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ÖZET 

7,8-Dihidroksiflavonun Kafeterya Diyeti ile Uyarılmış Metabolik Sendromda 

Pankreas ve Karaciğer Dokularındaki Endoplazmik Retikulum Stresine Etkisinin 

İncelenmesi 

Metabolik sendromun patogenezinde endoplazmik retikulum (ER) stresi önemli bir 

rol oynamaktadır. ER stresinin obeziteyi, insülin direncini, karaciğer yağlanmasını, 

dislipidemiyi ve diğer metabolik bozuklukları indüklediği bildirilmiştir. ER stresini 

baskılayacak veya ilişkili semptomları iyileştirecek molekülleri keşfetmeye yönelik önemli 

çabalar olmuştur. Bir bitki flavonoidi ve beyin türevli nörotrofik faktör (BDNF) mimetiği 

olan 7,8-dihidroksiflavonun (7,8-DHF) vücut ağırlığını azaltması, sistemik enerji tüketimini 

arttırması gibi faydalı etkileri ortaya konulmustur. Bu çalışmada, 7,8-DHF’nin karaciğer ve 

pankreas dokularındaki ER stresi üzerine etkisinin kafeterya diyeti (KD) ile indüklü 

metabolik sendrom modelinde incelenmesi amaçlanmıştır. Her bir grupta 10 adet C57BL/6 

ırkı erkek fare olacak şekilde dört grup oluşturuldu. 16 hafta boyunca KD ile beslenen 

farelere son dört hafta boyunca 7,8-DHF intraperitoneal olarak (5 mg/kg/gün) uygulandı. 

Gruplardaki her bir fareye oral glukoz tolerans testi (OGTT) yapıldı. Karaciğer ve pankreas 

dokularında 78-kDa glukozla-regüle protein (GRP78) ve C/EBP homolog protein (CHOP), 

serumda insülin ve interlökin-1β (IL-1β) ELISA yöntemi ile, serum biyokimya parametreleri 

otoanalizör ile analiz edildi. GRP78 ve CHOP gen ekspresyon seviyeleri RT-PCR ile 

belirlendi. Ayrıca karaciğer ve pankreas dokularında histopatolojik analizler yapıldı. 

Bulgular, KD’nin serumda metabolik anormalliklere, insülin direncine ve inflamasyona 

neden olduğunu,  pankreas ve karaciğer dokularında ER stresini tetiklediğini ortaya 

koymuştur. 7,8-DHF uygulamasının serum biyokimya parametrelerini, HOMA-IR ve IL-1β 

seviyelerini düşürerek metabolik anormallikleri önemli ölçüde azalttığı gösterilmiştir. RT-

PCR ve ELISA sonuçları, 7,8-DHF uygulamasının karaciğerde GRP78 ve CHOP 

ekspresyonunu ve protein seviyelerini, pankreasta GRP78 ekspresyonunu baskıladığını 

göstermektedir. 7,8-DHF'nin bu dokulardaki etkinliği histopatolojik testlerle de 

gösterilmiştir. Sonuç olarak, KD ile indüklü metabolik sendrom modelinde 7,8-DHF hem 

karaciğer hem de pankreasta ER stresini ve ER stresinin neden olduğu metabolik 

bozuklukları baskılamıştır. Bu nedenle 7,8-DHF, ER stresini ve ilgili metabolik semptomları 

iyileştirmek için potansiyel olarak yeni bir terapötik bileşik olabilir. 

Anahtar Sözcükler: ER stresi, Flavonoid, Metabolik Sendrom, Pankreas, RT-PCR 
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ABSTRACT 

Investigation of the Effect of 7,8-Dihydroxiflavone on Endoplasmic Reticulum Stress 

in Pancreatic and Liver Tissues in Cafeteria Diet-Induced Metabolic Syndrome 

Endoplasmic reticulum (ER) stress plays  a critical role in the pathogenesis of 

metabolic syndrome. ER stress has been documented to induce obesity, insulin resistance, 

fatty liver diseases, dyslipidemia and other metabolic disorders. There have been prominent 

works to detect molecules that would suppress ER stress or improve associated symptoms. 

The beneficial effects of 7,8-dihydroxyflavone (7,8-DHF), a plant flavonoid and brain-

derived neurotrophic factor (BDNF) mimetic have been shown such as reducing body weight 

and increasing systemic energy consumption. In this study, it was aimed to investigate the 

effects of 7,8-DHF on ER stress in liver and pancreatic tissues in a cafeteria diet (CAF) 

stimulated metabolic syndrome model. Four groups were formed each of which 

wascomposed of 10 C57BL/6 male mice. Mice fed with CAF for 16 weeks were 

administered 7,8-DHF intraperitoneally (5 mg/kg/day) for the last four weeks. An oral 

glucose tolerance test (OGTT) was conducted on each mouse in the groups. In liver and 

pancreas tissue, 78-kDa glucose regulated protein (GRP78) and C/EBP homologous protein 

(CHOP), serum insulin and interleukin-1β (IL-1β) with ELISA method, biochemical 

arguments were analyzed with autoanalyser. GRP78 and CHOP gene expression levels were 

done by RT-PCR. In addition, histopathological analyzes were accomplished on liver and 

pancreatic tissues. The findings  revealed that CAF causes metabolic irregularities, insulin 

resistance and inflammation in serum, triggers ER stress in pancreatic and liver tissues. It 

has been indicated that the application of 7,8-DHF significantly reduces metabolic 

irregularities by diminishing serum biochemical parameters, HOMA-IR and IL-1β levels. 

RT-PCR and ELISA results show that 7,8-DHF administration suppresses GRP78 and 

CHOP expression and protein levels in the liver and GRP78 expression in the pancreas. The 

effectiveness of 7,8-DHF in these tissues has also been shown by histopathological tests. As 

a result, in the CAF triggered metabolic syndrome model, 7,8-DHF suppressed ER stress 

and metabolic disorders caused by ER stress in both the liver and pancreas. Therefore, 7,8-

DHF could potentially be a new therapeutic compound to improve ER stress and related 

metabolic symptoms. 

Keywords: ER stress, Flavonoid, Metabolic Syndrome, Pancreas, RT-PCR
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1.GİRİŞ ve AMAÇ 

Metabolik sendrom (MetS), insülin direnci, aterojenik dislipidemi, merkezi obezite 

ve hipertansiyon gibi bir dizi metabolik bozukluktan oluşmaktadır. Devam eden süreçte 

MetS, diyabet ve kardiyovasküler hastalık (KVH) geliştirme riskini önemli ölçüde 

arttırmaktadır. KVH’lerin dünya çapında büyük oranda morbidite ve mortaliteye neden 

olduğu göz önüne alındığında, hastalığın sağlık sistemlerine ağır yükünü azaltmak için bu 

hastalıklara MetS'inin katkısının araştırılması zorunlu hale gelmiştir. Bu nedenle hastalığın 

araştırılması için yapılan klinik çalışmalar son yıllarda hız kazanmıştır (1). MetS 

patofizyolojisi genel olarak insülin direnci (IR) ve kronik düşük dereceli inflamasyonla 

ilişkilidir. Bunun yanı sıra KVH,  tip 2 diyabet  (T2D),  alkolsüz yağlı karaciğer hastalığı 

(AYKH) gibi pek çok metabolik hastalıkta yaygın olarak bulunan, yanlış katlanmış veya 

katlanmamış proteinlerin durumunu ifade eden ER stresi MetS gelişiminde önemli bir 

mekanizma olarak ortaya çıkmıştır (2). 

Bazı hayvanlarda genetik ve spontan mutasyonlar nedeniyle diğerlerinde ise yüksek 

yağ ve/veya yüksek karbohidratlı diyetler gibi enerjice yoğun diyetlere maruz bırakılmasıyla 

MetS tetiklenmektedir (3). KD, kemirgenlerin hiperfajiyi ve hızlı kilo alımını teşvik eden 

yüksek enerjili, oldukça lezzetli insan gıdalarına maruz bırakılmasından oluşan, diyet 

indüklü obezitenin (DIO) sağlam bir modelidir (4, 5). 

ER stresini engellemek suretiyle MetS semptomlarını hafifletmeye yönelik 

çalışmalarda doğal ürünler sıklıkla kullanılmaktadır (6). 7,8-DHF, Godmania aesculifolia, 

Tridax procumbens ve çuha çiçeği yapraklarında bulunan doğal olarak oluşan bir flavondur.  

BDNF ana sinyal reseptörü olan tropomiyozin reseptör kinaz B’nin (TrkB) (Kd ≈ 320 nM) 

güçlü ve seçici, küçük moleküllü agonisti olarak hareket ettiği bulunmuştur (7). BDNF 

yiyecek ve enerji metabolizmasında önemli bir rol oynamaktadır. Ancak düşük yarılanma 

ömrü ve kan beyin bariyerini geçememesi nedeniyle kronik bir hastalık olan MetS’deki 

etkinliğini araştırmak oldukça zordur (8-10). 7,8-DHF,  bu bağlamda güçlü bir alternatiftir. 

Yüksek yağlı diyetle beslenen dişi farelerde enerji tüketimini ve insülin duyarlılığını 

arttırdığı bildirilmiştir (11). Başka bir çalışmada da yine yüksek yağlı diyetle beslenen 

farelerde kilo kaybına neden olduğu, hiperlipidemi ve hiperinsülinemiyi azalttığı 

gösterilmiştir (12). Tüm bunlar göz önüne alındığında, bu tez çalışmasında kafeterya 

diyetiyle uyarılmış fare metabolik sendrom modelinde, enerji metabolizması için iki önemli 

organ olan karaciğer ve pankreas dokularında meydana gelen ER stresine karşı 7,8-DHF’nin 
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etkili bir bileşik olup olmayacağının araştırılması amaçlanmıştır. Bu amaçla 16 hafta 

boyunca KD uygulanan C57BL/6 ırkı farelere diyetlerin son dört haftası süresince, 5 

mg/kg/gün olacak şekilde 7,8-DHF uygulaması yapıldı.  Bu kapsamda 7,8-DHF'nin insülin 

direncine, genel metabolik durum üzerine, ER stresi parametreleri üzerine etkisi 

biyokimyasal, histopatolojik ve moleküler seviyede araştırıldı. Bulgular, 7,8-DHF'nin 

karaciğer ve pankreas dokularında ER stresini azalttığını, glukoz intoleransını ve insülin 

direncini baskıladığını göstermiştir. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Metabolik Sendrom 

Metabolik sendrom, dünya genelinde bir salgın olarak kabul edilen ve 

sosyoekonomik maliyeti yüksek kompleks bir hastalık olarak karşımıza çıkmaktadır. MetS,  

KVH ve T2D riskini doğrudan artıran, birbirine bağlı faktörler kümesi olarak tanımlanır. 

Her ne kadar MetS’in başlıca bileşenleri dislipidemi, arteriyel kan basıncının (KB) 

yükselmesi ve düzensiz glukoz homeostazı olsa da, abdominal obezite ve/veya IR 

sendromun temel göstergeleridir. Son zamanlarda, kronik proinflamatuar ve protrombotik 

durumlar, AYKH ve uyku apnesi gibi anormallikler sendromun varlığına eklenmiş ve 

sendromun tanımı oldukça karmaşık hale gelmiştir. MetS’in birçok bileşeninin ve klinik 

etkilerinin olmasına rağmen, genel kabul görmüş bir patojenik mekanizması yoktur. MetS’in 

gelişen temel bir yönü, hem çocuklarda hem de genç erişkinlerde artan yaygınlığı ve bunun 

sağlık sistemlerine gelecekteki etkileridir (13). Bu nedenle MetS’i önleyebilecek yeni 

terapötik etkenlerin geliştirilmesi büyük önem arz etmektedir.  

2.1.1. Tanı Kriterleri  

Tarihsel olarak Reaven, ‘Sendrom X’ kavramını (daha sonra MetS olarak yeniden 

adlandırdı) öne süren ilk kişidir ve IR gelişiminin, KVH ve T2D gelişiminde merkezi bir 

özellik olduğunu varsaymıştır (14). O tarihten beri, Dünya Sağlık Örgütü (WHO), İnsülin 

Direnci Çalışması için Avrupa Grubu (EGIR), Ulusal Kolesterol Eğitim Programı Yetişkin 

Tedavi Paneli III (NCEP:ATP III), Amerikan Klinik Endokrinoloji Derneği (AACE), 

Uluslararası Diyabet Federasyonu (IDF) ve Amerikan Kalp Derneği/Ulusal Kalp, Akciğer 

ve Kan Enstitüsü (AHA/NHLBI) gibi birçok uluslararası kuruluş ve uzman grubu MetS’i 

tanımlamada kullanılan tüm farklı bileşenleri birleştirmek için çalışmışlardır. İlk adım 

1998'de WHO öncülüğünde gerçekleştirilmiştir. MetS’i IR veya glukoz toleransının 

bozulması veya T2D'nin yanında aşağıda belirtilen parametrelerden en az ikisinin 

mevcudiyeti ile birlikte tanımlanabileceğini belirtmiştir:Yüksek KB, hipertrigliseridemi 

ve/veya düşük HDL-kolesterol, obezite (bel/kalça oranı veya vücut kitle indeksi (VKİ) ile 

ölçüldüğü gibi) ve mikroalbüminüri (15). Daha sonra EGIR, hiperinsülineminin mevcut 

olmasını gerektiğini ortaya koyarak mikroalbüminürinin sendromun bütünleyici bir bileşeni 

olmadığını ortaya koymuştur (16). Ek olarak, sendromun diğer bileşenleri için bir önceki 

parametrelerde daha farklı sınırlar çizilirken, obeziteyi ifade etmek VKİ yerine bel çevresi 

temel parametre olarak gösterilmiştir. 2001 yılında NCEP: ATPIII, bel çevresi, kan lipidleri, 
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KB ve açlık glukozu gibi parametreleri içeren yeni bir dizi kriter yayınlamıştır (17) ve bu 

kriterler 2004 yılında güncellenmiştir (18). NCEP:ATPIII tanımı, hem WHO hem de EGIR 

tanımlarından, IR'nin gerekli bir belirteç olarak kabul edilmemesi yönüyle farklılık 

göstermektedir. 2005 yılında IDF, farklı araştırma grupları tarafından sendromu daha kesin 

olarak tanımlayabilmek için kullanılabilen yeni kriterler yayınlamıştır. Bu yeni tanımın 

amacı, özellikle KVH, inme ve T2D gibi metabolik hastalıkları tedavi etmede daha iyi 

sonuçlar elde edebilmek için çalışma sonuçları arasında karşılaştırmalara olanak sağlamaktır 

(19). IDF, basit bir tarama aracı olarak bel ölçümüne özellikle vurgu yaparak, abdominal 

obeziteyi MetS tanısının kaçınılmaz bir parametresi olarak ileri sürmüştür (18). Abdominal 

obezite farklı şekilde tanımlanmış olmasına rağmen MetS'in geri kalan dört bileşeni,  

AHA/NHLBI tanımında IDF'ninkilerle aynıdır. Şu anda, en yaygın kullanılan iki tanım olan 

NCEP:ATP III ve IDF kriterleri, özellikle merkezi obezitenin bir ölçüsü olan bel çevresine 

yoğunlaşmıştır. AACE, WHO ve EGIR tanımlarının ise genel olarak IR’ye odaklanmış 

durumdadır. Tüm bunlara rağmen, WHO ve NCEP: ATPIII tanımlarında özellikle obeziteyi 

tanımlarken farklı etnik gruplar arasında kriterlerin uygulanması hususunda zorluklar 

yaşanmıştır. Örneğin,  Avrupalılara kıyasla Asyalılarda daha az obez birey olmasına rağmen 

T2D riski olan bireyler daha fazladır. IDF, tüm etnik kökenler arasında geçerli olan MetS 

tanı kriterleri belirlemenin zorluklarını kabul ederek, etnik/ırksal özel kesimlere göre yeni 

tanı kriterler ileri sürmüştür (20). Bu zorluklar göz önüne alındığında, MetS'in nedenini 

açıklayabilecek daha fazla çalışma yapılıncaya kadar MetS için zorunlu bir tanı kriteri 

olmaması gerektiği, aksine tüm bileşenlerin risk tahmininde önemli bir yere sahip olduğunu 

vurgulayan Ortak Ara Bildirim genel olarak kabul edilmektedir (13). Bu tanı kriterleri 

insanlardaki MetS’i tanımlamak için kullanılsa da, hayvanlardaki MetS’i tanımlamak için 

kesin tanı kriteleri bulunmamaktadır. Hayvanlarda MetS gelişip gelişmediği obezite, 

hiperglisemi ve dislipidemi gibi metabolik bozuklukların varlığı ile değerlendirilmektedir 

(21). 

2.1.2. Epidemiyolojisi 

Metabolik sendromun küresel prevalansı coğrafi bölgelere ve sosyodemografik 

faktörlerin yanı sıra kullanılan tanı kriterlerine göre farklılık göstermektedir. Ulusal Sağlık 

ve Beslenme İnceleme Anketi verileri, NCEP:ATPIII kriterlerine göre, Amerika Birleşik 

Devletleri’ndeki yetişkinlerin %35’inin (erkeklerde %30.3 ve kadınlarda %35.6)   ve 60 yaş 

üstü nüfusun %50’sinin MetS tanısı aldığını tahmin etmektedir (22). IDF tanı kriterleri 
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kullanılarak, Avrupa MetS prevalansı erkeklerde %41 ve kadınlarda %38 olarak tahmin 

edilmiştir (23). NCEP:ATPIII kriterlerine göre, Orta Doğu'dan elde edilen epidemiyolojik 

verilerin sistematik bir incelemesi, erkeklerde MetS prevalansının %20.7-37.2 ve kadınlarda 

%32.1-42.7 olduğunu bildirmektedir (24). Çin’den gelen veriler ise, 60 yaş ve üzerindeki 

popülasyonda %58.1 prevalans olduğunu göstermektedir (25). Onat ve ark. (26) tarafından 

gerçekleştirilen Türkiye’deki MetS oranlarını belirlemek için yapılan NCEP:ATPIII 

kriterlerine dayalı Türk Erişkinlerinde Kalp Hastalıkları ve Risk Faktörleri çalışmasında, 

2010 yılında 40 yaş ve üzerindeki popülasyonda genel MetS prevalansının %53, cinsiyete 

göre ise erkeklerde %49.6, kadınlarda ise %54.5 olduğu bildirilmiştir.  MetS prevalansı 

coğrafi bölgelere göre karşılaştırıldığında ise genel dağılım Ege bölgesinde en düşük 

bulunurken, bu değerler Karadeniz ve güney bölgelerimizde daha yüksek bulunmuştur. 

2.1.3. Metabolik Sendrom için Önerilen Patofizyolojik Mekanizmalar 

Metabolik sendrom patofizyolojisi altında yatan birkaç varsayımsal mekanizma 

vardır ve bunlardan en yaygın olarak kabul edileni insülin direncidir. Diğer potansiyel 

mekanizmalar, düşük dereceli kronik inflamasyon,  oksidatif stres ve ER stresidir. 

2.1.3.1. İnsülin Direnci 

Pankreatik β (beta) hücreleri tarafından yüksek kan glukozuna yanıt olarak salgılanan 

bir peptit hormonu olan insülin anabolik etkilerini karaciğer, kas ve yağ dokularında glukoz 

alımını arttırararak, lipolizi ve hepatik glukoneogenezi inhibe ederek göstermektedir. Yağ 

dokusunda insülin direnci geliştiğinde, bu dokuda insülin aracılı lipoliz inhibisyonunda bir 

bozulma meydana gelmektedir. Dolaşımdaki serbest yağ asitlerinde ortaya çıkan artış, farklı 

organlarda insülin sinyal kaskadında değişikliklere neden olarak insülin direncini arttırmakta 

ve böylece bir kısır döngü yaratmaktadır. Kaslarda, serbest yağ asitleri insülin reseptör 

substrat-1 (IRS-1) ile ilişkili fosfotidil 3 kinaz (PI3K) aktivitesini etkileyerek, GLUT-4’ün 

membrana translokasyonunda bir azalmaya ve dolayısıyla glukoz alımının azalmasına yol 

açmaktadır. Serbest yağ asitleri karaciğerde glukoneogenezi ve lipogenezi teşvik eder. Tüm 

bunların sonunda oluşan durum normal glukoz seviyesini korumak için hiperinsülineminin 

meydana gelmesidir. Bununla birlikte,  bu telafi edici mekanizma en nihayetinde başarısız 

olmakta ve insülin seviyelerinde bir azalmaya yol açmaktadır. Bu durum serbest yağ 

asitlerinin pankreas beta hücreleri üzerindeki lipotoksik etkisi ile daha da artmaktadır. 

Visseral lipolizin splanknik dolaşım yoluyla serbest yağ asitlerinin doğrudan karaciğere 

girişini arttırdığını ve böylece visseral yağ oluşumunun insülin direncine subkutan yağdan 
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daha önemli katkılar yaptığını vurgulamak gerekmektedir (1). İnsülin direncinin MetS’e bir 

diğer katkısı, serbest yağ asitleri yüzünden kısmen insülinin vazodilatör etkisinin kaybından, 

reaktif oksijen türleri üretimi ve ardından nitrik oksidin ortamdan uzaklaştırılması nedeniyle 

vazokonstriksiyondan kaynaklanan hipertansiyon gelişimidir (27). Diğer mekanizmalar, 

artmış sempatik stimülasyonu ve böbreklerde renin kaynaklı sodyum geri emilimini 

içermektedir. Ayrıca, insülin direnci daha yüksek serum viskozitesine yol açmakta, 

protrombotik bir durum yaratmakta ve adipoz dokudan proinflamatuvar sitokin salınımını 

arttırmaktadır. Bunların tümü KVH ve T2D risklerinin artmasında önemli rol oynamaktadır 

(1). 

2.1.3.2. İnflamasyon ve Oksidatif Stres 

MetS’in gelişimi tam olarak anlaşılamamasına rağmen,  merkezi etiyolojisinde 

obezite ve insülin direnci bulunmaktadır. Bu durum, T2D ve KVH için önemli bir risktir. 

Obezitede olduğu gibi MetS’de de düşük seviyeli kronik inflamasyondan söz edilir. Bu 

inflamatuvar sürecin gelişmesinde yağ dokusu oldukça önemlidir.  MetS, proinflamatuvar 

ve protrombotik bir durum olarak tanınır ve patofizyolojisinde yağ dokusunun merkezi bir 

rolü vardır. Adipoz doku, biyolojik olarak aktif parakrin ve endokrin bir organ olarak kabul 

edilmektedir. Aşırı beslenmeye yanıt olarak adiposit hücreleri hipertrofiye ve hiperplaziye 

uğrar ve bu durum hipoksik bir ortam oluşmasını tetikler. Hipoksi, makrofaj infiltrasyonu 

ile hücre nekrozuna ve proinflamatuar medyatörler interlökin-6 (IL-6) ve tümör nekroz 

faktörü alfa’nın (TNFα) yanı sıra protrombotik medyatör plazminojen aktivatör inhibitörü-

1 içeren adipositokinlerin üretimine yol açarak inflamasyonu uyarmaktadır (28, 29).  

Yapılan insan ve hayvan çalışmalarında, yağ birikimi ve oksidatif stres arasında 

reaktif oksijen türlerinin üretimi ve artan NADPH oksidaz ekspresyonu ile birlikte 

antioksidan enzimlerin ekspresyonunun azalması arasında pozitif bir korelasyon olduğu 

bulunmuştur. İn vitro çalışmalarda, artan seviyelerde yağ asidi ile muamele edilen adiposit 

hücrelerinde NADPH oksidaz yolağı üzerinden oksidatif stresin arttığı ve bu durumun 

adipositokinlerin üretiminde disregülasyona neden olduğu gözlenmiştir (30). Ek olarak, 

NADPH oksidaz inhibitörü ile muamele edilen obez farelerde, diyabet fenotipinde iyileşme 

ve reaktif oksijen türlerinin üretiminde azalma bulunmuştur (31). Okside LDL ve ürik asit 

gibi prooksidan durum göstergeleri de MetS’de artmıştır (32). 
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2.2. Metabolik Sendrom Geliştirmek İçin Kullanılan Hayvan Modelleri  

Metabolik sendrom, çeşitli patolojik durumların bir toplamıdır ve tek bir nedeni 

yoktur. MetS gelişimine katkıda bulunan bileşenler kalıtım veya çevre faktörlü olabilir. 

Ailede T2D öyküsü, yüksek tansiyon, etnik köken ve IR gibi birçok bileşen MetS’a 

yakalanma olasılığını önemli ölçüde artıran genetik faktörlerdir. Ayrıca yaşlanma MetS için 

değiştirilemez diğer bir önemli risk faktörüdür. Öte yandan, MetS için çevresel risk faktörleri 

kontrol edilebilmektedir. Bunlar hareketsiz yaşam tarzı, fiziksel hareketsizlik ve yeme 

alışkanlıklarını içermektedir. MetS sonuç olarak bir kişiyi birçok tıbbi komplikasyona daha 

yatkın hale getirmektedir. Örneğin MetS, KVK, T2D, AYKH, kanser (karaciğer, pankreas, 

meme ve mesane), böbrek ve pankreas disfonksiyonu riskinde artışa neden olmaktadır (21).  

Obezite ve MetS dünya çapındaki ölümlerin ana nedenleri arasındadır ve patojenik 

mekanizmaları tam olarak anlaşılamamıştır. Bu nedenle MetS’in sağlık sistemleri üzerine 

binen yükünü azaltmak için yeni tedavi şekilleri geliştirmeye yönelik yapılan araştırma 

çabaları büyük önem arz etmektedir. Çok faktörlü doğası nedeniyle, insanlardaki MetS 

patofizyolojisini anlamak için yeterli bir deneysel model geliştirmek oldukça zordur. 

Sıçanlar ve fareler MetS patafizyolojisini incelemek için kullanılan en yaygın kemirgen 

modelleridir. Kemirgenlerde MetS'i indüklemek için diyet manipülasyonu, genetik 

modifikasyon ve ilaç uygulamaları gibi çeşitli yaklaşımlar kullanılmaktadır. Panchal ve 

Brown (33) tarafından yapılan bir araştırmada insanlardaki MetS’e en yakın kriterleri 

gösteren sıçan modelinin yüksek karbohidratlı ve yüksek yağlı diyetle uyarılan model olduğu 

gösterilmiştir. Hayvanlarda MetS’i indükleyebilen çok sayıda ve çeşitte diyet yaklaşımı 

vardır. Bu diyet yaklaşımları tek bir diyet türünden veya yüksek fruktoz, yüksek sukroz, 

yüksek yağ, yüksek fruktoz/yüksek yağlı veya yüksek sukroz/yüksek yağlı diyet gibi 

diyetlerin bir kombinasyonundan da oluşabilir. Ancak bu modellerden hiç birisi insanlardaki 

MetS’i tam olarak karşılamamaktadır. Buna rağmen diyet çalışmaları, diyetlerin hormon, 

glukoz ve lipid metabolizması yolaklarını etkilemek yoluyla tüm vücut metabolizmasını ve 

regülasyonunu etkilemesinden dolayı MetS’in araştırılmasında önemli bir yere sahiptir (21). 

MetS’i uyarmak için en yaygın kullanılan kemirgen türleri ise Sprague-Dawley sıçanları, 

Wistar sıçanları, C57BL/6J fareleri ve Altın Suriye hamsteridir (34-37). MetS’i incelemek 

için en iyi diyet modellerden biri ise, insan metabolik sendromundaki mevcut olan hemen 

hemen tüm komplikasyonları geliştirdiğinden dolayı kafeterya diyeti ile beslenen kemirgen 

modelleridir (5).  
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2.2.1. Kafeterya Diyeti 

Ticari kemirgen yemini desteklemek için insan diyetinden son derece lezzetli 

öğelerin kemirgen diyetine eklenmesi fikri Sclafani ve Springer (4) tarafından öne 

sürülmüştür ve bu diyet daha sonra KD olarak adlandırılmıştır. Bu modelde, laboratuvar 

kemirgenleri insanların tükettiği, süpermarketlerden ve fast food restoranlarından kolayca 

elde edilebilen işlenmiş, sağlıksız ama lezzetli ürünleri (örneğin sosis, kekler ve kurabiyeler) 

tüketmektedir. Bu nedenle "Abur Cubur Diyeti (Junk Food Diet)", "Süpermarket Diyeti" 

veya " Western Diyeti" olarak da adlandırılmaktadır.  KD modeli insanlarda sağlıksız bir 

diyet modelini taklit etmektedir. Önemli olan, aşırı tüketimi teşvik eden gıda maddelerinin 

duyusal özelliklerini (koku ve doku gibi) ve lezzetini tekrarlamaktır. KD kullanıldığında 

abur cubur yemenin metabolik ve davranışsal nedenleri, her ikisi de aynı etiyolojiyi 

paylaştığı için kemirgenlerde ve insanlarda aynıdır (38). Gıda tercihi ve aşırı yeme,  gıdanın 

besin bileşiminden daha fazlası tarafından etkilenmektedir. Obezojenik (obeziteyi 

indükleyen) modeller değerlendirilirken gıda türlerinin hedonik (haz verici, zevk verici)  

özellikleri dikkate alınmalıdır. KD modeli, yüksek yağ/ yüksek sukrozdan farklı olarak, 

birincil ve ikincil tat kortekslerini aktive etmekte ve ayrıca ödül sistemini de uyarmaktadır 

(39).  

Kafeterya diyeti modeli obezojenik model olarak önemli bir yere sahiptir. Sadece 

vücut ağırlığını arttırdığı ve obeziteye neden olmadığı, aynı zamanda MetS, şiddetli 

diyabetik semptomlar, karaciğer inflamasyonu ve diğer metabolik düzensizliklere neden 

olduğu da kanıtlanmıştır (40-44). Aslında KD, obeziteyi ve komorbid metabolik 

düzensizlikleri ve patolojilerini yüksek fruktoz/yüksek sukroz diyetlerine göre daha verimli 

bir şekilde indüklemektedir (5, 45, 46). KD, sürekli hiperfaji ve artan enerji alımını 

indüklerken belirli bir tür yağın çok yüksek alımını engellediği için, obeziteyi indükleyen 

saflaştırılmış yüksek yağlı diyetlere nispeten daha güçlü bir alternatif haline gelmiştir  (40, 

41). Bu diyetler ayrıca iştahı artıran önemli miktarda şeker ve tuz içermektedir (47). 

Kullanışlı özelliklerine rağmen, kafeterya diyetinin, farklı yiyecek seçimine bağlı olarak 

aynı gruptaki hayvanlar arasında tüketilen besinlerde bir miktar değişiklik oluşturabileceği 

bildirilmiştir (48). Ayrıca araştırmacılar KD oluştururken kendi ülkelerine has farklı “abur 

cubur” yiyecekler kullandıkları için KD standartlaştırılmamış uygulamalara da sahiptir (49). 

Öte yandan, yüksek yağlı diyetlere nazaran KD neticesinde elde edilen sonuçların (tek bir 

yağ çeşidi kullanılmadığı için)  insanlarda gözlemlenen diyet düzenlerini daha iyi yansıttığı 
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ifade edilmiştir (50). Diyet ve MetS arasındaki ilişkinin insan çalışmalarındaki etkisini 

belirlemek için “Western tipi” diyet kalıplarının kullanılmasının diğer diyet modellerine 

göre daha güçlü bir çalışma temeli sağladığı da gösterilmiştir (46). 

2.3. Endoplazmik Retikulum  

Endoplazmik retikulum, pürüzsüz ve pürüzlü ER gibi farklı yapı elemanlarından 

oluşan, hücre içindeki en büyük ve birçok fonksiyona sahip organeldir. ER’nin iyi bilinen 

görevlerinden bazıları kolesterol, gliserofosfolipid ve seramid gibi lipidlerin üretimi, protein 

sentezi, kalsiyumun depolanması ve dinamiklerinin düzenlenmesidir (51). ER, ökaryotik 

hücrelerdeki proteinlerin en az üçte birinin sentezini, katlanmasını ve transportunu yöneten 

özelleşmiş bir organeldir. Organellere ve hücre dışı boşluğa giden tüm proteinlerin 

biyogenezini, katlanmasını, birleştirilmesini, transportunu ve yıkımını izleyen bir süreç olan 

proteostaz olarak adlandırılan protein homeostazını düzenlemektedir. Bu proteinler, ER'de, 

golgi cisimciğinde, lizozomlarda ve plazma zarında bulunan, önemli hücresel süreçleri 

düzenleyen ve ayrıca hücreler arası iletişime aracılık etmek için hücrelerden salgılanan 

proteinlerden oluşmaktadır. Yüksek kalitede protein katlanması hücrenin hayatta kalması, 

işlevi ve normal organizma fizyolojisi için gereklidir. ER'de doğru şekilde katlanmış, 

modifiye olmuş ve birleştirilmiş proteinlerin anterograd taşınmasını sağlamak için çeşitli 

kontrol mekanizmaları mevcuttur (52, 53). Katlanmamış protein yanıtı (UPR), ER ile ilişkili 

bozunma (ERAD) ve otofaji gibi çeşitli kalite kontrol yolaklarının varlığı ER homeostazını 

sürdürmek için gereklidir (54). 

2.3.1. Endoplazmik Retikulum Stresi 

Endoplazmik retikulum stresi, yıkım sistemlerinin uygun bir şekilde çalışmaması 

nedeniyle ER lümeninde yanlış katlanmış veya katlanmamış proteinlerin birikmesi olarak 

tanımlanır ve membranöz ağ içinde meydana gelir.  Bu durum sırasında, ER homeostazı 

bozulur ve UPR başlatılır. UPR, yeni sentezlenen proteinler ile ER'nin bunları doğru katlama 

kapasitesi arasında bir denge sağlamak için homeostatik bir mekanizmadır. ER 

şaperonlarının azlığı, aşırı protein sentezi, Ca2+ konsantrasyonundaki dengesizlik ve 

kolesterol birikimi gibi kronik durumlar ER stresinin gelişmesindeki ana faktörlerdir (55). 

Yağ dokusunda ER stresi,  yağ dokusu metabolizması için çok önemli olan protein 

translasyonunun fazla olduğu aşırı besin alındığı dönemlerde tetiklenmektedir. İnsülin 

direncine bağlı azalan vaskülarizasyon ve lokal glukoz eksikliği de diğer faktörlerdir. Ayrıca 

yüksek yağlı diyet ER stresini indüklemede önemli bir rol oynamaktadır (56). Diyabetes 
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mellitus, obezite, yağlı karaciğer hastalıkları, KVH’ler, nöronal hastalıklar ve bazı kanser 

türleri gibi metabolik sendrom bileşenlerinde ER stresinin rolü olduğu ortaya konmuştur 

(57).   

ER membranının dış yüzünde bulunan üç protein (Şekil 1) ER stresini düzenler: 

İnositol-gerektiren enzim 1 (IRE1), protein kinaz R-benzeri ER kinaz (PERK) ve aktive edici 

transkripsiyon faktörü 6 (ATF6). Genellikle, bu proteinler ER membranı üzerinde bulunan 

GRP78’e (ayrıca immunoglobulin bağlayıcı protein (BİP) veya ısı şoku 70 kDa proteini 5 

(Hspa5) olarak da bilinir) bağlanırlar. GRP78, protein katlanmasını teşvik etmek ve protein 

birikmesini önlemek için enerji kaynağı olarak ATP kullanır. ER'de yerleşik şaperonlar 

arasında GRP78, UPR sinyalinin başlaması için temel algılayıcıdır. ER stresi sırasında, 

GRP78 lümendeki katlanmamış proteinlere bağlanıp UPR’nin aktivasyonunu 

tetiklemektedir (53). 

 

Şekil 1. UPR sinyal yolakları ve fonksiyonları (Mohan’dan, 58) 
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Bu yolaklar arasında IRE1 sinyal yolu canlılar arasında en fazla korunan yoldur. Bu 

transmembran proteini ER membranı üzerinde eksprese edilir ve iki fonskiyonlu bir enzim 

görevi görür. ER stresi sırasında aktive edilen IRE1, X-kutusu bağlayıcı protein 1 (XBP1) 

mRNA'sının birleştirilmesini ve ekspresyonunu arttırır. Bunun sonucunda ERAD 

bileşenlerinin seviyeleri,  ER ısı şok proteinleri ve fosfolipid sentezi artar. Bu bileşikler 

UPR'nin yapısal bir belirteci olan ER membran genişlemesine yol açmaktadır. Bu arada 

IRE1'in RNaz aktivitesi nedeniyle, ER lümenine protein girişi azalır. Karaciğerde, hem 

XBP1 hem de IRE1, trigliserid sentezi ve lipid metabolizmasında da rol oynamaktadır (59).  

PERK, her yerde bulunan tip I ER transmembran protein kinazdır, yapısal olarak 

IRE1'e benzer ve salgı hücrelerinde yüksek oranda eksprese edildiği bildirilmiştir (60). UPR 

aktivasyonu sırasında PERK, serin rezidüsü üzerinden ökaryotik başlatma faktörü 2 alfa'yı 

(eIF2α) fosforilleyerek etkisiz hale getirir. eIF2α, ökaryotlarda protein sentezi için kritik bir 

faktördür. Başlatıcı tRNA'nın ribozomlara girişini kolaylaştırır ve peptid sentezini başlatır. 

Ancak eIF2a etkisiz hale geldiğinde,  protein sentezi baskılanır. ER stresi sırasında PERK 

yanıtı sadece şaperon seviyesindeki değişikliklere, daha spesifik olarak GRP78 seviyesine 

bağlıdır. PERK sıklıkla monomerik formda GRP78 ile ilişkilidir. GRP78 yanlış katlanmış 

proteinlere karşı yüksek bir afiniteye sahiptir. Bu ilgi stres durumunda GRP78’in, PERK-

GRP78 kompleksinden ayrılmasına ve yanlış katlanmış proteinlere bağlanmasına sebep olur. 

Bu PERK otofosforilasyonuna ve PERK’in eIF2α'ya olan afinitesinin yükselmesine yol açar 

(61). ER stresinde proteinlerin translasyonel regülasyonu çok önemlidir. Stres koşullarında 

PERK ve eIF2α alt üniteleri tek bir serin rezidüsünden fosforile edilir. Bununla birlikte,  

substratta serinin alanine dönüştüğü bir mutasyon meydana geldiğinde, bu proteinlerin 

fosforilasyonu engellenir. Bu, farelerde pankreas beta hücrelerinin tahrip olmasına ve ayrıca 

hiperleptinemi, hiperinsülinemi ve yüksek kan şekeri seviyeleri gibi MetS semptomlarına 

neden olmaktadır (62). Bu arada, aktive edici transkripsiyon faktörü 4’ün (ATF4) mRNA 

ekspresyonu aktive edilir. Aktive edilen ATF4 daha sonra amino asitlerin hücreye 

alınmasında ve glutatyon biyosentezinde yer alan genleri uyarmaktadır. Bu yolla biriken 

yanlış katlanmış proteinler azaltılır. ATF4 tarafından düzenlenen öncelikli genlerden biri, 

apoptotik bir programın transkripsiyonel aktivatörü olan CHOP’tur (63).  
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IRE1 ve PERK ile karşılaştırıldığında, ATF6 bir tip II transmembran proteinidir. 

ATF6α ve ATF6β olmak üzere iki çeşidi vardır. ER stresi başlatıldığında, ATF6'nın golgiye 

lokalizasyon sinyali açığa çıkar ve ATF6 proteaza maruz kalacağı golgiye taşınır. ATF6’nın 

kesilen kısımları, lipit sentezi ve ERAD sisteminde yer alan birkaç genin aktivatörü olarak 

işlev görür. Buna ek olarak bu kesilen kısımlar, GRP78, GRP94, protein disülfür izomeraz, 

XBP1 ve CHOP eksprese etmek için ilgili genleri de aktive eder (64). ATF6 dolaylı olarak 

otofajiyi ve apoptozu uyarır. Wolfram sendrom 1 proteini ATF6’nın aktivitesini kontrol 

eder. Bu proteinin işlevi ATF6'yı ubikuitinasyona ve ardından proteazomal yıkıma 

yönlendirmektir (65).  

2.4. Endoplazmik Retikulum Stresi ve Metabolik Sendrom 

Klinik öncesi ve klinik çalışmalarda, ER stresinin obezite, ateroskleroz, diyabet, 

miyokardiyal disfonksiyon ve AYKH gibi metabolik sendrom bileşenleri üzerinde büyük 

etkisinin olduğu gösterilmiştir (66).  

2.4.1. Endoplazmik Retikulum Stresi ve Diyabet 

Pankreas beta hücresi ana insülin kaynağıdır ve insülin başlangıçta tek bir proinsülin 

molekülü olarak sentezlenen anabolik bir hormondur. İnsülin daha sonra ER içinde, üç 

molekül içi disülfid bağı oluşturmak yoluyla olgunlaşma işlemine tabi tutulur (67). Diyabet 

yetersiz insülin sekresyonu, periferik insülin direnci ve düzensiz hepatik glukoz üretimi gibi 

karmaşık fizyolojik değişikliklerle karakterize metabolik bir hastalıktır. İn vitro, in vivo ve 

insan çalışmalarından elde edilen sonuçlar neticesinde, ER stresiyle indüklenen pankreatik 

beta hücre yıkımının hem tip 1 hem de tip 2 diyabet için ana neden olduğu doğrulanmıştır 

(68). Pankreas beta hücrelerindeki ER stresini başlatan patolojik, çevresel ve genetik 

faktörler arasında glukolipotoksisite, inflamatuvar yanıtlar, amiloid birikimi ve mutant 

proinsülinin ekspresyonu bulunmaktadır. Konjenital diyabet, insülin geninin iki alelinden 

birindeki değişiklikler ile karakterize edilen bir tür yenidoğan diyabetidir. Bu durumda, 

proinsülinin katlanması tamamen gerçekleşmez ve bu da uzun süreli ER stresi ve beta hücre 

fonksiyon bozukluğuna yol açmaktadır. Bu mutasyon, beta hücre harabiyeti ve diyabet de 

gösteren Akita diyabetik farelerinde indüklenmektedir (69).  

Tip 2 diyabet gelişimi, öglisemiyi sağlamak için pankreatik beta hücrelerinden 

insülin üretimini arttırır ve aşırı insülin üretimi ER stresine yol açmaktadır. İnsülin direnci, 

T2D ve obezitenin en önemli sonuçlarından biridir. Son çalışmalar ER stresinin IR’ye 
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önemli bir katkıda bulunabileceğini göstermektedir (68). Karaciğerde IR, hiperglisemi ile 

ilişkili hiperlipidemiye neden olacak şekilde artmış hepatik glukoneogenez ve lipogeneze 

yol açmaktadır. T2D’de, insülin direnci başlangıçta hiperglisemiye neden olmakta, ancak 

daha sonra beta hücrelerindeki harabiyet sonucu meydana gelen insülin eksikliği hastalığın 

gelişimine katkıda bulunmaktadır. Karaciğerde ER stresi, c-Jun N-terminal kinaz (JNK) ve 

inhibitör kappa B’nin (IκB) IRE1 aracılı aktivasyonu ile başlatılmaktadır. Aktive edilmiş 

JNK, IRS 1 ve 2'nin serin rezidülerini fosforilleyerek insülinin fonksiyon göstermesini 

engellemektedir (70).  

ER stresi sırasında IRE1 proteininin aktivasyonu, yeni oluşan insülinin sentezi ve 

olgunlaşması için gereklidir. IRE1, insülin mRNA'sının ekspresyonunu doğrudan aktive 

etmekte ve optimal beta hücre fonksiyonu için gereklidir. Ancak aşırı aktive IRE1, JNK ve 

kaspazların başlatılması yoluyla beta hücre kaybına da neden olabilmektedir. PERK-eIF2α-

CHOP yolağı,  beta hücresinin normal işleyişi ve hayatta kalma yeteneği arasında bir geçiş 

görevi görmektedir. Wolcott Rallison sendromu, kemik, karaciğer, böbrek ve nöronları 

etkileyen nadir bir otozomal çocukluk çağı diyabet şeklidir. PERK geninin her iki alelinin 

inaktivasyonu ile karakterize edilir ve insülin salgılayan beta hücrelerinin kaybını takiben α 

hücrelerinin imha edilmesi de gelir. Bu etkilerin her ikisi de pankreasın fonksiyonunu yerine 

getirememesine neden olmaktadır (69). Bu bulgular PERK'in pankreastaki glukoz 

metabolizmasının sürdürülmesindeki önemini göstermektedir. Palmitat gibi serbest yağ 

asitleri UPR'nin üç proteinini de aktive etmekte, bu durum beta hücrelerinin apoptozu ile 

sonuçlanmaktadır. Hem in vitro hem de hayvan çalışmaları, artmış kan glukoz ve doymuş 

serbest yağ asidi seviyelerinin proapoptotik UPR'yi tetikleyen başlıca faktörler olduğunu 

göstermektedir. CHOP proapoptotik etkisini ancak ER stresi ile istenmeyen ve/veya yanlış 

katlanmış proteinlerin miktarları arasında bir dengesizlik olduğunda gösterir. Aynı zamanda 

CHOP, apoptotik Bcl-2 benzeri protein 11'in ekspresyonunu arttırırken,  antiapoptotik B 

hücresi lenfoma 2’nin ekspresyonunu azaltmaktadır (71). Bunun aksine, CHOP geninin 

silinmesiyle, farelerde genetik ve diyetle indüklenen diyabet modellerinde beta hücrelerinin 

korunacağı (72) ve böylece pankreastaki ER stresini baskılamak yoluyla da hepatik 

yağlanmanın azaltılacağı gösterilmiştir (73).   
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2.4.2. Obezite ve Lipid Metabolizmasında Endoplazmik Retikulum Stresi 

Hücre içinde ER, fosfolipidlerin ve sterollerin sentezlendiği bir mutfak gibidir. Tüm 

hücresel membranların lipid bileşenleri burada oluşmaktadır. Obezitede alınan aşırı enerji 

adiposit, karaciğer, pankreas, kalp ve kas gibi dokularda lipid damlacıklarının içinde 

trigliserid olarak depolanmaktadır. Adipositler enerji depolamak için kullanılan ana hücreler 

olmanın yanı sıra, endokrin bir organ olarak da fonksiyon göstermektedirler. Metabolik 

sendromun iki kritik faktörü olan inflamasyon ve enerji metabolizmasında adipositler rol 

oynamaktadır. Lipotoksisite, patofizyolojik koşullarda hücresel hasarın önde gelen 

nedenlerinden biridir. Lipotoksisitede, hücreler lipid damlacık üretimi için daha fazla 

proteini birleştirmek,  metabolizma için gerekli enerjiyi karşılamak ve glukoz eksikliğini 

idame ettirmek için ciddi strese maruz kalmaktadır. Bu fazla enerjinin kullanımı ve 

depolanması için insülin, visfatin, leptin ve omentin gibi birçok hormon ve adipokin birlikte 

çalışmaktadır. Bu durum lipid damlacık oluşumunda ve böylece lipid metabolizmasını 

sürdürmede ER'nin rolünü ortaya koymaktadır (74).  

Aşırı protein oluşumu ve bunların ER içine taşınması, düşük dereceli inflamasyon ile 

UPR sinyalini ve IR’yi başlatmaktadır. Çok sayıda çalışma UPR'nin metabolizma ve lipid 

homeostazisinde önemli bir rol oynadığını göstermektedir (6, 75). ER biyogenezi ve 

genişlemesinde önemli bir protein olan XBP1'in aşırı ekspresyonu pre-adipositlerde ER’de 

bulunan ana membran lipidi olan fosfotidilkolinin oluşumuna katılan enzim kolin fosfat 

sitidiltransferazı aktive etmektedir. Fosfat sitidiltransferaz eksikliğinin lipid damlacıklarının 

füzyonunu etkilediği belirtilmiştir. Bu nedenle XBP1, lipid metabolizmasında yer alan ana 

proteindir (76). Karaciğerdeki GRP78'in aşırı ekspresyonu, glukoz homeostazını 

düzenlemekte ve karaciğer lipid metabolizmasında ER'nin önemini kanıtlayan sterol 

düzenleyici element bağlayıcı protein-1c (SREBP-1c) aktivitesini azaltarak hepatik 

yağlanmayı azaltmaktadır (77). IRE1, PERK ve ATF6 ER stresine duyarlı proteinlerdir ve 

lipit metabolizmasında bağımsız rollere de sahiptirler. Karaciğer lipid metabolizmasının ana 

düzenleyicisi IRE1-XBP1 yoludur. Karaciğer hücrelerinde spesifik IRE1 delesyonu, CHOP 

gibi genlerin ve trigliserid sentezinden sorumlu genlerin ekspresyonunu arttırarak hepatik 

lipid seviyelerinin artmasına neden olmaktadır (78).  
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2.4.3. Endoplazmik Retikulum Stresi ve İnflamasyon 

Obezite ile ilişkili insülin direnci ve diyabetin altında yatan mekanizma kronik düşük 

dereceli inflamasyon gelişimidir. ER stresi sırasında, IRE1-XBP yolu, TNFα ekspresyonunu 

aktive etmektedir. Aynı zamanda, ER stresinin PERK kolu, JNK yolunun aktivasyonuyla 

hücresel inflamatuvar kaskatını başlatmaktadır. Aktif ATF6, IL6 ve TNFα ekspresyonunu 

ve ayrıca aktive edilmiş B hücrelerinin nükleer faktör kappa-hafif zincir güçlendirici (NF-

κB) sinyalizasyonunu arttırmaktadır. Bunun sonunda anti-inflamatuvar protein kinaz B 

(PKB) yolu inhibe edilmektedir (79). Aynı zamanda artan JNK pro-inflamatuvar sitokinleri 

(IL-6 gibi) ve birçok kemokini aktive etmektedir. Bu yol inflamasyonu bölgesinin 

etrafındaki ve dolaşımdaki makrofajların da ana aktivatörüdür. Daha sonra yağ dokusunda 

makrofajlar adipositleri içine almakta ve obezitenin ayırt edici özelliği olan taç benzeri 

yapılar oluşmaktadır. Bu arada, bu yapılar adipositlerde lipolizi aktive etmektedir. Sonuç 

olarak, serbest yağ asidi seviyeleri artmakta,  karaciğerde ve kaslarda biriken serbest yağ 

asitleri hücresel disfonksiyona neden olmaktadır (80). Bu durum, yağlı karaciğer ve 

kardiyovasküler hastalıkların ana nedenlerinden biridir. Diyabette yüksek diaçilgliseroller, 

serin/treonin kinazlar yoluyla insülin sinyalini inhibe eden ve nihayetinde insülin direncine 

yol açan protein kinaz C’yi aktive eder. ER stresi sırasında PERK, IκB kinaz beta 

aktivasyonunu indükleyip ve daha sonra adiponektin üretimini azaltmaktadır. Adiponektin, 

adipositler tarafından üretilen, KVH ve yağlı karaciğer hastalığını baskılayan başlıca anti-

inflamatuvar sitokinlerden biridir (81). ER stresinin NOD-, LRR- ve pirin domeini içeren 

protein 3 (NLRP3) inflamazom kompleksini uyararak kaspaz-1’leri aktive ettiği ve bunun 

neticesinde IL-1β ve IL-18 gibi proinflamatuvar sitokinlerin salınımını da arttırdığı ortaya 

konmuştur (82).  

2.4.4. Endoplazmik Retikulum Stresi ve Yağlı Karaciğer Hastalıkları 

ER stresi yağlı karaciğer hastalıklarının patogenezinde önemli bir role sahiptir. UPR 

yolu, hepatosit ölümünün başlatılması için kritik bir faktör ve potansiyel bir inflamasyon 

promotörüdür. Hepatositler, ksenobiyotiklerin metabolizması, plazma proteinleri, 

lipoproteinler ve kolesterol sentezi gibi birçok metabolik işlevi yerine getirmektedir (83). 

Bunlar ER'nin ana fonksiyonları olduğu için, hepatositler hem kaba hem de pürüzsüz ER 

yönünden zengindir. Pürüzsüz ER, ribozomlardan yoksundur ve lipid sentezi için ana 

bölgedir. Pürüzsüz ER'nin hücre iskeleti ile bir bağlantısı vardır. Bu yolla ER, lipidleri ve 

Ca2+’u bitişik zarlara ve organellere taşımaktadır (84).  
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Adından da anlaşılacağı gibi karaciğer yağlanması, karaciğerin yağlarla özellikle de 

trigliseridlerle yüklendiği durumdur ve AYKH olarak tanımlanır. Bu biriken lipidlerin 

karaciğere öncelikli girişi diyetten, de novo lipogenezden ya da yağ dokusundan salınma 

yoluyla gerçekleşmektedir. Doymamış yağ asitleri ile karşılaştırıldığında, doymuş yağ 

asitleri ciddi ER stresine neden olmakta ve bu da karaciğer hasarıyla sonuçlanmaktadır (85). 

Üç UPR yolağı, ER stresinde farklı şekilde fonksiyon gösterir. Hem IRE1 hem de PERK,  

otofosforilasyonla aktive olurken, ATF6’nin aktivasyonu bu molekülün golgiye 

lokalizasyonu yoluyla gerçekleşmektedir. Aktive IRE1 çekirdekteki şaperonların, büyüme 

durdurması ve DNA hasarı (GADD) ve ERAD genlerinin seviyelerini XBP1 mRNA'sının 

aktivasyonu ile arttırmaktadır. Aktive edilmiş GADD daha sonra karaciğer hücrelerini 

apoptoza duyarlı hale getirmektedir. Stres altındaki hücrelerde IRE1, JNK'nin aktivasyonu 

yoluyla inflamasyonu ve IR'yi başlatmaktadır. Aktive JNK, IRS1'i serin rezidüsünden 

fosforilleyerek insülin reseptör yolağını inhibe etmekte ve bu durum hiperinsülinemi ve artan 

lipogenez ile sonuçlanmaktadır (86). Aynı zamanda hepatositlerde NLRP3 inflamazom 

kompleksi de aktive olmaktadır. NLRP3 karaciğer hücrelerinde IR’yi başlatır ve 

inflamasyonu teşvik etmektedir (87). UPR tarafından oluşturulan reaktif oksijen türlerinden 

hücreyi korumak için p-PERK, redoks durumunu koruyan nükleer eritroidle ilgili faktör 

2'nin (Nrf2) transkripsiyonunu başlatmaktadır. PERK yolu ayrıca Nrf2'nin aktivasyonu 

yoluyla reaktif oksijen türlerini de azaltmaktadır (88).  

2.5. Endoplazmik Retikulum Stresi ile Mücadelede Doğal Ürünler  

Endoplazmik retikulum stresiyle ilişkili komplikasyonların, doğal ürünler tarafından 

azaltılmasının hedeflenmesi, metabolik sendromun birçok belirtisini hafifletmek için 

heyecan verici bir terapötik pencere açmıştır. Birçok fitokimyasal, ER stresini antioksidan 

özellikleriyle azaltma ve/veya normalleştirme potansiyeli göstermiştir (6). MetS gelişimi 

için iki ana hücresel sebep: Reaktif oksijen türleri tarafından üretilen ve ER ile ilişkili strestir. 

Bu sebeple, bu tür streslerin azaltılmasında antioksidan bileşiklerin önemli rolleri olabileceği 

ifade edilmiştir. Bunlardan bazıları aşağıda özetlenmiştir. Butillenmiş hidroksilanizol 

(BHA), UPR stresini ve membran proteinlerinde reaktif oksijen türlerinin aracılık ettiği 

hasarı ve programlanmış hücre ölümünü azaltan yaygın olarak kullanılan bir antioksidan ve 

gıda katkı maddesidir (89). Kuersetin iyi bilinen bir antioksidandır ve doğal bileşiklerde bol 

miktarda bulunur. Antioksidan enzimlerin aktivasyonu yoluyla ER homeostazını 

düzeltmektedir (90). Başka bir bileşik de, kardiyomiyositlerde GRP78, CHOP ve JNK 
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seviyelerini azaltarak ER stresini inhibe eden Aralia elata'dan türetilen bir terpenoid olan 

elatosiddir (91). Turpgillerden elde edilen sülforafan, sirtuin 1 aktivasyonu yoluyla ER 

stresini inhibe etmektedir. Sirtuin 1, PERK-eIF2α aktivasyonunu azaltarak ER stresini 

inhibe eder (92). Bir başka bileşik ise bir alkoloid olan berberindir. Berberinin, kalp 

dokularında PERK-eIF2a oluşumunu, ATF4 ve CHOP ekspresyonunu baskılayarak ER 

stresini azalttığı bulunmuştur (93).  Bu bileşiklere ek olarak, ER homeostazını sürdürme 

potansiyeline sahip birçok bitki türevi bileşikler vardır. Klinik öncesi ve klinik çalışmalar, 

UPR ile ilişkili strese karşı çok sayıda küçük moleküler modülatör ve regülatörlerin, 

metabolik sendrom belirtilerine karşı ciddi terapötik potansiyele sahip olduğunu göstermiştir 

(94).  

2.5.1. 7,8-Dihidroksiflavon 

Beyin kaynaklı nörotrofik faktör, sinaptik plastisite, nöronların hayatta kalması, 

gelişimi ve farklılaşmasında önemli rol oynayan nörotrofin ailesinin bir üyesidir. BDNF, 

aynı kökenli reseptörü olan TrkB’ye bağlanarak TrkB otofosforilasyonunu tetikler, bu da 

PI3K/Akt, Ras/hücre dışı sinyalle düzenlenen kinaz (ERK) ve fosfolipaz C (PLCγ)/protein 

kinaz C (PKC) gibi çeşitli sinyal yolaklarının aktivasyonuna yol açar (95, 96). Sinir sistemi 

üzerindeki temel etkisinin yanı sıra, BDNF yiyecek alım regülasyonu ve vücut kilo 

kontrolünde de etkilidir. Birçok çalışma leptin, insülin ve pankreatik polipeptid gibi iştah 

kontrolünde yer alan hormonların, BDNF yoluyla potansiyel olarak anoreksijenik etkiler 

sergilediğini göstermiştir (97).  BDNF'nin glukoz ve lipid metabolizmasını düzenlediği ve 

obez diyabetik farelerde enerji homeostazını kontrol ettiği gösterilmiştir (98, 99). Beyin, 

periferik dokular ve dolaşımdaki BDNF seviyesinin düşük olduğu BDNF heterozigot 

farelerin (BDNF+/-), yabanıl farelere (wild tip) kıyasla artmış plazma glukoz, insülin ve 

leptin seviyesinin yanı sıra, artmış vücut ağırlığına sahip oldukları bulunmuştur (8, 9).  

T2D’li ve obez bireylerde de BDNF plazma seviyesinin düştüğü gösterilmiştir (100). 

BDNF’nin enerji harcamasını arttırabileceği, sistemik glukoz dengesini iyileştirebileceği ve 

insülin duyarlılığını arttırabileceği birlikte ele alındığında, T2D’nin önlenmesinde ve 

yönetiminde BDNF’nin yararlı etkileri olabileceği sonucuna varılmıştır (101). Ancak kısa 

yarılanma ömrü (<10 dakika) ve büyük boyutu (27 kDa) nedeniyle kan-beyin bariyerini 

geçememesi yüzünden BDNF'nin terapötik potansiyeli sınırlıdır (102). Bu eksiklikleri 

gidermek için araştırmacılar iki farklı yöntem geliştirmişlerdir: BDNF'nin dokulara girişini 
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kolaylaştırmak ve BDNF'nin gelişmiş farmakokinetik özelliklere sahip küçük molekül 

analoglarını geliştirmek.  

7,8-Dihidroksiflavon, doğal olarak oluşan, bitki ve sebzelerden izole edilen bir 

flavanoiddir. 7,8-DHF'nin, TrkB’nin spesifik agonisti olduğu ve BDNF mimetiği olarak 

güçlü nörotrofik etkilere sahip olduğu belgelenmiştir (7). 7,8-DHF’nin yüksek yağlı diyetle 

beslenen dişi farelerde, kas TrkB aktivasyonu ile vücut ağırlığını azalttığı gösterilmiştir. İn 

vitro ve in vivo modeller kullanarak yapılan çalışmada;  7,8-DHF tedavisinin, iskelet 

kasındaki uncoupling protein 1 ve AMPK ekspresyonunu arttırdığı ve bunun da sistemik 

enerji tüketiminin artmasına, adipozitenin azalmasına ve insülin duyarlılığının artmasına 

neden olduğu bulunmuştur (11).  Diğer bir çalışmada ise yüksek yağlı diyetle obez yapılmış 

farelerde 7,8-DHF uygulamasının kas dokusunda hem mitokondriyal biyogenezi hem de 

mitokondriyal içeriği arttırdığı gösterilmiştir.  Böylece obez hayvanlarda sistemik enerji 

tüketimi artmış ve vücut kilo alımı azalmıştır. Sonuç olarak, obez hayvanlarda hiperlipidemi, 

hiperglisemi, hiperinsülinemiyi düzeltmiştir ve iskelet kası ve karaciğerde ektopik lipid 

birikimi azalmıştır (12). 

BDNF’nin, nöronal ve endometriyal epitel hücrelerindeki ER stresine bağlı doku 

hasarına karşı koruyucu etkisi olduğu gösterilmiştir. Bu dokularda ER stresi sırasında 

BDNF’nin CHOP/yh153 yolunu ve/veya kaspaz-12 aktivasyonunu baskılayarak apoptozu 

azalttığı gösterilmiştir (103). Cırrık ve ark. (104) yaptıkları bir çalışmada, bazal koşullarda 

BDNF eksikliğinin hepatik hücre ölümünü veya lipid birikimini etkilemediğini, bununla 

birlikte tunikamisin ile indüklenmiş ER stresi sırasında, BDNF nakavt gruplarda yabanıl 

ırklara kıyasla artmış apoptoz, CHOP immün boyanması, SREBP-1c seviyesi ve steatoz 

bulmuşlardır. D-glukozla hasarlanmış ARPE-19 hücrelerinde yapılan bir çalışmada ise, 7,8-

DHF’nin D-glukoz indüklü diyabetik apoptozu ve apoptotik bir faktör olan kaspaz 9’un 

protein ve mRNA seviyelerini azalttığı bulunmuştur (105).  7,8-DHF'nin iskemik HK-2 

hücre canlılığını etkili bir şekilde artırabileceği, ER stresinin anahtar bir regülatörü olan 

CHOP ekspresyonunu bastırarak ER stresini azaltabileceği, buna ek olarak 7,8-DHF 

tedavisinin, CHOP ekspresyonunu baskılayan sistein açısından zengin protein 61’in 

ekspresyonunu da arttırdığı gösterilmiştir (106).   Cho ve ark. yaptıkları diğer bir çalışmada 

ise, SH-SY5Y nöronal hücrelerini yüksek glukozla hasarlayarak 7,8-DHF’nin koruyucu 

etkisine bakmışlar ve 7,8-DHF’nin süperoksit anyon ve hidroksil radikalini süpürdüğünü, 

yüksek glukozun SH-SY5Y nöronal hücrelerinde mitokondriyal depolarizasyona neden 
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olduğunu; ancak, 7,8-DHF’nin bunu düzelttiğini bulmuşlardır.  Ayrıca 7,8-DHF’nin etkili 

bir şekilde, pro-apoptotik protein (Bax) ve anti-apoptotik protein (Bcl-2)’nin ekspresyonunu 

düzenleyerek kaspaz sinyalizasyon yolaklarını inhibe ettiğini de göstermişlerdir (107).  Son 

zamanlarda yapılan başka bir çalışmada, yüksek yağlı diyetle ve etanolle beslenen sıçanlarda 

oluşan oksidatif stres ve inflamasyona karşı 7,8-DHF’nin koruyucu etkisi ortaya 

konulmuştur. Bu etkisini lipid peroksidasyonunu azaltarak ve azalmış glutatyon seviyesini 

arttırarak gerçekleştirmiştir. Ayrıca 7,8-DHF, IL-1β seviyelerini de azaltmıştır (108). Her ne 

kadar 7,8-DHF’nin in vitro çalışmalarda oksidatif ve ER stresine karşı olası koruyucu etkileri 

ortaya konulmuş olsa da,  bu konu hakkında in vivo ortamda yapılan çalışmalar oldukça 

sınırlıdır.  
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3. GEREÇ VE YÖNTEM  

3.1. Gereç 

3.1.1.Kullanılan Cihaz ve Malzemeler 

Bu tez çalışması süresince laboratuvarımızda kullanılan cihazlar ve malzemeler 

üretici firmaları ile Tablo 1’de gösterilmiştir. 

Tablo 1. Kullanılan cihazlar ve malzemeleri  

Cihazlar ve Malzemeleri Üretici Firma 

Derin Dondurucu (-80oC)                                              New Brunswick Scientific 

Hassas analitik terazi Mettler Toledo AB204-S 

Real-Time PCR cihazı Roche LightCycler 480 II 

Mikrosantrifüj    Thermo IEC Micromax 

Saf Su Arıtma Cihazı                                                      Purelab Classic DV 25 

Santrifüj   Eppendorf, Centrifuge 5810 

Soğutmalı santrifüj                                                         Beckman-Coulter 

Sonikatör Sonics Vibra Cell 

PCR cihazı Applied Biosystems GeneAmp9700 

Çalkalayıcılı inkübatör                                                  ShelLab/Sheldon S14-2            

Otoklav   Tuttnauer 3150 ELV 

Mikro hacimli spektrofotometre                                   Thermo Nanodrop 2000 

El homojenizatörü  Ultra-Turrax T25                                                         

Otomatik mikrotom  Leica RM 2255 

Mikroskop Olympus BX51 

Kamera ataçmanı  Olympus DP71 
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Tablo 1. (Devam)  

Kullanılan Cihazlar ve Malzemeleri Üretici Firma 

Mikropleyt Okuyucu VERSA Max Molecular Devices 

Havalandırmalı Kafes Sistemi RAIR IsoSystem 

Biyokimya Tüpleri BD Vacutainer 

Glukometre    Vital Plus G 400 

Glukoz Ölçüm Stripleri Vital Plus G 400 

LightCycler 480 Kaplama Folyosu Roche 

LightCycler® 480 96’lık Pleyt Roche 

Jel Görüntüleme Sistemi Gel Logic 200 Imaging System 

Elektroforez Güç Kaynağı   Thermo EC250-90 

3.1.2. Kullanılan Kimyasal Maddeler 

Çalışmada süresince kullanlan ticari kitler ve kimyasal maddeler üretici firmaları ile 

Tablo 2’de gösterilmiştir.  
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Tablo 2. Kullanılan ticari kitler, kimyasal maddeler ve üretici firmaları 

Ticari Kitler ve kimyasal maddeler Üretici Firma 

GRP78 ELISA kiti 

CHOP ELISA kiti 

İnsülin ELISA kiti 

IL-1β ELISA kiti 

Aviva, Cat No:OKEH07000 

Aviva, Cat No:OKCD02491 

Cyrstal Chem, Cat No:90080 

Elabscience, Cat No:E-EL-M0037 

cDNA sentez kiti Roche -REF 04896866001 

TriPure izolasyon reaktifi 

LC® FS DNAMaster SYBR Green I  

Roche -REF 11667157001 

Roche -REF 12239264001  

In Situ Hücre Ölümü Belirleme Kiti Roche- REF 11684817910 

3,3’-Diaminobenzidin (DAB) Geliştirilmiş Sıvı 

Substrat Sistemi Tetrahidroklorür 

 

Sigma, Cat No:D3939 

Pierce™ BCA Protein Çalışma Kiti Thermo Scientific, Cat No: UD282967 

Dietil prikarbonat (DEPC)      Sigma 

Etanol      Sigma 

2-propanol     Tekkim 

Kloroform 

Agaroz  

Etidyum Bromür  

Glukoz  

7,8-Dihidroksiflavon 

PBS Tablet 

Bovin Serum Albumin (BSA)  

Merck 

Sigma 

Sigma 

Sigma 

Cayman 

Thermo Fisher 

Sigma 

Tris Baz Sigma 

Etilendiamin tetraasetik (EDTA) Sigma 

Asetik Asit Sigma 

Formaldehit  Sigma 

Hematoksilen&Eozin (H&E) boyası Sigma 

Bu çalışma Karadeniz Teknik Üniversitesi (KTÜ) Tıbbi Biyokimya Anabilim Dalı 

araştırma laboratuvarında yürütülen TDK-2020-8738 kodlu ve " 7,8-Dihidroksiflavonun 

Kafeterya Diyeti ile Uyarılmıs Metabolik Sendromda Pankreas ve Karaciger Dokularındaki 



23 
 

Endoplazmik Retikulum Stresine Etkisinin İncelenmesi" başlıklı KTÜ Bilimsel Araştırma 

Projesi (BAP06) ile desteklenmiştir. Etik kurul onayı KTÜ Tıp Fakültesi, Hayvan Deneyleri 

Yerel Etik Kurul Başkanlığı’ndan 05.09.2019 tarihli, 2019/37 protokol numaralı karar ile 

alınmıştır (Bkz. Ek 1 Etik Kurul Onayı). 

3.2. Kullanılan Deney Hayvanları ve Uygulanan Prosedür 

Deneyde kullanılan C57BL/6 ırkı fareler halihazırda üretildikleri ve beslendikleri 

KTÜ Tıp Fakültesi, Cerrahi Araştırma Merkezi’nden alındı. Çalışmada 17-20 gr ağırlığında 

4-5 haftalık erkek fareler kullanıldı. Fareler aynı laboratuvarda 12 saatlik karanlık-aydınlık 

ortam sağlandı. Yem ve suya sınırsız erişim sağlanarak, ayrı ayrı havalandırmalı fare 

kafeslerinde (RAIR IsoSystem, Seaford, DE ABD) barındırılıp beslenmeye başlandı. Her 

birinde 10 fare olacak şekilde 4 grup oluşturuldu. 

• Kontrol (K) (n=10): 16 hafta boyunca kemirgen diyeti ile beslendi. 

• Kafeterya Diyeti (KD) (n=10): 16 hafta boyunca kafeterya diyeti ile beslendi. 

• Kafeterya Diyeti+7,8-DHF (7,8-DHF) (n=10) : 16 hafta boyunca kafeterya diyeti 

ile beslendi. Beslenme periyodunun son 28 günü intraperitoneal (i.p.) enjeksiyon ile 

5mg/kg/gün 7,8-DHF verildi. 7,8-DHF (5mg/kg), %17 dimetil sülfoksit (DMSO) 

içeren PBS ile çözülerek hazırlandı (108).  

• Kafeterya Diyeti+Çözücü (DMSO)  (n=10): 16 hafta boyunca kafeterya diyeti ile 

beslendi. Beslenme periyodunun son 28 günü i.p. enjeksiyon ile çözücü (%17 DMSO 

içeren PBS )verildi. 

 

Kullanılacak kafeterya diyeti daha önce yapılan çalışmalardaki (5, 45, 109) diyetler 

modifiye edilerek hazırlandı ve kemirgen diyeti ilave edilerek kullanıldı (%30 kemirgen 

diyet ve %70 KD) (Tablo 3). Kemirgen diyetin kafeterya diyetine ilave edilmesiyle de; 

vitamin, mineral ve eser elementlerden oldukça yoksun olan kafeterya diyetinde, farelerin 

metabolizmaları bu durumdan etkilenmemiş oldu. Alınan enerjinin hesaplanmasında 

kullanılan gıda maddelerinin ambalajlarında belirtilen enerji değerleri esas alınarak %40’ı 

yağlardan, %55’i karbohidratlardan ve %5’i de proteinden gelecek şekilde diyet ayarlaması 

yapıldı. 
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Tablo 3.  Kafeterya diyetini oluşturan ürünler ve enerji değerleri (100 g için) 

 Enerji (kcal) Karbohidrat(g) Yağ(g) Protein(g) 

Fındıklı bisküvi 470 64.2 19.5 7.8 

Balık kraker  484 63 22 6.5 

Meyveli kek 378 56 14.9 4.2 

Patates cipsi  509.8 55.2 29.7 7.6 

Çikolatalı gofret 517 63.1 26.9 5.8 

Deneyde kullanılacak abur cuburlardan,  fındıklı bisküvi 100 g, balık kraker 160 g, 

meyveli kek 220 g, patates cipsi 150 g ve çikolatalı gofret 40 g’lık paketlerde bulunmaktadır. 

Kullanılan “abur cubur” malzemelerin yaklaşık 4600 kcal/kg enerjiye sahip olması için iki 

paket fındıklı bisküvi, 1.75 paket balık kraker,  bir paket meyveli kek, bir paket patates cipsi 

ve dört paket çikolatalı gofret kullanıldı. Toplam ağırlık yaklaşık 1010 g oldu. Paketlerin 

arkasındaki değerleri kullanarak bir kilo içinde ne kadar yağ, karbohidrat ve protein olduğu 

hesapladı.  Bir kilo yem oluşturmak için kullanılan bu “abur cubur” malzemelerinde 220.9 

g yağ, 611.76 g karbohidrat ve 63.72 g protein bulunmaktaydı. Bir g yağ yakıldığında 9 kcal, 

bir g protein ve karbohidrat yakıldığında ise 4 kcal enerji açığa çıkacağı için, kullanılan 

malzemelerden açığa çıkacak enerji değeri yağlar için (220.9x9) 1988.73 kcal, 

karbohidratlar için (611.76x4) 2447.04 kcal ve proteinler için (63.72x4) 254.88 kcal’di. 

Toplam enerji değeri ise 4690.65 kcal/kg’dı. Bir fare ortalama 4 g yem tüketmektedir. Bu 

nedenle 16 hafta boyunca 30 adet fare (KD grupları) yaklaşık 17.47 kg yem tüketmektedir 

(110). Yem oluştururken %30 kemirgen yemi ve %70 “abur cubur” malzemeleri kullanıldı.   

Deneme aşamalarını da düşünürek 24.585 kg’lık bir KD hazırlandı.  Bunun 17.210 kg’ı 

“abur cubur”, 7.375 kg’ı kemirgen yeminden oluştu. 17.210 kg “abur cubur” oluşturmak için 

34 paket fındıklı bisküvi, 30 paket balık kraker,  17 paket meyveli kek, 17 paket patates cipsi 

ve 68 paket çikolatalı gofret kullanıldı. Kısaca bu “abur cubur” malzemeler ve kemir yemi 

laboratuvarda bulunan laboratuvar tipi öğütücü değirmen (Retsch ZM 200) ile öğütülüp 

birbirine karıştırıldı. Bu toz karışım az miktar musluk suyu ile bulamaç haline getirildi ve 

kalıplara basıldı. Kalıplar daha sonra 500C’de 24 saat etüvde bekletildi ve kurutuldu. 
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Yemlerin yumuşamamasına ve sert kalmasına dikkat edildi. Bu nedenle hazırlanan yemler 

+40C’de bekletildi ve kalıba basılan yemler bittikçe toz karışımdan yenileri hazırlandı.  

16 haftalık diyet programı boyunca farelerin 15 günde bir kiloları tartıldı ve kayıt 

altına alındı.  Diyet protokolü sonunda hayvanlar dekapitasyon yöntemi ile sakrifiye edildi.  

Kanları biyokimya tüplerine alındı, pıhtılaşmaları sağlandı ve ardından 1000 xg’de santrifüj 

edildi. Serumlar elde edildi ve analiz gününe kadar -80oC’de saklandı.  Farelerin karaciğer 

ve pankreas dokuları çıkarıltıldı. Dokuların bir bölümü histopatalojik incelemeler için 

%10’luk formaldehide konuldu ve çalışmayı yapacak araştırmacıya teslim edildi. Bir kısmı 

da ELISA ve RT-PCR çalışması için ayrı ayrı tüplere konuldu ve sıvı azotta hemen 

donduruldu. Ekspresyon çalışmaları için karaciğer ve pankreas dokularında aynı gün RNA 

izolasyonu yapılıp, cDNA’ya dönüştürüldü ve -800C’de saklandı. Epididimal yağ dokusu 

(EYD) çıkartılıp tartıldı. Merkezi obezitenin bir parametresi olan %adiposite indeksi 

hesaplandı ((EYD(g)/total vücut ağırlığı(g))*100) (111). EYD’nin bir parçası histopatalojik 

incelemeler için ayrıldı. 

3.3. Serum Biyokimya Parametrelerinin Ölçümü 

Farelerden elde edilen serum numunelerinde pankreas fonksiyonları açısından 

amilaz, karaciğer fonksiyonlarını açısından aspartat aminotransferaz (AST), alanin 

aminotransferaz (ALT) ve genel metabolik durumu değerlendirmek için glukoz, trigliserid 

ve kolesterol seviyeleri KTÜ Farabi Hastanesi Tıbbi Biyokimya Laboratuvarı’nda 

halihazırda kullanılan Beckman Coulter Analyzer AU 5800 (Kaliforniya, ABD) 

otoanalizörü yardımıyla belirlendi.  Otoanalizörde amilaz ölçümü bloke maltoheptaosit, 

AST ve ALT ölçümü UV, glukoz ölçümü hekzokinaz, kolesterol ölçümü kolesterol oksidaz 

ve trigiliserid ölçümü gliserol oksidaz yöntemi ile belirlendi. Amilaz, trigliserid, kolesterol 

ve glukoz değerleri mg/dL, ALT ve AST değerleri ise U/L olarak ifade edildi.  

3.4. Serum İnsülin Seviyesinin Ölçümü 

12 saatlik açık sonrasında farelerden elde edilen serum örneklerinde insülin 

seviyeleri, Crystal Chem (Illinois, ABD) firması tarafından üretilen 16MAUM1388 ürün 

kodlu, yüksek sensitiviteye sahip insülin ELISA kiti kullanılarak ölçüldü. Ölçümler üretici 

firmanın tavsiyesi doğrultusunda gerçekleştirildi. Kitin önerisiyle serum örnekleri çalışma 

için 20 kat dilüe edildi. Numune konsantrasyonları Şekil 2’deki standart grafiğine göre 

ng/mL cinsinden hesaplandı. Ayrıca farelerde insülin direncinin gelişip gelişmediğini 

belirlemek için açlık glukoz ve insülin değerlerinden yararlanarak homeostatik model 
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değerlendirme (HOMA) yöntemi ile HOMA-IR değeri hesaplandı (HOMA-IR =  [insülin 

(μU/mL) X açlık glukoz (mmol/L))/22.5)  (112). 

 

 

 

Şekil 2. İnsülin standart grafiği 

3.5. Serum IL-1β Seviyesinin Ölçümü 

Serum IL-1β seviyelerini belirlemek için Elabscience (Teksas, ABD)  şirketinin E-

EL-M0037 ürün kodlu IL-1β ticari ELISA kiti kullanıldı. Serumda IL-1β ölçümü üretici 

firmanın tavsiyeleri doğrultusunda gerçekleştirildi. Numune konsantrasyonları Şekil 3’teki 

standart grafiğine göre pg/mL cinsinden hesaplandı. 

 

Şekil 3. IL-1β Standart Grafiği 
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3.6. Oral Glukoz Tolerans Testi  

Beslenme periyodunun sonunda, karbohidrat metabolizmasını değerlendirmek için 

yine her bir gruptaki farelere OGTT yapıldı (113). OGTT işlemi için, fareler altı saat aç 

bırakıldı (07.00-13.00 h) ve açlık kan glukoz değerleri kuyruk veninden alınan kandan 

glukometre (Vital Plus G 400, Kore) yardımı ile ölçüldü.  Daha sonra 2 g/kg glukoz gavaj 

(20 G) iğnesiyle verildi. Kan glukoz değerleri 30, 60, 90 ve 120. dakikalarda glukometre ile 

ölçüldü.  

3.7. Doku GRP78 ve CHOP Seviyelerinin Ölçümü 

Karaciğer ve pankreas dokularının homojenizasyonu ELISA kit protokolüne göre 

gerçekleştirildi. Kısaca 100 mg doku 1mL 1X PBS ile homojenize edildi ve bir gece -

200C’de bekletildi. Daha sonra hücre membranlarını kırmak için iki kez dondur çöz işlemi 

yapıldı. Homojenatlar 5000 xg’de +40C’de 5 dakika santrifüj edildi. Elde edilen 

süpernatantlarda GRP78 ve CHOP ölçümleri ELISA protokolüne göre gerçekleştirildi.   

3.7.1. Doku GRP78 Seviyesinin Ölçümü 

Karaciğer ve pankreas dokularında GRP78 seviyeleri Aviva System Biology (San 

Diego, ABD) firmasının ürettiği OKEH07000 katolog numaralı GRP78 ticari ELISA kiti 

kullanılarak belirlendi. Numune konsantrasyonları Şekil 4’teki standart grafiğine göre 

pg/mL cinsinden hesaplandı. Sonuçlar pg/mg protein olarak gösterildi.  

 

Şekil 4. GRP78 standart grafiği 
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3.7.2. Doku CHOP Seviyesinin Ölçümü 

Karaciğer ve pankreas doku CHOP seviyeleri Aviva System Biology (San Diego, 

USA)  firmasının ürettiği OKCD02491 katolog numaralı CHOP ELISA kiti kullanılarak 

belirlendi. Numune konsantrasyonları Şekil 5’teki standart grafiğine göre ng/mL cinsinden 

hesaplandı. Sonuçlar ng/mg protein ifade edildi.  

 

Şekil 5. CHOP standart grafiği 

3.8. Karaciğer Trigliserid Seviyelerinin Ölçümü 

Fare karaciğer dokusunda trigliserid ölçümü Choi (114) ve Mopuri’nin (115) 
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inkübasyona bırakıldı. Homojenat 3000 xg’de 10 dakika santrifüj edildi. Lipid içeren alt 
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%2 triton X-100 içeren 1M NaCl çözeltisinden 200 µL eklendi. Oda sıcaklığında 15 dakika 

inkübe edildi. Daha sonra 5 saniye boyunca 3 kere sonifikasyon (Sonics Vibra Cell, 

Connecticut, ABD)  yapıldı. Elde edilen çözeltide trigliserid miktarı otoanalizörde 
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3.9. Protein Miktar Tayini 

Karaciğer ve pankreas dokularından elde edilen süpernatanlarda protein miktarını 

belirlemek için, UD282967 katalog numaralı (PierceTm Thermo Scientific, USA) 

Bikinkoninik Asit (BCA) protein çalışma kiti kullanıldı. Ölçümler üretci firmanın tavsiyeleri 

doğrultusunda gerçekleştirildi.   

Çözeltilerin Hazırlanması:  

1. BCA çalışma reaktifi: BCA çalışma reaktifini oluşturmak için kitin içerisinde bulunan 

%4’lük bakır (II) sülfat ve BCA çalışma çözeltisi 50:1 oranında karıştırıldı. Gerekli hacim 

örnek sayısına göre hesaplandı.  

2. BSA standardının hazırlanması: 2 mg/mL’lik BSA standardı hazırlamak için 10 mg 

BSA tartıldı ve 5 mL saf suda çözüldü.  Elde edilen stok stok çözeltiden seri dilüsyonla farklı 

konsantrasyonlarda standartlar hazırlandı. 

Ölçüm için her bir kuyucuğa 25’er μL standart veya örnek yüklendi.  Üzerine 200 μL BCA 

çalışma reaktifi ilave edildi. Daha sonra 30 saniye iyice karıştırıldı ve üzeri folyoyla 

kapatıldı.  370C’de 30 dakika inkübasyona bırakıldı. Örnekler oda sıcaklığına geldikten 

sonra 562 nm’de ölçüm yapıldı.  Sonuçlar µg/mL cinsinden hesaplandı. GRP78 ve CHOP 

ölçümünde protein miktarı hesaplaması için kullanılan protein standart grafiği Şekil 6’da 

gösterilmiştir. 

 

Şekil 6. Protein standart grafiği 

y = 0,0013x

R² = 0,9973

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0 100 200 300 400 500 600

A
b
so

rb
an

s 
(5

6
2
)

Konsantrasyon (µg/mL)



30 
 

3.10. Gen Ekspresyonu Analizleri 

3.10.1. Dietilpirokarbonatlı Suyun Hazırlanışı 

Karaciğer ve pankreas dokularında RNA izolasyonu yapmadan önce olası RNA 

kaybını önlemek için dietilpirokarbonatlı (DEPC) su hazırlandı. Hazırlanan su ile birlikte 

dokuların kesilmesi ve çıkartılması gibi işlemlerde kullanılan bütün malzemeler yıkandı. 

Böyle RNA kaybı en aza indirgenmiş oldu. Bu amaçla %97’lik stok DEPC’den %0.1 

(v/v)’lik 500 mL DEPC’li su hazırlandı. Hazırlanan su 2 saat 370C’de inkübasyona bırakıldı 

ve ardından 20 dakika boyunca otoklavlandı. Elde edilen su soğuduktan sonra ışıktan 

bozunmasını engellemek için folyayla sarıldı ve +40C’de saklandı.  

3.10.2 Karaciğer ve Pankreas Dokularından Total RNA İzolasyonu 

Karaciğer ve pankreas dokularında RNA izolasyonu TriPure izolasyon reaktifi 

(Roche, İsviçre) kullanılarak reaktif içinde bulunan prodesüre uygun olarak aşağıdaki gibi 

gerçekleştirildi. 

• 50-100 mg doku tartılıp 2 mL’lik DNaz/RNaz’dan yoksun tüplere konuldu. Bir mL 

TriPure izolasyon reaktifi eklendi ve el homojenizatörü ile 30 saniye boyunca 

homojenize edildi.  

• Nükleoprotein komplekslerinin tamamen ayrıştığından emin olmak için homojenize 

edilen örnekler oda sıcaklığında 5 dakika inkübe edildi. 

•  İnkübasyondan sonra tüplerin üzerine 0.2 mL kloroform eklendi ve 15 saniye 

kuvvetlice çalkalandı. Örnekler oda sıcaklığında 15 dakika inkübe edildi.  

• Çözeltiyi üç faza ayırmak için tüpler 12.000 xg’de +40C’de 15 dakika santrifüj edildi.  

• En üstteki renksiz veya hafif pembe renkli faz alınıp DNaz/RNaz’dan yoksun yeni 

bir reaksiyon tüpüne konuldu. Bu fazda aradığımız RNA bulunmaktadır. 

• Tüplerin üzerine 0.5 mL izopropil alkol (2-propanol) eklendi. Birkaç kez alt üst 

edilip iyice karışması sağlandı. Örnekler oda sıcaklığında 10 dakika inkübe edilip 

RNA çökeleğinin oluşması sağlandı.  

• Tüpler 12.000 xg’de +40C’de 10 dakika santrifüj edildi. Daha sonra süpernatant (üst 

sulu faz) atıldı. RNA pelleti tüpün alt kısmında kaldı. 
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• Tüplerin üzerine %75’lik 1 mL etanol ilave edildi. Vorteklenerek RNA’nın 

yıkanması sağlandı. RNA çökeleği %75’lik etanol içinde istenirse (+2)-(+8)0C 

değerleri arasında bir hafta, (-15)-(25)0C değerleri arasında ise en az bir yıl 

saklanabilir.  

• Örnekler 7.500 xg’de +40C’de 5 dakika santrifüj edildi. Süpernatantın tamamen 

atıldığından emin olundu. Fazla etanolün uçması için tüplerin kapakları açılıp 

etanolün uçması sağlandı.  

• RNA pelletleri 50 µL DEPC ile muamele edilmiş RNaz’dan yoksun su ile pipetaj 

yapılarak çözüldü (eğer fazla pellet varsa bu hacim arttırılabilir). Pelletin tamamen 

çözünmesi sağlandı.  

• Çözelti 550C’de 15 dakika inkübe edildi.  

• Karaciğer ve pankreas dokularından elde edilen total RNA’ların konsantrasyonları 

ve saflığın bir göstergesi A260/A280 oranı NanoDrop kullanılarak belirlendi. İzole 

edilen örnekler DEPC ile muamele edilmiş RNaz’dan yoksun su ile çözüldüğü için 

ölçümde bu çözelti kör olarak kullanıldı.  

• Daha sonra elde edilen RNA örnekleri agoroz jel elektroforezi yardımıyla 

görüntülendi. 

  

3.10.3. Agaroz Jel Elektroforezi 

1. 50x Tris-Asetik Asit-EDTA (TAE) tamponu hazırlanması: 242 g Tris, 29.224 g 

Na2EDTA tarıldı ve bir erlene aktarıldı. Daha sonra üzerine 800 mL saf suda ilave edildi ve 

iyice çözünmesi sağlandı. Çözünmeden sonra karışıma 57.1 mL glasiyel asetik asit ilave 

edildi ve NaOH ile pH’sı 8.5’e ayarlandı. pH ayarlaması yapmak için çok fazla NaOH 

çözeltisine ihtiyaç olabiliyor. Bu nedenle katı NaOH pelletleri ile pH ayarlaması yapmak 

daha kolay olmaktadır. pH ayarlaması yaptıktan sonra son hacim bir litreye tamamlandı. 

50x’lik TAE tamponu 1x’e seyreltilerek hem elektroforez tamponu olarak hem de agaroz 

jelin hazırlanmasında kullanıldı. 

2. Etidyum Bromür Çözeltisi: Saf su ile 10 mg/mL’lik etidyum bromür hazırlandı. 

Etidyum bromür karsinojen ve mutajen olduğu bu aşamada çift kat eldiven kullanıldı ve 

kullanılan mazlemelerin temizliğine dikkat edildi. Hazırlanan çözelti folyoyla kaplanarak 

40C’de saklandı. 
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3. %0.8’lik agaroz jel hazırlanması:  0.4 g agaroz tartıltı ve 250 ml’lik bir erlene aktarıldı. 

Üzerine 50 mL 1x TAE tamponu ilave edildi. Daha sonra karışım mikrodalga fırında bir 

dakika kaynatıldı ve agarozun çözünmesi sağlandı. Elde edilen jel musluk suyu yardımıyla 

soğutuldu, 10 μL etidyum bromür eklendi ve iyice karıştırıldı. Jelin tarakları yakmayacak 

ısıya düşmesini beklerken, taraklar jelin döküleceği kabın 1 ve 3 numaralı pozisyonuna 

yerleştirildi ve kabın kenarları jelin akmaması için bantla kapatıldı. Soğuyan jel yavaşça 

kaba döküldü. Bu aşamada kabarcık olmamasına dikkat edildi. Yaklaşık 30 dakika kadar 

oda sıcaklığında jelin katılaşması beklendi. Jel tamamen katılaştıktan sonra taraklar ve 

etrafındaki bantlar çıkarıldı, jel elektroforez tankına yerleştirildi. Jel tanka yerleştirildikten 

sonra üzerini tamamen geçecek kadar 1x TAE tamponu ilave edildi. Tamponda kabarcık 

olmamasına dikkat edildi.  

4. Ürünlerin Jele Yüklenmesi: 10 μL RNA örneği üzerine 5 μL yükleme boyası eklendi ve 

iyice karıştırıldı. Karışımdan 10 μL alınarak kuyucuklara yüklendi. Elektroforez tankının 

bağlı olduğu güç tankı 100 volt, 300 mA ve 30 dakikaya ayarlandı. Ürünlerin jeldeki göçü 

sağlandı (Resim 1). 

 

Resim 1. Elde edilen RNA örneklerinin jeldeki görüntüsü 
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3.10.4. Total RNA’dan Komplementer DNA Sentezi 

Karaciğer ve pankreas dokularından elde izole edilen RNA örneklerinde 

komplementer DNA (cDNA) sentezi 04 896 866 001 ürün kodlu Roche (İsviçre) marka 

“Transcriptor First Strand cDNA Synthesis” kiti kullanıldı. Prosedür üretici firmanın 

tavsiyeleri doğrultusunda gerçekleştirildi. İzole edilen RNA örneklerinden cDNA sentezini 

gerçekleştirmek için aşağıda belirtilen adımlar takip edildi. Total RNA’lar DEPC ile 

muamele edilmiş RNaz’dan yoksun su ile seyreltilerek konsantrasyonu eşitlendi. cDNA 

sentezinde her bir örnek için Tablo 4’te gösterilen reaktifler kullanıldı.  

Tablo 4. cDNA sentezinde bir örnek için gerekli reaktifler ve hacimleri 

Reaktifler  Hacim (µL) (1X için) 

PCR saflığında su 1 

Tampon 4 

RNaz İnhibitörü 0.5 

dNTP Karışımı (10mM) 2 

Random Hekzamer Primer 

Ters Transkriptaz (20 U/μL) 

2 

0.5 

  

cDNA sentezi için reaksiyon karışımı Tablo 4’e göre hazırlandı. Bu miktarlar bir 

örnek içindir. Örnek sayısına bağlı olarak hacimler hesaplandı. 10 μL RNA örneği üzerine 

10 μL bu karışımdan eklendi. Tüpler kısa bir santrifüj edilip örnekle karışımın homejen 

karışması sağlandı. Daha sonra PCR cihazı 250C’de 10 dakika, 550C’de 30 dakika (iki tur 

olacak şekilde) ve 850C’de 5 dakika olacak şekilde ayarlandı. Oluşan cDNA ürün 

konsantrasyonları (ng/μL) ve saflığı NanoDrop’ta belirlendi. Örnekler analiz gününe kadar 

-800C’de saklandı. Gen ekspresyon analizleri yapılırken cDNA numune konsantrasyonları 

100 ng/μL’ye seyreltildi. 
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3.10.5. RT-PCR Analizleri 

RT-PCR, kullanılan floresan boyalar aracılığıyla çoğaltılan hedef DNA’nın gerçek 

zamanlı kantitatif tespitine imkan sağlayan bir metottur (116). Gen ekspresyon analizleri 

SYBR Green floresan boyası içeren (Roche, İsviçre) LightCycler® FastStart DNA Master 

SYBR Green I kiti (REF: 12239264001) ile LightCycler® 480 II RT-PCR (Roche, İsviçre) 

cihazında gerçekleştirildi. Kit içerisinden 5 adet 1a ve 15 adet 1b isimli tüpler çıkmaktadır. 

Her 1a tüpü 3 adet 1b’ye yetecek kadar materyal içermektedir. Çalışma öncesinde tüpler 

spinlenip, 1a’dan 1b’ye 10 µl aktarıldı.  1a reaktifinden eklenen 1b tüpünün, diğer 1b’ler ile 

karışmasını önlemek için adı 1 olarak değiştirildi. Bu aşamada karışıklık olmasının önüne 

geçildi. Çalışmamızda kullandığımız primerler Tablo 5’te verilmiştir. 

Tablo 5. RT-PCR’da kullanılan primer dizileri 

Primer Adı  Primer dizisi 

β-Aktin (Actb) İleri primer 5’- CCG TAA AGA CCT CTA TGC CAA C -3’ 

 Geri primer 

 

5’- ACC GAT CCA CAC AGA GTA CTT G -3’ 

GRP78 (Hspa5) İleri primer 5’- AGA GCC TTG TCT TCT CAG CAT C -3’ 

 Geri primer 

 

5’- CAA CAC TTT CTG GAC AGG CTT C -3’ 

CHOP (Ddit3) İleri primer 5’- CAA GCA TGA ACA GTG GGC ATC -3’ 

 Geri primer 5’- TGT ACC GTC TAT GTG CAA GCC -3’ 

 

RT-PCR analizini gerçekleştirirken aşağıdaki adımlar izlendi: 

• Gerekli reaksiyon ortamı hedef genler (GRP78 ve CHOP) ve referans gen (β-aktin) 

için ayrı ayrı olmak üzere Tablo 6’da göterilen hacimler kullanılarak hazırlandı. 
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Tablo 6. Real Time PCR analizi için gerekli reaktifler ve hacimleri 

Reaktif Her bir örnek için gerekli hacim (µL) 

LC FS DNA Master SYBR 2 

 

MgCl2  

 

1.6 

 

F primer (10 µM) 

 

1 

 

R primer (10 µM) 

 

1 

 

PCR Saflığında H20 9.4 

 

cDNA 5 

 

Total Hacim 20 

• Her bir örnek için hazılanan karışımdan pleyte 15 µL eklendi ve üzerine 5 µL cDNA 

örneği ilave edildi. Örnekler ikili çalışıldı.  

• Pleytin üzeri RT-PCR çalışmaları için üretilen ısıya dayanıklı folyoyla iyice 

kapatıldı. İyice yapışmasını sağlamak ve hava almasını önlemek için bir tarak 

yardımıyla üzerinden geçildi. Karışımın iyice karışmasını sağlamak için pleyt 

1500xg’de 2 dakika santrifüj edilip cihaza yüklendi. 

• Cihaz ayarları Tablo 7’de gösterilen protokole göre ayarlandı ve analizler 

gerçekleştirildi.  

 

  



36 
 

Tablo 7. RT-PCR protokolü  

Program Döngü Analiz Modu  

Ön inkübasyon 1 Yok 
 

 

Amplifikasyon 45 Miktar Tayini 
 

 

Erime Eğrisi 1 Erime Eğrisi 
 

 

Soğutma 1 Yok 
 

 

Hedef Sıcaklık [ºC)  Elde Etme Modu Süre [saat:dk:s) Sıcaklık Artışı [0C/s) 

Ön inkübasyon    

95 Yok 00:15:00 

 

4.4 

Amplifikasyon    

95 Yok 00:00:10 

 

4.4 

62 Yok 00:00:20 

 

4.4 

72 Tek 00:00:20 

 

4.4 

Erime Eğrisi    

95 Yok 00:00:00 

 

4.4 

65 Yok 00:00:15 

 

4.4 

95 Sürekli 00:00:00 

 

4.4 

Soğutma    

40 Yok 00:00:10 

 

4.4 
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RT-PCR çalışması gerçekleştirilirken elde edilen amplifikasyon eğrilerinden biri 

Resim 2’de verilmiştir. 

 

Resim 2. Actb, Hspa5 ve Ddit3 genlerine ait amplifikasyon eğrisi 

RT-PCR çalışmalarında elde edilen Actb, Ddit3 ve Hspa5 genlerine ait erime eğrisi 

grafiklerinden biri, örnek olarak Resim 3, 4 ve 5’te gösterilmiştir. 

 

Resim 3. Actb genine ait erime eğrisi 

Actb 

Hspa5 
Ddit3 

Negatif kontrol  

Actb 
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Resim 4. Ddit3 genine ait erime eğrisi 

 

Resim 5. Hspa5 genine ait erime eğrisi 

  

Ddit3 

Hspa5 
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3.10.5.1. Gen Ekspresyonu Çalışmalarının Analizi 

Gerçek zamanlı kantitatif PCR çalışmalarında verileri analiz etmek için en yaygın 

kullanılan yöntemlerden bazıları mutlak kantifikasyon ve göreceli kantifikasyon 

yöntemleridir. Gen ekspresyon çalışmalarında hesap yaparken 2-ΔΔCp yöntemi, en sık 

kullanılan yöntemlerden biridir (117). Analiz yapılırken her bir örneğin eksponansiyal faza 

geçtiği devir (Cp, crossing point) tespit edilerek 2-ΔΔCp formülde yerine koyuldu. Kontrol 

grubuna göre diğer gruplardaki genlerin seviyelerinde kaç kat değişim olduğu kat değişim 

formülü yardımı ile hesaplandı  (kat değişim=2 -ΔΔCp = 2-(ΔCp hedef-ΔCp kontrol)).  

3.11. Histopatolojik Analizler 

3.11.1. Karaciğer, Pankreas ve Yağ Dokularının Histopatolojik Değerlendirilmesi  

Çalışma sonrasında gruplardan alınan karaciğer, pankreas ve yağ dokusu 

örneklerinde ışık mikroskopisinde inceleme yapmak için örnekler %10’luk formaldehit 

çözeltisi içine alındı ve 48 saat fikse edildi. Örnekler parafin bloklara gömüldü ve ışık 

mikroskopik yöntemler için tam otomatik mikrotom (Leica RM 2255, Tokyo, Japan) ile 4-5 

μm kalınlığında kesitler lam üzerine alındı. Elde edilen kesitler, dokuların genel histolojik 

yapısını değerlendirmek suretiyle Hematoksilen&Eozin (H&E) boyası ile boyandı. 

Preparatlar incelenirken Olympus BX51 (Olympus, Tokyo, Japan) mikroskobu kullanıldı. 

Elde edilen bulgular ışık mikroskobuna bağlantılı kamera ataçmanı (Olympus 

DP71;Olympus, Tokyo, Japan) ile fotoğraflandı. Pankreas değerlendirilirken,  H&E boyama 

ile pankreasın genel histolojik yapısı ve adacık morfolojisi değerlendirildi. Bu amaçla 

pankreasta vasküler konjesyon, hemoraji, inflamatuvar hücre infiltrasyonu, ödem açısından 

incelemeler yapıldı. Işık mikroskobu altında her bir kesitte farklı bölgelerden çekilen en az 

10 imaj üzerinde yapılan analizin ortalaması alınarak gruplar arası fark araştırıldı (118). 

Karaciğere ait dokularının histopatolojik değerlendirmesinde; karaciğer kesitleri hepatosit 

dejenerasyonu, vasküler konjesyon, sinüzoidal dilatasyon, genişlemiş sinüzoidlerde 

konjesyon açısından yarı kantitatif olarak değerlendirildi (119). Değerlendirmede 0=yok, 

1=hafif, 2=orta, 3=şiddetli olarak yarı kantitatif değerlendirme yapıldı. Yağ dokularının 

değerlendirmesinde, yağ hücrelerinin boyutları ve yağ hücreleri arası histopatolojik olarak 

değerlendirildi. Yağ dokusu için her deney grubuna ait 10 görüntü 10X objektif kullanılarak 

fotoğraflandı (120). 
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3.11.2. İmmünohistokimyasal İşlemler 

Karaciğer ve pankreas dokularında apoptozu değerlendirmek amacıyla Terminal 

deoksinükleotidil transferaz dUTP nick uç etiketleme (TUNEL) tekniği kullanıldı. TUNEL 

boyama için in situ hücre ölümü belirleme kiti, POD (Roche, Mannheim, Germany) 

kullanıldı ve prosedür üretici firmanın önerileri doğrultusunda gerçekleştirildi. Nekroz 

alanları bulunmayan, homojen boyanmış kahverengi nükleuslu TUNEL(+) hücreler 

apoptotik hücre olarak tanımlandı. Apoptotik hücrelerin gösterilmesinde 3,3’-

Diaminobenzidin (DAB) Geliştirilmiş Sıvı Substrat Sistemi Tetrahidroklorür, karşıt boyama 

için de Mayer’s hematoksileni kullanıldı. Karaciğerde hepatositlerinde, pankreasta 

Langerhans adacık hücrelerinde apoptoz değerlendirildi. Değerlendirmede 400X büyütmede 

5 farklı alanda Analysis 5 Research program (Olympus Soft Imaging Solutions, Münster, 

Germany) ile 100 hücre sayılarak apoptotik ve normal hücreler kaydedildi ve yüzde 

apoptotik indeks (AI) hesaplandı (%AI=(TUNEL (+) hücre sayısı/toplam hücre sayısı) x 

100) (121). 

3.12. İstatistiksel Analizler 

Verilerin istatistiksel analizi için SPSS (IBM SPSS Statistics 23) programı kullanıldı. 

Gruplar arasındaki istatistiksel fark Kruskal Wallis varyans analizi ile belirlendi. Gruplar 

arasındaki ikili karşılaştırmalar ise Mann–Whitney U testi ile yapıldı. Sonuçlar medyan ve 

%25-75’lik çeyreklikler şeklinde ifade edildi. Ağırlık ve OGTT’ye ait grafikler çizilirken, 

histopatolojik skorlamalar ve RT-PCR verileri ifade edilirken ortalama±standart hata 

(ortalama±SE) değerleri kullanıldı. p<0.05 istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

Bu tez çalışması kapsamında elde edilen bulguların tümü “Life Sciences” dergisinde 

“7,8-Dihydroxyflavone alleviates Endoplasmic Reticulum Stress in cafeteria diet-induced 

metabolic syndrome” başlığı ile araştırma makalesi olarak yayınlanmıştır (122) (Bkz. Ek 2).  

4.1. 7,8-Dihidroksiflavonun Vücut Ağırlığı, Epididimal Yağ Dokusu ve %Adiposite 

İndeksi Üzerine Etkisi  

Deneyin ilk dört haftasından itibaren KD grubu, kontrol grubuna kıyasla vücut 

ağırlıklarını anlamlı derecede arttırdı (p<0.01) (Şekil 7). Deney sonunda 7,8-DHF grubunun 

ağırlıkları KD ve DMSO grubuna göre anlamlı derecede azaldı (p<0.05) (Tablo 8). EYD ve 

% Adiposite İndeksi değerleri KD grubunda, kontrol grubuna kıyasla anlamlı derecede arttı 

(p<0.01). 7,8-DHF grubunun EYD ve % Adiposite İndeksi değerleri ise KD ve DMSO 

grubuna göre anlamlı derecede azaldı (p<0.05) (Tablo 8).   

 

Şekil 7. 16 haftalık diyet süresince gruplardaki ağırlık değişimi (ortalama±SE). *: Kontrol 

grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı (p<0.05).---Kesikli çizgi: 7,8-DHF 

uygulamasına başlanılan gün 
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Tablo 8. Grupların vücut ağırlıkları ile EYD ve % Adiposite İndeksi değerleri 

 K KD 7, 8-DHF DMSO 

Başlangıç 

Ağırlığı(g) 

(18.90) 

18.13-19.55 

(18.70) 

18.25-19.50 

(18.30) 

17.53-19.20 

(19.75) 

18.30-20.15 

 

Deney Sonu 

Ağırlık (g) 

(25.45) 

24.75-27.42 

(31.15)a 

29.80-32.63 

(28.15)a,b 

26.83-28.78 

(29.15)a,b,c 

28.63-29.78 

 

EYD (g) (0.40) 

0.30-0.42 

(1.20)a 

1.05-1.52 

(0.75)a,b 

0.67-0.90 

(0.95)a,b,c 

0.77-1.12 

 

%Adiposite 

İndeksi 

(1.51) 

1.20-1.69 

(3.76)a 

3.42-4.18 

(2.62)a,b 

2.02-3.11 

(3.29)a,c 

2.57-3.77 

 

Değerler (medyan) %25-75’lik çeyreklikler şeklinde verildi. 
a:Kontrol; b: KD; c:7,8-DHF grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı (p<0.05). 

Dört aylık besleme periyodu sonrasında 12 saat aç bırakılan fareler dekapitasyon ile 

sakrifiye edildi ve EYD örnekleri çıkarıldı. Kafeterya ve kemirgen diyetiyle beslenen 

farelerin EYD’leri arasındaki karşılaştırma Resim 6’da österilmiştir.  
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Resim 6. Besleme periyodu sonrasında kafeterya ve kemirgen diyetiyle beslenen farelerin 

EYD’leri. A: Kemirgen diyetiyle diyetle beslenen bir fare; B: Kafeterya diyetiyle 

beslenen fare 

Epididimal yağ dokusu histopatolojik analizinde ise KD grubunda adipositler kontrol 

grubuna göre daha büyük ve yuvarlak şekilli olarak izlendi.  Adipositler arasında kılcal 

damarlar ve vazokonjesyon izlendi. 7,8-DHF grubunda ise yağ hücreleri kontrol grubuna 

benzer morfoloji gösterdi ve yağ hücreleri arasında yer yer vazokonjesyon gösteren kılcal 

damarlar izlendi (Resim 7). 

 

Resim 7. Yağ dokusuna ait fotomikrograf (H&E 200X).  Yağ hücresi (Ok), Vasküler 

konjesyon (Ok başı). A: K; B: KD; C: 7,8-DHF; D:DMSO 

A B 
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4.2. 7,8-Dihidroksiflavonun Serum Biyokimya Parametreleri,  İnsülin, İnterlökin-1β 

ve Doku Trigliserid Seviyeleri Üzerine Etkisi 

Serum trigliserid, kolesterol ve glukoz genel metabolik durumu; amilaz pankreas 

fonksiyonunu; ALT ve AST ise karaciğer fonksiyonunu değerlendirmek için incelendi 

(Tablo 9). Trigliserid, kolesterol, amilaz, ALT ve glukoz değerleri KD grubunda, kontrol 

grubuna kıyasla anlamlı yüksek bulundu (p<0.05). Trigliserid, kolesterol, amilaz, ALT, AST 

ve glukoz değerleri ise KD grubuna kıyasla 7,8-DHF grubunda anlamlı düşük bulundu 

(p<0.05). İnsülin direncini belirlemek için insülin ve inflamatuvar durumu değerlendirmek 

için IL-1β seviyeleri incelendi.  HOMA-IR ve IL-1β değerleri tüm gruplarda, kontrol 

grubuna kıyasla anlamlı yüksek bulunurken (p<0.05), 7,8-DHF grubunda, KD grubuna göre 

anlamlı düşük bulunmuştur (p< 0.05). Karaciğer dokusunda lipid birikimini göstermek için 

yaptığımız doku trigliserid ölçümünde KD grubunda, kontrol grubuna kıyasla lipid 

içeriğinin önemli ölçüde arttığını ortaya koyduk (p<0.001). 7,8-DHF ise KD grubuna kıyasla 

karaciğer lipid içeriğini anlamlı derecede azaltmıştır (p<0.01) (Tablo 9).  
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Tablo 9. Serum biyokimya parametreleri, insülin, HOMA-IR, IL-1β ve doku trigliserid 

seviyeleri 

 K KD 7,8-DHF DMSO 

 

Trigliserid 

(mg/dL) 

(59.50) 

50.50-65.00 

(72.0)a 

69.50-78.50 

(68.0)b 

55.50-71.50 

(81)a,c 

69.50-93.50 

 

Kolesterol 

(mg/dL) 

(78.0) 

69.50-79.00 

(167.50)1 

159.0-176.50 

(155.50)a,b 

149.50-168.0 

(171.0)a,c 

163.50-192.0 

 

Amilaz 

(mg/dL) 

(2021) 

1650-2163 

(2707)1 

2657-2726 

(2395)a,b 

2320-2527 

(2720)a,c 

2600-2921 

 

ALT(U/L) (179) 

157-188 

(201)a 

184-260 

(176)b 

169-183 

(202)a,c 

190-208 

 

AST (U/L) (30.0) 

26.0-31.0 

(28.0) 

27.0-33.0 

 

(26.0)a,b 

24.0-28.0 

(28.0)c 

26.0-30.0 

Glukoz 

(mg/dL) 

(150) 

144-175 

(228)a 

216-231 

(202)a,b 

192-219 

(217)a,c 

210-220 

 

İnsülin 

(ng/mL) 

(21.83) 

16.80-25.77 

(39.69)a 

26.23-50.17 

(33.18)a 

22.99-36.12 

(33.83)a 

31.81-47.48 

 

HOMA-IR (180) 

142-223 

(527)a 

322-638. 

(309)a,b 

242-447 

(413)a 

372-813 

 

IL-1β 

(pg/mL) 

(638) 

620-642 

(971)a 

939-1038 

(867)a,b 

831-913 

(944)a 

806-1043 

 

Trigliserid 

(mg/g) 

(309) 

240-346 

(497)a 

425-542 

(363)b 

308-408 

(565)a,c 

511-646 

 

Değerler (medyan) %25-75’lik çeyreklikler şeklinde verildi.  

a:Kontrol; b: KD; c:7,8-DHF grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı (p<0.05). 
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4.3. 7,8-Dihidroksiflavonun Oral Glukoz Toleransı Üzerine Etkisi 

Beslenme periyodu tamamlanan hayvanlara OGTT işlemi uygulandı. Gruplara göre 

belirlenen dakikalardaki kan glukozlarındaki değişim Şekil 8 ve Tablo 10’da ve eğrinin 

altında kalan alan (AUC) ise Şekil 9’da verilmiştir. Bütün ölçümlerde kontrol grubuna 

kıyasla KD grubunda glukoz değerleri anlamlı yüksek bulunmuştur (p<0.01). Glukoz 

değerleri başlangıç ve 30. dakika ölçümlerinde kontrol grubuna göre 7,8-DHF grubunda 

anlamlı yüksek bulunurken, 60., 90., ve 120. dakikalarda bu fark ortadan kalkmış fareler 

normal glukoz toleransı göstermiştir. Ayrıca 7,8-DHF grubunda kan glukoz değerleri bütün 

ölçümlerde KD grubuna göre anlamlı düşük bulunmuştur (p<0.05). Oral glukoz toleransının 

bozulduğu farelerde 7,8-DHF etkili bir düzeltme göstermiştir. 

Şekil 8. Gruplara göre belirlenen dakikalarda kan glukozlarındaki değişim (ortalama±SE). 
a:Kontrol; b: KD; c:7,8-DHF grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı (p<0.05). 
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Şekil 9. Gruplara göre belirlenen dakikalarda kan glukozlarındaki değişim için eğrinin 

altında kalan alan  
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Tablo 10. Gruplara göre belirtilen dakikalardaki kan glukoz değerleri 

 K KD 7,8-DHF DMSO 

0.dk  (148) 

144-158 

(183)a 

176-192 

 

(153)a,b 

154-174 

( 171)a 

166-182 

30.dk  (165) 

156-214 

(253)a 

214-340 

 

(193)b 

181-203 

(215)b,c 

201-238 

60.dk  (170) 

161-179 

(221)a 

194-241 

 

(175)b 

168-189 

(189) 

173-197 

90.dk  (154) 

155-171 

(202)a 

183-237 

 

(163)b 

148-176 

( 184)b,c 

174-193 

120.dk (152) 

148-164 

(190)a 

185-198 

(151)b 

148-156 

( 178)b,c 

164-182 

Değerler (medyan) %25-75’lik çeyreklikler şeklinde verildi.  

a:Kontrol; b: KD; c:7,8-DHF grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı (p<0.05). 

4.4. 7,8-Dihidroksiflavonun Doku GRP78 ve CHOP Protein Seviyelerine Etkisi 

Çalışma gruplarına ait GRP78 ve CHOP konsantrasyonları ve karşılaştırılması Tablo 

11, dokulara ait GRP78 konsantrasyonları Şekil 10 ve CHOP konsantrasyonları Şekil 11’de 

verilmiştir. Karaciğer dokusunda, KD grubunda ER stres biyobelirteçleri olan GRP78 ve 

CHOP protein seviyeleri kontrol grubuna göre anlamlı derecede artarken (p<0.01), pankreas 

dokusundaki artış istatistiksel olarak anlamlı değildir (p>0.05). Karaciğer dokusunda GRP78 

ve CHOP protein seviyeleri 7,8-DHF grubunda, KD grubuna kıyasla anlamlı düşük 

bulunurken (p< 0.05), pankreas dokusunda bir fark bulunamamıştır. 
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Tablo 11.  Karaciğer ve pankreas dokularına ait GRP78 ve CHOP konsantrasyonları 

 K KD 

 

7.8-DHF DMSO 

KC-GRP78 (747) 

547-816 

 

 

(950)a 

758-1033 

(776 )b 

681-829 

(993)a,c 

828-1055 

KC-CHOP (2.87) 

2.31-3.68 

 

 

(4.59)a 

4.20-5.27 

(4.15)a,b 

3.49-4.39 

(5.02)a,c 

4.58-5.63 

Pank-GRP78 (590) 

233-922 

 

 

(792) 

430-997 

(507) 

142-861 

(858) 

642-1110 

Pank-CHOP (0.49) 

0.39-0.63 

 

(0.41) 

0.31-0.82 

(0.49) 

0.27-0.85 

(1.06) 

0.34-1.60 

Değerler (medyan) %25-75’lik çeyreklikler şeklinde verildi.  

a:Kontrol; b: KD; c:7,8-DHF grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı (p<0.05). 
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Şekil 10. Karaciğer (A) ve pankreas (B) dokularına ait GRP78 seviyeleri. a:Kontrol; b: KD; 
c:7,8-DHF grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı (p<0.05). 
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 b 

a,c 
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Şekil 11. Karaciğer (A) ve pankreas (B) dokularına ait CHOP seviyeleri. a:Kontrol; b: KD; 
c:7,8-DHF grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı (p<0.05). 
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4.5. 7,8-Dihidroksiflavonun GRP78 ve CHOP Gen Ekspresyon Seviyelerine Etkisi 

GRP78 ve CHOP gen ekspresyonuna ait sonuçlar Tablo 12,  karaciğer ve pankreas 

dokularında   GRP78 ve CHOP gen ekspresyonuna ait sonuçlar sırasıyla Şekil 12 ve 13’te 

verilmiştir. Karaciğer dokusunda GRP78 ve CHOP gen ekspresyonları KD grubunda, 

kontrol grubuna göre anlamlı yüksek bulunurken; pankreas dokusunda sadece GRP78 

seviyeleri anlamlı yüksek bulunmuştur (p<0.05). 7,8-DHF ile muamele edilen gruplarda 

karaciğer dokusunda KD grubuna göre GRP78 ve CHOP seviyeleri,  pankreas dokusunda 

ise GRP78 seviyeleri anlamlı ölçüde azalmıştır (p<0.05).  

Tablo 12.  Karaciğer ve pankreas dokularına ait GRP78 ve CHOP ekspresyon sonuçları 

  K KD 7.8-DHF DMSO 

KC-GRP78 1.0 

 

2.49±0.27a 1.51±0.16a,b 1.86±0.26a 

KC-CHOP 1.0 

 

2.78±0.49a 1.24±0.22b 3.53±0.69a,c 

Pank-GRP78 1.0 

 

2.73±0.77a 1.04±0.51b 3.85±1.16c 

Pank-CHOP 1.0 0.92±0.30 1.27±0.53 3.83±1.07b 

Değerler ortalama±SE şeklinde verildi.  

a:Kontrol; b:KD; c:7,8-DHF grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı (p<0.05). 
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Şekil 12. Karaciğer dokusunda GRP78 ve CHOP gen ekspresyonuna ait sonuçlar. Değerler 

ortalama±SE şeklinde verildi. a:Kontrol; b:KD; c:7,8-DHF grubuna göre 

istatistiksel olarak anlamlı (p<0.05).  

 

Şekil 13. Pankreas dokusunda GRP78 ve CHOP gen ekspresyonuna ait sonuçlar. Değerler 

ortalama±SE şeklinde verildi. a:Kontrol; b:KD; c:7,8-DHF grubuna göre 

istatistiksel olarak anlamlı (p<0.05).  
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4.6. 7,8-DHF’nin Histolojik Parametreler Üzerine Etkisi 

Karaciğer dokularının ışık mikroskopik değerlendirmesinde ise veriler Resim 8 ve 

skorlamalar Tablo 13’te verilmiştir. Kontrol grubunda normal karaciğer dokusu morfolojisi 

izlendi. Hepatositler ve sinüzoidal aralık normal görünümde izlendi (Resim 8A). KD 

grubunda vena centralis etrafında yaygın olarak hepatositlerde dejenerasyon ve sinüzoidal 

aralıkta genişleme izlendi (Resim 8B). 7,8-DHF grubunda vena centralis etrafında normal 

yapıda hepatositler mevcuttur. Vena centralisten uzak alanlarda hepatositlerde dejenerasyon 

ve sinüzoidal aralıklar normal morfolojide   izlendi (Resim 8C) . DMSO grubunda ise vena 

centralis etrafında yaygın olarak hepatositlerde dejenerasyon ve sinüzoidal aralıkta 

genişleme izlendi (Resim 8D). 

 

Resim 8. Karaciğer dokusuna ait fotomikrograf.  Hepatosit (Ok başı), sinüzoidal dilatasyon  

(Ok) (H&E X 200). A:K; B: KD; C:7.8-DHF, D:DMSO 
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Tablo 13. Karaciğer dokusuna ait morfolojik değişim skorları 

Karaciğer K KD 7,8-DHF DMSO 

Vasküler Konjesyon 

 

0.30±0.15 2.60±0.16a 1.40±0.16a,b 2.30±0.21a,c 

Hemoraji 

 

1.00±0.14 1.30±0.15 1.50±0.16 1.50±0.16a 

İnflamatuvar Hücre İnfiltrasyonu 

 

1.50±0.22 2.10±0.17a 1.60±0.16 1.80±0.13 

Ödem 0.80±0.13 1.40±0.16a 1.10±0.10 1.20±0.13 

 

Değerler ortalama±SE şeklinde verildi.  

a:Kontrol; b:KD; c:7,8-DHF grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı (p<0.05). 

Gruplara ait pankreas dokularının ışık mikroskopik değerlendirmesinden elde edilen 

veriler Resim 9 ve skorlamalar Tablo 14’te verilmiştir. Kontrol grubunda normal pankreas 

seröz asinus ve adacık yapısı izlendi (Resim 9A). KD grubunda pankreas langerhans adacık 

hücreleri normal yapıda izlendi. Pankreas seröz asinus hücrelerinde yaygın dejenerasyon. 

interlobüler alanda inflamatuar hücre infiltrasyonu, intraduktal ödem ve intralobüler 

damarlarda vasküler konjesyon izlendi (Resim 9B). 7.8-DHF grubunda pankreas langerhans 

adacık hücreleri ve pankreas seröz asinus hücreleri normal yapıda izlendi. İntralobüler 

damarlarda hafif düzeyde intravasküler konjesyon ve yer yer hafif derecede intraduktal ödem 

izlendi (Resim 9C). DMSO grubunda pankreas langerhans adacık hücreleri normal yapıda 

izlendi. Pankreas seröz asinus hücrelerinde orta derecede dejenerasyon,  intraduktal ödem 

ve intralobüler damarlarda vasküler konjesyon izlendi (Resim 9D). 
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Resim 9. Pankreas dokusuna ait fotomikrograf.  Seröz asinus (Ok başı), Langerhans adacığı 

(Ok),  inflamatuar hücre infiltrasyonu (yıldız), intraduktal ödem (çentikli ok), 

vasküler konjesyon (VC) (H&E X 200). A: K;  B: KD;  C:7.8-DHF; D:DMSO 

  

A B 

C D 
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Tablo 14. Pankreas dokusuna ait morfolojik değişim skorları 

  K KD 7,8-DHF DMSO 

Vasküler Konjesyon 

 

0.30±0.15 1.90±0.23a 1.20±0.16a,b 1.50±0.16a 

Hemoraji 

 

0.10±0.10 0.30±0.15 0.30±0.15 0.50±0.16 

İnflamatuvar Hücre İnfiltrasyonu 

 

0.20±0.13 2.00±0.14a 0.60±0.16b 1.00±0.21a,b 

Ödem 0.10±0.10 2.30±0.15a 0.50±0.16b 0.80±0.13a,b 

 

Değerler ortalama±SE şeklinde verildi.  

a:Kontrol; b:KD grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı (p<0.05). 

4.7. 7,8-DHF’nin Apotoz Üzerine Etkisi 

Karaciğer hepatositlerinin apoptoz değerlendirmesi Resim 10 ve Tablo 15’te, 

pankreas langerhans adacık hücrelerinin apoptoz değerlendirmesi ise Resim 11 ve Tablo 

15’te verilmiştir. Karaciğer ve pankreas dokularına ait %AI değerlerinde,  tüm gruplarda 

kontrol grubuna kıyasla anlamlı bir artış bulunmuştur (p<0.001). 7,8-DHF grubunda ise hem 

KD hem de DMSO grubuna göre anlamlı bir azalma bulunmuştur (p<0.01). 7,8-DHF’nin 

apoptotik hücre sayısını anlamlı ölçüde azalttığı söylenebilir.  
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Resim 10. Karaciğer dokusuna ait apoptoz görüntüleri. TUNEL (-) hücre (Ok başı). TUNEL 

(+) hücre (Ok) (TUNEL X 400). A: K; B: KD; C:7.8-DHF; D:DMSO 

 

Resim 11. Pankreas dokusuna ait apoptoz görüntüleri. TUNEL (-) hücre (Ok başı). TUNEL 

(+) hücre (Ok) (TUNEL X 400). A: K; B: KD; C:7.8-DHF; D:DMSO 
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Tablo 15. Pankreas ve karaciğer dokusuna ait %AI değerleri 

%AI K KD 7,8-DHF DMSO 

 

Pankreas (9.0) 

7.75-11.25 

(37.0)a 

31.25-40.25 

(17.0)a,b 

12.5-18.25 

(29.0)a,b,c 

25.25-31.25 

 

 

Karaciğer (9.0) 

8.75-11.25 

(81.0)a 

73.50-83.50 

(51.50)a,b 

49-57.50 

(64.50)a,b,c 

60.50-69.0 

 

Değerler (medyan) %25-75’lik çeyreklikler şeklinde verildi.  

a:Kontrol; b: KD; c:7,8-DHF grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı (p<0.05). 
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4. TARTIŞMA ve SONUÇ 

Obezite, T2D, KVH ve AYKH gibi metabolik bozukluklar insan sağlığına yönelik 

en ciddi tehditler arasında hızlı bir şekilde yerini almaktadır. Bu hastalıkların her birinin 

farklı fizyolojik ve klinik semptomları vardır. Ancak modern ve sedanter toplumlarda 

sıklıkla rastlanan aşırı ve sağlıksız beslenme davranışları (kafeterya diyeti tüketimi gibi) 

sebebiyle meydana gelen bu metabolik bozukluklarda, hücre içi stres ve inflamasyon gibi 

belirli patolojik özelliklerin ortak olduğu görülmektedir. Modern yaşam tarzı, hücrelerde ve 

organlarda aşırı miktarda karbohidrat ve yağ birikimine sebep olarak, oluşan metabolik 

hasarla başa çıkmak için oksidatif stres ve ER stresi gibi çeşitli hücre içi stres sinyallerini 

indükleyen glukotoksisiteye ve lipotoksisiteye yol açmaktadır (66). Metabolik bozuklukların 

hem in vitro hem de in vivo modellerinde, ER stresini baskılayan doğal ve sentetik birkaç 

molekül belirlenmiştir. Kuersetin, elatosid ve berberin gibi birkaç bileşik ER stresini çeşitli 

mekanizmalarla azaltma eğilimi göstermişlerdir (90, 91, 93). Ayrıca, nörotrofik bir faktör 

olan BDNF’nin de ER stresine karşı koruyucu bir etkisinin olduğu bildirilmiştir. BDNF’nin 

nöronal ve endometriyal epitel hücrelerinde ER stresi sırasında CHOP/GADD153 yolunu 

ve/veya kaspaz-12 aktivasyonunu inhibe ederek apoptozu azalttığı, bu sayede ER stresini 

baskıladığı gösterilmiştir (123-125). Bu bilgilerden yola çıkarak yapılan bu tez çalışmasında, 

bir BDNF mimetiği ve TrkB agonisti olan, antioksidan, antiinflamatuvar ve antiaptotik 

etkilere sahip olduğu bilinen 7,8-DHF’nin kafeterya diyetiyle indüklenmiş fare metabolik 

sendrom modelinde, karaciğer ve pankreas dokularındaki ER stresine etkisini incelemeyi 

amaçladık.  

  Metabolik hastalıkları incelemek için çeşitli deney modelleri geliştirilmiştir. 

Ob/ob fareleri, db/db fareleri, Agouti sarı fareleri, melanokortin dört reseptörü nakavt fareler 

ve Zucker fa/fa obez sıçanları gibi genetik obezite modelleri, enerji homeostazını kontrol 

eden mekanizmaların altında yatan genetik anormalliklerin anlaşılmasına önemli ölçüde 

katkıda bulunmuştur.  Ancak, insanlarda görülen metabolik bozuklukların altında yatan 

mekanizmaların çoğunda sağlıksız beslenme davranışları yer aldığından, DIO modelleri 

insanlarda gözlenen metabolik hastalıklar hakkında daha fazla bilgi vermektedir (126). 

Geleneksel olarak bu modellerde, düşük yağlı diyet veya kontrol diyetiyle 

karşılaştırıldığında, yüksek karbohidrat ve yağ içeren diyetler kullanılmaktadır. Özellikle 

batı toplumlarında yaygın olan ve mevcut obezite salgınıyla ilişkilendirilen oldukça lezzetli, 

enerjisi yoğun gıdaların çeşitliliğini daha doğru bir şekilde yansıtan kafeterya diyeti başka 
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bir deneysel kemirgen diyet modeli olarak kullanılmaktadır (127). Bu tür bir diyet yüksek 

lezzetliliğe ve daha da önemlisi yiyecek seçeneklerinin çeşitliliğine dayalı olarak 

kemirgenlerde daha yüksek motivasyonel uyaranlar sağlamaktadır. Bu sebeple yüksek yağlı 

bir diyetle karşılaştırıldığında KD, daha yüksek kalori tüketimi, glukoz intoleransı ve 

inflamasyon ile obezitenin davranışsal ve metabolik fenotipini daha iyi yansıtmaktadır 

(128). Yukarıda bahsedilen sebeplerden dolayı kafeterya diyeti, insanlarda gelişen MetS’in 

patofizyolojisini anlamak için kullanılabilecek kuvvetli bir diyet modeli olarak ifade 

edilmiştir (129). Metabolik hastalıkların araştırılacağı deney hayvanı çalışmalarında 

C57BL/6 ırkı fareler sıklıkla kullanılmaktadır. İnsanlardaki gibi MetS’i tanımlayacak kesin 

tanı kriterleri olmamakla beraber, bu farelerde MetS oluşumu obezite, hiperglisemi ve 

dislipidemi oluşmasına bakılarak değerlendirilmektedir (21). Buyukdere ve ark. (45) 

tarafından yapılan bir çalışmada, KD’nin yüksek yağlı diyete kıyasla, sıçanlarda obeziteyi, 

hiperfajiyi ve enerji alımını daha iyi tetiklediği ve KD ile beslenen hayvanların daha fazla 

kilo aldığı gösterilmiştir. Başka bir çalışmada da KD’nin, geleneksel domuz yağı bazlı 

yüksek yağlı diyete kıyasla glukoz intoleransı ve inflamasyon gibi obezite belirteçleri ile 

daha sağlam bir insan MetS modeli sunduğu, bu modelin günümüz batı medeniyetinde 

yaygın olan obezite ve obezite ile ilişkili hastalık durumlarının biyokimyasal, genomik ve 

fizyolojik mekanizmalarını incelemek için benzersiz bir platform sağladığı ileri sürülmüştür 

(5). Yapılan bu tez çalışmasında hazırlamış olduğumuz KD’nin, farelerin total vücut 

ağırlıklarını, EYD ağırlığını, % adiposite indeksini, serum trigliserid, kolesterol, glukoz ve 

HOMA-IR değerlerini kontrol grubuna göre anlamlı ölçüde arttırdığı ve bozulmuş OGTT’ye 

neden olduğu görüldü (p<0.05) (Şekil 8 ve Tablo 8, 9, 10). Epididimal yağ dokusunun 

histolojik değerlendirilmesinde de, KD grubundaki farelerin artan ağırlıkla paralel olarak 

epididimal yağ birikiminde de bir artış olduğu ve bunun da adiposit hipertrofisine yol açtığı 

ortaya konuldu (Resim 6). Bu veriler farelerde metabolik sendrom geliştiğinin göstergesi 

olarak kabul edildi. Kafeterya diyeti neticesinde MetS geliştiği ortaya konulduktan sonra, 

enerji metabolizmasında önemli rolleri olan karaciğer ve pankreas dokularında ER stresinin 

gelip gelişmediği incelendi. Bu dokularda ER stresini incelemek için, bir ER stres sensörü 

olan GRP78'in ve bir apoptoz belirteci olan CHOP'un mRNA ekspresyon ve protein 

seviyeleri araştırıldı. Aynı zamanda bu dokular H&E boyaması ve TUNEL kiti kullanılarak 

histopatolojik açıdan değerlendirildi. Karaciğer dokusunda ER stresini belirlemek için 

yaptığımız ölçümlerde KD grubunda kontrol grubuna kıyasla, GRP78’in ve CHOP’un hem 

protein hem de gen seviyesinde anlamlı yüksek olduğu görüldü (p<0.05) (Şekil 10, 12 ve 
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Tablo 11, 12). Ayrıca histopatolojik değerlendirmeler neticesinde, kontrol grubuna göre 

KD’de anlamlı ölçüde artan vasküler konjesyon, inflamatuvar hücre infiltrasyonu ve ödem 

gibi morfolojik değişim skorları ve %AI değerleri elde edildi (p<0.05) (Resim 8, 10  ve 

Tablo 13, 15). Pankreas dokusunda yapılan ölçümlerde ise KD grubunda kontrol grubuna 

kıyasla, GRP78 mRNA ekspresyon seviyelerinin anlamlı seviyede arttığı bulundu (p<0.05) 

( Şekil 13, Tablo 12). CHOP gen ve protein düzeylerinde anlamlı bir değişiklik bulunamasa 

da, TUNEL kit boyaması sonucunda KD grubunda kontrol grubuna göre elde edilen yüksek 

%AI değerleri (p<0.05) (Resim 11, Tablo 15) bu dokuda aktive olan ER stresi sonrasında 

apoptoz geliştiğinin göstergesi olarak kabul edildi. Aynı zamanda pankreas dokusunda da 

karaciğer dokusundakine benzer morfolojik değişim skorları da elde edilmiştir (p<0.05) 

(Resim 9, Tablo 14).  Tüm bu veriler karaciğer ve pankreas dokularında kafeterya diyetiyle 

indüklenen MetS’de ER stresinin geliştiğini desteklemektedir. 

BDNF/TrkB sinyalinin manipüle edilmesi, obezite gelişimiyle mücadelede veya 

önlenmesinde potansiyel bir stratejiyi temsil etmektedir. 7,8-DHF ise TrkB aktivasyonuna 

neden olabilen daha küçük ve yarılanma ömrü daha yüksek tipik bir BDNF mimetiği olarak 

keşfedilmiştir (7). Wood ve ark. (12) yaptıkları çalışmada 7,8-DHF uygulamasının,  kas 

mitokondriyal solunumu ve sistemik enerji tüketimini artırarak vücut ağırlığı artışını 

hafiflettiğini ve obezitenin neden olduğu metabolik anormallikleri kısmen tersine çevirdiğini 

ortaya koymuşlardır. Bu sonuçlarla uyumlu olarak çalışmamızda kafeterya diyeti tüketen 

farelere dört hafta boyunca 7,8-DHF uygulanması, dislipidemi, hiperglisemi ve obezite gibi 

MetS parametrelerinde ve ER stres belirteçlerinde anlamlı bir azalmaya yol açmıştır 

(p<0.05) (Şekil 10, 11, 12, 13) (Tablo 8,  9, 11 ve 12). MetS parametrelerindeki bu azalmada 

7,8-DHF’nin, yukarıdaki çalışmada bahsedildiği gibi sistemik enerji tüketimini arttırmasının 

yanı sıra, ER stresini azaltmasındaki etkisinden dolayı da olabileceği değerlendirilmiştir.  

 ER stresi ve obezite bir kısır döngü oluşturmaktadır. ER stresi obeziteye katkıda 

bulunurken, obezite de ER stresini şiddetlendirmektedir. Başlangıçta UPR, ER stresine 

adaptif bir yanıt olsa da UPR'nin hiperaktivasyonu obezitede olumsuz bir süreç haline 

gelmektedir. Bu nedenle, ER stresini azaltabilen yeni terapötiklerin ve yeme-içme 

alışkanlıklarındaki değişikliklerin, hem ER stresi hem de obezite ile mücadelede etkili 

olabileceği ileri sürülmüştür (2). Bu bağlamda 7,8-DHF adipoziteyi azaltma ve metabolik 

bozuklukları iyileştirme yoluyla ER stresi ve obezite arasındaki bu kısır döngüyü kırmada 

etkili bir terapötik bileşik olabilir. Yapılan in vivo çalışmalarda uzun süreli 7,8-DHF 
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tedavisinin farelerde herhangi bir toksisiteye neden olmadığı gösterilmiştir. 5 mg/kg/gün 

olacak şekilde 3 hafta boyunca 7,8-DHF ile tedavi edilen C57BL/6 ırkı farelerde patolojik 

değişiklikler karşılaştırılmıştır. İlaçla tedavi edilen gruba ait böbrek, karaciğer, akciğer, kas, 

dalak, korteks, hipokampus, kalp, bağırsak ve testislerde hiçbir olumsuz patolojik değişiklik 

tespit edilmemiştir (130). Ek olarak, tam kan sayımı analizi, ilaçla tedavi edilen fareler ile 

salinle tedavi edilen kontrol fareleri arasında anlamlı bir fark olmadığını göstermiştir (11). 

Başka bir uzun süreli besleme deneyinde, 20 hafta boyunca yaklaşık 2.4 μg 7,8-DHF/gün 

alan dişi farelerde normal tam kan sayımı değerleri gösterilmiştir (11). Bu veriler, kronik 

tedavi sırasında 7,8-DHF'nin fareler için toksik olmadığını destekler niteliktedir. Yapılan 

çalışmalarda daha farklı konsantrasyonlarda (10-50 mg/kg) 7,8-DHF uygulaması yapılmış 

olmasına rağmen, bu çalışmalar genellikle tek doz veya kısa süreli uygulama yapılan 

çalışmalardır (131, 132). Literatürün geneliyle uyumlu olacak şekilde,  çalışmamızda dört 

hafta boyunca 5 mg/kg/gün 7,8-DHF intraperitoneal uygulamasını tercih ettik.  

Metabolik olarak sağlıksız obez ve/veya prediyabet veya erken evre T2D'si olan 

bireylerin ayırt edici özelliklerinden biri kronik açlık hiperinsülinemisidir. Hiperinsülinemi 

ve neden olduğu ER stresi, AYKH gelişimine hepatosit lipid homeostazı üzerindeki etkiler 

yoluyla doğrudan ve adiposit genişlemesi yoluyla dolaylı olarak katkıda bulunabilmektedir. 

Hepatik steatozda ve ardından T2D'de hiperinsülineminin nedensel rolü giderek daha fazla 

kabul edilmektedir (133). Hiperinsülinemi ve buna bağlı olarak gelişen insülin direnci birçok 

organda fonksiyon bozukluğuna neden olmakta ve ER stresi de tüm bu düzensizliklerin 

gelişiminde yer almaktadır. Diyetle alınan aşırı serbest yağ asitleri ve glukoz beyinde, 

Langerhans adacıklarının beta hücrelerinde, miyositlerde, hepatositlerde ve adipositlerde 

glukolipotoksisite oluşturarak ER stresine neden olmaktadır (66). Elde edilen verilerde hem 

serum trigliserid, kolesterol ve glukoz değerlerinin hem de karaciğerde lipid birikimin 

anlamlı artmış olması, KD diyeti neticesinde meydana gelen bir glukolipotoksisiteyi işaret 

etmektedir (Tablo 9). Aynı zamanda KD ile beslenen gruptaki farelerde anlamlı seviyede 

artan ALT seviyeleri de karaciğer hasarı olduğunu göstermektedir (p<0.05) (Tablo 9). Sütten 

kesilmiş sıçanlarda uygulanan 14 haftalık KD’nin, yetişkinlik döneminde yüksek vücut 

ağırlığı artışı, artmış adipozite, karaciğer ıslak ağırlığı, hepatik glikojen seviyeleri ve hepatik 

steatozu indüklediği gösterilmiştir (134). Ayrıca yetişkin sıçanlarda uzun süreli KD’nin 

vücut yağ kütlesini, plazma triaçilgliserol ve insülin seviyelerini, hepatik triaçilgliserol ve 

kolesterol seviyesini arttırdığı ortaya konmuştur (40).  Lipid sentezi için önemli bir organel 

olan ER’de stres gelişmesi, lipid homeoastazının bozulmasına neden olmaktadır.  Buna bağlı 
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olarak karaciğerde IR gelişmektedir (68). IR başlangıçta T2D sırasında hiperglisemiye 

aracılık ederken, beta hücre kaybına bağlı insülin eksikliği hastalığın gelişimine katkıda 

bulunmaktadır. Karaciğerde ER stresi, IRE1 aracılı JNK aktivasyonuna neden olmaktadır 

(135). Aktive JNK, IRS 1 ve 2’nin serin kalıntılarını fosforile ederek insülin etkisini 

bozmaktadır (136). HOMA-IR sonuçlarımız 7,8-DHF’nin, IR direncini azalttığını ve buna 

bağlı olarak karaciğerde ER stresini baskılayabileceğini göstermektedir (Tablo 9).  İnsülin 

direncini belirlemek için her bir gruptaki farelere OGTT yapıldı ve açlık serum insülin ve 

glukoz değerlerinden HOMA-IR değeri hesaplandı. OGTT sonuçlarında, KD ile beslenen 

farelerde glukoz toleransının bozulduğu (Şekil 8, Tablo 10) ve HOMA-IR değerlerinin 

anlamlı yükseldiği (Tablo 9), 7,8-DHF ile muamele edilen gruplarda ise anlamlı bir düzelme 

olduğu ortaya konmuştur. 7,8-DHF glukolipotoksisiteyi ve IR’yi azaltma yoluyla ER stresini 

baskılamış olabilir. Kemirgenlerin kullanıldığı araştırmalarda glukoz tolerans testi, genetik 

olarak tasarlanmış (örneğin, transgenik veya nakavt) veya diyetle indüklenen bir farenin 

glukoz intoleransını ve diyabetik olup olmadığını belirlemek için en yaygın kullanılan testtir. 

Açlık süresi, uygulanma biçimi, glukozun miktarı ve bilinç durumu gibi değişkenlerin 

farelerde ölçülen glukoz toleransı üzerinde büyük bir etkiye sahip olabileceği açıktır (113). 

OGTT işlemi genel olarak bir gecelik açlık sonrasında yapılmaktadır. Ancak fareler gece 

beslenirler, günlük kalori alımlarının %70'ini karanlık döngü sırasında alırlar ve metabolik 

hızları insanlardan çok daha yüksektir. Bu nedenle bir gecelik açlık, insanlardakine kıyasla 

fareler için nispeten uzun bir süredir ve daha çok aç kalmaya benzemektedir (137). 

Farelerdeki OGTT işlemi için uygun doz ve açlık süresini belirlemek için yapılan çalışmada, 

en uygun açlık süresinin sabah sekizden sonra 6 saatlik açlık süresinin ve 2 mg/kg glukoz 

dozunun aradaki farkı gözlemlemek için daha uygun olduğu gösterilmiştir (113). Bizde 

çalışmamızda gündüz altı saatlik açlıktan sonra 2 mg/kg glukoz ile OGTT yapmayı tercih 

ettik.  

Endoplazmik retikulum hem protein katlanması hem de lipid biyosentezi için 

merkezi bir organeldir ve bu nedenle hepatik lipid homeostazı için önemlidir. IRE1α aracılı 

UPR, farmasötik uygulamalara veya aşırı beslenmeye yanıt olarak karaciğeri stresin neden 

olduğu hepatik lipid birikiminden korumak için gereklidir. IRE1α, XBP1 yolu aracılığıyla 

hepatik yağ asidi oksidasyonunu, lipolizi ve anti-inflamatuvar tepkileri artırmak için CHOP 

ve peroksizom proliferatörle aktive olan reseptör ailesi üyelerinin ekspresyonunu modüle 

etmektedir (138). Ancak aşırı aktive olan bir UPR yolu, hepatosit ölümünün başlatılması için 

kritik bir faktör ve potansiyel bir inflamasyon promotörü haline gelmektedir (83). Yağlı 
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karaciğerde, reaktif oksijen türlerinin üretimi esas olarak CHOP proteini tarafından 

oluşturulmaktadır (73). Ayrıca ATF4 ve CHOP, stresli hücrelerde protein sentezini arttırmak 

için translasyonel bileşenleri kodlayan genleri aktive ederek, reaktif oksijen türlerinin 

üretiminde ve proteotoksisitede bir artışa ve dolayısıyla hücre ölümüne yol açmaktadır 

(139). 7,8-DHF, hem CHOP ekspresyon ve protein seviyelerini baskılayarak, hem de 

antioksidan ektisiyle CHOP’un ürettiği reaktif oksijen türlerini süpürerek hücreleri 

apoptozdan korumuş olabilir. 

İnsülin β-hücrelerindeki ER’de proinsülin olarak sentezlenir, aktif formuna 

dönüştürülerek hücre sitozolündeki granüller içinde depolanır. Kronik hiperglisemi ve 

periferik insülin direnci gibi nedenlerden ötürü proinsülin sentezindeki artış ve/veya ER'de 

Ca2+ homeostazının bozulması gibi nedenler ER lümeninde katlanmamış ve/veya yanlış 

katlanmış insülinin birikmesine neden olur. Bu durum β-hücrelerinde   hücre içi sinyal yolu 

olan UPR’yi aktive eder ve hücreiçi homeostaz sağlanmaya çalışılır. Ancak UPR yetersiz 

kalırsa ER stresi meydana gelir ve hücre apoptoza kadar gider. Sonuç olarak β-hücre kaybı 

gerçekleşir  (73). Oksidatif stres, ER stresi ve inflamatuvar sitokinlerin salgılanması, T2D 

patogenezinde önemli bir rol oynar. ER stresinin tek başına β-hücre fonksiyon bozukluğunu 

ve hatta hücre ölümünü başlatabileceği veya şiddetlendirebileceği gösterilmiştir (140). Yong 

ve ark. (73) yaptıkları çalışmada, apoptozun bir belirteci olan Chop/Ddit3’ün pankreas β 

hücrelerindeki delesyonunun, ER stresini hafiflettiğini ve hepatik yağlanmayı azalttığını 

göstermişlerdir. Yine başka bir çalışmada, diyabetik fare modelinde Chop delesyonunun, 

oksidatif stresi azalttığı, β hücre fonksiyonunu iyileştirdiği ve hücrelerin hayatta kalmasını   

teşvik ettiği gösterilmiştir (141). CHOP, ER stresinde hücre apoptozuna yol açan en sık 

ölçülen yol (marker protein) olmasına rağmen, tek yol değildir. Yükselmiş GRP78 ve 

%AI’ya rağmen CHOP seviyeleri arasındaki farkı gözlemleyemediğimizi açıklayabilecek 

alternatif yollar mevcuttur (66). Ayrıca uzun (16 haftalık) beslenme periyoduna bağlı olarak 

CHOP seviyeleri yükselmiş ve normal konsantrasyonlara inmiş olabilir. Çalışma 

kapsamında KD grubunda anlamlı seviyede yüksek bulunan amilaz seviyeleri de, pankreas 

dokusunda KD neticesinde meydana gelen hasarı göstermektedir (Tablo 9). 
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Yetişkin insan pankreas adacıkları çok düşük β-hücre döngüsü sergiler veya hiç 

göstermez. Bu nedenle β-hücre kütlesini ve insülin sekresyon fonksiyonunu (yani 

'fonksiyonel β-hücre kütlesi') korumak için proinsülin sentezi ile ilişkili ER stresini 

azaltmayı amaçlayan müdahaleler, yeni bir T2D tedavisi sağlamak için kullanabilir (142). 

7,8-DHF, ER stresini azaltmak ve hücreleri apoptozdan korumak suretiyle beta hücre 

hasarını önleyebilir. Yapılan bir çalışmada immünite, vaskülarizasyon ve hüre göçü birçok 

olayda görev alan vasküler endotelyal büyüme faktörü reseptörünün (VEGFR2) 

inhibisyonunun NOD farelerde, insülitisi azaltarak ve adacık fonksiyonunu tamir ederek 

T1DM’de faydalı olabileceği kanaatine varılmıştır (143).  Başka bir çalışmada da 7,8-

DHF’nin, VEGFR2’ye bağlanarak antagonist etki gösterdiği bildirilmiştir (144). 7,8-

DHF’nin pankreas dokusunda ER stresini ve apoptozu baskılamasındaki koruyucu etkileri, 

VEGFR2 inhibisyonu yoluyla ortaya çıkmış olabilir. İnflamatuar yanıt, hücre/doku hasarı 

veya enfeksiyonlar gibi iç veya dış uyaranlara karşı sebebi ortadan kaldırmayı ve hasarı 

onarmayı amaçlayan koruyucu bir bağışıklık yanıtıdır. Bu yanıt, sitokinler gibi inflamatuvar 

maddelerin, serbest radikallerin ve hormonların salınmasıyla başlatılır. Lipidler 

(lipotoksisite) ve karbohidratlar (glukotoksisite) gibi metabolik faktörlerin aşırı ve kronik 

bir şekilde mevcut olmasının inflamasyonu tetiklediği, bu koşulların aynı zamanda 

inflamatuvar yanıtı hem aktive edebilen hem de şiddetlendirebilen ER stresini tetiklediği 

gösterilmiştir. Adipositlerde ER stresinin, glukolipotoksisite ile inflamasyon arasında 

giderek daha fazla rol aldığı kabul edilmektedir. Adipositlerde doymuş yağ asitleri, ROS 

üretimi yoluyla ER stresine neden olmaktadır (145). ER stresini azaltabilen 4-fenilbutirat ve 

tauroursodeoksikolik asit gibi kimyasal şaperonların, obez farelerin adipositlerindeki 

inflamatuar yanıtı ve metabolik bozukluğu azalttığı, ER stresinin TNFα, IL-6 ve IL-1β gibi 

inflamatuvar sitokinlerin üretimine neden olan NFκB yoluyla adipositlerdeki inflamatuvar 

yanıtın indüklenmesinde rol oynayabileceği gösterilmiştir (146). 16 hafta boyunca kafeterya 

diyetiyle beslenen farelerde inflamatuvar durumu belirlemek için serum IL-1β seviyelerine 

bakıldı. Kontrol grubuna göre KD grubunda anlamlı artış gösteren IL-1β seviyelerinde, 7,8-

DHF uygulamasıyla anlamlı bir azalma olduğu ortaya konuldu (p<0.05) (Tablo 9). IL-23, 

IL-24, IL-33 gibi bazı sitokinlerin diyabetik beta hücrelerinde oksidatif ve ER stresi 

indüklediği gösterilmiştir (147). Adipositlerden salgılanan leptinin, beta hücrelerinde IL-1β 

sekresyonunu uyardığı ve IL-1β’nin doğal antagonisti olan IL-1Ra’yı baskıladığı (148), 

ayrıca IL-1β’nin IRE1/XBP1 yoluyla beta hücrelerinde inflamatuvar yanıtı şiddetlendirdiği 

gösterilmiştir (149). 7,8-DHF’nin inflamasyonu azaltmadaki bu etkinliği, hücrelerdeki 
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metabolik yükü azaltmasından, dolayısıyla inflamasyonu hem başlatmada hem de arttırmada 

rol oynayan ER stresini baskılmasından dolayı meydana gelmiş olduğu değerlendirilmiştir. 

Yaptığımız bu çalışmada çözücü olarak kullandığımız DMSO’nun da glukoz ve 

vücut ağırlığı gibi bazı parametreler üzerinde etkili olduğunu gözlemledik ( Şekil 2, 3 ve 

Tablo 3).  Yapılan bir çalışmada DMSO’nun, özellikle kas ve yağ gibi dokulara glukoz 

girişinden sorumlu glukoz taşıyıcısı olan GLUT4’ün membrana translokasyonunu arttırdığı 

belirtilmiştir (150). DMSO uygulanan grupta serum glukoz değerlerinin azalmasının nedeni 

bu olabilir. Ayrıca başka bir çalışmada da DMSO’nun 3T3 T mezenkimal kök hücrelerin, 

adipositlere farklılaşmasını inhibe ettiği de ortaya konulmuştur (151). Her ne kadar 

DMSO’nun bu parametreler üzerinde azaltıcı bir etkisi olsa da, 7,8-DHF’nin DMSO 

karşısındaki iyileştirici etkisi bütün parametrelerde daha fazladır. Yine de DMSO’nun 

özellikle karbohidrat metabolizması üzerindeki etkilerini tam olarak anlayabilmek için daha 

ileri çalışmalara ihtiyaç vardır.  

Sonuç olarak; kronik ER stresinin diyabet, obezite, kardiyovasküler hastalıklar, 

alkolik olmayan yağlı karaciğer hastalığı gibi pek çok metabolik hastalığın patogenezinde 

rol aldığı artık iyi bilinmektedir. Son bulgular, ER stresinin farmakolojik inhibisyonunun, 

çeşitli metabolik bozuklukların tedavisi için faydalı olabileceğini düşündürmektedir. 

Kafeterya diyetiyle uyarılmış fare metabolik sendrom modelinde, 7,8-DHF hem karaciğerde 

hem pankreasta ER stresini ve ER stresinin neden olduğu metabolik bozuklukları 

baskılamıştır. Bu nedenle 7,8-DHF, ER stresini ve ER stresinin neden olduğu metabolik 

hastalıkları iyileştirmek için uygulanacak terapötik stratejilerde bir yeri olabilir. 
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