'de TG birikiminin 6nemli bir nedenidir (Donnelly ve ark., 2005; Jha ve ark.,
2014). Trigliserit sentezi i¢in substrat saglamanin yani sira adipoz doku tarafindan
salgilanan leptin ve adiponektin gibi endokrin faktdrler NAFLD patogenezinde 6nemli

bir rol oynamaktadir (Jiménez-Cortegana ve ark., 2021).

Saglikli bir birey diyetsel yag tiikettiginde, lipidler bagirsakta trigliserit haline
dontistiiriilerek periferik dokulara (6zellikle kas ve adipoz dokusuna) iletilmek iizere
silomikronlar olarak paketlenmektedir (Duwaerts ve Maher, 2019). Adipoz dokudan
salinan yag asitleri kas dokularina glukoz alimini azaltarak metabolitlerin karaciger
dokularina gitmesine neden olurlar ve gelisen insiilin direnci de novo lipogenezi

arttirmaktadir (Alam ve ark., 2016) (Sekil 1.3).
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Sekil 1.3. Diyetle alinan karbonhidrat ve yaglarin karaciger ve yag dokusu yolaklari. CHO;
Karbonhidrat, DNL; De novo lipogenez, TG; Trigliserit, VLDL; Cok diisiik dansiteli lipoprotein,
LPL; Lipoprotein lipaz, FFA; Serbest yag asidi (Alam ve ark., 2016).

Asirt enerji aliminin, 6zellikle genetik yatkinlik ve hareketsiz bir yasam tarzi ile
birlestiginde, obezite ve yagl karaciger gelisiminde 6nemli bir faktér oldugu iyi
bilinmektedir. Ayrica, enerji iceriginden bagimsiz olarak diyetin Oriintiisii adipoz doku
ve karaciger sagligi/fonksiyonlar1 tizerinde dogrudan etki gostermektedir (Duwaerts
ve Maher, 2019). Donelly ve ark. (2005), NAFLD hastalarinin karacigerinde bulunan
trigliseritlerin %59'unun adipoz dokudan salinan serbest yag asitlerinden, %26'sinin
de novo lipogenezden, %15'inin diyet lipidlerinden kaynaklandigi sonucuna ulagsmigtir
(Donelly ve ark. 2005). Bu sekilde lipid birikimi ile birlikte, NAFLD nin ilk evresinde
insiilin direnci hayati bir neme sahiptir (Della Pepa ve ark., 2017). Insiilin direncinin
gelisimi ile birlikte karacigerde artan trigliserit diizeyleri ile NAFLD’nin ikinci
evresindeki hepatosit hasar1 giiclii bir sekilde iliskilidir. Ikinci evre lipid
peroksidasyonu, oksidatif stres, inflamatuvar sitokinler ve mitokondriyal disfonksiyon
ile indiiklenebilmektedir. Bu evrelerin devaminda tiim bu faktorler steatohepatite

neden olarak siroza doniigsebilen fibroza yol agabilmektedir (Basaranoglu ve ark.,
2013).



Tiim bu faktorlerle birlikte; NAFLD gelisiminde, denovo lipogenezdeki artigla
birlikte lipid metabolizmasdaki diizensizlik ve bozulmus yag asidi oksidasyonu
hepatositlerdeki lipid birikiminin ana nedenleridir (Greuter ve ark., 2017). Son
yillarda, steatozun genetik belirleyicileri, genom capinda iliskilendirme caligmalari
kullanilarak ortaya ¢ikarilmaktadir (Dongiovanni ve ark., 2015). Endokanabinoidlerin
(Anandamid, 2-Arasidonilgliserol) yer aldigit NAFLD gelisimindeki lipid damlaciklari
olusumunun/artiginin genetik yolaklar1 molekiiler veri tabani1 Genler ve Genomlarin

Kyoto Ansiklopedisi (KEGG)’den elde edilerek Sekil 1.4°te gosterilmistir.

THERMOGENESIS

Erom ot beige adpocys

Cold — ool v
Ovetfdtng | —
NE Heat
Sgupatles __
veriots syslem. ~ PO gnﬂnlgfathwﬂy 1gmlmg pethvay [i,

T
/

Oxniame phusphmymn
Winchondion

m'IUR s]gmhrg patkway

mTORC1

o-—»|
AVPK B ] l
( Hypofialaic + jp— ‘ S
il BEAO "
T 2460 om - ] ucrt ATPase
! (Bndoosbincids) fﬁ g (m i
ofplsis
Nmmg mmﬁ;g& - ‘N___ /y(Electmmmspur\ chain)
Y 7 dare ATP
Estactol O [ BIE | Q0o “ o |/ NADI-IO
Low SMEIAT? FADHO% T
B | | | H,CA\
— [ »
setpCosg— P =7
i %MG } " I %
[, ‘\ } } AcleuA(l)‘ . _OCaSH
ﬁwn&a ) i s [om]
|| SJg R Otiers! } | Canitns 04 RO Aegfeunitine
50 —+{RG | 3 :
Secteted ) | Camifine 67 0 heyloamiting
-
L i - -
k] e
7 R N e ey 1 T M B o
mLST8 FEA hayilah CoSH

04714315119
(e) Kanehisa Laboratories

Sekil 1.4. Molekiiler veri tabant Genler ve Genomlarin Kyoto Ansiklopedisi (KEGG)

Endokanabinoid sistemin NAFLD patogenezi iizerindeki etkilerine aracilik
edebilecek 6nemli genlerden bazilar1 Beta-3-adrenerjik reseptor (Adrb3) (Sakamoto
ve ark., 2019), Adenilat siklaz 1 (Adcyl) (Wahlang ve ark., 2018), Guanine niikleotid
baglayict protein (Gnas) (Hoang ve ark., 2019), Kanabinoid reseptér 1 (Cnrl)
(Irungbam ve ark., 2020) ve Kanabinoid reseptér 2 (Cnr2)’dir (Rossi ve ark., 2012).
Ayrica Patatin benzeri fosfolipaz alani igeren protein 3 (Adiponutrin, Pnpla3) ve
Transient reseptor potansiyel vanilloid 1 (Trpvl) genleri de NAFLD gelisiminde
onemli faktorlerdir (Li ve ark., 2012; Bruschi ve ark., 2017).



Endokannabinoid sistem, nonalkolik yagli karaciger hastaligi (NAFLD) gibi
cesitli metabolik hastaliklarin patogenezinde rol oynamaktadir (Auguet ve ark., 2014;
Charytoniuk ve ark., 2022). Endokannabinoidlerin, G proteinine bagli kanabinoid
reseptorleri (Cnrl ve Cnr2) aktive ederek merkezi ve periferik lipid metabolizmasina
biiytik 6l¢iide dahil oldugu bildirilmistir (Caraceni ve ark., 2009). Endokannabinoidler,
istah1 stimiile ederek enerji alimin1 arttirilar, aynt zamanda adipoz doku, karaciger ve
iskelet kasi gibi periferik dokularda lipogenezi arttirarak obezite ve NAFLD
gelisimine neden olurlar (Liu ve ark., 2016). Cnr1 reseptorlerinin NAFLD gelisiminde
rol oynadigr ve Cnrl antagonistlerinin obezite ile iligkili hepatik steatozu ve
inflamatuvar yanit1 azalttigi bildirilmistir (Gary-Bobo ve ark., 2007). Cnr2 reseptorleri
icin hepatoprotektif Ozellikler, karaciger hasar1 olusturulan deneysel modellerde
gosterilmistir (Rossi ve ark., 2012). Yapilan ¢alismalarda, Cnr2 stimiilasyonunun
TNF-a ve IL-6 gibi inflamatuvar diizeylerini azalttigi IL-10 gibi antiinflamatuvar
diizeylerini arttirdigi belirlenmistir (Wang ve ark., 1994; Cencioni ve ark., 2010;
Correa ve ark., 2010).

Beta-3-adrenerjik reseptor (Adrb3) polimorfizmlerinin, NAFLD riski tizerindeki
etkisi belirsiziligini korusa da viseral obezite ve insiilin direncinin geligmesinde
anahtar rol oynadigi belirtilmektedir (Sakamoto ve ark., 2019). Adrb3 esas olarak
viseral yag dokularinda eksprese edilmektedir ve kahverengi adipositlerde
termojenezin ve beyaz yag dokularinda lipolizin arttirilmasinda onemli rol
oynamaktadir (Sekil 1.5) (Nahmias ve ark., 1991; Krief ve ark., 1993; Schena ve
Caplan, 2019). Adrb3, G proteinlerinin etkisiyle adenilat siklazin katekolamin
kaynakl1 aktivasyonuna aracilik etmektedir ve enerji harcamasi ve viicut yag
dagilimindaki varyasyonlara katkida bulunmaktadir (Mund ve ark., 2013; Collins ve
ark., 2014). Bugiine kadar, Adrb3 geninde bazi polimorfizmler tanimlanmistir. Bu
polimorfizmler arasinda, obezitenin gelisimi lizerindeki genetik etkiye yonelik Adrb3
rs4994 polimorfizmini (T190C, Trp64Arg) inceleyen, obezite ve insiilin direnci ile
iliskilendiren birgok ¢alisma bulunmaktadir (Widén ve ark., 1995; Yoshida ve ark.,
1995; Kurokawa ve ark., 2001). Rs4994 C aleli ile iliskili metabolik anormalliklerin
varligt NAFLD ile iliskilendirilmektedir (Tilg ve ark., 2017; Finck, 2018). Normal
agirhiktaki bireyler ile yapilan bir ¢alismada, bu polimorfizmin (Rs4994 C) Alanin



aminotransferaz (ALT) diizeyindeki artis ile de iliskili oldugu bulunmustur (Murata ve
ark., 2003).
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Sekil 1.5. Adrb3 lokalizasyonunun grafiksel 6zeti. Insan doku/hiicre dizilerinde incelenen ve rapor
edilen yolaklar sar1 kutularda gosterilmektedir. Deney hayvanlarinda ¢alisilan ancak insanlarda
heniiz gosterilmeyen yolaklar mavi kutularda gosterilmektedir. *Alternatif cAMP'den bagimsiz
yol. Trp, triptofan; 5-HT, 5-hidroksitriptamin; MAPK, mitojenle aktive olan protein kinaz;
MMPs, metaloproteinazlar, PKG, protein kinaz G; NO, nitrik oksit; PKA, protein kinaz A
(Schena ve Caplan., 2019).

Adenilat siklazlar (Ac’ler) ATP'den 35’ siklik adenozin monofosfatin (cAMP)
sentezini katalize eden enzimlerdir. Siklik adenozin monofosfat, 6nemli bir ikinci
habercidir, protein kinaz A'nin (PKA) asag1 yonlii aktivitesine aracilik etmektedir ve
pankreas adaciklarinin beta hiicrelerinden insiilin salinimini1 diizenlemektedir (Liang
ve ark., 2016). Bugiine kadar mevcut olan kanitlar, cAMP'nin NAFLD ve NASH'daki
steatoz ve obezitedeki azalmada pozitif bir araci olarak roliinii desteklemektedir (Sekil
1.6, Sekil 1.7) (Wahlang ve ark., 2018). Yapilan bir calismada, hiicre ici cAMP
seviyelerinin siirekli yiikselmesinin ve sonug olarak sinyal yollarindaki diizensizligin
yiiksek yagli diyetle olusan NAFLD’nin indiiksiyonunda 6nemli bir rol oynadigi

sonucuna ulasilmistir (Awaad ve ark., 2020).
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Sekil 1.6. Karacigerde artmus intraseliler cAMP ve PKA aktivasyonunun karbonhidrat ve lipid
metabolizmasi lizerindeki etkileri. PKA aktivasyonu, karacigerde artan glikoz liretimi ve azalan
lipid birikiminin net etkisi ile aktivasyona (+) veya inaktivasyona (-) yol agan farkli efektor
molekiillerin fosforilasyonuna neden olur. ATP, adenozin trifosfat; cAMP, siklik adenozin
monofosfat; PKA, protein kinaz A; CREB, cAMP yanit eleman1 baglayici proteini; PGC-1a,
peroksizom proliferator ile aktive edilen reseptor gama koaktivator 1-alfa; PPARY, peroksizom-

proliferator aktivator reseptor gama; Srebp-1c, sterol diizenleyici eleman baglayici protein-1c.
(Wahlang ve ark., 2018).
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Sekil 1.7. NAFLD'deki cAMP/PKA/EPAC medyatorlerinin ve hedeflerinin sematik diyagrami. Bu sekil
ayrica CAMP/PKA/EPAC aktivasyonu ile modiile edilen yollar1 ve karacigerdeki lipid
metabolizmasi, inflamasyon, oksidatif ve endoplazmik retikulum (ER) stresi, apoptoz ve
fibogenez gibi genel etkileri gostermektedir. (Wahlang ve ark., 2018).

Guanine niikleotid baglayici proteinler (Gnas) hiicrelerde proliferasyon,
farklilagsma, protein sentezi ve protein tasinmasi gibi biyolojik fonksiyonlarda rol
oynamaktadirlar. Hepatoseliiler karsinomdaki kotii prognozun, Gnas tiirlerinden olan
Gnas3'in bastirilmig ekspresyonu ile korelasyon gosterdigi bildirilmistir (Chen ve
ark., 2015). Hiicresel aktivite ve karaciger kanserindeki ¢oklu fonksiyonlar1 nedeniyle,
Gnas3'in lipid metabolizmasinda da rol oynayabilecegi ve NAFLD patogenezini
etkileyebilecegi hipotezine dayanan bir ¢alismanin sonucunda; Gnas3'in, asetil ko-A

karboksilaz ve agil koenzim A oksidaz transkripsiyonlarinin regiilasyonu yoluyla de
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novo lipogenezi ve yag asidi esterifikasyonunu etkileyerek NAFLD gelisimine dahil

oldugu sonucuna ulasilmistir (Zhu ve ark., 2020).

Patatin benzeri fosfolipaz alan ig¢eren protein 3 (adiponutrin, Pnpla3), Pnpla
ailesi olarak bilinen lipid metabolize edici bir enzim grubuna aittir (Pingitore ve
Romeo, 2006; Kienesberger ve ark., 2009; He ve ark., 2010). ikibinbir yilinda
tanimlanan Pnpla3 membranlar ve lipid damlaciklari ile sik1 bir sekilde iliskilidir
(Sekil 1.8) (Bruschi ve ark., 2017). Pnpla3 geninin genetik bir varyanti (rs738409
C>@G) ile NAFLD gelisimi arasindaki iligki ilk olarak Romeo ve ark. (2008) tarafindan
ortaya konmustur (Romeo ve ark., 2008). Daha sonraki yillarda bu iliskiyi ortaya
koyan ve benzer sonuglar bulunan birgok arastirma yapilmistir (Valenti ve ark., 2010;
Sookoian ve ark., 2011; Moon ve ark., 2022).

VLDL

Hepatocytes

Sekil 1.8. Hepatositlerde Pnpla3 1148M'nin (rs738409) molekiiler mekanizmasi (Bruschi ve ark., 2017).
Ub, ubikitin; TAG, triacilgliserol, VLDL, ¢ok diisiik dansiteli lipoprotein; FFA, serbest yag
asitleri; Pnpla3, patatin benzeri fosfolipaz alan i¢eren gen 3.
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Transient reseptor potansiyel vanilloid 1 (Trpvl) cok sayida endojen fiziksel ve
kimyasal uyarani algilayabilen ve zararli 1s1y1 ve agr1 uyarilarini aktarabilen bir yapidir
(Nilius, 2007; Nilius ve ark., 2007; Nilius ve Appendino, 2011; Zhong ve ark., 2011).
Bu yap1 karaciger hiicrelerinde de bulunmaktadir ve yukar1 yonlii regiilasyonu
hepatoselliiler karsinomlu hastalarda daha iyi bir prognoz gosterdigi diigiiniilmektedir
(Miao ve ark., 2008). Yapilan bir ¢aligmada kapsaisin ile Trpv1 aktivasyonunun, deney
hayvanlarinda karacigerde lipid birikimini ve trigliserit seviyesini distirdigii

gozlenmistir (Li ve ark., 2012).

1.3. Nonalkolik Yagh Karaciger Hastahg ve Beslenme

Insiilin direnci ve inflamatuvar sitokinler iki farkl1 evrenin gelisimine neden olan
temel iki faktor olarak degerlendirilse de NAFLD’de son zamanlarda “multiple
modeli” fikri benimsenmistir. Bu modele gore, beslenme aligkanliklari, insiilin direnci,
visseral adipozite, inflamatuvar durum, oksidatif stres, mikrobiyomal degisiklik ve
genetik yatkinlik NAFLD gelisimi ve ilerlemesi i¢in kabul edilen risk faktorleri olarak
kabul edilmektedir (Buzzetti ve ark., 2016). Ozellikle diyetin makro besin dgesi
orlintiisti, diger cevresel faktorler ve genetik yatkinlik faktorleri instilin direnci, viseral
obezite ve bagirsak mikrobiyom degisikliklerinin gelisiminde 6nemli bir rol

oynamaktadir (Jardon ve ark., 2022).

Viicut agirliginin azaltilmasi ve diizenli fiziksel aktivitenin arttirilmasina yonelik
yasam tarzi degisiklikleri NAFLD yonetiminin hala temelini olusturmaktadir.
Nonalkolik yagl karaciger hastaliginin yonetimi i¢in “Avrupa Karaciger Calismalar1
Dernegi”, “Avrupa Obezite Calismalar1 Dernegi” ve “Avrupa Diyabet Aragtirmalari
Birligi” tarafindan olusturulan Klinik Uygulama Kilavuzlarinda NAFLD'li fazla
kilolu/obez hastalarda %7-10 viicut agirlig1 kaybi1 hedefi onerilmektedir (Toshimitsu
ve ark., 2007; European Association for the Study of the Liver, 2016). Bu baglamda,
zeytinyagi, kuru baklagiller, kepekli tahillar, meyveler, sebzeler ve balik iirtinlerinin
yiiksek miktarda tliketimi; siit tirlinleri ve et iirlinlerinin diisiik miktarda tiikketimi ve

liml1 alkol tiiketimi ile karakterize olan Akdeniz diyetinin NAFLD nin 6nlenmesi ve
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tedavisinde yeterli terapotik bir yaklasim olabilecegi diisiiniilmektedir (Ramirez-Vélez
ve ark., 2018). Ciinkii diyet ile NAFLD arasinda giiclii bir iligki bulunmaktadir. Asiri
enerji alimi obeziteye yol agmakta ve bu da NAFLD riskini arttirmaktadir (Almeda-
Valdes ve ark., 2014). Doymus yag bakimindan zengin ve antioksidan 6zellikli C ve
E vitaminleri bakimindan smirli beslenme tarzinin NASH ile iligkili oldugu ortaya
konmustur (Musso ve ark., 2003). Ozellikle doymus yag igerigi yiiksek olan diyetlerin
insiilin direnci ve hepatik inflamasyon ile iliskili oldugu belirtilmektedir (Zelber-Sagi
ve ark., 2007). Benzer sekilde, diyet karbonhidrat oriintiisii de NAFLD gelisimi i¢in
etkili bir faktor olarak degerlendirilmektedir. Rafine karbonhidrat ve doymus yaglarin
fazla tiikketimi, artan fruktoz ve diger basit sekerlerin tiiketimi, yliksek enerjili bat1 tarzi
beslenme aligkanliklarinin artarak devam etmesi, son kirk yilda tipik olan zararh
beslenme aliskanliklar1 fazla kiloluluk/obezite ve insiilin direncindeki dramatik artislar
ile iligkilendirildigi gibi son zamanlarda da NAFLD ile iliskilendirilmektedir (Haas ve
ark., 2016).

Diyetle alinan makro besin Ogeleri ile NAFLD arasindaki iliskiye yonelik
yapilan arastirmalarda hayvan modelleri oldukca Onemlidir. Gelistirilen hayvan
modelleri NAFLD'nin patofizyolojik mekanizmalarinin agiklanmasinda hayati bir rol
oynamistir ve bunu yapmaya devam etmektedir (Van Herck ve ark., 2017). Son
gelismelere ragmen, NAFLD i¢in gelistirilen hayvan modelleri insanlardaki
hastaliginin temel o6zelliklerinin tamamin1 hala yansitamamaktadir. Artan obezite
ve/veya inslilin direnci goz oniinde bulundurularak NAFLD i¢in heniiz altin standart
bir modelin gelistirilemedigi belirtilmektedir (Haas ve ark., 2016). Giiniimiizde higbir
diyet modeli kemirgenlerdeki tim NAFLD spektrumunu kapsamamaktadir. Ancak
ratlar lizerinde yapilan arastirmalar ve gelistirilen protokol ve modeller literatiire
onemli katki saglamaktadir. Yiiksek yagli (YY) diyetin hayvanlarin tiirii ve cinsiyetine
bagli olarak farkli derecelerde insiilin direnci ve NAFLD’yi indiikledigi
belirtilmektedir (Hashimoto ve Tokushige, 2011; Ganz ve ark., 2014).
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1.4. Nonalkolik Yagh Karaciger Hastalign Modellemesi

Nonalkolik yagli karaciger gelistirme modellerinde bir¢cok hayvan tiirii
kullanilmaktadir. Ancak obezite, Tip 2 diyabet ve NAFLD gelistirmek i¢in gercek bir
predileksiyon nedeniyle genellikle farelerden C57BL/6 tiirli ve ratlardan Wistar ve
Sprague Dawley tiirleri tercih edilmektedir (Takahashi ve ark., 2012). Gelistirilecek
modellerde hayvan tirii kadar uygulanan protokoller de oOnemlidir. NAFLD
gelistirmek i¢in diyetsel, genetik ve kimyasal modeller gibi tiirler bulunmaktadir ve bu
modellerin avantajlar1 ve dezavantajlari bulunmaktadir. Yagh karaciger hastalig
gelistirme modelleri steatoz ve diger degisiklikleri gerceklestiren mekanizmaya gore
smiflandirilabilmektedir. ilk grup karacigerde lipid salmimi veya sentezini arttiran
modelleri icerirken (yliksek yagl diyet, yiiksek fruktoz/siikroz igeren diyet, kombine
diyetler), ikinci grup lipid salimmini veya katabolizmasini azaltan modelleri
igcermektedir (metiyonin ve kolinden sinirli diyet, kolinden simirli diyet, L-amino asit
iceren diyet) (Kucera ve Cervinkova, 2014). Belirgin genetik hasar sinirh sayida
NAFLD hastasinda oldugu i¢in, hayvanlarda NAFLD’nin diyet modellerinin
kullanim1 genetik modellerden daha fazla insan hastalig1 ile iliskilendirilmektedir
(Fellmann ve ark., 2013). Ratlarda en yaygin kullanilan model yiiksek yagl
diyetlerdir. Yiiksek yagh diyet modelleri ile ilgili olarak, yag igeriginde, yag tiiriinde
ve olast kullanilacak suplementlerde genis bir cesitlilik olmasi karmasik bir secime
neden olmamaktadir. Yiiksek yagl diyetle indiiklenen modellerin temel avantaji hem
patofizyolojik hem de fenotipik olarak insanlardaki NAFLD’ye olan benzerliktir.
Temel dezavantaj olan uzun deney siiresi ve diisiik NAFLD siddeti olsa da bu durumlar
dikkate alinmasi gereken mono-disakkaritler, trans yaglar ve kolesterol kullanilarak
diyetin ¢esitlendirilmesiyle ¢oziilebilmektedir (Van Herck ve ark., 2017). Yapilan bir
caligmada, yiiksek yagli diyet ile (25g/kg/giin) 12 hafta beslenen ratlarda yagh
karaciger gelisimi saglanamamis ve igme sularina %30’luk siikroz ekleme diyetsel
modifikasyonuyla 8 hafta sonra bu gelisim saglanmistir (Kismet ve ark., 2017). Ancak
burada yiiksek yagl diyet taniminin detaylandirilmasi oldukc¢a dnemlidir. Standart rat
diyetleri insanlar i¢in Onerilen diyet yagindan daha az miktarda yag icermektedir.
Insanlarda toplam enerji aliminin yaklasik %30'unun yag kaynakli olmasinin aksine,

standart rat diyetleri enerjinin %10’undan daha az yag icermektedir. Ratlarda yiiksek
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yagl diyet modellerinde ise bu oran %30-50 ve %50’den daha fazla olabilmektedir
(Fellmann ve ark., 2013). Yiiksek yagh diyet modellerinin igerikleri kolesterol
igermesi ve diyete ve/veya igme suyuna eklenen sekerin tiirli agisindan 6nemli dlgiide
degisebilmektedir (Denk ve ark., 2019). Yiiksek yagh diyetlerde belirli miktarda
stikroz eklenmesinin glikoz intoleransi, insiilin direnci ve karaciger steatozu gelisimi

acisindan etkili oldugu belirtilmektedir (Jensen ve ark., 2018; Jahn ve ark., 2019).

Yaglh karaciger gelisimini deneysel modellerde olusturma yontemleri
bulunmakla birlikte NAFLD tanist konulmasi da 6nemlidir. Biyokimyasal belirtegler,
radyolojik goriintiilleme ve secilmis vakalarda karaciger biyopsisi tan1 ve prognozda
yardimct olmaktadir. Bu yoOntemlerden karaciger biyopsisi NAFLD'in tanisal
degerlendirmesi icin altin standart olmaya devam etmektedir (Pappachan ve ark.,
2017; Bedossa, 2018; Berger ve ark., 2019). Genel olarak obezite ve insiilin direnci
gelisimi ile karakterize olan NAFLD igin; artmis serum aminotransferaz diizeyleri
ve/veya hepatomegali durumunun gelismesi, sonrasinda ultrason, bilgisayarli
tomografi ve manyetik rezonans goriintiileme gibi yoOntemlerle goriintiileme
sonucunda yagl karaciger gelisiminin gézlenmesi, son olarak NAFLD evresinin
belirlenmesi ve ilerleme riskinin ortaya konulmasi i¢in biyopsi uygulamasi
onerilmektedir. Deney hayvani c¢alismalarinda patolojik analizler NAFLD tanisi

konulmasinda siklikla kullanilmaktadir (Koch ve Yeh, 2018).

1.5. Nonalkolik Yagh Karaciger Hastahig1 ve Obezite

Yiiksek obezite prevalansi diinya genelinde en dnemli saglik sorunlarindan biri
haline gelmistir. Obezite prevalansindaki artig bircok metabolik bozuklukla yakindan
iligkilidir. Obezite hastaligi ve fazla kilolu olmak diyabet (Hu ve ark., 2014),
nonalkolik yagli karaciger (Cuzmar ve ark., 2020), metabolik sendrom (Rizzo ve ark.,
2013) ve dislipidemi (Su ve Peng, 2020) icin risk faktoriidiir. Bu iligkiler 6zellikle
doymus yag asidi oran1 fazla olan yiiksek yagl diyetlerden kaynaklanmaktadir. Fazla

kilolu veya obez olmanin asir1 yiiksek enerji alim, diisiik diyet lifi alimi, yiliksek yaglh
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diyetler ve diisiik fiziksel aktivite diizeyi ile nitelendirilen modern yasam tarzinin

kacinilmaz bir sonucu oldugu diisiiniilmektedir (Seaman, 2013).

Beyin bolgelerinde yapilan ndrogoriintiileme c¢alismalari, mezokortikolimbik
sistemdeki bir islev bozuklugunun obezite ile sonuclandigini gostermistir (Geliebter
ve ark., 2006; Geiger ve ark., 2008; Karlsson ve ark., 2021). Prefrontal korteks (PFC),
bu limbik 6diil bolgelerinin diizenlenmesinin bir parcasidir (Gluck ve ark., 2017).
Yiiksek enerji iceren yiyeceklere yanit olarak PFC'nin uyarildig:1 sonucuna varilmistir
(Killgore ve ark., 2003). Son zamanlarda, besin tiikketimi ve enerji dengesinin
diizenlenmesinde rolii olan endokannabinoid sisteme (EKS) ilgi artmistir (Lau ve ark.,
2017). Bu, beslenme regiilasyonunun mezokortikolimbik sistemin bir pargasit olarak
PFC bolgesindeki endokannabinioid modiilasyonuna iligkin yeni bir yaklagim olabilir.
Ciinkii EKS'nin aktivasyonu, abdominal obezitenin bir 6zelligidir (Engeli, 2008) ve
istah diizenlenmesi, enerji dengesi ve besin tiiketiminde potansiyel rolii olan EKS,

obezitede asir1 aktif olabilmektedir (Schulz ve ark., 2021).

Viicutta zararli etkilere neden olmadan istah1 baskilayarak enerji alimini azaltan
besinler i¢in en iyi seceneklerden birisi fonksiyonel besinlerdir ve obezitenin
onlenmesinde ilgi odagi haline gelmistir (Alptekin ve ark., 2022). Daha onceki 8da,
fonksiyonel besinler arasinda yer alan iniilinin gen¢ saglikli kadinlarda toklugu
artirmada, aclig1 ve enerji alimimi azaltmada etkili oldugunu ve iniilinin viicut yag
ylizdesini 6nemli 6l¢iide azalttigi bulunmustur (Alptekin ve ark., 2021). Hume ve ark.,
(2017) iniilin takviyesinin diger yasam tarzi degisikliklerinden bagimsiz olarak
subjektif istah durumunu iyilestirdigi sonucuna ulagsmistir (Hume ve ark., 2017).
Benzer bir caligmada, iniilinin, prediyabetli bireylerde agirlik kaybini sagladigi ve
intrahepatoseliiler ve intramiyoseliiler lipidi miktarini azaltarak diyabet riski lizerinde
iki yonlii bir etkiye sahip olabilecegi sonucuna ulasilmistir (Guess ve ark., 2015).
Ayrica, iniilin suplementasyonu, enerji dengesi lizerinde 6nemli etkileri olan leptin ve
ghrelin diizeylerini azaltmistir (Klok ve ark., 2007). Benzer sonuclar yakin zamanda
yapilan bir sistematik derleme ve meta-analizde 6zetlenmistir ve iniilinin obezite ve
enerji alimi lizerindeki bu olumlu etkileri, diger metabolik bozukluklar i¢in de faydali

olabilecegi sonucuna ulasilmistir (da Silva Borges ve ark., 2020).
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Leptin ve ghrelin, enerji dengesi iizerinde etkili olan iki hormondur. Randomize
kontrollii bir ¢alismada, iniilin takviyesinin leptin ve ghrelin diizeylerini azaltig1
sonucuna ulasilmistir (Parnell ve Reimer, 2009). Giincel kanitlar, Anandamid (AEA)
ve 2-Aragidonoilgliserol (2-AG) basta olmak iizere endokannabinoidlerin istah, besin

tilkketimi ve enerji metabolizmasinda yer alabilecegini gostermektedir.

1.6. Nonalkolik Yagh Karaciger Hastalhig1 ve Endokanabinoid Sistem

Yagl karaciger hastaliginin patogenezinin ve ilerlemesinin altinda yatan
mekanizmalar hala tam olarak anlasilamamustir (Kitade ve ark., 2017). Stres ve diyetle
yilksek yag alimi gibi c¢evresel faktorler arasinda istah metabolizmasindaki
disregiilasyon da NAFLDye giincel yaklasimlar arasinda yer almaktadir. Son yillarda,
istah, besin alim1 ve NAFLD'ye artan bir ilgi olusmaktadir (Xia ve ark., 2019;
Vancells-Lujan ve ark., 2021; Zhang ve ark., 2022). Asir1 basit karbonhidrat
tiiketiminin hizla artmig serum glikoz diizeylerini ve reaktif hipoglisemiyi indiikledigi,
aclik hissine, istahin artmasina ve nihayetinde hiperfajiye neden oldugu bulunmustur
(Melanson ve ark., 1999). Sonu¢ olarak NAFLD'in baslangict ve gelisimi diyet
aligkanliklar1 ve yasam tarzi ile yakindan iligkili oldugundan, bu hastalar ve NAFLD
gelisme riski tasiyanlar i¢in terapdtik beslenme yaklasimlarinin kaginilmaz oldugu

belirtilmektedir (Yasutake ve ark., 2014).

Son yillarda, endokannabinoid sistem (EKS) olarak bilinen bir hiicre i¢i sinyal
sisteminin enerji dengesinin diizenlenmesinde, yeme davraniginda, hepatik
lipogenezde ve glikoz homeostazinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynadigi
arastirma konusu olmustur (Alptekin ve Keser, 2017). Endokanabinoidler, kanabinoid
reseptorlere baglanabilen endojen yag asit tiirevleridir. Adipoz dokuda kanabinoid
reseptOrlerin uyarilmasi ile lipoprotein lipaz aktivitesi artmakta bdylelikle lipogenez
baslamaktadir. Yag kiitlesinin artmasi, serbest yag asit miktarmin uygunsuz olarak
artmasina, bu durum da dokularda insiilin direnci gelismesine yol agabilmektedir
(Alptekin ve Keser, 2016). Tim bunlar dikkate alindiginda, hipotalamustaki

reseptorler  lizerinden  istah  metabolizmasinin  diizenlenmesinde,  lipid
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metabolizmasindaki etkileri iizerinden insiilin direnci gelisiminde Onemli bir
metabolik yolak olan endokanabinoid sistem ile NAFLD arasinda gii¢li bir iliski
olmas1 muhtemeldir. Clinkii endokanabinoid sistem metabolik sendroma da neden
olabilecek NAFLD ile iliskili biyo belirtegler {izerinde olumsuz etkilere sahiptir. Yagh
karaciger hastaliklar1 ile Anandamid (AEA) ve 2-Arasidonilgliserol (2-AG) diizeyleri
arasinda onemli bir iliski oldugunu gosteren birgok ¢alisma bulunmaktadir (Gabbay
ve ark., 2005; Siegmund ve ark., 2007; Siegmund ve Schwabe, 2008; 1zzo ve ark.,
2009; Baldassarre ve ark., 2013; Zelber-Sagi ve ark., 2017).

Karaciger dokularinda bulunan kanabinoid reseptorlerinin  karaciger
yaglanmasina neden olan lipid metabolizmast {iizerinde dogrudan etkileri
bulunmaktadir. Ozellikle yiiksek yaglh diyet tiiketiminin karaciger dokularindaki
kanabinoid reseptorleri (Cnrl ve Cnr2) stimiile ederek endokanabinoid sistemi
aktiflestirdigi ve hepatik glikozu, glikojenolizi, lipogenezi, serbest yag asidi sentezini,
glikoneogenezi arttirarak instilin direnci ve hepatik steatoz gelisimine neden oldugu
belirtilmektedir (Bazwinsky-Wutschke ve ark., 2019). Bu reseptorlerin ¢esitli
antagonistler ile inhibe edilmesiyle hepatik glikoz tiretiminin azalacagi, insiilin
duyarliliginin artacagi ve yagl karaciger gelisiminin azaltilabilecegi belirtilmektedir
(Gonzélez-Mariscal ve ark., 2016). Karaciger dokularindaki lipid ve glikoz
metabolizmasi tizerindeki etkileri kanitlansa da EKS ile NAFLD arasindaki iligkiye
yonelik aragtirmalara gereksinim vardir. Endokanabinoid yolaklarda yer alan
kannabinoid reseptdr ailesi iki G protein-coupled reseptdr (GPCR), Cnrl ve Cnr2’den
olugsmaktadir. Kanabinoid reseptorleri Cnrl ve Cnr2'nin her biri birden fazla metabolik
yolu aktive etmektedir. Bu reseptdrler hiicre i¢i sinyal proteinlerinden etkilenmektedir.
B2 adrenerjik reseptdriiniin aktivasyonunun Cnrl varliginda degistigi gosterilmistir
(Rasmussen ve ark., 2011A; Rasmussen ve ark., 2011B; Kumar ve ark., 2016). Cnrl
geninin obezite, anksiyete, multiple skleroz, nikotin bagimliligi, Huntington hastaligi
ve Parkinson hastalig1 gibi bir dizi merkezi sinir sistemi bozukluklarinda potansiyel
rolii oldugu belirtilmektedir (Horvath ve ark., 2016). Cnrl ve Cnr2 genlerinde yolak
analizine bakildiginda, Cnrl geninin termogenezde 6nemli rolii oldugu goriilmektedir.
Cnrl reseptoriiniin adenilat siklaz, beta-3 adrenerjik reseptor, guanin niikleotid

baglayici protein genlerinin aktivasyonunda etkileyerek adipositlerin lipolizinde gérev
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aldig1 disiiniilmektedir. Endokanabinoid sistemin inaktive edilmesi reseptor
diizeyinde etkileri olan rimonabant gibi ajanlar ile saglanabildigi ortaya konmustur.
Ancak ciddi norolojik ve psikiyatrik yan etkileri nedeniyle Avrupa iilkelerinde
yasaklanmistir (Chorvat, 2013). Bu nedenle besin aliminin kontroliinii saglayan istah
regiilasyonu, lipid ve karbonhidrat metabolizmalar1 gibi NAFLD ile yakindan iligkili
olan metabolik yolaklara etki edebilecek etkenler giincel aragtirmalarin konusu olmaya

baslamistir (Tutunchi ve ark., 2019).

1.7. Iniilinin Nonalkolik Yagh Karaciger Hastah@ Uzerine Etkileri

Diyet modifikasyonlarinin NAFLD'yi o6nlemenin ve/veya iyilestirmenin
yollarindan biri oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle ¢oklu doymamis yag asitleri,
diyetsel lifler ve fenolik bilesikler gibi fonksiyonel besinlerden zengin diyetlerin
NAFLD’nin tedavi ve 6nlenmesinde 6nemli olabilecegi belirtilmektedir (Perdomo ve
ark., 2019). Nonalkolik yagli karaciger hastaliginin patofizyolojisinde yer alan ve
yiiksek yagl diyet, asir1 enerji alimi ve sedanter yagam gibi ¢evresel etmenlerin lipid
ve karbonhidrat metabolizmasi iizerinden neden oldugu, ilk evrelerde fazla
agirlik/obezite ve insiilin direnci, ileri evrelerde inflamasyon, son evrelerde fibrozis ve
siroz diisliniildiiglinde, fonksiyonel besinler ilgi konusu olmaya baslamistir.
Fonksiyonel besinler besin alimiin diizenlenmesi {izerindeki olumlu etkileri
nedeniyle obezite tedavisindeki yerini almaya baslamistir (Brown ve ark., 2015).
Icerigindeki fonksiyonel gruplar ve saglk iizerindeki olumlu etkileri nedeniyle
diyetsel lifler de fonksiyonel besinler arasindadir. Diyetsel liflerin kisa zincirli yag
asidi sentezini dogrudan etkileyerek obezite {izerinde etkilerinin olabilecegi
diisiiniilmektedir (Weitkunat ve ark., 2017). Sindirilmeyen karbonhidrat kaynaklar
olan diyetsel liflerin ve fermente edilebilen tiirlerinin besin alimini azalttigi uzun
zamandir bilinmektedir (Wanders ve ark., 2011). Bu tiir karbonhidratlar,
gastrointestinal sistemde sindirim ve emilime ugramadan kolona gegerler ve bakteriyal
fermentasyona ugrayarak istah diizenlenmesine dahil olan GLP-1 gibi peptidlerin
saliimin stimiile eden kisa zincirli yag asitlerinin tiretimini arttirirlar (Sleeth ve ark.,

2010). Fermente edilebilen bu tiir karbonhidratlarin dogal bir diyet bileseni olarak halk
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saglig1 acisindan 6nemli olabilecegi bildirilmistir. Ayrica, fermente edilebilen diyetsel
liflerin agirlik kaybindan bagimsiz olarak viicutta metabolik olarak zararli etkilere
neden olabilecek lipid diizeylerini de azalttig: belirtilmektedir (Guess ve ark., 2015).
Ektopik yaglanma olarak literatiirde yer alan asir1 lipid birikimi insiilin direnci ve
obezite ile yakindan iliskilidir (Gaggini ve ark., 2013). Ektopik yaglanmanin
onlenmesi ve tedavisi iizerindeki olumlu etkileri nedeniyle diyetsel liflerin NAFLD
icin besinsel kaynak olmasi muhtemeldir. Literatiirde yer alan hayvan g¢alismalari,
ozellikle prebiyotik liflerin NAFLD nin seyrini degistirme potansiyelinin umut verici

oldugunu ortaya koymaktadir (Lambert ve ark., 2015, Ferolla ve ark., 2016).

Prebiyotik lifler arasinda yer alan ve saglik tizerinde olumlu etkilere sahip olan
iniilin fermente edilebilir diyetsel lif tiirlerindendir (Tsurumaki ve ark., 2015). Yapilan
bir ¢calismada, yiiksek yaglh diyete (enerjinin %42°1) eklenen iniilin desteginin (besin
agirhginin %10’u) 6 haftalik bir periyotta hayvanlarda lipogenez ve yag asidi
elangasyonu/desatiirasyonunda yer alan genlerin hepatik ekspresyonunu onemli
Olciide azalttig1 sonucuna ulagilmistir (Weitkunat ve ark., 2015). Yapilan bagka bir
caligmada iniilin desteginin (%5) yiiksek yagl ve yiiksek siikrozlu diyetle (sirasiyla
%23,9 ve %56,8) 3 hafta beslenen ratlarda hepatik triacilgliserol ve toplam kolesterol
(TK) diizeylerindeki yiikselmeyi iyilestirdigi ve tek basina iniilin desteginin ratlarda
hepatik steatoz gelisimini 6nlemek i¢in yeterli oldugu sonucuna ulasilmistir (Sugatani
ve ark., 2012). Literatliirde benzer sonuglara ulasan bir¢ok aragtirma bulunmaktadir
(Sugatani ve ark., 2006; Sugatani ve ark., 2008). Iniilinin NAFLD iizerindeki olumlu
etkileri arasinda en fazla bulunan sonuglar lipid metabolizmasi iizerinden etkileri
nedeniyle serum ve karaciger dokularinda TG ve TK diizeylerindeki anlaml
azalmalardir (Kok ve ark., 1998; Wada ve ark., 2005; Sugatani ve ark., 2006; Sugatani
ve ark., 2008). Dolayzst ile hepatoseliiler steatozun, inflamasyonun ve dejenerasyonun
karacigerde fibroza, disfonksiyona ve maligniteye yol acabilecegi NASH hastalarinda
inlilin  benzeri prebiyotiklerin kullanilmasina yonelik arastirmalara ihtiyag
duyulmaktadir (Parnell ve ark., 2011). Iniilinin, hem NAFLD gelisimini &nleyici
etkileri hem de NASH tablosunu diizeltici etkileri nedeniyle NAFLD hastalik
evrelerinin seyrini olumlu etkileyebilecek bir diyetsel lif oldugu belirtilmektedir (Bao
ve ark., 2020).
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Iniilinin NAFLD iizerindeki olas1 etkilerinin incelendigi arastirma sayis1 fazla
olsa da ortak bir protokol heniliz bulunmamaktadir. Bu etkilerin hangi metabolik
yolaklar iizerinden etkili oldugunun gosterilebilmesi i¢in olusturulan hayvan modelleri
oldukca 6nemlidir. Bat1 tarz1 beslenme olarak adlandirilan insan diyetine benzetmek
icin, hem karbonhidrat hem de yag bakimindan zengin olan diyetler hayvan
calismalarinda en ¢ok kullanilan modellerdir (Panchal ve Brown, 2011; Moreno-
Fernandez ve ark., 2018). Deneysel modeller iyi bir alternatif olsa da nonalkolik yagl

karaciger hastaliginin patogenezi tam olarak anlagilamamistir (Lima ve ark., 2016).

Bu nedenle, bu tez kapsaminda “Iniilin deste§i NAFLD gelisimini
endokanabinoid yolagi iizerinden Onleyebilir mi?” sorusuna cevap aranmistir.
Literatiirde iniilin desteginin endokanabinoidler iizerinden NAFLD iizerindeki
etkilerini arastiran bir ¢calisma bulunmamaktadir. Literatiirdeki ilk arastirma olan bu
calismada “uzun siireli iniilin destegi, diyetle indiiklenen obeziteyi ve insiilin direncini
endokanabinoid sistem yolagi tizerinden azaltabilir ve NAFLD gelisimini 6nleyebilir”

hipotezi dogrultusunda;

- Tez caligmasmin temel amact; iniilin desteginin yiiksek yagli beslenme
olmasina ragmen NAFLD gelisimini Onleyici olas1 etkilerini endokanabinoid sistem
tizerinden aciklamaktir.

- Tez ¢alismasmin ikincil amaci; iniilin desteginin istah parametreleri olan

ghrelin ve leptin diizeylerine ve viicut agirlif1 degisimi lizerine etkilerini incelemektir.

Ayrica;

* Aragtirmanin hipotezi ve amaglar1 dogrultusunda iniilin desteginin
endokanabinoid diizeyi iizerindeki etkilerinin incelenmesi aragtirmanin en giiclii
Ozglnliigiidiir. Ciinkii endokanabinoid sistem hem insiilin direnci hem karaciger
yaglanmas1 hem de istaha etki eden endokrin kontrollii bir mekanizmalar biitiiniidiir.
Asagidaki arama terimleriyle PUBMED’de eslesen ilgili hicbir calisma
bulunamamistir (26.09.2019 / 02.12.2019 / 25.12.2019 / 01.01.2020 / 15.02.2020 /
27.02.2020 tarihlerinde);
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- (endocannabinoid [Text Word]) AND (dietary fiber [Text Word])

- (endocannabinoid [Text Word]) AND (iniilin [Text Word])

- (anandamide [Text Word]) AND (dietary fiber [Text Word])

- (anandamide [Text Word]) AND (iniilin [Text Word])

- (arachidonyl glycerol [Text Word]) AND (dietary fiber [Text Word])

- (arachidonyl glycerol [Text Word]) AND (iniilin [Text Word])

* Molekiiler veri tabani olan “Genler ve Genomlarin Kyoto Ansiklopedisi
(KEGG)” nde iniilin diyetsel lifinin endokanabinoid yolag: iizerinden karaciger

yaglanmasini etkileyen bir metabolik yolagi bulunmamaktadir.

* Arastirma konusu ile ilgili literatiirdeki bir¢ok deneysel hayvan model
calismasinda iniilin destegi, belirlenen hastalik gelistirildikten sonra diyete
eklenmistir. Bu arastirma yonteminde ¢alisma gruplari kontrol diyeti ile beslenen grup,
kontrol diyetine iniilin eklenen grup, yiiksek yagl diyetle beslenen grup ve yiiksek
yagli diyete iniilin eklenen grup olarak belirlenmistir. Bu sayede yiiksek yagli diyete
eklenen iniilin desteginin, yiiksek yagli beslenme olmasina ragmen insiilin direnci ve
karaciger yaglanmasi gibi saglik sorunlarini onleyici olasi etkileri incelenmistir.
Ayrica bu etkileri gozleyebilmek icin belirlenen gruplara verilen diyet igeriklerinin

arastirmacilar tarafindan hazirlanmis olmasi da bir 6zgiinliik olarak diistiniilmektedir.

* Arastirma kapsaminda yer alan iniilin destegi ile istah belirtecleri olan leptin
ve ghrelin diizeyleri arasindaki iliskiye yonelik bir¢cok ¢alisma bulunmaktadir. Bu
arastirmada iniilin desteginin lipid parametreleri lizerindeki etkileri ortaya konarak
instilin direnci tizerindeki ve yagh karacigere etkileri ile istah metabolizmasi

tizerindeki etkileri arasindaki iliski incelenmistir. Ciinkii iniilin literatiirde yag ikamesi
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olarak yer almaktadir. Bu metabolik yolaklar ile istah metabolizmas1 arasindaki

iligkinin birlikte incelenmesi bu arastirmanin 6zgiin yonlerinden bir digeridir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Arastirma Yeri, Zamani, Orneklem Secimi ve Arastirma Tasarimi

Dort gruptan olusan ve toplam 25 rat {izerinde yiiriitiilen bu arastirma i¢in
Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan 05.02.2020 tarihli ve
2020-3-20 karar no’lu etik kurul onayr alinmistir (EK-1). Bu arastirma 16.06.2020
tarihli ve 1208225 proje numarali TUBITAK 1002-Hizli Destek Programi
kapsaminda desteklenmistir (EK-2).

Arastirmada yagli karaciger gelisimi takip edilecegi i¢in 6rneklemi olusturacak
hayvanlar Wistar tiirii ratlar olarak belirlenmistir (Kohli ve Feldstein, 2011; Takahashi
ve ark., 2012). Tiim ratlar on aylik, siitten kesilmis ve erkektir. Ratlarin temini, bakimu,
arastirmaya hazirlanmasi, miidahale periyodu, ratlarin 6tenazisi, kan ve dokularin
toplanmasi ile arastirmanin sonlandirilmasi Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 ve Aragtirma Laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Ratlardan elde edilen
karaciger Ornekleri karaciger yaglanmasi kontrolii igin Ankara Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda incelenmistir. Beyin ve
karaciger dokularindaki endokanabinoid diizeyleri Hacettepe Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Ila¢c ve Kozmetik Ar-Ge ve Kalite Kontrol Laboratuvarinda (HUNIKAL)
Ol¢iilmiistiir. Kan orneklerindeki biyokimyasal parametreler ile karaciger ve beyin

dokularinin genetik incelemeleri 6zel bir laboratuvarda gergeklestirilmistir.

Arastirma, 12 hafta siiren, randomize kontrollii ve paralel tasarimli olarak
planlanmustir. Arastirma gruplari, Kontrol (K), Kontrol+iniilin (KI), Yiiksek yagh
(YY) ve Yiiksek yaglh+iniilin (YYI) olmak {izere toplam 4 gruptan olusmaktadir.
Arastirma merkezinden temin edilen ratlar K (n=6), K (n=6), YY (n=7) ve YYI (n=6)
olarak rastgele gruplandirilmistir (Sekil 2.1). Her gruptaki rat sayisi i¢in benzer
calismalardaki (yiiksek yagl diyetle karaciger yaglanmasi indiiklenen) rat sayilari

referans alinmistir (Sugatani ve ark., 2012; Yan ve ark., 2015; Davoodi ve ark., 2017;
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Haque ve ark., 2019). Yiiksek yagli diyet grubunda bir rat NAFLD kontroliinde 6tenazi

edildigi i¢in sayis1 diger gruplardan bir adet fazla olmustur.

Kontrol+Iniilin

Kontrol Yiiksck yagh Yiiksek yagli-+iniilin

(K) (KD (YY) (YYI)
Hazirhk 12. hafta
1 hafia al Besin tiiketimi (her giin) Nonalkolik
LAt alsma Viieut agirhigr (her hafia) karaciger Evet
periyodu 5
Ag¢lik kan glukozu (her hafta) yaglanmasi

ve
Insiilin direnci

Antropometrik 6lgtimler
Kan analizleri
Doku analizleri

Sekil 2.1. Arastirma akis semasi

Haziran 2020°de ratlarin tiretimi baglamistir ve ratlarin 10 haftalik oldugu Eyliil
2020’de bir hafta boyunca yemlerin tiiketimleri gozlenerek tiiketilebilirlikleri test
edilmistir. Tiim gruplarda yem tiiketimi basarili bulunmustur ve 29.09.2020 tarihinde

arastirmanin miidahale periyodu baslamistir.

Yagl karaciger hastaliginda genetik modeller ve diyetle indiiklenen modeller
gibi birgok deneysel hayvan modeli bulunmaktadir. Yiiksek yaglh diyetle indiiklenen
hayvan modellerinin insiilin direnci, dislipidemi ve obezite olusturmak i¢in kullanilan
en etkili yontem oldugu belirtilmektedir (Van Herck ve ark., 2017; Jensen ve ark.,
2018). Bu arastirma yontemindeki protokol literatiir verilerine uygun olarak
hazirlanmistir ve modelleme sonucu 12 haftalik periyotta karaciger yaglanmasi

gozlenmistir.

Arastirmanin 12. haftasinda YY grubundan bir ratta karaciger dokusunun

patoloji analizleri ile yagli karaciger olusma durumu tespit edilmistir ve miidahale
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periyodu 28.12.2020 tarihinde sonlandirilmigtir. Tim ratlar 30.12.2020 tarihinde
Otenazi edilerek kan ve doku ornekleri alinmistir. Tiim numuneler analiz giinlerine

kadar -80°C kosullarda saklanmustir.

2.2. Ratlarin Temini, Bakim ve Takibi

Her biri on aylik olan 25 erkek Wistar tiirii rat (ortalama 240.1+30.8g) Ankara
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 ve Arastirma Laboratuvarindan temin
edilmistir. Hayvanlar arastirmanin hazirlik periyodu olan ilk bir haftada ve
aragtirmanin miidahale déneminde yem ve suya ad libitum olarak ulasmislardir. Uygun
kosullarin saglanmasi konusunda arastirma yeri ile is birligi igerisinde ratlar i¢in en
uygun kosullar saglanmigtir. On iki saat giindiiz 12 saat gece dongiisii (1siklarin
acilmasi1 sabah 08:00’da ve 1s1klarin kapanmasi saat 20:00°de), 20+2°C ortam sicakligi
ve %40-60 nem orani ayarlamasi yapilmistir. Arastirma siiresince ratlarin besin
tiikketimi hergiin, agirlik ve aglik kan glukozu her hafta ve Lee obezite indeksi 6 haftada
bir 6l¢iilmiistiir. Arastirmanin tamami Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu izni dogrultusunda, Helsinki Hayvan Haklar1 deklarasyonuna uygun
olarak ve 3R (Replacement, Reduction and Refinement) kurali takip edilerek

yuriitilmistir.

2.3. Diyet Miidahalesi

Toplam 4 gruptan olusan bu arastirmadaki ratlara ayni enerji miktarina ve farkl
makro besin dgesi Oriintiisiine sahip bir beslenme protokolii uygulanmistir (Cizelge
2.1). Arastirmada ratlarin beslenmesinde kullanilan tiim yemlerin igerikleri
arastirmacilar tarafindan belirlenmistir, 6zel bir firmada (Arden Arastirma & Deney,

Ankara) tiretilmistir ve ratlara taze ve glinliik olarak verilmistir (Cizelge 2.2).
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Cizelge 2.1. Aragtirma icin hazirlanan diyetlerin enerji ve makro besin oOgesi
Ortintiileri*

Enerji ve makro K KI YY Yyl

besin dgesi

g kkal% g kkal% g kkal% g kkal%

Karbonhidrat 700 70 700 70 345.6 35 345.6 35
Protein 203 20 203 20 203 20 203 20
Yag 45 10 45 10 202.5 45 202.5 45
Toplam enerji
(Kkal)** 4057 4057 4057 4057
Toplam enerji
(Kkal/g) 3.85 3.85 4.73 4.73

K; Kontrol, Ki; Kontrol+iniilin, YY; Yiiksek yagh, YYIi; Yiiksek yagll+inﬁlin, g; gram, kkal;
kilokalori, kg; kilogram.

*Hazirlanan diyetler uluslararasi standartlara sahip olan diyetler ile esdegerdir (kontrol diyeti
icin D12450K, yiiksek yagh diyet icin D12451 referans alinmistir).

**Sindirim ve emilim sonrasi1 metabolize edilebilen enerji.

Hazirlik donemi de dahil olmak iizere tiim arastirma boyunca beslenme plani
olarak verilen yemlerin igerikleri lezzet, kivam ve goriintii yoniinden de ratlarin
tikketimini saglayabilecek sekilde hazirlanmistir (Zou ve ark., 2006; Azuma ve ark.,

2007; Kismet ve ark., 2017; Kitada ve ark., 2018).
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Cizelge 2.2. Arastirmada kullanilan yemlerin igerikleri”

fgerik K Ki YY YYI
Siikroz (g) - - 172.8 172.8
Misir nisastasi (g) 550 550 72.8 72.8
Maltodekstrin (g) 150 150 100 100
Seliiloz (g) 50 50 50 50
Kazein (g) 200 200 200 200
Metiyonin (g) 3 3 3 3
Misir yagi (g) 25 25 25 25
Tereyag: (g) 20 20 1775 1775
Mineral mix (g) (S10026) 10 10 10 10
Dikalsiyum fosfat (g) 13 13 13 13
Kalsiyum karbonat (g) 55 55 55 55
;O()tsz‘:g:ai'gt 16.5 16.5 16.5 16.5
Vitamin mix (g) (V10001) 10 10 10 10
Kolin bitartarat (g) 2 2 2 2
Renk (FD&C Red 0.025 0.025 0.05 0.05
Dye#40) (9) (Mor) (Yesil) (Turuncu)  (Kahverengi)
Indilin** - 15 - 15

K; Kontrol, Ki; Kontrol+iniilin, YY; Yiiksek yagh, YYI; Yiiksek yagll+iniilin (kontrol diyeti icin

D12450K, yiiksek yagh diyet icin D12451 referans alinmstir).

*Hazirlanan diyetler ad libitum olarak tiiketilmistir.

**[niilin (Frutafit ® CLR, Sensus, Roosendaal, Netherlands) diyetsel lifi kullanilnustir. iniilin

miktari, toplam besin agirhginin (g) yiizdesi olarak ifadesidir.

2.4. Otenazi islemi, Numunelerin Toplanmasi ve Analiz Edilmesi

Arastirmanin 12. haftasinda yiiksek yagli diyetle beslenen grupta karaciger

yaglanmasi gelisimi gdzlendikten sonra arastirma sonlandirilmistir. Bir giin dnceden

ac birakilan ratlar i¢in 6tenazi islemi Xylazine (10mg/kg) ve Ketamin HCI (90mg/kg)

aneljezikleri ile kombine sekilde intramiiskiiler enjeksiyonla yapilmistir. Ardindan ilk
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olarak kalpten kan alinmigtir. Alinan kanlar jelli tiiplere koyularak santrifiij edilmistir
ve serumlarr -80°C saklama kosullarina gétiiriilmiistiir. Ardindan diger organlarin
diseksiyonu islemi ile numuneler toplanmistir. Diseksiyon igslemi sonrasi ilk olarak
karaciger ve beyin dokularmin agirliklar1 0.0001 g duyarli hassas terazide tartilmistir
(Radwag AS220R2, Poland). “Organ agirligi (g) / son viicut agirligi (g) x 100”
formiilii (Omagari ve ark., 2020) kullanilarak karaciger ve beyin organ indeksleri
hesaplanmistir. Karaciger organt %10’luk formalin ¢ozeltisi igerisinde patoloji
laboratuvarina gotiiriilmiistiir. Ayn1 zamanda karaciger ve beyin dokularinin 6érnekleri
alikotlama islemi sonrasinda hizli bir sekilde sivi azot i¢inde soklanmistir ve kurubuz
kutular1 igerisinde -80°C depolara hizlica tasinmistir. Tiim numuneler analiz edilene

kadar uygun kosullarda saklanmustir.

2.4.1. Nonalkolik Yagh Karaciger Hastalig, Obezite ve Insiilin Direnci

Degerlendirilmesi

2.4.1.1. Histopatoloji Analizleri

Histopatolojik analizler Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji
Anabilim Dali Laboratuvarinda uzman bir patolog esliginde tek kor olarak
gerceklestirilmistir. Daha sonra %10’luk formalin soliisyonuna alinan doku ornekleri
24 saat bekletilmistir. Analiz Oncesi doku takip prosediirleri uygulanmistir ve
numuneler parafin bloklara gémiilmistiir. Bloklardan 4 um'lik dilimler kesilerek
Hematoksilen ve Eozin (H&E) ve Masson Trichrome ile boyanmistir. Hazirlanan
preparatlar BX50 model Olympus 151k mikroskobunda (Olympus BX50, Olympus
Optical Co., Tokyo, Japan) incelenmistir. Karaciger dokular1 histopatolojik olarak
steatoz (mikrovezikiiler ve makrovezikiiler), lobiiler inflamasyon, hepatosit
balonlagmasi ve fibrozis gelisimi agisindan skorlanarak degerlendirilmistir (Cizelge
2.3). Skorlama sisteminde; steatoz (0-3), lobiiler inflamasyon (0-2), hepatoseliiler
balonlagsma (0-2) kullanilarak toplam nonalkolik yagli karaciger hastaligi aktivite

skoru (0-8) hesaplanmistir (Kleiner ve ark., 2005).
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Cizelge 2.3. Nonalkolik yagl karaciger hastaligi aktivite skoru degerlendirilmesi

Steatoz derecesi Lobiiler inflamasyon Hepatoseliiler balonlagma
(0-3) (0-3) (0-2)
0: <%5 0: Yok 0: Yok
1: %5-33 1: <2 odak/20xalan 1: Hafif, az
2: %34-66 2: 2-4 odak/20xalan 2: Orta/belirgin, ¢ok
3: >%66 3: >4 odak/20xalan
Toplam NAFLD aktivite skoru (NAS) (0-8)
Fibrozis
0 Fibrozis yok
la. Hafif siddette zon 3 siniizoidal fibrozis
1b. Orta derece siddette zon 3 siniizoidal fibrozis
1c. Sadece portal fibrozis
2. Zon 3 sintlizoidal fibrozis ve periportal fibrozis
3. Kopriilesme fibrozisi
4. Sirozis

NAFLD; Nonalkolik yagh karaciger hastaligi, NAS; Toplam NAFLD skoru.

2.4.1.2. Obezite Durumu Degerlendirilmesi

Ratlarin agirligi obezite gelisimi agisindan Lee obezite indeksine gore
degerlendirilmistir (Hill ve ark., 2019) ve 310’dan biiyiik degerler obezite gdstergesi
olarak kabul edilmistir (Hariri ve Thibault, 2010).

-Lee indeksi (g/cm3)= ¥/ Viicut Agirhigi (g) / NazoAnal Uzunluk (cm) x 100000
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2.4.1.3. Insiilin Direnci Degerlendirilmesi

Insiilin direnci HOMA-IR indeksi kullanilarak degerlendirilmistir (Peris-
Sampedro ve ark., 2019) ve 3’ten biiyiik degerlerin insiilin direnci gostergesi oldugu

belirtilmektedir (Shimada ve ark., 2007; Hui ve ark., 2013).

- HOMA-IR= Aglik Glukoz Diizeyi (mmol/l) x A¢lik Insiilin Diizeyi (uU/ml) / 22.5

2.4.2. Kan ve Doku Analizleri

Arastirmanin sonlandirma siireci arastirma siiresince oldugu gibi etik ilkeler
dahilinde yiiriitiilmiistiir. Tiim ratlardan genel anestezi altinda kalpten kan alinmistir
(2-3 ml) ve santrifiij edilerek plazma ve serumlar elde edilmistir. Kan numuneleri ilk
olarak pihtt aktivatorlii serum ayirici tiipe alinmistir. Pihtilagma  siirecini
kolaylastirmak icin tiiplere bes-alti kez calkalama islemi uygulanmistir. Pihti
olustuktan sonra (yaklasik 30 dakika icinde) numuneler santrifiij edilmistir. Arastirma
amaci kapsaminda karaciger ve beyin dokular1 analiz edilmistir ve diger organlar ileri

calismalarda kullanilmak {izere uygun kosullarda saklanmaya devam etmektedir.

2.4.2.1. Histopatoloji Analizleri

Santrifiij islemi jelli tiiplere alinan kanlarin oda sicakliginda 30-45dk bekleme
isleminden sonra 3000 Rpm’de 10dk siire ile gergeklestirilmistir (#NF200, Bench-
Top, Turkey). Daha sonra numune serumlar1 pipet yardimi ile 3 kere alikotlanarak
eppendorf tiiplere almmustir ve analize kadar -80°C’de saklanmistir. Ratlardan elde
edilen bu numunelerde; glukoz, insiilin, kan lipid parametreleri (Diisiik dansiteli
lipoprotein; LDL, yiiksek dansiteli lipoprotein; HDL, Trigliserit; TG, Total kolesterol,
TK), (Alanin aminotransferaz; ALT, Aspartat aminotransferaz; AST, adiponektin,
leptin ve ghrelin diizeyleri 6l¢lilmiistiir. Bu parametrelerden insiilin, leptin, ghrelin ve

adiponektin diizeyleri ireticilerin talimatlarina gore ticari rat kitleri kullanilarak
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Sandwich- Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) yontemine gore analiz
edilmigtir. Diger parametreler icin Tam Otomatik Biyokimya Analizator yontemi

kullanilmustir.

2.4.2.1.1. Tam Otomatik Biyokimya Analizator Analizleri

Glukoz; plazma glukoz analizi hazir kit yardimi ile kit igerigindeki talimatlara
uygun olarak kolorimetrik yontemle dublike olarak gergeklestirilmistir. Analiz
sonucunda elde edilen glukoz konsantrasyonlar ile olusan absorbanslar hazir kitte
bulunan talimatlara gére uygun dalga boylarinda mikro plak okuyucu ile okunmustur.
Standart glukoz soliisyonunun absorbans degerlerine gore olusan glukoz standart
egrisi ile numunelerdeki absorbans degerleri kullanilarak glukoz konsantrasyon

degerleri hesaplanmistir ve sonuglar mg/dl olarak ifade edilmistir.

Kan lipid parametreleri (LDL, HDL, TG, TK); HDL, VLDL ve silomikronlar
elimine edildikten sonra reaksiyon i¢in 6zel kosulda olusturulan ve reaktif olmayan
bilesiklerdeki renk reaksiyonlari ile LDL diizeyi belirlenmistir. LDL, VLDL ve
silomikronlar elimine edildikten sonra reaksiyon icin 6zel kosulda olusturulan ve
reaktif olmayan bilesiklerdeki renk reaksiyonlari ile HDL diizeyi belirlenmistir.
Kolesterol esterlerinin parcalanmasi ile olusan kirmizi renk yogunluguna gore TK
diizeyi belirlenmistir. Trigliseritlerin hidrolizi ile olusan gliserol molekiillerindeki renk
reaksiyonlar1 ile TG diizeyleri hesaplanmistir. Renk reaksiyonlarinda kinon boyasi

kullanilmistir ve sonuglar mg/dl olarak gosterilmistir.

Alanin Aminotransferaz (ALT), Aspartat Aminotransferaz (AST); Alanin ve 2-
ogsoglutarat metabolitleri arasindaki transaminasyon sonucunda NADH miktarindaki
degisiklik kullanilarak ALT diizeyi, o-ketoglutarat ve L-aspartat metabolitleri
arasindaki transaminasyon sonucunda NADH miktarindaki degisiklik kullanilarak

AST diizeyi hesaplanmistir ve sonuglar U/l olarak gdsterilmistir.
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2.4.2.1.2. Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) Analizleri

Analizler hazir kit yardimi ile kit igerigindeki talimatlara uygun olarak
Sandwich-ELISA yontemi ile dublike olarak gerceklestirilmistir. Insiilin (Shanghai
Korain Biotech Co., Ltd Cat. No: E0707Ra), leptin (Shanghai Korain Biotech Co., Ltd
Cat. No: E0561Ra), ghrelin (Shanghai Korain Biotech Co., Ltd Cat. No: E0896Ra) ve
adiponektin (Shanghai Korain Biotech Co., Ltd Cat. No: E0758Ra) hazir kitleri
kullanilmistir. Analizler hazir kitlerde yer alan protokollere uygun olarak

yiirtitilmustiir.

Analiz sonucunda elde edilen parametrelerin konsantrasyonlari ile olusan sar1
renk yogunluguna bagli absorbanslar 450 nm dalga boyunda mikro plak okuyucu ile
okunmustur. Standart parametre soliisyonunun optik yogunluk degerlerine gore olusan
parametre standart egrileri ile numunelerdeki optik yogunluk degerleri kullanilarak

sonugclar elde edilmistir.

2.4.2.2. Doku Analizleri

Otenazi isleminden ve kan alindiktan sonra analizler i¢in organlar dikkatli bir
sekilde ¢ikartilmistir. Karaciger ve beyin dokularinin ilk olarak agirliklar: tartilmastir.
Daha sonra beyin numunelerinden prefrontal korteks (PFC) bolgesi disekte edilmistir
(Paxinos ve Watson, 2006). Dokular siv1 azot igerisinde soklandiktan sonra kuru buz
kutular iginde taginarak uygun kosullarda (-80°C) saklanmistir. Karaciger ve beyin
dokularinda gen analizleri (gercek zamanli PCR) ve kramotografik analizler (LC-

MS/MS) ile arastirma tamamlanmustir.

2.4.2.2.1. Gercek Zamanh Kantitatif PCR Analizleri

Ratlarin karaciger ve beyinleri hizli bir sekilde disekte edilmistir ve analizleri

yapilana kadar -80°C de saklanmistir. Ozellikle bu dokularda lokalize olan Cnrl ve
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Cnr2 aktiviteleri kantitatif gercek zamanli PCR (qPCR) yontemi ile belirlenmistir.
Beyin ve karaciger dokularinda Cnrl ve Cnr2 aktivitelerine ek olarak endokanabinoid
sistemin gen diizeyindeki metabolik yolaklari i¢in qPCR yontemi ile Trpvl, Adrb3,
Pnpla3, Gnas ve Adcyl genlerinin aktivasyonlarina bakilmistir. Bu genlerin primerleri
NCBI/Primer-BLAST araci kullanilarak tasarlanmistir ve primerlere ait baz dizilimleri

Cizelge 2.4’te gosterilmektedir.

Cizelge 2.4. Gergek zamanli qPCR analizleri i¢in belirlenen gen primerlerinin baz
dizilimleri

Primer gen Baz dizilimi

F: ATAAGAGCGATGGCATAC
g R: TTAGATACGGATATTGGAAGAA

F: TTAAGGTCAAGTGAAGGT
Cnrz R: ACATAGCGATTAGAGTAGAA

F: TGATTGAGAAGATGATCC
Trevt R: ATAGGCAGAGAGTTATTC
Adrb3 F: CAAGGAGCCTGACTTCTG

R: TCATTGGTTCTGGAGAGTTG

F: CGGAACATGGATCTCTAT
Adeyl R: CTTGTAGAAGTCCTTGTC

F: CTGATGTGAAGGTGATGG
Popla3 R: ATTACAGATGCCGTTCTC

F: ATCTCTGTGATCCTCTTC
Gnas R: AGTAGTCCTCAATCTTCG
Acth F: GAAGATCAAGATCATTGCTCCT

R: TGGAAGCTGGACAGTGAG

Cnrl; Kanabinoid reseptor 1, Cnr2; Kanabinoid reseptor 2, Trpvl; Transient reseptor potansiyel
vanilloid 1, Adrb3; p3-adrenerjik reseptor, Adcyl; Adenilat siklaz 1, Pnpla3; Patatin
benzeri fosfolipaz 3, Gnas; G-protein uyaric1 subunit a i¢in gen kodu, Actb; Aktin beta
(kontrol gen). F; Forward, R; Reverse.

Bu yontem; Total RNA Ekstraksiyonu, Niikleik Asitlerin Spefotometrik
Olgiimleri (nano gram degerleri) ve Konsantrasyonlarmin Belirlenmesi, Reverse
Transkriptaz (cDNA) Islemi ve qPCR mRNA Gen Ekspresyon Analizleri

asamalarindan olugsmaktadir.
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Numunelerdeki toplam RNA, gen ekspresyonlarini belirlemek igin Trizol
yontemi (Rio ve ark., 2010) kullanilarak karaciger ve beyin numunelerinden ekstrakte

edilmistir;

Dokulardan 150 mcg alinarak iizerine fiziksel parcalanma i¢in 5-10mcg
zitkonyum ve kimyasal parcalanma i¢in 1 ml trizol ¢ozeltisi (#15596018, Thermo
Fisher Scientific, Ambion) konulmustur. Daha sonra numuneler homojenizatre
konularak 4000 Rpm’de 2*30 sn ile homojenize edilmistir. Homojenizasyon sonrasi
numuneler 5dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi numuneler +4°C’de 12.000
RpM’de 10 dk santrifiij edilmistir. Beyin dokular1 100 pL karaciger dokular1 300
pL’de sabitlenmistir.

Homojenizasyon islemi sonrasinda faz ayrimi gergeklestirilmistir. Santrifiij
sonrasi numunelere 200 pL kloroform eklenmistir ve 15 sn vorteks edilmistir. 1-2
dakika inkiibe edildikten sonra +4°C’de 12.000 RpM’de 15 dk santrifiij edilmistir.

Santrifiij islemi sonras1 iist kisimda yer alan RNA c¢ozeltisi elde edilmistir.

Elde edilen RNA ¢ozeltisinde RNA ¢oktiirme islemi yapilmistir. ilk olarak
eppendorf tiiplere 500 uL isopropanol eklenmistir. Uzerine RNA ¢ozeltileri konularak
10 dk inkiibasyona maruz birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi numuneler +4°C’de
12.000 RpM’de 10 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonrasinda olusan pelletler

(dibe ¢oken) zarar gérmeyecek sekilde {ist kistmdaki sivi uzaklagtirilmistir.

Elde edilen pelletlerin {izerine RNA yikanmasi islemi i¢cin PCR inhibitorii olan
%75’lik 1ml etanol eklenmistir. Daha sonra numuneler +4°C’de 7.500 RPM’de 5 dk
santrifiij edilmistir. Ust faz iyice uzaklastirilana kadar pelleti oynatmadan iistteki sivi

kisim bosaltilmistir.

RNA ¢ozdiiriilmesi igslemi i¢in eppendorf tiiplerin lizerine 100 pL ultra pure su
eklenmistir. Kisa bir siire vorteks islemi sonrasi RNA’larin tamamen ¢ozlinmesi

saglanmistir. Tim numuneler diger analizler i¢in -20°C’de saklanmuistir.
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Analizler i¢cin ¢cDNA elde edilmeden once mikrospektrofotometri denemesi
yapilmistir (Titertek Berthold, Germany). 2 uL. numune cihaza yerlestirilerek tiim

numuneler i¢in A260/A280 oraninin 1.8 ile 2.1 aras1 oldugu dogrulanmustir.

Tim uygulamalardan sonra cDNA elde edilmesine gec¢ilmistir. Bu elde igin
yapilan tiim iglemler RNA’larin yapisal biitiinliiglinii korumak ic¢in soguk plaklar
lizerinde yiiritiilmistiir. Ayrica RNA ¢ozeltisi i¢indeki diger sivi kismin etkisini
ortadan kaldirmak i¢in blank islemi uygulanmistir. -20°C’deki eppendorf tiipler
¢Ozdiiriilmiistiir ve 5-10 sn spin islemi yapilmistir. Oda kosullarinda altinda soguk plak
lizerinde iyice ¢Oziinmesi saglanmistir. 1-2 sn vorteks islemi sonrasi floresan
spektrofotometrede kontaminasyon ve uygun ¢oziiniirliik miktarlarini hesaplanmustir.
Bu hesaplamalar i¢in blank uygulanmistir. Bunun i¢in cihazda 2 pL ultra pure su
kullanilmistir. Daha sonra numunelerden 2 pL alinarak cihaza yerlestirilmistir
A260/A280 oraninin standart oranina dikkat edilerek sonuglar ng/ml olarak not
edilmistir. Tiim sonuglar 1000 ng i¢in kalibre edilmistir ve her numune i¢in ayr1 ayri
hesaplanmistir. PCR tiipleri soguk kolon iizerine dizilmistir ve her numune i¢in
hesaplanan miktarlar ayni sira ile tliplere konulmustur. Toplam miktar 13 pL olacak
sekilde PCR grade su ile tamamlanmistir. Daha sonra iizerine 4 uL. 5X RT buffer
soliisyonu, 1 pLL NTP, 1 pLL RTase, 20 pL niikleaz igermeyen su konulmustur. Tiim
cozeltiler konulduktan sonra 1-2 sn spin islemi yapilarak numuneler cDNA eldesi i¢in
cihaza yiiklenmistir (Veriti™ 96-Well Thermal Cycler). Cihazda +25°C’de 10 dakika,
+50°C’de 30 dakika, +85°C’de 5 dakika ve +4°C’de bekleme islemleri sonrasi
cDNA’lar elde edilmistir.

Real time PCR analizi islemleri protokole uygun olarak real time cihazi ile
yiiriitiilmiistiir (Applied Biosystems™ 7500 Real-Time PCR Systems). Oncelikle gen
primerleri hazirlanmistir. Numunelerin {izerine 100 mikromolar olacak sekilde PCR-
grade su konulmustur. 1-2 sn vorteks ve 1-2 sn spin islemleri uygulanmistir. Daha
sonra 2 pL. cDNA, 10 pL mastermiks (BrightGreen 2X qPCR MasterMix, ABM,
USA), 5 pL primer ¢ozeltisi (500mg forward, 500mg riverse ve H20) ve 3 uL PCR
grade su konularak 20 pL ¢ozeltiler hazirlanmistir. Optimizasyon iglemi i¢in deneme

yapildiktan sonra numuneler tiim genler i¢in PCR cihazinda analiz edilmistir. Cihaz
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ayarlar sirast ile; 95°C’de 5 dk, daha sonra 40 cycle ile 95°C’de 10 sn ve 60°C’de 30
sn, melting icin 95°C’de 15 sn ve 60°C’de 1 dk, son olarak 60°C’den 95°C’ye okuma

islemi ile analizler tamamlanmustir.

Ekspresyon verilerini degerlendirmek icin Threshold Cycle (esik deger dongii,
CT) degerleri arasindaki farkliliklar olgiilerek hesaplanmistir. ilk anlamli artisin
oldugu noktadaki veriyi yansitan CT degerleri, her bir grup ve her bir gen i¢in duplike
olarak calisilmis ve ortalamalar1 alinarak degerlendirilmistir. Kantitatif PCR sonuglari,
284Ct formiiliine gore analiz edilmistir. Tiim 6rnekler icin hem hedef gen hem de

referans gen olan Actb i¢in Ct degerleri alinmistir. Sonrasinda fold change degerleri;

ACt = Ct hedef gen - Ct referans gen,

AACt = ACt muamele edilen - ACt kontrol,

Ekspresyon orani = 2*4€ formiilleri hesaplanmistir ve tiim gruplar, kendi iginde
kontrol grubuna gore normalize edilmistir (Livak ve Schmittgen, 2001; Willems ve
ark., 2008).

2.4.2.2.2. Kramotografik Analizler

Beyin ve karaciger dokularindaki Anandamid (AEA) ve 2- Arasidonilgliserol
(2-AG) kat1 faz ekstraksiyonu (SPE) ile ekstrakte edilmistir, saflagtirilmistir ve LC
MS/MS yontemi ile miktar tayini yapilmistir (Kose ve ark., 2018; Abohalaka ve ark.,
2020). Bu sistem LC-ESI-MS/MS, tandem kiitle spektrometresi (Shimadzu 8030
MS/MS) ile birlestirilmis bir Shimadzu LC-20AXR sisteminden olusmaktadir.

Numuneler pozitif elektrosprey iyonizasyonunda c¢oklu reaksiyon izleme
(MRM) modu kullanilarak analiz edilmistir. Standart soliisyonlar olarak AEA
(#A0580, Sigma-Aldrich, Germany) ve 2-AG (#A8973, Sigma-Aldrich, Germany)
kullanilmistir. Kolon olarak C18 kolon (GL Sciences ODS4, 50 x 3.0 mm, 2.1 pm)
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kullanilmistir. Hareketli faz (Gradient eliisyon) i¢in % 0.1 Formik asit igeren su (h: h)
(faz A) ve % 0.1 Formik asit iceren asetonitril (h: h) (faz B) kullanilmistir. Uygulanan
gradyan profili sirastyla; Zaman (dk) 0,01-4,00-7,00-7,01-10,00 ve %Faz B 40-80-80-
40-40 ‘tir. Akis hiz1; 0.3 ml/dk, Kolon sicakligt; 40°C ve Enjeksiyon hacmi; 10 pL’dir.
MS parametreleri ise; Arayliz voltaji; 4,5 kV, DL sicakligi: 250°C, Is1 blogu sicakligi:
400°C, Nebiilizor ve kurutma gaz akis hizi sirasiyla 3 mL/dk ve 15 L/dk’dir. MRM
gegisleri; AEA kantifikasyonu i¢in 348,10 — 62,10 m/z (collision energy: -19 kV), 2-
AG kantifikasyonu i¢in 379,30 — 287,20 m/z (collision energy: -12 kV)’dir ve
Bekleme siiresi (dwell time) her iki gecis i¢in 200 ms’dir. Artan derisimde (1-1000
ng/mL) AEA ve 2-AG standartlar1 ve sabit derisimde (10 uL) i¢ standart (ACPA: 500
ng/ml, cat#1318, Tocris Bioscience) i¢ceren kalibrasyon ¢ozeltileri numuneler ile ayni
SPE kosullarinda hazirlanmig ve LC-MS/MS yontemi ile analiz edilmistir. Analizler
sonucunda kalibrasyon egrileri olusturulmus ve doku numunelerindeki AEA ve 2-AG

miktarlart bu kalibrasyon egrilerinin denklemleri kullanilarak hesaplanmaistir.

Kisaca bu yontemde, havanda dokular sivi azot altinda toz hale getirildikten
sonra methanol:su karigimi ile ekstre edilmistir. Bu ekstreler kat1 faz kartuslar1 (SPE)
kullanilarak AEA ve 2-AG derisimi arttirilirken endojen safsizliklar uzaklastirilmistir
ve sonrasinda bu numuneler LC-MS/MS yontemiyle analiz edilmistir. Her bir doku
tiirli i¢in glinliik kalibrasyon egrileri olusturularak dublike olarak analiz edilmistir.
Kromatografik kosullarda yiiksek verimli numune hazirlamak i¢in polimerik sorbent
kartuslart (Strata-X SPE 0.5 mL) kullanarak kati1 faz ekstraksiyonu (SPE)
gerceklestirilmistir. Bu kartuslar metanol ile aktive edildikten sonra numuneler (250
ul) kartuslardan gecirilmistir. Daha sonra kartuslar su:metanol karigimi (45:55 hacim
orani) ile yikanmistir. AEA ve 2-AG eliisyonu 2 mL MeOH ile ger¢eklestirilmistir. 2-
AG ve AEA'nin kalibrasyon egrileri, yedi seviyedeki (1, 5, 10, 50, 100, 500 ve 1000
ng/mL) konsantrasyona karsi analitin pik alaninin i¢ standart pik alanina orani
kullanilarak olusturulmustur. Kromatografik ayirma, 0.3 mL/dakika akis hizinda ve
%0.1 formik asit igeren LC-MS/MS-grade asetonitril ile %0.1 formik asit iceren LC-

MS/MS-grade sudan olusan mobil faz kullanilarak kolon iizerinde gergeklestirilmistir.
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2.5. Verilerin Istatiksel Olarak Degerlendirilmesi

Arastirmadan elde edilen verilerin istatistiksel analizleri SPSS yazilim programi
(SPSS Inc., siirim 26.0) ile yapilmistir. Verilerin grafikleri GraphPad Prism
(Graphpad Software Inc., siiriim 7.04) ile hazirlanmistir. Istatistiksel anlamlilik p<0.05
diizeyinde degerlendirilmistir. Normalite dagilimlarinda Shapiro-Wilk testi
kullanilmistir. Kan analizleri, doku analizleri ve antropometrik Ol¢timlerde gruplar
arasindaki farkliliklar tek yonlii varyans analizi (ANOVA) degerlendirilmistir. Gruplar
aras1 karsilastirmalarda varyanslarin homojenitesine gore Tukey post hoc testi
kullanilmistir. NAFLD ve endokanabinoid diizeylerinin diger parametreler ile iliskileri

pearson korelasyon testi ile analiz edilmistir.
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3. BULGULAR

Bu arastirma, iniilin tiikketiminin yiiksek yagli beslenme modeli ile indiiklenen
nonalkolik yagl karaciger hastalig1 lizerine etkilerinin incelendigi 12 haftalik diyetsel
miidahale ¢alismasidir. Yiiksek yagli beslenme olmasi ile diyete iniilin ilavesinin

karaciger yaglanmasi gelisimindeki etkileri incelenmistir.

Arastirma ortalama agirligr 240+30.8 g olan toplam 25 rat ile baglamistir ve
kontrol (K, n=6), kontrol+iniilin (Ki, n=6), yiiksek yagli (YY, n=7) ve yiiksek
yagli+iniilin (YY1, n=6) olmak iizere dort gruba ayrilmustir. 12 hafta siiresince ratlarin
giinliik besin tiiketimleri, haftalik agirliklar1 ve aclik kan glukoz diizeyleri takip
edilmistir. 12. haftada yiliksek yagl diyetle beslenen grupta yagl karaciger gelisimi
gbzlenmistir ve arastirma sonlandirilmistir. Tim analizler, her grupta 6 rat olmak iizere
toplam 24 rat {izerinde degerlendirilmistir. Arastirmanin sonlandirildigi 12. haftadan
sonra kan numuneleri, karaciger ve beyin dokular1 (prefrontal korteks, PFC) analiz

edilmistir.

3.1. Antropometrik Olciimler, Besin Tiiketimi ve Achk Kan Glukozu

Arastirmanin baglangic1 ve 12. haftasinda ratlarin viicut agirhig (g), nazo anal
uzunlugu (cm), Lee obezite indeksi ve aglik kan glukozu (mg/dl) degerleri Cizelge

3.1°de gosterilmektedir.

Arastirma baslangicinda tiim parametrelerde gruplar arasinda homojen bir
dagilim goriilmekte iken aragtirmanin 12. haftasinda yiiksek yaglh diyetle beslenen
grubun viicut agirhgi, Lee obezite indeksi ve aglik kan glukoz diizeyleri diger
gruplardan anlamli derecede daha yiiksek bulunmustur (p<0.05). 12 hafta boyunca
yiiksek yagli beslenen grupta Lee obezite indeksi (3254+5.45) degerine gore obezite

gelistigi goriilmiistiir. Ratlarin biiylimeleri ile birlikte nazo anal uzunluk Olg¢iilerinin
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degerleri artsa da arastirmanin baslangicinda ve sonunda gruplar arasinda anlamli bir

farklilik olusmamustir.

Cizelge 3.1. Ratlarin arastirmanin baglangici ve 12. haftasindaki antropometrik
Ol¢timleri ile aclik kan glukoz degerleri

K Ki YY YYi
X+SS X+SS X+SS X+SS i
Vicut  Baseline  249:443  232¢196 251309  226+227  >0.05
?gg)lrhgl 12.hafta  390+64.5°  336+20.9° 430+29.1°  358+49.3*  0.004
g%;ihk kazammi - ge 1130 448:654° 732+1330  59.4+7.42,  0.000
[a\'nzzlo Baseline  20.7+1.29  20.4+0.66  20.7+0.85 20.2+0.75  >0.05
‘(chr‘:]’)"”k 12hafta  235+115  23.1+068 2324056  23.1:093  >0.05
Lee  Baseline 302:0.53 300433  304£6.65  301:3.77  >005
?nbdeezllts? 12.hafta  309+7.50°  300+7.64° 325:545°  305:11.3°  0.000
‘k*;;lk Baseline  82.0+12.6  76.7+10.9 79.8+12.8  87.1+125  >0.05
gUkozZU 95 hofta  94.100.83°  915:2.33 121+317°  93.8+157°  0.004

(mg/dl)

K; Kontrol, Ki; Kontrol+iniilin, YY; Yiiksek yagh, YYi; Yiiksek yagll+iniilin

a, b; gruplar arasi1 anlamh farkhililar: gostermektedir.

*Viicut agirh@ kazammm dogum sonrasi 10. hafta ile 22. hafta arasindaki degisimi ifade

etmektedir.

Aragtirmanin 12 haftalik miidahale

suresi

boyunca ortalama agirlik

degisimlerine bakildiginda, YY grubundaki istatistiksel farkliligin 4. haftada basladig

gorilmistiir (Sekil 3.1). Ayrica, ratlarin 12 hafta boyunca olgiilen agirliklarinin egri

altinda kalan alan (AUC) degerleri Sekil 3.2°de gdsterilmektedir. Bu verilere gore 12

haftalik siiregte agirlik (g) YY grubunda 6nemli Slglide artmistir (K grubuna gore
%10.2; KI grubuna gore %27.9; YYI grubuna gére %20.1).
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Sekil 3.1. Ratlarin 12 hafta boyunca haftalik ortalama agirlik degisimleri

5000 -

4000

3000

2000

10004

Vicut agirhg (AUC)

T
Kontrol ~ Kontrol+inilin  Yiiksek yagl Yiiksek yagli+Inilin

Sekil 3.2. 12 haftalik viicut agirligt AUC degerleri

3.2. Besin Tiiketimi ve Enerji Alimm

Ratlarin 12 hafta boyunca giinliik besin tiiketim miktar1 kayitlarindan elde edilen
verilere gore hesaplanan giinliik tiikettikleri ortalama besin miktar1 (g/giin) ve enerji

alim1 miktar1 (kkal/giin) Cizelge 3.2°de gosterilmektedir.
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Gruplara gore giinliik ortalama besin tiiketim miktarlari, K grubunda 26.2 g, KI
grubunda 20.5 g, YY grubunda 26.7 g ve YYI grubunda 18.4 g olarak bulunmustur.
Giinliik ortalama enerji alim1 miktarlarina bakildiginda, K grubu giinde ortalama 101
kkal, Ki grubu ortalama 79.2 kkal, YY grubu ortalama 127 ve YYI grubu ortalama
87.1 kkal enerji almigtir.

Cizelge 3.2. Ratlarin aragtirma siiresince giinlilk besin tiikketimi ve enerji alimi
miktarlar

K Ki YY YYI
Besin tiiketimi (g/giin)* 26.2 20.5 26.7 18.4
Enerji alim (kkal/giin)* 101 79.2 127 87.1

*Her kafeste bulunan 6 hayvanin toplam besin tiiketiminden hesaplanmistir.

3.3. Biyokimyasal Parametreler

Arastirmanin  12. haftasinda ratlardan alinan kanlarin  biyokimyasal
parametrelerinin sonuclar1 Cizelge 3.3’te gosterilmektedir. Bu parametreler, tam
otomatik biyokimya analizatorii ile bakilan Glukoz, LDL, HDL, TG, TK, ALT, AST
diizeyleri ve ELISA yontemi ile bakilan insiilin, adiponektin, leptin ve ghrelindir.
Diger gruplar YY grubu ile karsilastirildiginda, glukoz (mmol/dl), HOMA (mg/uU),
TG (mg/dl), AST (U/1) ve leptin (pg/ml) diizeyleri istatistiksel olarak anlamli derecede
daha diistik bulunmustur (p<0.05).

Aclik kan glukozu diizeyleri arastirmanin baslangicinda gruplar arasinda benzer
bulunmustur, ancak 12. haftadaki aglik kan glukozu Y'Y grubunda énemli dl¢lide daha
yiiksek bulunmustur: K grubuna gore %28.3; KI grubuna gére %32.1; YYI grubuna
gore %28.7.

HOMA degeri degerlendirildiginde 4.42+0.37 mg/pU degeri ile sadece YY
grubunda insiilin direnci gelisimi gézlenmistir. YY grubunda TG (mg/dl) diizeyinin

diger gruplara gore yaklasik iki kat daha fazla oldugu goriilmiistiir. Diger gruplar ile
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daha yiliksek diizeylerde bulunsa da bu farklilik istatistiksel olarak anlamli

bulunmamastir.

Aclik leptin diizeyleri YY'de (206+22.1 pg/ml) K (78.3+8.88 pg/ml), Ki
(67.6£14.0 pg/ml) ve YYI'den (95.5+11.9 pg/ml) anlamli derecede daha yiiksek
bulunmustur (p=0.000). Ayrica leptin diizeylerinin 12. hafta agirlik (r= 0.741) ve Lee
obezite skoru ile (r=0.893) anlamli olarak iligkili oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.2). K,
Ki, YY ve YYI’de aglik ghrelin seviyeleri sirasiyla 605+62.5 pg/ml, 376+68.3 256
pg/ml, 591+40.1 pg/ml ve 452+72.0 pg/m1’dir. Istatistiksel farklilik sadece Ki ile K -
Y'Y gruplari arasinda anlamli oldugu bulunmustur (p=0.039).

Cizelge 3.3. Ratlarin biyokimyasal sonuglari

K Ki YY YYi )
X+SS X+SS X+SS X+SS
Glukoz (mmol/dl) 5.23+0.11*  5.08+0.31*  6.71+0.17°  5.21+0.21*  0.004
Insiilin (ng/ml) 1.09+0.15%°  0.83+£0.20°  1.47+0.09°  1.08+0.13** 0.037
HOMA (mg/pU) 2.54+0.34%  1.86+0.43%  4.42+03°  2.49+0.28° 0.000
LDL (mg/dI) 4754533  49.0+4.56 51.44+6.08 46.0+3.06  >0.05
HDL (mg/dl) 52.0£2.02%%  49.0+1.78%  60.4+2.62°  49.1£2.52%  0.004
TG (mg/dl) 119+15.12  89.6+13.8%  174+7.04>  78.3+9.02¢  0.020
TK (mg/dl) 123442322 04.6+£7.45%  145+£10.3°  92.4+7.25%  0.000
ALT (mg/dl) 41.14£3.36  43.0+2.73 52.0+3.60 41.3+3.83  >0.05
AST (U/l) 42.2+2.49%  35.1+£3.25%  58.5+3.9°  35.3+2.88%  0.000
Adiponektin (ng/ml) 1124255  63.7+9.50°  41.3£9.86°  49.1+6.25°  0.006
Leptin (pg/ml) 78.3£8.88%  67.6+£14.0% 206+22.1° 95.5£11.9*  0.000
Ghrelin (pg/ml) 605+62.58  376+68.3° 591+40.1*  452+72.0%°  0.039

a, b; gruplar arasi anlamh farklililar1 géstermektedir.

3.4. Doku Analizleri

Arastirmanin sonunda ratlardan alinan karaciger ve PFC; agirlik, organ indeksi,

histopatolojik, genetik (qPCR) ve kromatografik (LC-MS/MS) sonuglart ile
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degerlendirilmistir. Elde edilen verilerdeki istatistiksel farkliliklar YY grubu ile

karsilastirilarak degerlendirilmistir.

3.4.1. Ratlarin Organ Agirhg ve indeksi

Ratlarin organ agirlik ve indeks sonuglar1 Cizelge 3.4’te gdosterilmektedir.

Arastirma sonunda gruplar arasinda ortalama beyin agirliklar agisindan anlamli bir

farklilik bulunmazken karaciger agirliklart arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik olusmustur (p<0.05). Karaciger agirliklar1 YY grubunda (10.63+0.83 g), Ki
grubuna gore (8.100+0.94 g) ve YYI grubuna (8.234+1.20 g) gére anlamli derecede

daha yiiksek ¢ikmistir (sirastyla %31.2 ve %29.1 daha fazla). Viicut agirligina gore

hesaplanan karaciger indeksi ve beyin indeksi incelendiginde gruplar arasinda anlaml

bir farklilik bulunmamustir.

Cizelge 3.4. Karaciger ve beyin organlarinin ortalama agirlig1 ve ortalama indeksi

K Ki YY YYI
) ) ) ) p
X£SS X=£SS X£SS XSS
Karaciger agirlig1 (g) 9.346+1.778  8.100+0.94% 10.63+0.83" 8.234+1.20* 0.007
Karaciger indeksi (%) 2.38+0.11 2.41+0.21 2.48+0.24  2.28+0.25 >0.05
Beyin agirlig1 (g) 1.695+£0.19  1.633+0,15 1.739+0.18 1.589+0.16 >0.05
Beyin indeksi (%) 0.439+0.06  0.488+0.06 0.407£0.05 0.442+0.06 >0.05

a, b; gruplar arasi anlamh farkhililar1 gostermektedir.

3.4.2. Karaciger Dokularimin Histopatolojik Sonug¢lar:

Doku 6rneklerinin histopatolojik degerlendirme sonucu elde edilen NAFLD skor

sonuclar1 Cizelge 3.5’te gosterilmistir. Aktivite skorlar1 ve fibrozis degerlendirmesine

ait histopatolojik goriiniimler Sekil 3.3°te gosterilmistir.
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Yiiksek yagh diyetle beslenen grupta mikrovezikiiler steatoz, makrovezikiiler
steatoz ve lobiiler inflamasyon derecelerinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Toplam
steatoz skoru ve NAS degerleri anlaml1 derecede daha yiiksektir. Gruplar steatoz skoru
acisindan karsilastirildiginda Y'Y ile diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
farlilik gortilmiistiir (K, 1.334+0.42; Ki, 0.50+0.22; YY, 2.66+0.42; YY1, 0.66+0.21).
Toplam NAFLD aktivite skoruna (NAS) bakildiginda, YY grubunun toplam skoru
(4.16£0.30), K grubunun (2.33+0.71), KI grubunun (1.66+0.33) ve YYI grubunun
(2.00+0.51) skorlarindan anlamli derecede daha yiiksek bulunmustur (p<0.05). Ayrica
YY grubunun tamaminda la diizeyinde fibrozis gelistigi belirlenmistir. Hicbir

numunede hepatoseliiler balonlagma goriilmemistir (Sekil 3.3).

Cizelge 3.5. Karaciger dokularinin histopatolojik oOzellikleri ve gruplarin
histopatolojik skorlar

K Ki YY YYIi p
0(<%5) 1 3 - 2
Mikro 1(%5-33) 3 3 2 4 ]
Ve21kiiler 2(%34_66) 2 _ 4 _
3(>%66) - - - -
Steatoz
0(<%5) 5 6 2 6
Makro 1(%5-33) 1 - 3 - )
vezikiiler 2(%34-66) _ - 1 -
3(>%66) - - - -
Steatoz skoru 1.33£0.42%  0.50+0.22% 2.66+0.42°  0.66+0.2% 0.001
0 (Yok) 2 1 - 1
Lobiiler
nekro 1 (<2 odak/20x alan) 2 3 1 2
inflamas 2 (2-4 odak/20x alan) 2 2 5 3
yon

3 (>4 odak/20x alan) - - - -
Lobiiler nekroinflamasyon skoru 1.00£0.36  1.16£0.31  1.50+0.22  1.33+0.34 >0.05
Toplam NAS 2.33£0.71* 1.66+0.33*  4.16+0.3°  2.00+0.5/*> 0.009

Degerler ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir.

a, b; gruplar arasi anlamh farkhililar1 géstermektedir.
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* * *
A mm Kontrol
o4 m= Kontrol+iniilin
§ 1 = Yiksek yagh
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1L [ 11 o

Sekil 3.3. Iniilin ilavesinin nonalkolik yagli karaciger hastalig1 gelisimi iizerine etkileri

I. Karaciger goriiniimleri. II. Hepatik boyama ile mikroskobik goriintiiler. III. NAS. Veriler
ortalamaxstandart hata olarak ifade edilmistir.

* p<0.05. NAS, NAFLD aktivite skoru, YY; Yiiksek yagh, YYI; Yiiksek yagh+iniilin. Steatoz; A.
Grade 1, B. Grade 2 (H&E, x100), Lobiiler inflamasyon; C. Grade 1; tek inflamatuvar
odak, D. Grade 2; ii¢ inflamatuvar odak (H&E, x200), Fibrozis; E. Yok, F. Hafif siddette
zon 3 siniizoidal fibrozis (Masson Trikrom, x578).

3.4.3. Dokularda gPCR Analizleri

Ratlarin karaciger ve PFC dokularindaki Cnrl, Cnr2, Trpvl, Adrb3, Pnpla3,
Gnas ve Adcyl genlerinin ekspresyon diizeyleri Cizelge 3.6’da gosterilmektedir.
Ayrica bu genlerin PFC ve karaciger dokularindaki ekspresyon diizeylerinin gruplar

arasindaki farkliliklart Sekil 3.4’te ve Sekil 3.5‘te gosterilmektedir.

Prefrontal korteks dokusunda; Cnrl, Adrb3 ve Adcyl ekspresyon diizeyleri
arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Cnrl; YY grubuna gore
(0.223£0.035) ve YYI grubuna gore (0.134+0.067) anlamli derecede en yiiksek
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diizeyde KI grubunda (1.351+0.525) eksprese edilmistir (Sekil 3.4). Ayrica Cnr2 geni
en yiiksek miktarda YY gurubunda eksprese edilmis olsa da bu durum gruplar arasinda
anlamli bulunmamuistir. Adrb3 geni; YY grupta (9.186+1.337) K grubu (1.907+1.169),
Ki grubu (3.317£0.452) ve YYI grubu (4.336+1.155) ile karsilastirildiginda daha
yiiksek diizeyde eksprese olmustur. Adcyl geni; YY grubunda 0.096+0.015 ile en
diistik diizeyde eksprese edilirken K grubunda 0.901+0.237 diizeyi ile diger gruplardan
istatistiksel olarak daha yiiksek miktarda eksprese edilmistir.

Karaciger dokusunda; Cnrl, Trpvl, Pnpla3, Gnas ve Adcyl gen ekspresyonlari
gruplar arasinda anlamli farkliliklar gostermistir. Cnrl geni; YY grubunda
9.789+3.136 diizeyinde eksprese edilmistir ve bu diger gruplar ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Bu ekspresyon miktar1 K grubunda
1.432+0.584, en diisiik olarak KI grubunda 0.550+0.238 ve YYI grubunda
3.053+0.982 diizeyindedir. Ayrica Cnr2 geni en yiiksek miktarda YY gurubunda
eksprese edilmis olsa da bu durum gruplar arasinda anlamli bulunmamustir. Trpvl
geni; YY grubunda (1.921£0.108) YYI grubuna gére (2.930+0.645) daha diisiik
diizeyde eksprese edilmistir ancak bu farklilik istatistiksel olarak anlamh
bulunmamistir. K (1.506+0.073) ve Ki (1.267+0.075) gruplari ile YYT grubu arasinda
istatistiksel farklilik bulunmustur. Pnpla3 geni; 35.18+9.472 ile en yiiksek diizeyde
YY grubunda eksprese edilmistir ve bu yiikseklik K grubu (1.186+0.222), Ki grubu
(0.466+0.180) ve YYI grubu (12.90+5.752) ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur. Gnas geni; K grubu (0.794+0.216) iniilin eklenen Ki grubundan
(0.101£0.014) ve YY grubu (0.415+0.077) iniilin eklenen YYI grubundan
(0.397+0.138) daha yiiksek diizeyde eksprese edilmisse de sadece K ve KI gruplari
arasindaki farklilik istatiksel olarak anlamli bulunmustur. Adcyl geni; en yiiksek
diizeyde YY grubunda (2.094+0.412) eksprese edilmistir ve bu durum sadece Ki
gurubu (0.18440.053) ile istatistiksel farklilik géstermistir.
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Cizelge 3.6. Karaciger ve beyin dokularinda gen ekspresyon diizeyleri

K KI YY YYi
) B ) } Y
X+SEM X+SEM X+SEM X+SEM
Cnrl 1.086+0.123 1.351+0.525 0.223+0.035 0.134+0.067 0.009
Cnr2 1.098+0.271 1.065+0.201 2.157+0.329 1.410+0.382 >0.05
Trpvl 1.099+0.149 1.281+0.300 0.711+0.143 1.901+1.022 >0.05
PFC Adrb3 1.907+1.169 3.317+0.452 9.186+1.337 4.336+1.155 0.000
Pnpla3  1.046+0.132 0.738+0.226 0.224+0.064 0.522+0.356 >0.05
Gnas 1.199+0.282 0.582+0.197 0.948+0.497 0.134+0.067 >0.05
Adcyl 0.901+0.237 0.292+0.024 0.096+0.015 0.114+0.006 0.000
Cnrl 1.432+0.584 0.550+0.238 9.78943.136 3.053+0.982 0.004
Cnr2 1.680+0.836 0.300+0.145 1.899+0.577 0.736+0.098 >0.05
Trpvl 1.506+0.073 1.267+0.075 1.921+0.108 2.930+0.645 0.010
Karaciger Adrb3 0.951+0.541 0.907+0.403 7.622+4.349 4.951+1.647 >0.05
Pnpla3  1.186+0.222 0.466+0.180 35.1849.472 12.90+5.752 0.000
Gnas 0.794+0.216 0.101+0.014 0.415+0.077 0.397+0.138 0.014
Adcyl 1.186+0.413 0.184+0.053 2.094+0.412 1.304+0.379 0.009
PFC, Preforntal korteks; SEM, Standart hata.
mm Kontrol

Kontrol+Inalin

mm Yiksek yagh

Yuksek yagh+Indlin

*0,010 *0,001
*0,022
e *0,005
>‘ *
ﬁ 16- 0,038 H
3 8- *0,001
s 4 T 1@
e ZLl d P
= 1 [ l T
= 0.5
S .25 T
= i
0.125- T I z
0.0625-
& & N 3 < ¥ e
N & & & ’ ‘sJ N &

Sekil 3.4. Prefrontal korteks dokularinda genlerin ekspresyon diizeyleri.

Cnrl; Kanabinoid reseptorl, Cnr2; Kanabinoid reseptor 2, Trpvl; Transient reseptor potansiyel
vanilloid 1, Adrb3; p3-adrenerjik reseptor, Adcyl; Adenilat siklaz 1, Pnpla3; Patatin benzeri
fosfolipaz 3, Gnas; G-protein uyarici subunit a i¢in gen kodu.

*Gruplar aras istatistiksel farkliliklar1 gostermektedir.
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Sekil 3.5. Karaciger dokularinda genlerin ekspresyon diizeyleri.

Cnrl; Kanabinoid reseptorl, Cnr2; Kanabinoid reseptor 2, Trpvl; Transient reseptor potansiyel
vanilloid 1, Adrb33; B3-adrenerjik reseptor, Adcyl; Adenilat siklaz 1, Pnpla3; Patatin benzeri
fosfolipaz 3, Gnas; G-protein uyarici subunit a icin gen kodu.

*Gruplar arasi istatistiksel farkhihiklar: gostermektedir.

3.4.4. Dokularda LC-MS/MS Analizleri

Dokulardaki endokanabinoid analiz sonuglar1 Cizelge 3.7°de ve Sekil 3.6’da
gosterilmektedir. Dokularda miktar tayini yapilan AEA endokanabinoid diizeyleri YY
grubunun karaciger dokularinda daha yiiksek miktarlarda saptansa da bu yiikseklik
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir (Sekil 3.6). 2-AG diizeyleri
YYI grubuna gére YY grubunda anlamli derecede daha yiiksek bulunmustur (p<0.05)
(Sekil 3.6).

Prefrontal korteks dokularindaki AEA diizeyi YY grubunda (0.161+0.044
ng/mg), K grubuna (0.031£0.007 ng/mg), Ki grubuna (0.068+0.016 ng/mg) ve YYI
grubuna (0.081+£0.018 ng/mg) gore anlamli derecede daha yiiksek bulunmustur
(p<0.05). Prefrontal korteks dokularindaki 2-AG diizeyi gruplara gore sirasiyla
7.816£1.503 ng/mg, 5.132+0.725 ng/mg, 9.119+0.362 ng/mg ve 6.304+0.861 ng/mg
olarak bulunmustur. 2-AG diizeyinin diger gruplardaki miktarlar1 YY grubundan

istatistiksel olarak anlamli derecede daha diisiik bulunmustur (p<0.05) (Sekil 3.6)
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Cizelge 3.7. Dokulardaki LC-MS/MS analizleri ile &lglilen Anandamid ve 2-

Aragsidonilgliserol diizeyleri

K Ki YY YYI
p
X+SS X+£SS X+£SS X+£SS
AEA
(ng/mg) 0.504+0.166 1.074+0.199 1.187+0.338 1.094+0.194 >0.05
Karaciger 2-AG
10.05+1.307 9.783+1.373 10.62+0.764 7.94+0.677 0.046
(ng/mg)
AEA 0.031+0.007 0.068+0.016 0.161+0.044 0.081+0.018 0.022
(ng/mg)
PFC 2-AG
7.816£1.503 5.132+0.725 9.119+0.362 6.304+0.861 0.041
(ng/mg)
2-AG; 2-Arasidonilgliserol, AEA; Anandamid, PFC; Prefrontal korteks.
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Sekil 3.6. Prefrontal korteks ve karacigerde LC-MS/MS analizi ile Olgiilen Anandamid ve 2-

Arasidonilgliserol diizeyleri.
* Tukey post hoc p<0.05.
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3.4.5. Elde Edilen Verilerin Korelasyon Analizleri

NAFLD ile iligkili olarak toplam NAFLD skoru, toplam steatoz ve lobiiler
inflamasyon skorlar1 ile antropometrik Ol¢timler, gen ekspresyon diizeyleri, aglik
hormon diizeyleri ve adipokinler arasindaki iliski incelenmistir. Arastirmadan elde

edilen verilerin korelasyon analizleri Cizelge 3.8’de gosterilmektedir.

Toplam steatoz; agirlik (r=0.786), Lee indeksi (r=0.753), PFC Cnr2 (r=0.654),
PFC Adrb3 (R=612), karaciger Cnrl (r=0.781), karaciger Cnr2 (r=0.559), karaciger
Adrb3 (r=535), karaciger Pnpla3 (r=0.730), karaciger Adcyl (r=0.764), ghrelin
(r=0.633) ve leptin (r=0.773) ile pozitif yonlii korelasyon gostermistir (p<0.05).

Lobiiler inflamasyon; agirlik (r=0.549), Lee indeksi (r=0.510), PFC Cnr2
(r=0.526) ile pozitif korelasyon gosterirken adiponektin (r=-0.588) ile anlamli
derecede negatif korelasyon gostermistir (p<0.05).

Toplam NAS; agirlik (r=0.856), Lee indeksi (r=0.785), PFC Cnr2 (r=0.712),
PFC Adrb3 (r=0.595), karaciger Cnrl (r=0.692), karaciger Adrb3 (r=0.433), karaciger
Pnpla3 (r=0.658), karaciger Gnas (r=452), karaciger Adcyl (r=0.784), ghrelin (r=420),
leptin (0.816) ile pozitif korelasyon gosterdigi bulunmustur. Ayrica adiponektin (r=-
0.558) ile orta siddetle negatif korelasyon gostermistir (p<<0.05).
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Cizelge 3.8. Nonalkolik yagl karaciger hastaligi ile antropometrik Ol¢iimler, gen
ekspresyon diizeyleri, kan aclik hormonlar1 ve kan adipokinleri arasindaki korelasyon

Toplam _ Lobiler Toplam
Steatoz Inflamasyon NAS
r p r p r p
Antropometrik Agirlik 0.786 0.000 0.508 0.011 0.856 0.000
Olgiimler Lee indeksi 0.753 0.000 0.415 0.044 0.785 0.000
Gen
ekspresyonlari
Cnrl 0.108 0.617 0.256 0.228 0.042 >0.05
Cnr2 0.654 0.001 0423 0.039 0.712 0.000
Trpvl -315 0133 -041 0848 -264 >0.05
PFC Adrb3 0.612 0.001 0.250 0.238 0.595 0.002
Pnpla3 -157 0462 0.244 0251 -117 >0.05
Gnas 0.359 0.085 0.133 0.537 0.342 >0.05
Adcyl 0.036 0.866 -283 0.180 -111 >0.05
Cnrl 0.781 0.000 0.182 0.395 0.692 0.000
Cnr2 0.559 0.004 0.073 0.735 0.396 >0.05
Trpvl -310 0141 -252 0236 -362 >0.05
Karaciger Adrb3 0.535 0.007 0.314 0.848 0.433 0.034
Pnpla3 0.730 0.000 0.193 0.366 0.658 0.000
Gnas 0.399 0.053 0.293 0.164 0.452 0.027
Adcyl 0.764 0.000 0.397 0.055 0.784 0.000
Aglik hormonlart  Ghrelin 0.633 0.001 0.139 0,516 0420 0.041
L Leptin 0.773 0.000 0.331 0.114 0.759 0.000
Adipokinler

Adiponektin -350 0.094 -588 0.002 -558 0.004

Pearson korelasyon testi. NAS; NAFLD aktivite skoru, AEA; Anandamid, 2-AG; 2-
Arasidonilgliserol, Cnrl; Kanabinoid reseptorl, Cnr2; Kanabinoid reseptéor 2, Trpvl;
Transient reseptor potansiyel vanilloid 1, Adrb3; p3-adrenerjik reseptor, Adcyl; Adenilat
siklaz 1, Pnpla3; Patatin benzeri fosfolipaz 3, Gnas; G-protein uyarici subunit o i¢cin gen
kodu, PFC; Prefrontal korteks.

Endokanabinoid diizeyleri ile antropometrik Ol¢limler, gen ekspresyon
diizeyleri, kan ag¢lik hormonlar1 ve adipokinler arasindaki korelasyon Cizelge 3.9°da
gosterilmektedir. PFC AEA diizeyi; Agirlik (r=0.570), Lee indeksi (r=0.651), PFC
Cnr2 (r=736), PFC Adrb3 (r=0.670), Leptin (r=0.816) ile pozitif korelasyon ve
Adiponektin (r=-.572) ile negatif korelasyon gostermistir. PFC 2-AG diizey; Agirlik
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(r=0.748), Lee indeksi (r=0.715), PFC Cnr2 (0.621), PFC Gnas (r=0.521) ve Leptin

(r=0.563) ile pozitif korelasyon gostermistir.

Karaciger AEA diizeyi; Agirhik (r=0.622), Lee indeksi (r=0.444) ve Leptin
(0.464) ile pozitif korelasyon ve Karaciger Trpvl (r=-.594) ile negatif korelasyon

gostermistir. Karaciger 2-AG diizeyi; Karaciger Cnrl (r=0.601), Karaciger Adrb3
(r=0.590), Karaciger Pnpla3 (r=0.589) ve Karaciger Adcyl (r=0.437) ile pozitif

korelasyon Adiponektin (r=-.600) negatif korelasyon gostermistir.

Cizelge 3.9. Endokanabinoid diizeyleri ile antropometrik 6l¢iimler, gen ekspresyon
diizeyleri, kan aglik hormonlar1 ve adipokinler arasindaki korelasyon

PFC ZP-,IZ\CC:E Karaciger Kzr_z;c\léger
AEA (ng/m AEA (ng/m
r P r p r p r p
Antropometrik Agirlik 0.570 0.004 0.748 0.000 0.622 0.001 0.395 >0.05
olgtimler Lee indeksi 0.651 0.001 0.715 0.000 0.444 0.030 0.353 >0.05
Cnrl 0.069 0.747 0.068 0.750 0.401 0.052 0.601 0.002
Cnr2 0.736 0.000 0.621 0.000 0.365 0.080 0.171 >0.05
Trpvl -079 0.712 -367 0.078 -594 0.002 -309 >0.05
Gen Adrb3 0.670 0.000 0.368 0.069 0.293 0.165 0.590 0.002
ekspresyonlart*
Pnpla3 -161 0.452 -.020 0.927 0.319 0.129 0.589 0.002
Gnas 0.144 0.503 0.521 0.007 0.331 0.114 0.011 >0.05
Adcyl 0.341 0.103 -.163 0.446 0.335 0.110 0.437 0.033
Aclik Ghrelin 0.223 0.295 0.370 0.075 0.247 0.244 0.057 >0.05
hormonlari
o Leptin 0.816 0.000 0.563 0.004 0.464 0.022 0.509 0.011
Adipokinler - -
Adiponektin ~ -572 0.004 -383 0.065 -304 0.148 -.600 0.002

Pearson korelasyon testi. AEA; Anandamid, 2-AG; 2-Arasidonilgliserol, Cnrl; Kanabinoid
reseptorl, Cnr2; Kanabinoid reseptor 2, Trpvl; Transient reseptor potansiyel vanilloid 1,
Adrb3; p3-adrenerjik reseptor, Adcyl; Adenilat siklaz 1, Pnpla3; Patatin benzeri fosfolipaz
3, Gnas; G-protein uyarici subunit o i¢cin gen kodu, PFC; Prefrontal korteks.

*Beyin ve karaciger dokularina gore ayri ayr1 hesaplanmstir.
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4. TARTISMA

Nonalkolik yagli karaciger hastalifi (NAFLD) karacigerde asir1 miktarda yag
birikimi ile karakterizedir. Ozellikle gelismekte olan iilkelerde yaklasik %25-30
prevalansa sahip 6nemli bir halk sagligi sorunudur. NAFLD’nin 2030 yil1 itibariyle
tiim diinyada karaciger transplantasyonlarinin temel nedeni olacag: diisiiniilmektedir
(Kismet ve ark., 2018). Bu hastaligin seyri ¢esitli evrelerden olusmaktadir. Nonalkolik
yagli karaciger, hastaligin seyrinde ilk evredir ve obezite, Tip 2 diyabet, dislipidemi,
metabolik sendrom ve insiilin direnci ile karakterizedir. Erken tedavi edilmediginde
hastaligin seyri inflamasyon ve fibrozis gelisimi ile birlikte nonalkolik steatohepatit
(NASH) ve siroza dogru ilerlemektedir. Asir1 enerji alimi1 ve sedanter yasam tarzi
NAFLD gelisimi agisindan énemli risk faktorleridir. Ozellikle yiiksek yagh ve/veya
yiiksek karbonhidrath diyetler adipoz doku ve karaciger fonksiyonlar1 iizerinde
dogrudan etkilidir. Bat1 tarzi beslenme seklinde yer alan bu diyetlerin etkilerinin
basinda insiilin direnci vardir ve NAFLD hastaliginin seyrinde olduk¢a dnemlidir.
Ozellikle yiiksek yagli diyetler ile insiilin direnci ve hepatik inflamasyon gelisimi
arasinda gii¢lii bir iligki bulunmaktadir (Liu ve ark., 2016). Diyet oriintiilerinde yapilan
modifikasyonlarin insiilin direnci basta olmak iizere NAFLD nin bir¢ok belirtecinde
onemli Olgiide iyilesme sagladigr belirlenmistir (Musso ve ark., 2003). Arastirmadan
elde edilen bulgularin degerlendirilmesi bu calismanin hipotezi dogrultusunda
belirlenen primer ve sekonder amaca gore iki kisimdan olugsmaktadir. Birinci kisimda
yiiksek yagli diyete iniilin ilave edilmesinin besin tiiketimi, agirlik kazanimi ve
NAFLD gelisimi i¢in 6nemli bir risk faktorii olan obezite gelisimi iizerindeki etkileri

degerlendirilmistir.

Bu on iki haftalik diyet miidahale c¢alismasi, iniilin takviyesinin istah uyarici
hormonlar ve agirlik kazanimi iizerinde etkili oldugunu gostermistir. Aragtirma
sonucunda diyete iniilin ilavesinin besin tiiketimini azalttigi (Cizelge 3.2) ve agirlik
artisin1 6nledigi (Cizelge 3.1, Sekil 3.1, Sekil 3.2) sonucuna ulasilmistir. Bu sonuglarin
leptin diizeyi ile iliskili oldugu goriilmiistiir ve bu koruyucu etkilerin, istahi, enerji

metabolizmasini ve besin tiikketimini diizenleyen endokannabinoid ve gen ekspresyon
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diizeylerinden kaynaklaniyor olabilecegi diistiniilmiistiir. Arastirma sonucunda iniilin
ilavesinin, PFC'de AEA ve 2-AG diizeylerini azaltarak (Cizelge 3.7, Sekil 3.6), Cnrl,
Adrb3 ve Adycl gen ekspresyonlarini baskilayarak (Cizelge 3.6, Sekil 3.4) ve kandaki
leptin ve ghrelin diizeylerini azaltarak (Cizelge 3.3) obeziteyi Onleyebildigi

gozlenmistir.

Obezite hepatik steatoza neden olmasi ile NAFLD gelisimi agisindan 6nemli bir
risk faktoriidiir (Fabbrini ve ark., 2010). Iniilin ilavesinin olumlu etkilerinden birisi
besin tiiketimini azaltmak ve agirlik kaybini saglamasidir. Arastirma sonucunda
diyetlere iniilin eklenmesinin besin tiiketimini K’da %21.8 ve YY'de %31.1 azalttigi,
agirlik kazanimini K’da %22.9 ve YY'de %18.9 azalttig1 gézlenmistir. Ayrica, giinliik
ortalama enerji almmin Ki'de (K'ya kiyasla) %21.6 ve YYI'de (YY'ye kiyasla) %31.4
azaltig1 goriilmiistiir. Bu sonuclar Lee obezite indeksi degeri ile de paraleldir (Cizelge
3.1). Sonug olarak diyetlere iniilin ilave edilmesi ile agirlik kazaniminin ve obezite
gelisiminin Oniine gegilmistir. Yapilan bir ¢alismada, prediyabeti olan bireylerin
diyetine 9 hafta boyunca 30 g/giin iniilin ilave edilmesi ile bireylerin viicut agirliginda
yaklasik %5°lik bir kayip gerceklesmistir (Guess ve ark., 2015). Avrupa Karaciger
Aragtirmalar1 Dernegi verilerine gore %7-10 diizeyinde agirlik kaybi saglayacak
yasam tarzi Onerilerinin NAFLD tedavisinin temelinde onemli oldugu belirtilmistir
(European Association for the Study of the Liver, 2016). Daha onceki calisma
sonuglarina paralel olarak (Cani ve ark., 2004; Delzenne ve ark., 2005; Salmean,
2017), arastirmadan elde edilen bulgular, iniilinin besin tiikketimi ve enerji alimi
tizerindeki etkisine istah modiilasyonunun aracilik ettigini gostermektedir. Tokluk
regiilasyonu, iniilin gibi diyet lifi alimindan kaynaklanan agirlik artisini 6nlemenin
potansiyel bir mekanizmasi olabilecegi diisiiniilmektedir (Harrold ve ark., 2013). Aym
zamanda toplam steatoz, lobiiler inflamasyon ve NAS degeri agirlik ve Lee obezite
indeksi ile pozitif iligkili bulunmustur (Cizelge 3.8). Bu durum beyin AEA, beyin 2-
AG ve karaciger AEA diizeyleri ile de pozitif iligkilidir (Cizelge 3.9). Sonug olarak
iniilinin endokanabinoid sistem aracilig1 ile obezite gelisimini Onleyici etkileri ortaya

konmustur.
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Bu on iki haftalik diyet miidahale ¢alismasi iniilin ilavesinin istah hormonlar1 ve
agirlik kazanimi tizerinde etkili oldugunu gostermistir. Yiiksek yagli diyete iniilin
ilavesinin, PFC'de endokannabinoid yolunu baskilayarak agirlik kazanimini ve
obeziteyi Onledigi sonucuna ulasilmistir. Leptin ve ghrelin diizeyleri ile de iligkili olan
bu Onleyici etkilerin PFC’deki endokannabinoid diizeyleri ile istah, enerji
metabolizmasi ve besin alimi iizerinde etkili olan genlerin ekspresyon diizeylerinin
etkilenmesinden kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu c¢alismada, yiiksek yagh
diyetle beslenen wistar ratlarda iniilinin PFC'de AEA ve 2-AG diizeylerini distirdiigii,
Cnrl, Adrb3 ve Adcyl gen ekspresyonlarini baskiladigi ve serumda aglik leptin ve
ghrelin diizeylerini azalttigi gorilmiistir (Cizelge 3.3). Calismadan elde edilen

sonuglar iniilinin PFC'deki Trpv1’i uyardigini da gostermektedir (Cizelge 3.6).

Leptin ve ghrelin, enerji dengesi lizerinde 6nemli etkisi oldugu kabul edilen iki
hormondur (Klok ve ark., 2007). Bir ¢alismada, yiiksek yagh bir diyet modelinde
endekannabinoid reseptdrlerinin bloke edilmesinin dolasimdaki leptin diizeyini 6nemli
oOlglide azalttigi ve leptin direncinin onlenebildigi goézlenmistir (Tam ve ark., 2017).
Balsevich ve ark., (2018) akut leptin uygulamasiin hipotalamusta AEA diizeyini
azaltti1, ancak 2-AG diizeyini etkilemedigi sonucuna ulagmistir (Balsevich ve ark.,
2018). Di Marzo ve ark., (2001) hipotalamustaki endokanabinoidlerin besin
tiiketiminin siirdiiriilmesi i¢in leptin tarafindan diizenlenen noral diizenlenmesinde yer
alarak Cnrl reseptorlerini aktive edebilecegini gostermistir (Di Marzo ve ark., 2001).
Bu ¢alismada artmis serum leptin diizeyinin PFC'de EKS aktivasyonuna neden oldugu
diistiniilmiistiir. Yiiksek yagli diyete iniilin ilavesi ile leptin diizeylerinin diistiigi
gozlenmistir ve leptin direncinin 6nlenebilecegi diistiniilmiistiir. Ayrica iniilin ilave
edilen gruplarda besin tiiketiminin de azaldigi goriilmiistir. Bir calismada
ventromedial noéronlardaki Cnrl reseptorlerinin organizmayi diyet degisikligine
uyarlayan molekiiler bir gegis sagladigi sonucuna ulagilmistir (Cardinal ve ark., 2014).
Bu sonuglarin yeterliligi i¢in leptin direnci ve PFC'deki Cnrl arasindaki iliskiyi

degerlendiren caligmalara ihtiya¢ vardir.

Ayrica, biyokimyasal analizler, diyete eklenen iniilinin, K ve YY grubuna

kiyasla KI grubunda ghrelin diizeyini énemli dlciide azalttigim gostermistir (Cizelge
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3.3). Satta ve ark. (2018) YY diyet ile indiiklenen tikinircasina yeme davraniginda Y'Y
diyetin PFC’de Cnrl reseptor yogunlugunu 6nemli Olglide azalttigini gostermistir.
Ayrica yiiksek kisith ve diisiik kisitli gruplarda plazma leptin diizeylerinde kontrole
gore fark olmadig1 sonucuna ulagilmistir. Ancak bu gruplarda beklenen yiikselmenin
aksine ghrelin diizeyinin diisiik oldugu gériilmiistiir. Bununla birlikte, kan 6rneklerinin
diyete 2 saatlik erisimden hemen sonra toplandig1 ve diisiik diizeyin bunun bir sonucu
olabilecegi diistiniilmiistiir (Satta ve ark., 2018). Parnell ve Reimer, prebiyotik
takviyesinin besin tiikketimini ve leptin diizeylerini azalttifini gostermis ve
oligofruktoz grubunda gozlenen diisiik leptin diizeyinin adipozitedeki azalmayi
destekledigi sonucuna varilmistir (Parnell ve Reimer, 2009). Arastirmamizda, leptin
diizeyi ile Lee obezite skorlar1 arasinda giiclii bir korelasyon oldugu goriilmiistiir
(r=0.893). Ayrica yiiksek yagli diyetle indiiklenen obezitesi olan ratlarin, dnemli
dl¢iide daha yiiksek leptin diizeyine sahip oldugu goriilmiistiir. niilin ilave edilmesi
ile leptin diizeyleri anlamli derecede diismiistiir. Iniilinin besin tiiketimini azaltarak
obeziteyi Onleyebilecegini ve bunun sonucunda dolasimdaki leptin diizeyinin
azalmasina neden olabilecegi sonucuna varilabilir. Iniilin ilave edilen YY diyetin
adipoziteyi onleyerek daha diisiik leptin diizeyine yol agtig1 diisiiniilebilir. Drew ve
ark. (2018), leptin diizeyinin, YY diyet ile beslenen farelerde onemli 6l¢lide daha
yiiksek oldugunu ve bu ylksekligin dogrudan adipozite ile iliskili oldugunu
gostermistir (Drew ve ark., 2018).

Bu calismada YY grubunda leptin diizeyi diger gruplar ile kiyaslandiginda (K
ve KI grubuna gére yaklasik 3 kat, YY1 grubuna gore yaklasik 2 kat yiiksek) anlamli
derecede daha yiiksek bulunmustur (p<0.05). Yapilan bir caligmada, 11 hafta yiiksek
yagli diyet ile beslenmenin ratlarda hiperleptinemi ve hipoghrelinemiye neden oldugu
bulunmustur (Handjieva-Darlenska ve Boyadjieva, 2009). Bu durum yiiksek yagh
diyet ile indiiklenen obezite gelisiminde siklikla goriilen leptin direnci ile
iliskilendirilebilir (El-Haschimi ve ark., 2000). Zhao ve ark. (2020), yiiksek yagh
diyetle indiiklenen obezite gelisimi sagladiklar1 deney hayvanlarinda leptin direnci
gozlemlemislerdir. Leptin baskilanmasi ile yiiksek yagli beslenme olmasina ragmen
NAFLD ve fibrozis gelisiminin 6nlenebilecegi sonucuna ulasmislardir (Zhao ve ark.,

2020). Bu c¢alismada YYI grubunda YY grubuna kiyasla leptin diizeyinin anlamli
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derecede daha diigiik oldugu goriilmiistiir. Ayrica leptin diizeyi ile toplam steatoz skoru
ve NAS degeri yiiksek derecede pozitif korelasyon gostermistir. Normalde anti-
steatotik bir hormon olan leptin, lipidlerin karacigerde birikmesini 6nlemekte ve
mobilizasyonunu arttirmaktadir. Dolayis1 ile NAFLD gelisiminde yiiksek olan leptin
diizeyinin leptin direnci ile iligkilendirilebilecegi diisiiniilmektedir (Martinez-Ufa ve
ark., 2020). Yapilan bir ¢alismada yiiksek yagli beslenme modelinde kanabinoid
reseptorlerinin bloke edilmesi ile dolasimdaki leptin diizeyinin de anlamli derecede

diistiigli ve leptin direncinin dnlenebildigi goriilmistiir (Tam ve ark., 2017).

Ghrelin diizeyi standart diyetle beslenen K grubunda Ki grubuna gore, anlamli
derecede NAFLD gelisimi goriilen YY grubunda da YYI grubuna gére daha yiiksek
bulunmustur. Bu durum ratlarin giinlilk aldiklar1 enerji miktarlart ile parallellik
gostermistir. Bununla birlikte bu ¢aligmada ghrelin konsantrasyonu toplam steatoz ve
NAS degerleri ile pozitif bir korelasyon gosterse de bu durum higbir genetik
ekspresyon diizeyi ile iliskilendirilememistir. Ayrica dokulardaki endokanabinoid
diizeyleri ile de bir iligki bulunamamistir. Bu durumdan dolayr ghrelinin bagimsiz
parametre olarak degerlendirilebilecegi diisiiniilmiistiir. Ghrelin, agillenmis ve
acillenmemis ghrelin olarak iki formda bulunmaktadir. Yapilan bir calismada, 13 hafta
yiiksek yagh diyetle beslenen ratlarda obezite gelisimi gozlenmistir. Yiksek yagh
diyet ve kontrol gruplarinda ghrelin diizeyi benzer olsa da agillenmemis ghrelin
konsantrasyonlar1 farklilik gostermistir (Frangois ve ark., 2016). Yapilan bir
calismada, plazma insiilin diizeyi ve HOMA-IR degeri agillenmis ghrelin ile pozitif
korelasyon agcillenmemis ghrelin ile negatif korelasyon gdstermistir (Barazzoni ve
ark., 2006).

Eneji igerigi yogun besinlerin siirekli ve asir1 tikketiminin agirlik kazanimina ve
obeziteye neden olabilecegi ve bu durumun PFC fonksiyonlart ile iliskili olabilecegi
diistiniilmektedir (Lowe ve ark., 2019). Giincel bir ¢alismada, lezzetli besinlere uzun
siire maruz kalmanin, uzun siireli hiperfaji ve obez bir fenotip ile sonu¢landigini
gostermistir. PFC'de kanabinoid gen ekspresyonunda veya endokannabinoid
diizeylerinde herhangi bir farklilik goriilmese de niikleus akumbens bdlgesinde

goriilmiistiir (Bourdy ve ark., 2021). Bagka bir ¢alismada, 12 haftalik YY'nin disi
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ratlarin PFC bolgesinde Cnrl reseptdr fonksiyonuda artisa neden oldugu sonucuna
vartlmistir (Rojo ve ark., 2013). Bu ¢alismada 12 haftalik YY'nin PFC'de yiiksek AEA
ve 2-AG diizeyi ile sonuglandigini ve ayn1 diyete iniilin ilave edilmesi ile bu diizeylerin
daha diisiik oldugu gdzlenmistir (Cizelge 3.7, Sekil 3.6). Iniilin ilavesinin PFC
bolgesindeki etkilerini inceleyen iki ¢alismada iniilin ilavesi sonucu gut
mikrobiyotasindaki degisiklikler ile noropsikoloji ve ndroinflamasyon arasindaki
iliski degerlendirilmistir. Iniilinin faydali etkilerinin, diyabetik sicanlarda bagirsak
mikrobiyotasi ile PFC gibi beyin bolgeleri arasindaki olasi bir baglant1 ile iliskili
oldugu sonucuna ulagilmistir (Hosseinifard ve ark., 2019; Morshedi ve ark., 2020).

Bu c¢alismanin bir bagka bulgusu, K grubuna kiyasla YY grubunda PFC
bolgesindeki Cnrl reseptér yogunlugunun dnemli dlgiide diisiik olmasidir. Ilging bir
sekilde, Cnrl ekspresyonunun, K grubuna kiyasla Ki grubunda daha yiiksek oldugu
ve YY grubuna kiyasla YYI grubunda daha diisiik oldugu gériilmiistiir. Bircok kanit
uzun sireli YY diyet tiiketiminin, ¢esitli dokularda endokannabinoidlerin ve/veya
reseptor ekspresyonunun derisimlerini etkiledigini gostermektedir (Zamberlatti ve
ark., 2017). Cnr2 'nin daha ¢ok bagisiklik hiicrelerinde eksprese edildigi diisiiniilse de
son zamanlarda PFC gibi beyin bolgelerinde de eksprese edildigi gosterilmistir
(Garcia-Cabrerizo ve Garcia-Fuster, 2016). Bir ¢alismada, insiilin direnci ve obezite
indiiklenmesi i¢in erkek Wistar ratlar1 12 hafta boyunca yiiksek yagli/fruktozlu diyet
ile beslenmistir. Beta-karyofillenin HFFD'min neden oldugu IR, oksidatif stres,
noroinflamasyon ve davranis degisikliklerini azalttigi, ayrica viicut agirhigindaki
degisikligi azalttigi sonucuna varilmistir. Tim bu degisikliklerin PFC'deki Cnr2
aktivasyonu ile iligkili oldugu belirlenmistir (Youssef ve ark., 2019). Ancak, bu
caligmada K ve YY diyetlere iniilin eklenmesi PFC’deki Cnr2 ekspresyon diizeyini

azaltmasina ragmen, gruplar arasinda farklilik gostermemistir.

Son zamanlarda, Christie ve ark. (2018) enerji ve glukoz homeostazinin
diizenlenmesinde rolii oldugu diisiiniilen ve obezitedeki disregiilasyon gbéz Oniine
alindiginda, Trpvl'in agirhik kayb1 tedavisi i¢in bir hedef olabilecegini
degerlendirmistir. Trpvl’in endokanabninoidlerden olan AEA nin bir agonisti oldugu

ve ECS'nin bir pargasi oldugu diisiniilmistiir (Christie ve ark., 2018). Yapilan bir
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caligmada kahverengi yag dokusunda kapsaisin ile Trpvl aktivasyonunun
metabolizmay1 ve enerji harcamasini arttirdigr goriilmiistiir ve diyete bagli obezitenin
onlenmesinde yeni bir strateji olabilecegi diisiintilmistiir (Baskaran ve ark., 2017).
Ancak, PFC'deki Trpvl ekspresyonunun ve dagiliminin kapsami heniiz tam olarak
anlagilmamistir (Zhang ve ark., 2020). Bu c¢alismada, istatistiksel bir farklilik
olmamasina ragmen iniilinin PFC'de Trpvl aktivasyonunu arttirdigini gézlenmistir

(Cizelge 3.6, Sekil 3.4).

B3-adrenerjik reseptor (Adrb3), obezite gelisimi ile iliskili genlerden biridir ve
Trp64Arg polimorfizminin lipoliz ve termojenezi diizenleyerek obezite ile giiglii bir
sekilde iligkili oldugu diisiiniilmektedir (Maia-Landim ve ark., 2018). Amor ve ark.,
(2019) fonksiyonel bir besin (Yasli siyah sarimsak) iceren Y'Y ’ye yanit olarak viseral
yag dokusunda Adrb3'in asir1 ekspresyonu oldugunu belirlemistir (Amor ve ark.,
2019). Bununla birlikte, ratlarda diyet ile indiiklenen obezitede artan adipozitenin -
adrenoseptor gen ekspresyonunun azalmasi ile iligkili oldugu bildirilmistir (Ding ve
ark., 2016). Csanova ve ark., (2017) ardisik bes giin boyunca lipopolisakkarit
tedavisinin agirlik kaybi ile iligkili oldugunu gostermistir. Lipopolisakkarit ile tedavi
edilen hayvanlarda Adrb3 gen ekspresyonu prefrontal kortekste arttigi, ancak beyaz
yag dokusunda azaldig1 sonucuna ulasilmistir (Csanova ve ark., 2017). Bu ¢alismada
ise Adrb3 gen ekspresyonunun YY grubunda K-KI-YYI gruplarina kiyasla daha
yiiksek oldugu goriilmistiir (Cizelge 3.6, Sekil 3.4). Bu durumun, PFC'de Adrb-cAMP
yolunun bozulmus aktivasyonu ile ilgili olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ciinkii bu
¢alismanin bir diger bulgusu, Y'Y diyet ile beslenen ratlarin PFC bolgesindeki Adcyl
gen ekspresyonunun Onemli Olgiide diisiik oldugudur. Adenilat siklazlar, enerji
homeostazinda onemli bir yardimci faktor olan ATP'nin cAMP'ye doniisiimiinii
katalize etmektedir (Abdel-Halim ve ark., 2020). Ayrica, Adcy3 inhibe edilen farelerin
yiiksek yagli diyetin neden oldugu obeziteye karst daha savunmasiz oldugu
bulunmustur (Wang ve ark., 2009). Vileigas ve ark., (2016) 33 haftalik YY diyetin
neden oldugu obezitenin kalpteki beta-adrenerjik sinyallemeyi bozdugunu ve bunun
Adcy ile iligkili oldugunu gostermistir (Vileigas ve ark., 2016). Bu c¢alismanin
sonuglart iniilinin de PFC'deki Adrb-cAMP yolu iizerinde olumlu etkileri olabilecegini

diisiindiirebilir. Iniilinin PFC'deki bu yollar {izerindeki olas1 etkilerini degerlendirmek
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icin daha ileri ¢caligsmalara ihtiya¢ vardir. Hipotalamus, niikleus akumbens, amiglada
ve hipokampus gibi mezokortikolimbik sistemdeki beynin diger bolgeleri besin alimi,
istah ve obezite ile iliskilidir. Ol¢iimler sadece PFC bélgesinde yapildigindan ve yag

dokusu analizinin olmamasi mevcut ¢alismanin bir sinirlamasini olabilir.

Bu sonuglar diyete iniilin ilave edilmesinin hiperleptinemiyi iyilestirdigini, besin
tilketimini ve agirlik artisini azalttigini gostermektedir ve iniilin ilavesinin obezite
gelisimini Onleyebilecegini diisiindiirmektedir. Muhtemel mekanizmanin, prefrontal
kortekste bu sistemle ilgili gen ekspresyonundaki ve lipid metabolizmasindaki
degisikliklerle endokannabinoid sistemi diizenlemek olabilecegi diistiniilmistiir.
Ciinkii YY diyete iniilin ilave edilmesi, PFC'de Adrb3 ve Adcyl ekspresyon diizeyini,
AEA ve 2-AG diizeylerini 6nemli 6lgiide azaltmustir. Iniilinin, obeziteyi énlemedeki
olas1 mekanizmasinin, PFC'deki endokannabinoid sistemin, bu sistem ve lipid
metabolizmasi ile ilgili gen ekspresyonunda modifikasyonlar yolu ile, regiilasyonu
olabilecegi diisiiniilmiistiir. Iniilinin agirhik diizenlemesindeki olumlu etkilerinin bir
baska agiklamasi, EKS’nin mikrobiyota-bagirsak-beyin ekseni lizerindeki etkileri
olabilir. Iniilin de prebiyotik bir kaynak olarak kabul edildiginden, etkilerini bagirsak-
beyin ekseni lizerinde gosterebilir. Mikrobiyota-endokannabinoidom-bagirsak-beyin
ekseni lipid metabolizmasi, hormonal, pro-/anti-inflamatuvar ve noral sinyallerin
aracilik ettigi karmasik bir iletisim sistemidir (Forto ve ark., 2020). Bu tezden elde
edilen sonuglar ile obezitenin Onlenmesinde iniilinin yararli etkileri PFC’deki
endokannabinoidler yoluyla ilk kez gdsterilmistir. Iniilinin beyin bolgeleri iizerindeki

etkilerinin tam mekanizmasini anlamak i¢in daha ileri calismalara ihtiyag vardir.

Ikinci kistmda Y'Y diyete iniilin ilavesinin NAFLD iizerindeki etkileri karaciger
dokusu analizleri ile degerlendirilmistir. Tez g¢aligmasi sonucunda YY'ye iniilin
ilavesinin, insiilin direncini ve karacigerde yag birikimini Onledigi, ayrica kandaki
AST ve TG diizeyini 6nemli Olgiide azalttigi goriilmiistiir. Bu sonuglar steatoz ve
NAFLD aktivite skorlari ile iligkili bulunmustur. Genel olarak, iniilinin karacigerde 2-
AG diizeylerini azalttigi, Cnrl ve Pnpla3 ekspresyonlarini dnemli dlgiide baskiladigi
goriilmiistiir ve iniilin ilavesinin karacigerde ECS yoluyla NAFLD'yi dnleyebilecegi

hipotezi kabul edilmistir. Yiiksek yagli diyetle beslenen ratlarda, inflamasyon skoru
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Oonemli olmasa da, steatoz aktivite skoru ve toplam NAFLD skoru 6nemli 6l¢lide daha
yiiksek bulunmustur. YY ile karsilastirildiginda, bu skorlarin YY1’de yaklasik %50
daha distik oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar, iniilin ilavesinin hem steatoz hem de
inflamasyon parametrelerinde etkili oldugunu ve bodylece NAFLD gelisimini

onledigini gostermektedir.

Bu calismada karaciger dokularindaki AEA ve 2-AG diizeyleri istatistiksel
olarak farklilik gdstermemistir (Cizelge 3.7) ancak karaciger Cnrl Y'Y grubunda
istatistiksel olarak anlamli derecede daha yiliksek miktarda eksprese olmustur (K
grubundan yaklasik 7 kat, Ki grubundan yaklasik 17 kat, YYI grubundan yaklasik 3
kat daha fazla) (Cizelge 3.6, Sekil 3.5). Ayrica karacigerde eksprese olan Cnrl ile
toplam steatoz skoru ve NAS degeri pozitif korelasyon gostermistir (Cizelge 3.8).
Dolayis1 ile Cnrl ekspresyonundaki artisin karacigerde lipogenezin artmasi ile
sonuclandigir sdylenebilir. Cnrl reseptorlerinin yagh karaciger olusumu iizerinde
patofizyolojik etkilere sahip oldugunu gosteren bir ¢aligmada bu reseptorlerin inhibe
edilmesinin NAFLD’de lipogenezi iyilestirdigi belirlenmistir (Shi ve ark., 2014). Bu
calismanin sonuglari ile uyumlu olan bu sonuglar bir¢ok ¢alismada da bulunmustur
(Osei-Hyiaman ve ark., 2005; Osei-Hyiaman ve ark., 2008; Chang ve ark., 2018). Bu
calismada hem K hem de Y'Y diyete iniilin ilave edilmesi ile karaciger dokularindaki
Cnrl ekspresyonunun diistiigii goriilmiistiir. Dolayisi ile iniilin desteginin NAFLD
gelisimini Onleyici etki mekanizmalarindan birinin karaciger dokularindaki Cnrl

inhibisyonu oldugu diisiiniilebilir.

Cnr2 ekspresyonu ise etkileri heniiz kanitlanmasa da daha ¢ok hepatik
inflamasyon ile iliskilendirilmektedir (Rossi ve ark.,, 2012). Bu c¢alismada
karacigerdeki Cnr2 ekspresyonu steatoz gelisimi ile iliskilendirilse de lobiiler
inflamasyon iligkili olmadigi goriilmiistiir. Ancak beyindeki Cnr2 ekspresyonu hem
steatoz, hem inflamasyon hem de NAS deger ile pozitif iliskilidir (Cizelge 3.8).
Yapilan bir ¢alismada da hem steatoz hem de inflamasyon gelisiminde Cnr2
ekspresyonunun anlamli 6lglide arttigi gosterilmistir (Mendez-Sanchez ve ark., 2007).
Ayrica bu ¢alismada beyin AEA ve 2-AG diizeyleri beyindeki Cnr2 ekspresyonu ile

ve karaciger 2-AG diizeyi karacigerdeki Cnrl ekspresyonu ile iligkili bulunmustur
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(Cizelge 3.9). Dolayist ile iniilin desteginin NAFLD gelisimini Onleyici etkileri
beyindeki AEA ve 2-AG diizeyleri ile Cnr2 ekspresyonunun inaktivasyonu ve
karacigerdeki Cnrl inhibisyonu ile agiklanabilir. 2-AG sentezinin steatojenik faktorler
(yiiksek yagl diyet gibi) tarafindan uyarildig1 ve Cnrl ekspresyonundaki artigin 2-AG
sentezini indiikledigi belirtilmetedir (Purohit ve ark., 2010). Ayrica 2-AG'nin
NAFLD'deki karaciger yag miktart ile pozitif bir korelasyonu oldugu, bunun da 2-
AG'nin de novo lipogenezi artirabilecegi diisiiniilmektedir (Dibba ve ark., 2018). Bu
caligmada, iniilin ilavesi sonrasi 2-AG diizeyinin Onemli derecede diistiigi
goriilmistiir. Bu nedenle, NAFLD gelisiminin 6nlenmesinde iniilinin etki
mekanizmalarindan birinin  karaciger dokularinda Cnrl inhibisyonu oldugu
diisiiniilebilir. Ayrica, Cnrl ekspresyonunun artmasi, lipogenezi arttiran bir faktor olan
transkripsiyon faktorii sterol diizenleyici element baglayici proteinin (Srebp-1c)
ekspresyonunu indiikleyebilir. Karacigerde Cnrl ekspresyonunun inhibisyonu, Srebp-
1c gibi lipogenez faktdrlerinin ekspresyonlarini azalttigi ve boylece NAFLD'de
lipogenezi iyilestirebildigi goriilmiistiir (Shi ve ark., 2014). Giincel ¢aligmalar, iniilinin
YY ile indiiklenen obeziteyi ve yagh karacigeri dnemli 6lciide hafiflettigini ve YY'nin
neden oldugu bagirsak mikrobiyotasi disbiyozunu iyilestirdigini géstermistir (Aoki ve
ark., 2021; Li ve ark., 2021). Hayvan calismalarinda Cnrl ekspresyonunun
azalmasinin besin tliketimini azalttig1 ve enerji tiiketimini arttirdigl ve bunun NAFLD
gibi metabolik hastaliklarda bir iyilesme sagladigi olasi bir mekanizma olarak

diistiniilmektedir (Jourdan ve ark., 2010; Mallat ve ark., 2011).

Bu calismada gruplar arasinda karaciger Trpvl gen ekspresyonu arasinda
anlamli farklilik bulunmustur (Cizelge 3.6). Ayrica karaciger AEA diizeyi ile Trpvl
ekspresyonu arasinda negatif iliski bulunmustur (Cizelge 3.9). Ancak Trpvlgen
ekspresyonu ile steatoz, lobiiler inflamasyon ve NAS degerleri arasindaki iligki negatif
olsa da anlamli degildir (Cizelge 3.8). Yiiksek yaglh diyete iniilin eklenmesi
karacigerde Trpvl aktivasyonunu arttirmistir ancak bu artis NAFLD nin 6nlenmesi ile
iligkilendirilememistir. Bir caligmada, Trpvlaktivasyonu ile karacigerde lipid birikimi
ve trigliserit diizeyi azaldig1 (24 hafta sonra) goriilmiistiir ancak bu Trpv1l inaktif olan
dokularda oldugu ve bu genin uzun siire aktivasyonunun gerekli olabilecegi

belirtilmistir (Li ve ark., 2012). Bu ¢alismada 12 haftalik siireden daha fazla iniilin
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eklenmesi durumunun devam etmesi halinde Trpvl aktivasyonunun artmasi ile

NAFLD’yi 6nleyici etkilerinin daha iyi gozlenebilecegi diistiniilebilir.

Daha ¢ok adipoz dokuda eksprese edilen Adrb3 geninin kahverengi adipositlerde
termojenezi ve beyaz adipoz dokularinda lipolizi arttirdigr diistiniilmektedir (Emorine
ve ark., 1994). Ancak bu ¢alisgmada beyin ve karaciger dokularindaki ekspresyonu
degerlendirilmistir. Adrb3 geninin karaciger dokularindaki ekspresyonu gruplar
arasindaki farklilik gostermese de, YY grubun beyin dokularinda anlamli derecede
daha fazla eksprese olmustur (Cizelge 3.6). Bu durum steatoz ve NAS degeri ile pozitif
iliskilidir (Cizelge 3.8). Ayrica Adrb3 ekspresyonunun beyin AEA ve karaciger 2-AG
diizeyleri ile de pozitif iliskili oldugu gorilmiistiir (Cizelge 3.9). Buna gore Adrb3 geni
endokanabinoid sistemin beyinde istah metabolizmasmni karacigerde lipid
metabolizmasini etkiledigi ortak gen olarak diisiiniilebilir. Sonu¢larimizin aksine bir
calismada beyin dokularina Adrb3 enjekte edilmesi ile istahin baskilandigi ve insiilin
salmiminin arttigi goriilmistiir (Richard ve ark., 2017). Adrb3 geninin bu etkilerine

yonelik daha fazla ¢aligmaya ihtiya¢ vardir.

NAFLD ile giiclii bir iligkisi bulundugu belirtilen Pnpla3 geni daha ¢ok ¢oklu
doymamis yag asitlerinin metabolizmasi ile iliskilendirilmektedir ve yaglh karaciger
hastaliklarinin temel nedenlerinin aydinlatilabilmesi i¢in 6nemli bir gendir (Hyysalo
ve ark., 2014; Bruschi ve ark., 2017). Yagl karaciger hastaliginda gen ekspresyon
diizeyi oldukca yilikselmektedir. Yapilan bir ¢caligmada yas, cinsiyet, bel ¢evresi ve
HOMA-IR kadar Pnpla3 ve Cnr2 genlerinin de karaciger yaglanmasi ile pozitif
korelasyon gosterdigi belirlenmistir (Rossi ve ark., 2012). Bu ¢alismada Pnpla3 geni
YY grubunda diger gruplara kiyasla oldukca yiiksek diizeyde eskprese olmustur.
Iniilin ilave edilmesi ile karaciger dokularindaki Pnpla3 gen ekspresyonu anlamli
derecede azalmistir (Cizelge 3.6). Bu azalma steatoz ve toplam NAS degeri ile de
iligkili bulunmustur (Cizelge 3.8). Dolayisi ile iniilinin NAFLD o6nleyici etkilerinden
birinin de karacigerde Pnpla3 ekspresyonunu baskilamasi oldugu sdylenebilir.
Rodriguez ve ark. (2020), iniilinin, Srebpl ve Srebp2 proteinlerinin niikleer
ekspresyonunu ve lipojenik genlerin mRNA ekspresyonunu azaltarak hepatik lipid

igerigini azalttigim1 gostermistir (Rodriguez ve ark., 2020). Pnpla3'iin o6zellikle
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alipojenik kapasitede islev gorebilecegi ve Pnpla3 inhibisyonunun NAFLD ile iligkili
hepatik insiilin direncinin tedavisi i¢in yeni bir terapotik yaklagim olabilecegi
belirtilmektedir (Kumashiro ve ark., 2013). Buna uygun olarak, sonug¢larimiz iniilin
ilavesinin Pnpla3 ekspresyonunu onemli dl¢iide azalttigin1 géstermistir. Bu nedenle
iniilinin NAFLD inhibitér etkilerinden birinin karacigerde Pnpla3 ekspresyonunu

baskilamasi1 oldugu sdylenebilir.

Gnas gen ekspresyonu ile hepatoseliiler adenom arasinda iliski bulunmaktadar.
Yapilan ¢alismalarda Gnas ekspresyonu ve bening tiimor gelisimi ile karakterize ileri
diizey sirozlu karaciger hasari1 arasinda korelasyon tespit edilmistir (Nault ve ark.,
2012; Nault ve ark., 2017). Ancak bu gen ile NAFLD gelisimi arasindaki iligkiye
yonelik caligma sayis1 yetersizdir. Bu ¢alismada karacigerdeki Gnas gen ekspresyonu
ile toplam NAS degeri arasinda zayif da olsa anlamli bir iliski goriilmiistiir. Ancak bu
durum yiiksek yagli diyet ve yiiksek yaghh diyete iniilin ilavesi ile
iligkilendirilememistir (Cizelge 3.8). Sadece standart diyete iniilin ilave edilmesi ile
(K grubuna gére Ki grubunda) bu genin ekspresyon diizeyinin anlamli derecede
diistiigli belirlenmistir. NAFLD ile Gnas gen ekspresyon diizeyi iliskisine yonelik

sonuglarimiz diger ¢alismalar i¢in yeni bir kaynak olacaktir.

Bu ¢alismada Adcyl gen ekspresyonu hem beyin hem de karaciger dokularindaki
ekpresyon miktarlart gruplar arasinda farkli bulunmustur. Ancak diyet modelleri ile
gen ekspresyonu iligskisi dokular arasinda farklilik gostermistir. Beyinde Adcyl gen
ekspresyonu K grubuna kiyasla KI grubunda daha diisiik iken YYI grubunda YY
grubuna kiyasla daha yiiksek bulunmustur. Karacigerde ise Adcyl ekspresyonu iniilin
eklenen gruplarda eklenmeyenlere kiyasla daha diisiiktiir. Sonuglarimiz karacigerde
Adycl ekspresyonunun sadece YY'de arttigimi ve digerlerinde baskilandigini
gostermistir (Cizelge 3.6) . Steatoz ve toplam NAS degerleri de sadece karacigerdeki
ekspresyon ile iligkili bulunmustur (Cizelge 3.8). Dolayisi ile iniilin ilavesi Adcyl
geninin karacigerdeki ekspresyon diizeyini azaltarak NAFLD gelisimini 6nleyebilir
sonucuna ulasilabilir. Ancak bunu kanitlayic1 daha fazla aragtirmaya ihtiyag vardir.
Ciinkii posthoc testine gore karacigerde eksprese edilen gen diizeyi sadece YY ve Ki

arasinda anlamli derecede farklidir. Adcyl geninin aktivasyonu ile ATP cAMP’ye
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doniistimii hizlanmaktadir (Schiavon ve ark., 2014). Yapilan bir ¢alismada yiiksek
yagl diyetin karacigerde cAMP diizeyini baskiladigi goriilmiistiir.  Adcyl
aktivatorlerinin verilmesi ile ¢cAMP normal diizeye donmiis ve bunun Adcyl
aktivasyonu ile saglanabilecegi belirtilmistir (Zingg ve ark., 2016). Awaad ve ark.
(2020), 14 hafta boyunca yiiksek yagli beslenme ile birlikte deney hayvanlarinin
karaciger dokularinda cAMP ekspresyonunun devamli arttigin1 ve kontrol grubuna
gore 4. haftadan itibaren anlamli derecede yiiksek diizeyde eksprese edildigini
bulmustur. cAMP diizeylerindeki artist ADCY’in katalizledigini belirtmistir (Awaad
ve ark., 2020). Bu calismada iniilin ilavesinin beyindeki Adcyl ekspresyonunu
arttirdig1 aksine karacigerdeki ekspresyon diizeyini azalttigi sonucuna ulasilmistir.
Ancak bunun cAMP diizeyi ile iligkili olup olmadigi bu g¢aligma sonucuna gore

sOylenemez.

NAFLD gelisiminde 6nemli parametlerden bir digeri insiilin direncidir (IR)
(Chalasani ve ark., 2018). Bu caligmada yiiksek yagl beslenen grubun HOMA-IR
degeri ortalama 4.42 ile diger gruplardan anlamli derecede yiiksek bulunmustur
(p<0.05) ve insiilin direnci gelisimi gériilmiistiir. Iniilin eklenen yiiksek yagh grupta
bu skor 2.49 olmustur. Kontrol diyete iniilin eklenmesi ile HOMA degerinin daha da
diisiik oldugu goriilmiistiir (Cizelge 3.3). Yapilan bir meta analiz ¢calismasinda diyete
eklenen iniilinin 6zellikle Tip 2 diyabetli ve obez bireylerde insiilin direncini
iyilestirdigi belirtilmistir (Rao ve ark., 2019). Bu ¢aligmada iniilin desteginin yiiksek
yagl beslenme olmasina ragmen insiilin direnci gelisimini 6nledigi goriilmiistiir.
Ayrica ¢alisma sonucunda instilin direnci ile birlikte dislipidemi parametrelerinde de
iniilin ilavesinin olumlu etkileri gortilmiistiir. Serum trigliserit (TG) ve toplam
kolesterol (TK) diizeylerinin yiiksek yagli beslenmede anlamli derecede daha yiiksek,
LDL kolesterol diizeyinin anlamli olmasa da daha yiiksek, oldugu goriilmiistiir.
Yiiksek yagli diyete iniilin ilave edilen grupta bu parametrelerin istatistiksel olarak
anlamli derecede daha diisiik oldugu (p<0.05) ve dolayzisi ile iniilin desteginin kan lipid
parametrelerinde (6zellikle TG ve TK), iyilesme gosterdigi sonucuna ulasilmistir.
Benzer sonuglar serum AST diizeyi icin istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(Cizelge 3.3). Bao ve ark. (2020) yaptig1 bir calismada 14 hafta yiiksek yagli diyetle
beslenen deney hayvanlarinda AST, ALT, TK, TG diizeylerinin yiiksek yagl diyete
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5g/kg miktarinca oral olarak iniilin verilen gruba gore anlamli derecede daha yiiksek
oldugu, iniilinin NAFLD parametrelerinde iyilesme sagladigi ve NAFLD gelisimini
onledigi gortlmistiir (Bao ve ark., 2020).

Leptin ile birlikte adiponektinin NAFLD tanisinda ve siniflandirilmasinda
potansiyel biyobelirteg olabilecegi diisliniilmektedir (Marques ve ark., 2021).
Adiponektin diger adipokinlere kiyasla NAFLD/NASH ile daha yakindan
iliskilendirilmektedir ve obezite ve metabolik hastalik durumunda adiponektin serum
diizeyi diismektedir (Finelli ve Tarantino, 2013). Bu ¢alismada Y'Y diyete iniilin ilave
edilmesi ile birlikte adiponektin diizeyinin bir miktar yiiksek oldugu (yaklasik %20)
goriilmustiir (Cizelge 3.3). Ayrica adiponektin diizeyi lobiiler inflamasyon ve NAS
degeri ile anlamli derecede negatif korelasyon gostermistir (Cizelge 3.8). Benzer
sonuclarin goriildiigii bir ¢alismada, adiponektinin NAFLD patogenezindeki rolii
karaciger inflamasyonu ile iligkilendirilmistir (Mavilia ve Wu, 2021). Ayrica, Zhang
ve ark. (2021) adiponektin diizeyinin NAFLD’deki insiilin direnci ile de giiglii
korelasyon gosterdigini belirlemistir (Zhang ve ark., 2021). Bu durum bu ¢aligmada
beyin dokularindaki AEA diizeyi ve karaciger dokularindaki 2-AG diizeyi ile iliskili
bulunmustur (Cizelge 3.9). Deney hayvanlar iizerinde yapilan bir ¢alismada yiiksek
yagli diyet ile indiiklenen hepatik steatozun tersine ¢evrilmesine adiponektinin aracilik
ettigi belirtilmistir (Tam ve ark., 2014). Adiponektin diizeyinin NAFLD riski ve
siddeti ile iligkili bulundugu bir ¢alismada, PNPLA ekspresyonu ile de negatif iliskili
oldugu bulunmustur (Valenti ve ark., 2010). Bu ¢alismada iniilin eklenen gruplarda
adiponektin diizeyinin daha yiiksek oldugu ve NAFLD parametrelerinde olumlu
etkiler gosterdigi ve bu metabolik yolaga yukarida ifade edilen endokanabidoidler ve

gen ekspresyonlarinin etkileri ile aracilik edebilecegi sonucuna ulagilmistir.

Sonug olarak, YY diyete ragmen 12 hafta boyunca diyete iniilin (%15) ilavesi
NAFLD’de steatoz gelisimini dnemli 6l¢iide 6nlemistir. Insiilin direnci gelisimi
Oonlenmis ve bu durum kan lipid parametrelerine (TG ve TG) ve serumdaki AST
diizeylerine olumlu yansimistir. Karacigerde Cnrl ve Pnpla3 gen ekspresyon
diizeyleri 6nemli 6l¢lide azalmistir. Bu sonuglarin tiimiiniin steatoz ile anlamli olarak

iliskili oldugu goriilmiistiir. Tiim bu sonuglar, NAFLD'deki lipogenez faktorlerinin
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belirlenebilmesi ve altta yatan metabolik yolaklarin aydinlatilabilmesi i¢in yeni bir
referans olacaktir. Son zamanlarda, mikrobiyota-bagirsak-karaciger-beyin ekseninin
NAFLD/NASH patogenezinde 6énemli bir diizenleyici rol oynadigi belirtilmektedir
(Ding ve ark., 2020). Iniilin oligofruktoz yapisinda bir prebiyotik olarak tanimlandig1
icin, her ne kadar mikrobiyata degerlendirmesi Bu ¢alismada yer almasa da iniilinin
NAFLD gelisimini Onleyici etkilerini mikrobiyota-bagirsak-karaciger-beyin aksi
lizerinden gostermis olmast muhtemeldir. Beyin ve karaciger doku analizleri ile bu
etkilerin bir kismi1 bu ¢alismada gosterilmistir. Mikrobiyota-bagirsak-karaciger-beyin

aksin1 kapsayict genisletilmis ¢alisma ile bu sonuglar daha da giiglendirilebilir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tezde “uzun siireli iniilin destegi, diyetle indiiklenen obeziteyi ve insiilin
direncini endokanabinoid sistem yolag1 lizerinden azaltabilir ve NAFLD gelisimini

Onleyebilir” hipotezi dogrultusunda asagidaki sonuglara ulagilmistir;

Yiiksek yagli beslenme olmasina ragmen 12 hafta siiresince diyete iniilin (%15)
ilave edilmesi NAFLD’de steatoz gelisimini anlamli Slgiide 6nlemistir. Ozellikle
inslilin direnci ve obezite gelisimi Onlenmis ve bu durum serumda kan lipid
parametreleri (TG ve TK) ve AST diizeylerine olumlu yansimistir. Ayrica dokulardaki
endokanabinoid diizeyleri de etkilenmistir. Karacigerde Cnrl ve Pnpla3 ile beyinde
Adrb3 ve Gnas gen ekspresyon diizeylerinin 6nemli Olgiide inhibe edildigi
goriilmiistiir. Bu sonuglarin tamami steatoz ile anlamli olarak iliskilendirilmistir.
Sonu¢ olarak iniilin beyin ve karaciger dokularinda endokanabinoid sistemi
etkileyerek ve bazi gen ekspresyonlarini baskilayarak NAFLD gelisimini onlemistir.
Daha once insanlar iizerinde yiiriitiilen ¢alismamizda iniilinin viicut yag miktarini
azaltarak abdominal obezite ve agirlik yonetimine olumlu etkileri gdsterilmisti. Bu tez
calismasi ile deney hayvanlarinda molekiiler metabolizmalari arastirilmistir. Tiim bu
sonuglar NAFLD’deki lipogenez faktorlerinin belirlenerek altta yatan metabolik

yolaklarin aydinlatilabilmesi i¢in literatiire yeni bir kaynak olacag diistiniilmektedir.

NAFLD hastalarinin diyet modifikasyonlar1 gibi yasam tarzi degisiklikleri
NAFLD parametreleri iizerinde olumlu etkiler gostermektedir. Ozellikle obezite
gelisimi olan bireylerde agirlik kaybi NAFLD iizerinde olumlu etkilere sahiptir.
Ayrica iniilin desteginin insiilin direnci gelisimi iizerine olumlu etkileri bir¢ok calisma
ile gosterilse de molekiiler mekanizmalar tam olarak kanitlanmamistir. Bu ¢alismanin
sonugclari iniilin ilavesinin insiilin direnci gelisimini 6nlemesi nedeni ile 6nemlidir ve

altta yatan yolaklarin tanimlanmasina kaynak olacagi diistiniilmektedir.

NAFLD tedavisinde en etkili diyet modeli olarak Akdeniz diyeti gibi diigiik

kalorili, bitkisel iiriinler agirhikli diyetler dnerilmektedir. Iniilinin NAFLD tedavisinde
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de kullanimina yonelik literatiirde birgok ¢alisma bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalarda
iniilin ¢ogunlukla ekstrakte edilerek verilmistir. Ancak besinlerdeki iniilin miktarina
yonelik arastirmalarin arttirilmasi gerekmektedir. Diyetsel lif olarak prebiyotikler
arasinda yer alan iniilin de NAFLD’ye yonelik beslenme Onerilerinde yer alabilecek

bir besindir.

Bu c¢alismada iniilinin beyin ve karaciger dokularindaki gen ekspresyon ve
endokanabinoid diizeylerini etkilemesi lizerinden NAFLD gelisimini 6nleyici etkileri
degerlendirildiginde ve iniilinin ayni zamanda prebiyotik kaynagi oldugu
distintildiigiinde mikrobiyota-bagirsak-karaciger-beyin aksi lizerine etkili olabilecegi
diisiiniilebilir. Bu calismada bu aksin beyin ve karaciger boliimlerine referans
olabilecek sonuclar bulunmustur. Altta yatan mekanizmalarin daha fazla
aydinlatilabilmesi igin ileride yapilacak ¢alismalar mikrobiyota analizleri ile

zenginlestirilebilir.
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OZET

Yiiksek Yagh Diyetle Beslenen Wistar Ratlarinda Iniilin Desteginin
Endokanabinoid Diizeyi, Karaciger Yaglanmasi ve Insiilin Direnci Uzerine Etkileri

Non-alkolik vyagli karaciger hastaligt (NAFLD) diinya genelindeki karaciger
hastaliklarinin énemli nedenlerinden biridir. Hastaligin baglamasina ve ilerlemesine cesitli
molekiiler mekanizmalar etkili olsa da kesin bir yolak heniiz netlik kazanmamistir. Giincel
calismalarda NAFLD patolojisinde endokanabinoid sistemin de etkili olabilecegi
diisiiniilmektedir. Bu nedenle bu ¢alismanin amac1 yiiksek yagli beslenme modelinde iniilin
ilavesinin endokanabinoid sistem aracilig1 ile NAFLD iizerindeki etkilerini incelemektir. Bu
calisma iniilinin endokanabinoid sistem yolagi ile NAFLD iizerindeki etkilerinin arastirildigi
ilk calismadir. Toplam 25 erkek Wistar tiirii rat dort gruba ayrilarak 12 hafta bu diyetler ile
beslenmistir; kontrol, kontrol+iniilin, yiiksek yagl ve yiiksek yagli+iniilin. Biyokimyasal
parametreler tam otomatik biyokimya analiztorii ile ve insiilin, leptin, ghrelin ve adiponektin
diizeyleri Sandwich-ELISA yontemi ile ratlarin serumlarinda analiz edilmistir. Karaciger
dokularmin histopatolojik analizleri ve manyetik rezonans goriintiileme ile steatoz, lobiiler
inflamasyon ve toplam NAS degerleri belirlenmistir. LC-MS/MS yontemi ile karaciger ve
beyin dokularindaki Anandamid ve 2-Arasidonilgliserol endokanabinoid diizeyleri
Olglilmiistiir. Karaciger ve beyin dokularinda gqPCR yontemi ile Cnrl, Cnr2, Trpvl, Adrb3,
Pnpla3, Gnas ve Adcyl gen ekspresyon diizeyleri belirlenmistir. 12. haftanin sonunda yiiksek
yagli diyetle beslenen grubun steatoz skoru 2.66+0.42 ile diger gruplardan anlamli derecede
daha yiiksek olmustur. Iniilin obezite, HOMA-IR, serum trigliserit, toplam kolesterol, AST ve
leptin diizeylerini olumlu etkilemistir. Ayrica iniilin beyinde Adrb3, Gnas ve Adcyl gen
ekspresyonlarini, karacigerde Cnrl ve Pnpla3 gen ekspresyonlarini anlamli derecede
azaltmustir. Iniilin eklenen gruplarin karaciger ve beyin dokularindaki 2-AG diizeyi daha diisiik
bulunmustur. Iniilin endokanabinoidler aracihig: ile karacigerde NAFLD patogenezinde yer
alan genlerin ekspresyonlarini etkileyerek NAFLD gelisimini 6nlemistir ve bu ¢alismanin
sonuglari iniilinin obezite, insiilin direnci, dislipidemi ve NAFLD tedavisinde umut verici bir
besin bileseni oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: 2-Arasidonilgliserol, Anandamid, iniilin, Nonalkolik Yagl Karaciger
Hastalig1
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SUMMARY

Effects of Inulin Supplementation on Endocannabinoid Levels, Fatty Liver and
Insulin Resistance in Wistar Rats Fed with High Fat Diet

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is one of the major causes of liver disease
worldwide. Although various molecular mechanisms are effective in the initiation and
progression of NAFLD, the exact pathway is not completely clarified. In recent studies, it is
thought that the endocannabinoid system may also be effective in NAFLD pathology.
Therefore, the aim of this study is to examine the effects of inulin supplementation on NAFLD
via the endocannabinoid system in a high-fat diet model. This is the first study to investigate
the effects of inulin by endocannabinoid system pathway on NAFLD. Methods: A total of 25
male Wistar rats were divided into four groups and fed with these diets for 12 weeks: control,
control+inulin, high fat and high fat+inulin. Biochemical parameters were analyzed with a
fully automatic biochemistry analyzer and insulin, leptin, ghrelin and adiponectin levels were
analyzed in the serum of rats by Sandwich-ELISA method. Steatosis, lobular inflammation
and total NAS values were determined by histopathological analysis of liver tissues and by
magnetic resonance imaging. Anandamide and 2-arachidonylglycerol endocannabinoid levels
in liver and brain tissues were measured by LC-MS/MS method. Cnrl, Cnr2, Trpvl, Adrb3,
Pnpla3, Gnas and Adcyl gene expression levels were determined in liver and brain tissues by
gPCR method. Results: At the end of the 12th week, the steatosis score of the high-fat diet
group was 2.66+0.42, which was significantly higher than the other groups. Inulin positively
affected obesity, HOMA-IR, serum triglyceride, total cholesterol, AST and leptin levels. Inulin
also significantly decreased Adrb3, Gnas and Adcyl gene expressions in the brain, and Cnrl
and Pnpla3 gene expressions in the liver. The 2-AG levels in the liver and brain tissues were
lower in the inulin added groups. Conclusions: Inulin prevented the development of NAFLD
by affecting the expression of genes involved in the pathogenesis of NAFLD in the liver via
endocannabinoids. The results of this study show that inulin may be a promising nutrient in
the treatment of obesity, insulin resistance, obesity and NAFLD.

Keywords: 2-Arachidonylglycerol, Anandamide, Inulin, Non-Alcoholic Fatty Liver Disease
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