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OZET

7,8-Dihidroksiflavonun Kafeterya Diyeti ile Uyarilmis Metabolik Sendromda
Pankreas ve Karaciger Dokularindaki Endoplazmik Retikulum Stresine Etkisinin

Incelenmesi

Metabolik sendromun patogenezinde endoplazmik retikulum (ER) stresi 6nemli bir
rol oynamaktadir. ER stresinin obeziteyi, insiilin direncini, karaciger yaglanmasini,
dislipidemiyi ve diger metabolik bozukluklari indiikledigi bildirilmistir. ER stresini
baskilayacak veya iligkili semptomlar1 iyilestirecek molekiilleri kesfetmeye yonelik 6nemli
cabalar olmustur. Bir bitki flavonoidi ve beyin tiirevli norotrofik faktér (BDNF) mimetigi
olan 7,8-dihidroksiflavonun (7,8-DHF) viicut agirligini azaltmasi, sistemik enerji tiiketimini
arttirmasi gibi faydali etkileri ortaya konulmustur. Bu ¢alismada, 7,8-DHF’nin karaciger ve
pankreas dokularindaki ER stresi lizerine etkisinin kafeterya diyeti (KD) ile indiiklii
metabolik sendrom modelinde incelenmesi amaglanmistir. Her bir grupta 10 adet C57BL/6
k1 erkek fare olacak sekilde dort grup olusturuldu. 16 hafta boyunca KD ile beslenen
farelere son dort hafta boyunca 7,8-DHF intraperitoneal olarak (5 mg/kg/giin) uygulandi.
Gruplardaki her bir fareye oral glukoz tolerans testi (OGTT) yapildi. Karaciger ve pankreas
dokularinda 78-kDa glukozla-regiile protein (GRP78) ve C/EBP homolog protein (CHOP),
serumda insiilin ve interlokin-1p (IL-1p) ELISA yontemi ile, serum biyokimya parametreleri
otoanalizor ile analiz edildi. GRP78 ve CHOP gen ekspresyon seviyeleri RT-PCR ile
belirlendi. Ayrica karaciger ve pankreas dokularinda histopatolojik analizler yapildi.
Bulgular, KD’nin serumda metabolik anormalliklere, insiilin direncine ve inflamasyona
neden oldugunu, pankreas ve karaciger dokularinda ER stresini tetikledigini ortaya
koymustur. 7,8-DHF uygulamasimin serum biyokimya parametrelerini, HOMA-IR ve IL-1p
seviyelerini diisiirerek metabolik anormallikleri 6nemli dl¢iide azalttig1 gosterilmistir. RT-
PCR ve ELISA sonuglar, 7,8-DHF uygulamasinin karacigerde GRP78 ve CHOP
ekspresyonunu ve protein seviyelerini, pankreasta GRP78 ekspresyonunu baskiladigini
gostermektedir. 7,8-DHF'nin  bu dokulardaki etkinligi histopatolojik testlerle de
gosterilmistir. Sonug olarak, KD ile indiiklii metabolik sendrom modelinde 7,8-DHF hem
karaciger hem de pankreasta ER stresini ve ER stresinin neden oldugu metabolik
bozukluklar1 baskilamistir. Bu nedenle 7,8-DHF, ER stresini ve ilgili metabolik semptomlar1

tyilestirmek i¢in potansiyel olarak yeni bir terapdtik bilesik olabilir.

Anahtar Sozciikler: 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-1p (IL-1p) 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-1p 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.GIRIS ve AMAC

Metabolik sendrom (MetS), insiilin direnci, aterojenik dislipidemi, merkezi obezite
ve hipertansiyon gibi bir dizi metabolik bozukluktan olusmaktadir. Devam eden siirecte
MetS, diyabet ve kardiyovaskiiler hastalik (KVH) gelistirme riskini 6nemli olgiide
arttirmaktadir. KVH’lerin diinya c¢apinda biiyiik oranda morbidite ve mortaliteye neden
oldugu g6z oniine alindiginda, hastaligin saglik sistemlerine agir yiikiinii azaltmak igin bu
hastaliklara MetS'inin katkisinin arastirilmasi zorunlu hale gelmistir. Bu nedenle hastaligin
arastirilmast igin yapilan Klinik caligmalar son yillarda hiz kazanmistir (1). MetS
patofizyolojisi genel olarak insiilin direnci (IR) ve kronik diisiik dereceli inflamasyonla
iligkilidir. Bunun yan1 sira KVH, tip 2 diyabet (T2D), alkolsiiz yagl karaciger hastaligi
(AYKH) gibi pek ¢ok metabolik hastalikta yaygin olarak bulunan, yanlis katlanmis veya
katlanmamis proteinlerin durumunu ifade eden ER stresi MetS gelisiminde 6nemli bir

mekanizma olarak ortaya ¢ikmustir (2).

Bazi hayvanlarda genetik ve spontan mutasyonlar nedeniyle digerlerinde ise yiiksek
yag ve/veya yiiksek karbohidrath diyetler gibi enerjice yogun diyetlere maruz birakilmasiyla
MetS tetiklenmektedir (3). KD, kemirgenlerin hiperfajiyi ve hizli kilo alimini tesvik eden
yiiksek enerjili, oldukca lezzetli insan gidalarina maruz birakilmasindan olusan, diyet

indiiklii obezitenin (DIO) saglam bir modelidir (4, 5).

ER stresini engellemek suretiyle MetS semptomlarini hafifletmeye yonelik
caligmalarda dogal iiriinler siklikla kullanilmaktadir (6). 7,8-DHF, Godmania aesculifolia,
Tridax procumbens ve ¢uha ¢igegi yapraklarinda bulunan dogal olarak olusan bir flavondur.
BDNF ana sinyal reseptorii olan tropomiyozin reseptor kinaz B nin (TrkB) (Kq = 320 nM)
giiclii ve secici, kiigiik molekiillii agonisti olarak hareket ettigi bulunmustur (7). BDNF
yiyecek ve enerji metabolizmasinda énemli bir rol oynamaktadir. Ancak diisiik yarilanma
omrii ve kan beyin bariyerini gecememesi nedeniyle kronik bir hastalik olan MetS’deki
etkinligini arastirmak olduk¢a zordur (8-10). 7,8-DHF, bu baglamda giiglii bir alternatiftir.
Yiiksek yagli diyetle beslenen disi farelerde enerji tiiketimini ve insiilin duyarliligini
arttirdig1 bildirilmistir (11). Bagka bir ¢aligmada da yine yiiksek yagli diyetle beslenen
farelerde kilo kaybina neden oldugu, hiperlipidemi ve hiperinsiilinemiyi azalttig
gosterilmistir (12). Tim bunlar géz Oniine alindiginda, bu tez c¢alismasinda kafeterya
diyetiyle uyarilmis fare metabolik sendrom modelinde, enerji metabolizmasi i¢in iki 6nemli

organ olan karaciger ve pankreas dokularinda meydana gelen ER stresine kars1 7,8-DHF’nin
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etkili bir bilesik olup olmayacaginin arastirilmasi amaglanmigtir. Bu amagla 16 hafta
boyunca KD uygulanan C57BL/6 ki farelere diyetlerin son dort haftasi siiresince, 5
mg/kg/gilin olacak sekilde 7,8-DHF uygulamasi yapildi. Bu kapsamda 7,8-DHF'nin instilin
direncine, genel metabolik durum iizerine, ER stresi parametreleri {izerine etkisi
biyokimyasal, histopatolojik ve molekiiler seviyede arastirildi. Bulgular, 7,8-DHF'nin
karaciger ve pankreas dokularinda ER stresini azalttigini, glukoz intoleransini ve insiilin

direncini baskiladigini gostermistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Metabolik Sendrom

Metabolik sendrom, diinya genelinde bir salgin olarak kabul edilen ve
sosyoekonomik maliyeti yliksek kompleks bir hastalik olarak karsimiza ¢ikmaktadir. MetS,
KVH ve T2D riskini dogrudan artiran, birbirine baglh faktorler kiimesi olarak tanimlanir.
Her ne kadar MetS’in baglica bilesenleri dislipidemi, arteriyel kan basmcinin (KB)
yukselmesi ve diizensiz glukoz homeostazi olsa da, abdominal obezite ve/veya IR
sendromun temel gostergeleridir. Son zamanlarda, kronik proinflamatuar ve protrombotik
durumlar, AYKH ve uyku apnesi gibi anormallikler sendromun varligina eklenmis ve
sendromun tanimi oldukg¢a karmasik hale gelmistir. MetS’in bir¢ok bileseninin ve klinik
etkilerinin olmasina ragmen, genel kabul gérmiis bir patojenik mekanizmasi yoktur. MetS’in
gelisen temel bir yonii, hem gocuklarda hem de geng erigkinlerde artan yayginligi ve bunun
saglik sistemlerine gelecekteki etkileridir (13). Bu nedenle MetS’i Onleyebilecek yeni

terapotik etkenlerin gelistirilmesi biiylik 6nem arz etmektedir.
2.1.1. Tam Kriterleri

Tarihsel olarak Reaven, ‘Sendrom X’ kavramini (daha sonra MetS olarak yeniden
adlandirdi) 6ne stiren ilk kisidir ve IR gelisiminin, KVH ve T2D gelisiminde merkezi bir
ozellik oldugunu varsaymustir (14). O tarihten beri, Diinya Saglik Orgiitii (WHO), Insiilin
Direnci Caligsmasi i¢in Avrupa Grubu (EGIR), Ulusal Kolesterol Egitim Program1 Yetiskin
Tedavi Paneli 11l (NCEP:ATP I1l), Amerikan Klinik Endokrinoloji Dernegi (AACE),
Uluslararas1 Diyabet Federasyonu (IDF) ve Amerikan Kalp Dernegi/Ulusal Kalp, Akciger
ve Kan Enstitiisii (AHA/NHLBI) gibi bir¢ok uluslararasi kurulus ve uzman grubu MetS’1
tanimlamada kullanilan tiim farkli bilesenleri birlestirmek icin ¢alismislardir. ilk adim
1998'de WHO onciiliigiinde gerceklestirilmigtir. MetS’i IR veya glukoz toleransinin
bozulmast veya T2D'nin yaninda asagida belirtilen parametrelerden en az ikisinin
mevcudiyeti ile birlikte tanimlanabilecegini belirtmistir:Yiiksek KB, hipertrigliseridemi
ve/veya diisiik HDL-kolesterol, obezite (bel/kalga oran1 veya viicut kitle indeksi (VKI) ile
oOl¢iildiigii gibi) ve mikroalbiiminiiri (15). Daha sonra EGIR, hiperinsiilineminin mevcut
olmasini gerektigini ortaya koyarak mikroalbliminiirinin sendromun biitiinleyici bir bileseni
olmadigini ortaya koymustur (16). Ek olarak, sendromun diger bilesenleri i¢in bir dnceki
parametrelerde daha farkli sinirlar cizilirken, obeziteyi ifade etmek VKI yerine bel cevresi

temel parametre olarak gosterilmistir. 2001 yilinda NCEP: ATPIII, bel ¢evresi, kan lipidleri,
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KB ve aglik glukozu gibi parametreleri igeren yeni bir dizi kriter yayinlamistir (17) ve bu
kriterler 2004 yilinda giincellenmistir (18). NCEP:ATPIII tanimi, hem WHO hem de EGIR
tamimlarindan, IR'nin gerekli bir belirteg olarak kabul edilmemesi yoniiyle farklilik
gostermektedir. 2005 yilinda IDF, farkli arastirma gruplari tarafindan sendromu daha kesin
olarak tanimlayabilmek i¢in kullanilabilen yeni kriterler yayinlamistir. Bu yeni tanimin
amaci, Ozellikle KVH, inme ve T2D gibi metabolik hastaliklar1 tedavi etmede daha iyi
sonuglar elde edebilmek i¢in ¢alisma sonuclari arasinda karsilastirmalara olanak saglamaktir
(19). IDF, basit bir tarama araci olarak bel 6lglimiine 6zellikle vurgu yaparak, abdominal
obeziteyi MetS tanisinin kagmilmaz bir parametresi olarak ileri siirmiistiir (18). Abdominal
obezite farkli sekilde tanimlanmig olmasina ragmen MetS'in geri kalan dort bileseni,
AHA/NHLBI taniminda IDF'ninkilerle aynidir. Su anda, en yaygin kullanilan iki tanim olan
NCEP:ATP IlI ve IDF kriterleri, 6zellikle merkezi obezitenin bir 6l¢iisii olan bel gevresine
yogunlagmistir. AACE, WHO ve EGIR tanimlarinin ise genel olarak IR’ye odaklanmis
durumdadir. Tiim bunlara ragmen, WHO ve NCEP: ATPIII tamimlarinda 6zellikle obeziteyi
tanimlarken farkli etnik gruplar arasinda kriterlerin uygulanmasi hususunda zorluklar
yasanmustir. Ornegin, Avrupalilara kiyasla Asyalilarda daha az obez birey olmasina ragmen
T2D riski olan bireyler daha fazladir. IDF, tiim etnik kokenler arasinda gegerli olan MetS
tan1 kriterleri belirlemenin zorluklarini kabul ederek, etnik/irksal 6zel kesimlere gore yeni
tan1 Kriterler ileri siirmiistiir (20). Bu zorluklar géz oniine alindiginda, MetS'in nedenini
aciklayabilecek daha fazla ¢alisma yapilincaya kadar MetS i¢in zorunlu bir tani kriteri
olmamas1 gerektigi, aksine tiim bilesenlerin risk tahmininde 6nemli bir yere sahip oldugunu
vurgulayan Ortak Ara Bildirim genel olarak kabul edilmektedir (13). Bu tanmi kriterleri
insanlardaki MetS’i tanimlamak i¢in kullanilsa da, hayvanlardaki MetS’i tanimlamak i¢in
kesin tani kriteleri bulunmamaktadir. Hayvanlarda MetS gelisip gelismedigi obezite,
hiperglisemi ve dislipidemi gibi metabolik bozukluklarin varlig: ile degerlendirilmektedir
(212).

2.1.2. Epidemiyolojisi

Metabolik sendromun kiiresel prevalansi cografi bolgelere ve sosyodemografik
faktorlerin yani sira kullanilan tani kriterlerine gore farklilik gostermektedir. Ulusal Saglik
ve Beslenme Inceleme Anketi verileri, NCEP:ATPIII kriterlerine gore, Amerika Birlesik
Devletleri’ndeki yetiskinlerin %35’inin (erkeklerde %30.3 ve kadinlarda %35.6) ve 60 yas

istii niifusun %50’sinin MetS tanist aldigini tahmin etmektedir (22). IDF tanmi kriterleri



kullanilarak, Avrupa MetS prevalansi erkeklerde %41 ve kadinlarda %38 olarak tahmin
edilmistir (23). NCEP:ATPIII kriterlerine gore, Orta Dogu'dan elde edilen epidemiyolojik
verilerin sistematik bir incelemesi, erkeklerde MetS prevalansinin %20.7-37.2 ve kadinlarda
%32.1-42.7 oldugunu bildirmektedir (24). Cin’den gelen veriler ise, 60 yas ve iizerindeki
popiilasyonda %58.1 prevalans oldugunu gostermektedir (25). Onat ve ark. (26) tarafindan
gerceklestirilen Tiirkiye’deki MetS oranlarini belirlemek icin yapilan NCEP:ATPIII
kriterlerine dayali Tiirk Eriskinlerinde Kalp Hastaliklar1 ve Risk Faktorleri ¢alismasinda,
2010 yilinda 40 yas ve tizerindeki popiilasyonda genel MetS prevalansinin %53, cinsiyete
gore ise erkeklerde %49.6, kadinlarda ise %54.5 oldugu bildirilmistir. MetS prevalansi
cografi bolgelere gore karsilastirildiginda ise genel dagilim Ege bolgesinde en diisiik

bulunurken, bu degerler Karadeniz ve giiney bolgelerimizde daha yiiksek bulunmustur.

2.1.3. Metabolik Sendrom icin Onerilen Patofizyolojik Mekanizmalar

Metabolik sendrom patofizyolojisi altinda yatan birkag varsayimsal mekanizma
vardir ve bunlardan en yaygin olarak kabul edileni insiilin direncidir. Diger potansiyel

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

2.1.3.1. insiilin Direnci

Pankreatik B (beta) hiicreleri tarafindan yiiksek kan glukozuna yanit olarak salgilanan
bir peptit hormonu olan insiilin anabolik etkilerini karaciger, kas ve yag dokularinda glukoz
alimin arttirararak, lipolizi ve hepatik glukoneogenezi inhibe ederek gostermektedir. Yag
dokusunda insiilin direnci gelistiginde, bu dokuda insiilin aracili lipoliz inhibisyonunda bir
bozulma meydana gelmektedir. Dolagimdaki serbest yag asitlerinde ortaya ¢ikan artis, farkl
organlarda insiilin sinyal kaskadinda degisikliklere neden olarak instilin direncini arttirmakta
ve boylece bir kisir dongii yaratmaktadir. Kaslarda, serbest yag asitleri insiilin reseptor
substrat-1 (IRS-1) ile iliskili fosfotidil 3 kinaz (PI3K) aktivitesini etkileyerek, GLUT-4’{in
membrana translokasyonunda bir azalmaya ve dolayisiyla glukoz aliminin azalmasina yol
acmaktadir. Serbest yag asitleri karacigerde glukoneogenezi ve lipogenezi tesvik eder. Tiim
bunlarin sonunda olugsan durum normal glukoz seviyesini korumak i¢in hiperinsiilineminin
meydana gelmesidir. Bununla birlikte, bu telafi edici mekanizma en nihayetinde basarisiz
olmakta ve insiilin seviyelerinde bir azalmaya yol agmaktadir. Bu durum serbest yag
asitlerinin pankreas beta hiicreleri tizerindeki lipotoksik etkisi ile daha da artmaktadir.
Visseral lipolizin splanknik dolasim yoluyla serbest yag asitlerinin dogrudan karacigere

girisini arttirdigin1 ve boylece visseral yag olusumunun insiilin direncine subkutan yagdan
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daha 6nemli katkilar yaptigin1 vurgulamak gerekmektedir (1). Insiilin direncinin MetS’e bir
diger katkisi, serbest yag asitleri yiiziinden kismen insiilinin vazodilator etkisinin kaybindan,
reaktif oksijen tiirleri tiretimi ve ardindan nitrik oksidin ortamdan uzaklastirilmasi nedeniyle
vazokonstriksiyondan kaynaklanan hipertansiyon gelisimidir (27). Diger mekanizmalar,
artmis sempatik stimiilasyonu ve bobreklerde renin kaynakli sodyum geri emilimini
icermektedir. Ayrica, insiilin direnci daha yiiksek serum viskozitesine yol agmakta,
protrombotik bir durum yaratmakta ve adipoz dokudan proinflamatuvar sitokin salinimini

arttirmaktadir. Bunlarin tiimii KVH ve T2D risklerinin artmasinda 6énemli rol oynamaktadir
(D).
2.1.3.2. inflamasyon ve Oksidatif Stres

MetS’in gelisimi tam olarak anlagilamamasina ragmen, merkezi etiyolojisinde
obezite ve insiilin direnci bulunmaktadir. Bu durum, T2D ve KVH i¢in énemli bir risktir.
Obezitede oldugu gibi MetS’de de diisiik seviyeli kronik inflamasyondan s6z edilir. Bu
inflamatuvar siirecin gelismesinde yag dokusu olduk¢a dnemlidir. MetS, proinflamatuvar
ve protrombotik bir durum olarak taninir ve patofizyolojisinde yag dokusunun merkezi bir
rolii vardir. Adipoz doku, biyolojik olarak aktif parakrin ve endokrin bir organ olarak kabul
edilmektedir. Asir1 beslenmeye yanit olarak adiposit hiicreleri hipertrofiye ve hiperplaziye
ugrar ve bu durum hipoksik bir ortam olusmasini tetikler. Hipoksi, makrofaj infiltrasyonu
ile hiicre nekrozuna ve proinflamatuar medyatérler interlokin-6 (IL-6) ve tiimor nekroz
faktorii alfa’nin (TNFo) yani sira protrombotik medyator plazminojen aktivator inhibitorii-

1 igeren adipositokinlerin {iretimine yol agarak inflamasyonu uyarmaktadir (28, 29).

Yapilan insan ve hayvan ¢aligmalarinda, yag birikimi ve oksidatif stres arasinda
reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi ve artan NADPH oksidaz ekspresyonu ile birlikte
antioksidan enzimlerin ekspresyonunun azalmasi arasinda pozitif bir korelasyon oldugu
bulunmustur. /n vitro galismalarda, artan seviyelerde yag asidi ile muamele edilen adiposit
hiicrelerinde NADPH oksidaz yolag: {izerinden oksidatif stresin arttifi ve bu durumun
adipositokinlerin iiretiminde disregiilasyona neden oldugu gozlenmistir (30). Ek olarak,
NADPH oksidaz inhibitorii ile muamele edilen obez farelerde, diyabet fenotipinde iyilesme
ve reaktif oksijen tiirlerinin tiretiminde azalma bulunmustur (31). Okside LDL ve iirik asit

gibi prooksidan durum gostergeleri de MetS’de artmistir (32).



2.2. Metabolik Sendrom Gelistirmek I¢in Kullanilan Hayvan Modelleri

Metabolik sendrom, ¢esitli patolojik durumlarin bir toplamidir ve tek bir nedeni
yoktur. MetS gelisimine katkida bulunan bilesenler kalitim veya g¢evre faktorlii olabilir.
Ailede T2D oykiisii, yiiksek tansiyon, etnik koken ve IR gibi bir¢ok bilesen MetS’a
yakalanma olasiligini 6nemli 6l¢iide artiran genetik faktorlerdir. Ayrica yaslanma MetS igin
degistirilemez diger bir nemli risk faktoriidiir. Ote yandan, MetS i¢in ¢evresel risk faktorleri
kontrol edilebilmektedir. Bunlar hareketsiz yasam tarzi, fiziksel hareketsizlik ve yeme
aligkanliklarini igermektedir. MetS sonug olarak bir kisiyi birgok tibbi komplikasyona daha
yatkin hale getirmektedir. Ornegin MetS, KVK, T2D, AYKH, kanser (karaciger, pankreas,

meme ve mesane), bobrek ve pankreas disfonksiyonu riskinde artisa neden olmaktadir (21).

Obezite ve MetS diinya ¢apindaki 6liimlerin ana nedenleri arasindadir ve patojenik
mekanizmalar1 tam olarak anlasilamamistir. Bu nedenle MetS’in saglik sistemleri tizerine
binen yiikiinii azaltmak i¢in yeni tedavi sekilleri gelistirmeye yonelik yapilan arastirma
cabalar1 biiyiilk 6nem arz etmektedir. Cok faktorlii dogasi nedeniyle, insanlardaki MetS
patofizyolojisini anlamak icin yeterli bir deneysel model gelistirmek olduk¢a zordur.
Siganlar ve fareler MetS patafizyolojisini incelemek i¢in kullanilan en yaygin kemirgen
modelleridir. Kemirgenlerde MetS'i indiiklemek icin diyet manipiilasyonu, genetik
modifikasyon ve ilag uygulamalart gibi ¢esitli yaklagimlar kullanilmaktadir. Panchal ve
Brown (33) tarafindan yapilan bir arastirmada insanlardaki MetS’e en yakin kriterleri
gosteren sigan modelinin yiiksek karbohidratl ve ytliksek yagli diyetle uyarilan model oldugu
gosterilmistir. Hayvanlarda MetS’i indiikleyebilen ¢ok sayida ve gesitte diyet yaklagimi
vardir. Bu diyet yaklasimlar: tek bir diyet tiiriinden veya yliksek fruktoz, yiiksek sukroz,
yuksek yag, yiiksek fruktoz/yiiksek yaglh veya yiiksek sukroz/yiiksek yaglh diyet gibi
diyetlerin bir kombinasyonundan da olusabilir. Ancak bu modellerden hig birisi insanlardaki
MetS’i tam olarak karsilamamaktadir. Buna ragmen diyet calismalari, diyetlerin hormon,
glukoz ve lipid metabolizmasi yolaklarini etkilemek yoluyla tiim viicut metabolizmasini ve
regiilasyonunu etkilemesinden dolay1 MetS’in arastirilmasinda 6nemli bir yere sahiptir (21).
MetS’i uyarmak i¢in en yaygin kullanilan kemirgen tiirleri ise Sprague-Dawley siganlari,
Wistar siganlari, C57BL/6J fareleri ve Altin Suriye hamsteridir (34-37). MetS’i incelemek
icin en iyi diyet modellerden biri ise, insan metabolik sendromundaki mevcut olan hemen
hemen tiim komplikasyonlari gelistirdiginden dolay1 kafeterya diyeti ile beslenen kemirgen
modelleridir (5).



2.2.1. Kafeterya Diyeti

Ticari kemirgen yemini desteklemek icin insan diyetinden son derece lezzetli
Ogelerin kemirgen diyetine eklenmesi fikri Sclafani ve Springer (4) tarafindan One
stiriilmiistiir ve bu diyet daha sonra KD olarak adlandirilmistir. Bu modelde, laboratuvar
kemirgenleri insanlarin tiikettigi, siipermarketlerden ve fast food restoranlarindan kolayca
elde edilebilen islenmis, sagliksiz ama lezzetli tirlinleri (6rnegin sosis, kekler ve kurabiyeler)
tiketmektedir. Bu nedenle "Abur Cubur Diyeti (Junk Food Diet)", "Siipermarket Diyeti"
veya " Western Diyeti" olarak da adlandirilmaktadir. KD modeli insanlarda sagliksiz bir
diyet modelini taklit etmektedir. Onemli olan, asir1 tiiketimi tesvik eden gida maddelerinin
duyusal 6zelliklerini (koku ve doku gibi) ve lezzetini tekrarlamaktir. KD kullanildiginda
abur cubur yemenin metabolik ve davranigsal nedenleri, her ikisi de ayni etiyolojiyi
paylastig1 i¢in kemirgenlerde ve insanlarda aynidir (38). Gida tercihi ve asir1 yeme, gidanin
besin bilesiminden daha fazlasi tarafindan etkilenmektedir. Obezojenik (obeziteyi
indiikleyen) modeller degerlendirilirken gida tiirlerinin hedonik (haz verici, zevk verici)
ozellikleri dikkate alinmalidir. KD modeli, yiiksek yag/ yiiksek sukrozdan farkli olarak,
birincil ve ikincil tat kortekslerini aktive etmekte ve ayrica 6diil sistemini de uyarmaktadir
(39).

Kafeterya diyeti modeli obezojenik model olarak 6nemli bir yere sahiptir. Sadece
viicut agirligmi arttirdigt ve obeziteye neden olmadigi, ayni zamanda MetS, siddetli
diyabetik semptomlar, karaciger inflamasyonu ve diger metabolik diizensizliklere neden
oldugu da kanitlanmistir (40-44). Aslinda KD, obeziteyi ve komorbid metabolik
diizensizlikleri ve patolojilerini yiiksek fruktoz/yiiksek sukroz diyetlerine gore daha verimli
bir sekilde indiiklemektedir (5, 45, 46). KD, siirekli hiperfaji ve artan enerji alimimi
indiiklerken belirli bir tiir yagin ¢ok ytliksek alimini engelledigi i¢in, obeziteyi indiikleyen
saflagtirilmis yiiksek yagl diyetlere nispeten daha giiglii bir alternatif haline gelmistir (40,
41). Bu diyetler ayrica istahi artiran 6nemli miktarda seker ve tuz igermektedir (47).
Kullanish 6zelliklerine ragmen, kafeterya diyetinin, farkli yiyecek secimine bagli olarak
ayn1 gruptaki hayvanlar arasinda tiiketilen besinlerde bir miktar degisiklik olusturabilecegi
bildirilmistir (48). Ayrica aragtirmacilar KD olustururken kendi {ilkelerine has farkli “abur
cubur” yiyecekler kullandiklar i¢in KD standartlagtirllmamis uygulamalara da sahiptir (49).
Ote yandan, yiiksek yagl diyetlere nazaran KD neticesinde elde edilen sonuglarm (tek bir

yag cesidi kullanilmadigi i¢in) insanlarda gozlemlenen diyet diizenlerini daha iyi yansittigi



ifade edilmistir (50). Diyet ve MetS arasindaki iliskinin insan g¢alismalarindaki etkisini
belirlemek i¢in “Western tipi” diyet kaliplarinin kullanilmasinin diger diyet modellerine

gore daha giiglii bir ¢alisma temeli sagladigi da gosterilmistir (46).
2.3. Endoplazmik Retikulum

Endoplazmik retikulum, piirlizsiiz ve piiriizli ER gibi farkli yap1 elemanlarindan
olusan, hiicre i¢indeki en biiyilik ve bir¢cok fonksiyona sahip organeldir. ER’nin iyi bilinen
gorevlerinden bazilari kolesterol, gliserofosfolipid ve seramid gibi lipidlerin {iretimi, protein
sentezi, kalsiyumun depolanmasi ve dinamiklerinin diizenlenmesidir (51). ER, okaryotik
hiicrelerdeki proteinlerin en az iigte birinin sentezini, katlanmasini ve transportunu yoneten
Ozellesmis bir organeldir. Organellere ve hiicre dis1 bosluga giden tiim proteinlerin
biyogenezini, katlanmasini, birlestirilmesini, transportunu ve yikimini izleyen bir siire¢ olan
proteostaz olarak adlandirilan protein homeostazini diizenlemektedir. Bu proteinler, ER'de,
golgi cisimciginde, lizozomlarda ve plazma zarinda bulunan, 6nemli hiicresel siirecleri
diizenleyen ve ayrica hiicreler arasi iletisime aracilik etmek igin hiicrelerden salgilanan
proteinlerden olugsmaktadir. Yiiksek kalitede protein katlanmasi hiicrenin hayatta kalmasi,
islevi ve normal organizma fizyolojisi i¢in gereklidir. ER'de dogru sekilde katlanmuis,
modifiye olmus ve birlestirilmis proteinlerin anterograd taginmasini saglamak i¢in ¢esitli
kontrol mekanizmalart mevcuttur (52, 53). Katlanmamis protein yaniti (UPR), ER ile iligkili
bozunma (ERAD) ve otofaji gibi ¢esitli kalite kontrol yolaklarinin varligi ER homeostazini

stirdiirmek igin gereklidir (54).
2.3.1. Endoplazmik Retikulum Stresi

Endoplazmik retikulum stresi, yikim sistemlerinin uygun bir sekilde ¢alismamasi
nedeniyle ER limeninde yanlis katlanmis veya katlanmamis proteinlerin birikmesi olarak
tanimlanir ve membrandz ag icinde meydana gelir. Bu durum sirasinda, ER homeostazi
bozulur ve UPR bagslatilir. UPR, yeni sentezlenen proteinler ile ER'nin bunlar1 dogru katlama
kapasitesi arasinda bir denge saglamak icin homeostatik bir mekanizmadir. ER
saperonlarinin azli1, asi1 protein sentezi, Ca?* konsantrasyonundaki dengesizlik ve
kolesterol birikimi gibi kronik durumlar ER stresinin gelismesindeki ana faktorlerdir (55).
Yag dokusunda ER stresi, yag dokusu metabolizmas: i¢in ¢ok o6nemli olan protein
translasyonunun fazla oldugu asir1 besin alindigi donemlerde tetiklenmektedir. Insiilin
direncine bagli azalan vaskiilarizasyon ve lokal glukoz eksikligi de diger faktorlerdir. Ayrica

yiiksek yagl diyet ER stresini indiiklemede 6nemli bir rol oynamaktadir (56). Diyabetes
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mellitus, obezite, yagl karaciger hastaliklari, KVH’ler, noronal hastaliklar ve bazi kanser
tiirleri gibi metabolik sendrom bilesenlerinde ER stresinin rolii oldugu ortaya konmustur

(57).

ER membraninin dig yiiziinde bulunan ii¢ protein (Sekil 1) ER stresini diizenler:
inositol-gerektiren enzim 1 (IRE1), protein kinaz R-benzeri ER kinaz (PERK) ve aktive edici
transkripsiyon faktorii 6 (ATF6). Genellikle, bu proteinler ER membrani {izerinde bulunan
GRP78’¢ (ayrica immunoglobulin baglayici protein (BIP) veya 1s1 soku 70 kDa proteini 5
(Hspa5) olarak da bilinir) baglanirlar. GRP78, protein katlanmasini tesvik etmek ve protein
birikmesini onlemek icin enerji kaynagi olarak ATP kullanir. ER'de yerlesik saperonlar
arasinda GRP78, UPR sinyalinin baglamasi i¢in temel algilayicidir. ER stresi sirasinda,
GRP78 limendeki katlanmamigs proteinlere baglanip UPR’nin  aktivasyonunu
tetiklemektedir (53).

XBP1 mRNA
birlesmesi n
Translasy

Proinflamatuvar
yanit

Sekil 1. UPR sinyal yolaklar1 ve fonksiyonlar1 (Mohan’dan, 58)
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Bu yolaklar arasinda IRE1 sinyal yolu canlilar arasinda en fazla korunan yoldur. Bu
transmembran proteini ER membrani {izerinde eksprese edilir ve iki fonskiyonlu bir enzim
gorevi goriir. ER stresi sirasinda aktive edilen IRE1, X-kutusu baglayici protein 1 (XBP1)
mRNA'sinin birlestirilmesini ve ekspresyonunu arttirir. Bunun sonucunda ERAD
bilesenlerinin seviyeleri, ER 1s1 sok proteinleri ve fosfolipid sentezi artar. Bu bilesikler
UPR'nin yapisal bir belirteci olan ER membran geniglemesine yol agmaktadir. Bu arada
IRE1l'in RNaz aktivitesi nedeniyle, ER liimenine protein girisi azalir. Karacigerde, hem

XBP1 hem de IRE1, trigliserid sentezi ve lipid metabolizmasinda da rol oynamaktadir (59).

PERK, her yerde bulunan tip I ER transmembran protein kinazdir, yapisal olarak
IRE1'e benzer ve salgi hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese edildigi bildirilmistir (60). UPR
aktivasyonu sirasinda PERK, serin rezidiisii iizerinden okaryotik baslatma faktori 2 alfa'yi
(elF2a) fosforilleyerek etkisiz hale getirir. e[F2a, 6karyotlarda protein sentezi i¢in kritik bir
faktordiir. Baslatict tRNA'nin ribozomlara girisini kolaylastirir ve peptid sentezini baglatir.
Ancak elF2a etkisiz hale geldiginde, protein sentezi baskilanir. ER stresi sirasinda PERK
yanit1 sadece saperon seviyesindeki degisikliklere, daha spesifik olarak GRP78 seviyesine
baglidir. PERK siklikla monomerik formda GRP78 ile iliskilidir. GRP78 yanlis katlanmig
proteinlere karsi yiiksek bir afiniteye sahiptir. Bu ilgi stres durumunda GRP78’in, PERK-
GRP78 kompleksinden ayrilmasina ve yanlis katlanmig proteinlere baglanmasina sebep olur.
Bu PERK otofosforilasyonuna ve PERK’in elF2a'ya olan afinitesinin yiikselmesine yol acar
(61). ER stresinde proteinlerin translasyonel regiilasyonu ¢ok 6nemlidir. Stres kosullarinda
PERK ve elF2a alt liniteleri tek bir serin rezidiisinden fosforile edilir. Bununla birlikte,
substratta serinin alanine doniistigii bir mutasyon meydana geldiginde, bu proteinlerin
fosforilasyonu engellenir. Bu, farelerde pankreas beta hiicrelerinin tahrip olmasina ve ayrica
hiperleptinemi, hiperinsiilinemi ve yliksek kan sekeri seviyeleri gibi MetS semptomlarina
neden olmaktadir (62). Bu arada, aktive edici transkripsiyon faktorii 4’tin (ATF4) mRNA
ekspresyonu aktive edilir. Aktive edilen ATF4 daha sonra amino asitlerin hiicreye
alinmasinda ve glutatyon biyosentezinde yer alan genleri uyarmaktadir. Bu yolla biriken
yanlis katlanmis proteinler azaltilir. ATF4 tarafindan diizenlenen oncelikli genlerden biri,

apoptotik bir programin transkripsiyonel aktivatorii olan CHOP tur (63).
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IRE1 ve PERK ile karsilastirildiginda, ATF6 bir tip II transmembran proteinidir.
ATF6a ve ATF6p olmak iizere iki ¢esidi vardir. ER stresi baglatildiginda, ATF6'nin golgiye
lokalizasyon sinyali agiga ¢ikar ve ATF6 proteaza maruz kalacagi golgiye tasinir. ATF6’nin
kesilen kisimlari, lipit sentezi ve ERAD sisteminde yer alan birka¢ genin aktivatorii olarak
islev goriir. Buna ek olarak bu kesilen kisimlar, GRP78, GRP94, protein disiilfiir izomeraz,
XBP1 ve CHOP eksprese etmek i¢in ilgili genleri de aktive eder (64). ATF6 dolayli olarak
otofajiyi ve apoptozu uyarir. Wolfram sendrom 1 proteini ATF6 nin aktivitesini kontrol
eder. Bu proteinin islevi ATF6'y1 ubikuitinasyona ve ardindan proteazomal yikima

yonlendirmektir (65).
2.4. Endoplazmik Retikulum Stresi ve Metabolik Sendrom

Klinik oncesi ve klinik ¢alismalarda, ER stresinin obezite, ateroskleroz, diyabet,
miyokardiyal disfonksiyon ve AYKH gibi metabolik sendrom bilesenleri iizerinde biiyiik

etkisinin oldugu gosterilmistir (66).
2.4.1. Endoplazmik Retikulum Stresi ve Diyabet

Pankreas beta hiicresi ana insiilin kaynagidir ve insiilin baslangigta tek bir proinsiilin
molekiilii olarak sentezlenen anabolik bir hormondur. Insiilin daha sonra ER icinde, ii¢
molekiil i¢i disiilfid bag1 olusturmak yoluyla olgunlagsma islemine tabi tutulur (67). Diyabet
yetersiz insiilin sekresyonu, periferik insiilin direnci ve diizensiz hepatik glukoz tiretimi gibi
karmasik fizyolojik degisikliklerle karakterize metabolik bir hastaliktir. [ vitro, in vivo ve
insan ¢alismalarindan elde edilen sonuglar neticesinde, ER stresiyle indiiklenen pankreatik
beta hiicre yikimimin hem tip 1 hem de tip 2 diyabet i¢in ana neden oldugu dogrulanmistir
(68). Pankreas beta hiicrelerindeki ER stresini baslatan patolojik, ¢evresel ve genetik
faktorler arasinda glukolipotoksisite, inflamatuvar yanitlar, amiloid birikimi ve mutant
proinsiilinin ekspresyonu bulunmaktadir. Konjenital diyabet, insiilin geninin iki alelinden
birindeki degisiklikler ile karakterize edilen bir tiir yenidogan diyabetidir. Bu durumda,
proinsiilinin katlanmasi tamamen ger¢eklesmez ve bu da uzun siireli ER stresi ve beta hiicre
fonksiyon bozukluguna yol agmaktadir. Bu mutasyon, beta hiicre harabiyeti ve diyabet de

gosteren Akita diyabetik farelerinde indiiklenmektedir (69).

Tip 2 diyabet gelisimi, 6glisemiyi saglamak icin pankreatik beta hiicrelerinden
insiilin {iretimini arttirir ve asir1 insiilin iiretimi ER stresine yol agmaktadir. Insiilin direnci,

T2D ve obezitenin en dnemli sonuglarindan biridir. Son ¢alismalar ER stresinin IR’ye
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onemli bir katkida bulunabilecegini gostermektedir (68). Karacigerde IR, hiperglisemi ile
iligkili hiperlipidemiye neden olacak sekilde artmis hepatik glukoneogenez ve lipogeneze
yol agmaktadir. T2D’de, insiilin direnci baslangigta hiperglisemiye neden olmakta, ancak
daha sonra beta hiicrelerindeki harabiyet sonucu meydana gelen insiilin eksikligi hastaligin
gelisimine katkida bulunmaktadir. Karacigerde ER stresi, c-Jun N-terminal kinaz (JNK) ve
inhibitér kappa B’nin (1kB) IRE1 aracili aktivasyonu ile baslatilmaktadir. Aktive edilmis
JNK, IRS 1 ve 2'nin serin rezidiilerini fosforilleyerek insiilinin fonksiyon gdstermesini

engellemektedir (70).

ER stresi sirasinda IRE1 proteininin aktivasyonu, yeni olusan insiilinin sentezi ve
olgunlagmasi i¢in gereklidir. IREI1, insiilin mRNA'sinin ekspresyonunu dogrudan aktive
etmekte ve optimal beta hiicre fonksiyonu i¢in gereklidir. Ancak asir1 aktive IREL, INK ve
kaspazlarin bagslatilmasi yoluyla beta hiicre kaybina da neden olabilmektedir. PERK-elF2a-
CHOP yolagi, beta hiicresinin normal isleyisi ve hayatta kalma yetenegi arasinda bir gecis
gorevi gormektedir. Wolcott Rallison sendromu, kemik, karaciger, bobrek ve noéronlar
etkileyen nadir bir otozomal ¢ocukluk cagi diyabet seklidir. PERK geninin her iki alelinin
inaktivasyonu ile karakterize edilir ve insiilin salgilayan beta hiicrelerinin kaybini takiben a
hiicrelerinin imha edilmesi de gelir. Bu etkilerin her ikisi de pankreasin fonksiyonunu yerine
getirememesine neden olmaktadir (69). Bu bulgular PERK'in pankreastaki glukoz
metabolizmasinin siirdiiriilmesindeki 6nemini gostermektedir. Palmitat gibi serbest yag
asitleri UPR'nin ti¢ proteinini de aktive etmekte, bu durum beta hiicrelerinin apoptozu ile
sonuglanmaktadir. Hem in vitro hem de hayvan g¢aligmalari, artmis kan glukoz ve doymus
serbest yag asidi seviyelerinin proapoptotik UPR'yi tetikleyen baslica faktorler oldugunu
gostermektedir. CHOP proapoptotik etkisini ancak ER stresi ile istenmeyen ve/veya yanlis
katlanmis proteinlerin miktarlar1 arasinda bir dengesizlik oldugunda gosterir. Ayni zamanda
CHOP, apoptotik Bcl-2 benzeri protein 11'in ekspresyonunu arttirirken, antiapoptotik B
hiicresi lenfoma 2’nin ekspresyonunu azaltmaktadir (71). Bunun aksine, CHOP geninin
silinmesiyle, farelerde genetik ve diyetle indiiklenen diyabet modellerinde beta hiicrelerinin
korunacagi (72) ve bdylece pankreastaki ER stresini baskilamak yoluyla da hepatik

yaglanmanin azaltilacagi gosterilmistir (73).
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2.4.2. Obezite ve Lipid Metabolizmasinda Endoplazmik Retikulum Stresi

Hiicre iginde ER, fosfolipidlerin ve sterollerin sentezlendigi bir mutfak gibidir. Tiim
hiicresel membranlarin lipid bilesenleri burada olugsmaktadir. Obezitede alinan asir1 enerji
adiposit, karaciger, pankreas, kalp ve kas gibi dokularda lipid damlaciklariin ig¢inde
trigliserid olarak depolanmaktadir. Adipositler enerji depolamak i¢in kullanilan ana hiicreler
olmanin yan1 sira, endokrin bir organ olarak da fonksiyon gostermektedirler. Metabolik
sendromun iki kritik faktorii olan inflamasyon ve enerji metabolizmasinda adipositler rol
oynamaktadir. Lipotoksisite, patofizyolojik kosullarda hiicresel hasarin onde gelen
nedenlerinden biridir. Lipotoksisitede, hiicreler lipid damlacik {iretimi i¢in daha fazla
proteini birlestirmek, metabolizma igin gerekli enerjiyi karsilamak ve glukoz eksikligini
idame ettirmek igin ciddi strese maruz kalmaktadir. Bu fazla enerjinin kullanimi ve
depolanmasi i¢in insiilin, visfatin, leptin ve omentin gibi bir¢ok hormon ve adipokin birlikte
calismaktadir. Bu durum lipid damlacik olusumunda ve boylece lipid metabolizmasini

stirdiirmede ER'nin roliinii ortaya koymaktadir (74).

Asir1 protein olusumu ve bunlarin ER i¢ine taginmasi, diisiik dereceli inflamasyon ile
UPR sinyalini ve IR’yi basglatmaktadir. Cok sayida ¢alisma UPR'nin metabolizma ve lipid
homeostazisinde 6nemli bir rol oynadigini goéstermektedir (6, 75). ER biyogenezi ve
genislemesinde onemli bir protein olan XBP1'in asir1 ekspresyonu pre-adipositlerde ER’de
bulunan ana membran lipidi olan fosfotidilkolinin olusumuna katilan enzim kolin fosfat
sitidiltransferaz1 aktive etmektedir. Fosfat sitidiltransferaz eksikliginin lipid damlaciklarinin
flizyonunu etkiledigi belirtilmistir. Bu nedenle XBP1, lipid metabolizmasinda yer alan ana
proteindir (76). Karacigerdeki GRP78'in asir1 ekspresyonu, glukoz homeostazini
diizenlemekte ve karaciger lipid metabolizmasinda ER'min 6nemini kanitlayan sterol
diizenleyici element baglayici protein-1c (SREBP-1c) aktivitesini azaltarak hepatik
yaglanmay1 azaltmaktadir (77). IRE1, PERK ve ATF6 ER stresine duyarli proteinlerdir ve
lipit metabolizmasinda bagimsiz rollere de sahiptirler. Karaciger lipid metabolizmasinin ana
diizenleyicisi IRE1-XBP1 yoludur. Karaciger hiicrelerinde spesifik IRE1 delesyonu, CHOP
gibi genlerin ve trigliserid sentezinden sorumlu genlerin ekspresyonunu arttirarak hepatik

lipid seviyelerinin artmasina neden olmaktadir (78).
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2.4.3. Endoplazmik Retikulum Stresi ve Inflamasyon

Obezite ile iligkili insiilin direnci ve diyabetin altinda yatan mekanizma kronik diisiik
dereceli inflamasyon gelisimidir. ER stresi sirasinda, IRE1-XBP yolu, TNFa ekspresyonunu
aktive etmektedir. Ayni zamanda, ER stresinin PERK kolu, JNK yolunun aktivasyonuyla
hiicresel inflamatuvar kaskatini baglatmaktadir. Aktif ATF6, IL6 ve TNFa ekspresyonunu
ve ayrica aktive edilmis B hiicrelerinin niikleer faktor kappa-hafif zincir giiclendirici (NF-
kB) sinyalizasyonunu arttirmaktadir. Bunun sonunda anti-inflamatuvar protein kinaz B
(PKB) yolu inhibe edilmektedir (79). Ayni zamanda artan JNK pro-inflamatuvar sitokinleri
(IL-6 gibi) ve bir¢cok kemokini aktive etmektedir. Bu yol inflamasyonu bdlgesinin
etrafindaki ve dolasimdaki makrofajlarin da ana aktivatoriidiir. Daha sonra yag dokusunda
makrofajlar adipositleri i¢ine almakta ve obezitenin ayirt edici 6zelligi olan tag benzeri
yapilar olusmaktadir. Bu arada, bu yapilar adipositlerde lipolizi aktive etmektedir. Sonug
olarak, serbest yag asidi seviyeleri artmakta, karacigerde ve kaslarda biriken serbest yag
asitleri hiicresel disfonksiyona neden olmaktadir (80). Bu durum, yagli karaciger ve
kardiyovaskiiler hastaliklarin ana nedenlerinden biridir. Diyabette yiliksek diacilgliseroller,
serin/treonin kinazlar yoluyla insiilin sinyalini inhibe eden ve nihayetinde insiilin direncine
yol agan protein kinaz C’yi aktive eder. ER stresi sirasinda PERK, IkB kinaz beta
aktivasyonunu indiikleyip ve daha sonra adiponektin liretimini azaltmaktadir. Adiponektin,
adipositler tarafindan iretilen, KVH ve yagl karaciger hastaligin1 baskilayan baglica anti-
inflamatuvar sitokinlerden biridir (81). ER stresinin NOD-, LRR- ve pirin domeini igeren
protein 3 (NLRP3) inflamazom kompleksini uyararak kaspaz-1’leri aktive ettigi ve bunun
neticesinde IL-1p ve IL-18 gibi proinflamatuvar sitokinlerin salinimini da arttirdig1 ortaya

konmustur (82).
2.4.4. Endoplazmik Retikulum Stresi ve Yagh Karaciger Hastaliklar

ER stresi yagli karaciger hastaliklarinin patogenezinde 6nemli bir role sahiptir. UPR
yolu, hepatosit 6liimiiniin baslatilmasi icin kritik bir faktor ve potansiyel bir inflamasyon
promotoriidiir. Hepatositler, ksenobiyotiklerin metabolizmasi, plazma proteinleri,
lipoproteinler ve kolesterol sentezi gibi birgok metabolik islevi yerine getirmektedir (83).
Bunlar ER'nin ana fonksiyonlart oldugu i¢in, hepatositler hem kaba hem de piiriizsiiz ER
yoniinden zengindir. Piiriizsiiz ER, ribozomlardan yoksundur ve lipid sentezi i¢in ana
bolgedir. Piirtizsiiz ER'nin hiicre iskeleti ile bir baglantis1 vardir. Bu yolla ER, lipidleri ve

Ca2"u bitisik zarlara ve organellere tasimaktadir (84).
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Adindan da anlasilacagi gibi karaciger yaglanmasi, karacigerin yaglarla 6zellikle de
trigliseridlerle yiiklendigi durumdur ve AYKH olarak tanimlanir. Bu biriken lipidlerin
karacigere oncelikli girisi diyetten, de novo lipogenezden ya da yag dokusundan salinma
yoluyla gerceklesmektedir. Doymamis yag asitleri ile karsilastirildiginda, doymus yag
asitleri ciddi ER stresine neden olmakta ve bu da karaciger hasariyla sonuglanmaktadir (85).
Ug UPR yolagi, ER stresinde farkli sekilde fonksiyon gosterir. Hem IRE1 hem de PERK,
otofosforilasyonla aktive olurken, ATF6’nin aktivasyonu bu molekiilin golgiye
lokalizasyonu yoluyla ger¢eklesmektedir. Aktive IRE1 ¢ekirdekteki saperonlarin, biiyiime
durdurmasi ve DNA hasar1 (GADD) ve ERAD genlerinin seviyelerini XBP1 mRNA'sinin
aktivasyonu ile arttirmaktadir. Aktive edilmis GADD daha sonra karaciger hiicrelerini
apoptoza duyarli hale getirmektedir. Stres altindaki hiicrelerde IRE1, JNK'nin aktivasyonu
yoluyla inflamasyonu ve IR'yi baslatmaktadir. Aktive JNK, IRS1'l serin rezidiisiinden
fosforilleyerek insiilin reseptor yolagini inhibe etmekte ve bu durum hiperinsiilinemi ve artan
lipogenez ile sonuc¢lanmaktadir (86). Ayni1 zamanda hepatositlerde NLRP3 inflamazom
kompleksi de aktive olmaktadir. NLRP3 karaciger hiicrelerinde IR’yi baglatir ve
inflamasyonu tesvik etmektedir (87). UPR tarafindan olusturulan reaktif oksijen tiirlerinden
hiicreyi korumak icin p-PERK, redoks durumunu koruyan niikleer eritroidle ilgili faktor
2'nin (Nrf2) transkripsiyonunu baslatmaktadir. PERK yolu ayrica Nrf2'nin aktivasyonu
yoluyla reaktif oksijen tiirlerini de azaltmaktadir (88).

2.5. Endoplazmik Retikulum Stresi ile Miicadelede Dogal Uriinler

Endoplazmik retikulum stresiyle iliskili komplikasyonlarin, dogal {iriinler tarafindan
azaltilmasimin hedeflenmesi, metabolik sendromun bir¢cok belirtisini hafifletmek i¢in
heyecan verici bir terapdtik pencere agmistir. Bir¢ok fitokimyasal, ER stresini antioksidan
ozellikleriyle azaltma ve/veya normallestirme potansiyeli gostermistir (6). MetS gelisimi
icin iki ana hiicresel sebep: Reaktif oksijen tiirleri tarafindan iiretilen ve ER ile iliskili strestir.
Bu sebeple, bu tiir streslerin azaltilmasinda antioksidan bilesiklerin dnemli rolleri olabilecegi
ifade edilmistir. Bunlardan bazilar1 asagida Ozetlenmistir. Butillenmis hidroksilanizol
(BHA), UPR stresini ve membran proteinlerinde reaktif oksijen tiirlerinin aracilik ettigi
hasar1 ve programlanmis hiicre 6liimiinii azaltan yaygin olarak kullanilan bir antioksidan ve
gida katk1 maddesidir (89). Kuersetin iyi bilinen bir antioksidandir ve dogal bilesiklerde bol
miktarda bulunur. Antioksidan enzimlerin aktivasyonu yoluyla ER homeostazini
diizeltmektedir (90). Baska bir bilesik de, kardiyomiyositlerde GRP78, CHOP ve JNK
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seviyelerini azaltarak ER stresini inhibe eden Aralia elata'dan tiiretilen bir terpenoid olan
elatosiddir (91). Turpgillerden elde edilen siilforafan, sirtuin 1 aktivasyonu yoluyla ER
stresini inhibe etmektedir. Sirtuin 1, PERK-elF20 aktivasyonunu azaltarak ER stresini
inhibe eder (92). Bir baska bilesik ise bir alkoloid olan berberindir. Berberinin, kalp
dokularinda PERK-elF2a olusumunu, ATF4 ve CHOP ekspresyonunu baskilayarak ER
stresini azalttigi bulunmustur (93). Bu bilesiklere ek olarak, ER homeostazini siirdiirme
potansiyeline sahip bir¢ok bitki tiirevi bilesikler vardir. Klinik 6ncesi ve klinik ¢caligmalar,
UPR ile iliskili strese karsi cok sayida kiiciik molekiiler modiilatér ve regiilatorlerin,
metabolik sendrom belirtilerine karsi ciddi terapétik potansiyele sahip oldugunu gostermistir
(94).

2.5.1. 7,8-Dihidroksiflavon

Beyin kaynakli norotrofik faktor, sinaptik plastisite, néronlarin hayatta kalmasi,
gelisimi ve farklilasmasinda 6nemli rol oynayan norotrofin ailesinin bir tyesidir. BDNF,
ayni kokenli reseptorii olan TrkB’ye baglanarak TrkB otofosforilasyonunu tetikler, bu da
PI3K/Akt, Ras/hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz (ERK) ve fosfolipaz C (PLCy)/protein
kinaz C (PKC) gibi ¢esitli sinyal yolaklarinin aktivasyonuna yol agar (95, 96). Sinir sistemi
tizerindeki temel etkisinin yani sira, BDNF yiyecek alim regiilasyonu ve viicut kilo
kontroliinde de etkilidir. Birgok ¢alisma leptin, insiilin ve pankreatik polipeptid gibi istah
kontroliinde yer alan hormonlarin, BDNF yoluyla potansiyel olarak anoreksijenik etkiler
sergiledigini gostermistir (97). BDNF'nin glukoz ve lipid metabolizmasini diizenledigi ve
obez diyabetik farelerde enerji homeostazini kontrol ettigi gosterilmistir (98, 99). Beyin,
periferik dokular ve dolagimdaki BDNF seviyesinin diisiik oldugu BDNF heterozigot
farelerin (BDNF+/-), yabanil farelere (wild tip) kiyasla artmig plazma glukoz, insiilin ve
leptin seviyesinin yani sira, artmis viicut agirligina sahip olduklart bulunmustur (8, 9).
T2D’li ve obez bireylerde de BDNF plazma seviyesinin diistiigii gosterilmistir (100).
BDNF’nin enerji harcamasini arttirabilecegi, sistemik glukoz dengesini iyilestirebilecegi ve
instilin duyarliligimi arttirabilecegi birlikte ele alindiginda, T2D’nin Onlenmesinde ve
yonetiminde BDNF nin yararl etkileri olabilecegi sonucuna varilmistir (101). Ancak kisa
yartlanma omrii (<10 dakika) ve biiylik boyutu (27 kDa) nedeniyle kan-beyin bariyerini
gecememesi yilizinden BDNF'nin terapotik potansiyeli smirhidir (102). Bu eksiklikleri

gidermek igin arastirmacilar iki farkli yontem gelistirmislerdir: BDNF'nin dokulara girisini
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kolaylastirmak ve BDNF'nin gelismis farmakokinetik o6zelliklere sahip kiiciik molekiil

analoglarini gelistirmek.

7,8-Dihidroksiflavon, dogal olarak olusan, bitki ve sebzelerden izole edilen bir
flavanoiddir. 7,8-DHF'nin, TrkB’nin spesifik agonisti oldugu ve BDNF mimetigi olarak
giiclii norotrofik etkilere sahip oldugu belgelenmistir (7). 7,8-DHF nin yiiksek yagl diyetle
beslenen disi farelerde, kas TrkB aktivasyonu ile viicut agirhigini azalttig1 gosterilmistir. In
vitro ve in vivo modeller kullanarak yapilan c¢alismada; 7,8-DHF tedavisinin, iskelet
kasindaki uncoupling protein 1 ve AMPK ekspresyonunu arttirdigi ve bunun da sistemik
enerji tiiketiminin artmasina, adipozitenin azalmasina ve insiilin duyarlilifinin artmasina
neden oldugu bulunmustur (11). Diger bir ¢alismada ise yiiksek yagli diyetle obez yapilmis
farelerde 7,8-DHF uygulamasinin kas dokusunda hem mitokondriyal biyogenezi hem de
mitokondriyal igerigi arttirdigi gosterilmistir. Bdylece obez hayvanlarda sistemik enerji
tiiketimi artmig ve viicut kilo alimi azalmistir. Sonug olarak, obez hayvanlarda hiperlipidemi,
hiperglisemi, hiperinsiilinemiyi diizeltmistir ve iskelet kast ve karacigerde ektopik lipid

birikimi azalmistir (12).

BDNF’nin, ndéronal ve endometriyal epitel hiicrelerindeki ER stresine bagl doku
hasarina karst koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir. Bu dokularda ER stresi sirasinda
BDNF’nin CHOP/yh153 yolunu ve/veya kaspaz-12 aktivasyonunu baskilayarak apoptozu
azalttig1 gosterilmistir (103). Cirrik ve ark. (104) yaptiklar1 bir ¢alismada, bazal kosullarda
BDNF eksikliginin hepatik hiicre 6liimiinii veya lipid birikimini etkilemedigini, bununla
birlikte tunikamisin ile indiiklenmis ER stresi sirasinda, BDNF nakavt gruplarda yabanil
rklara kiyasla artmis apoptoz, CHOP immiin boyanmasi, SREBP-1c seviyesi ve steatoz
bulmuslardir. D-glukozla hasarlanmis ARPE-19 hiicrelerinde yapilan bir ¢calismada ise, 7,8-
DHF’nin D-glukoz indiiklii diyabetik apoptozu ve apoptotik bir faktdr olan kaspaz 9’un
protein ve mRNA seviyelerini azalttigi bulunmustur (105). 7,8-DHF'nin iskemik HK-2
hiicre canliligin1 etkili bir sekilde artirabilecegi, ER stresinin anahtar bir regiilatorii olan
CHOP ekspresyonunu bastirarak ER stresini azaltabilecegi, buna ek olarak 7,8-DHF
tedavisinin, CHOP ekspresyonunu baskilayan sistein agisindan zengin protein 61’in
ekspresyonunu da arttirdig1 gosterilmistir (106). Cho ve ark. yaptiklar1 diger bir calismada
ise, SH-SY5Y noronal hiicrelerini yiiksek glukozla hasarlayarak 7,8-DHF’nin koruyucu
etkisine bakmislar ve 7,8-DHF’nin siiperoksit anyon ve hidroksil radikalini siipiirdiigiinii,

yiiksek glukozun SH-SYS5Y ndronal hiicrelerinde mitokondriyal depolarizasyona neden
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oldugunu; ancak, 7,8-DHF’nin bunu diizelttigini bulmuslardir. Ayrica 7,8-DHF’nin etkili
bir sekilde, pro-apoptotik protein (Bax) ve anti-apoptotik protein (Bcl-2) nin ekspresyonunu
diizenleyerek kaspaz sinyalizasyon yolaklarini inhibe ettigini de géstermislerdir (107). Son
zamanlarda yapilan baska bir calismada, yiiksek yagli diyetle ve etanolle beslenen sicanlarda
olusan oksidatif stres ve inflamasyona karst 7,8-DHF’nin koruyucu etkisi ortaya
konulmustur. Bu etkisini lipid peroksidasyonunu azaltarak ve azalmis glutatyon seviyesini
arttirarak gergeklestirmistir. Ayrica 7,8-DHF, IL-1p seviyelerini de azaltmistir (108). Her ne
kadar 7,8-DHF’nin in vitro ¢alismalarda oksidatif ve ER stresine kars1 olas1 koruyucu etkileri
ortaya konulmus olsa da, bu konu hakkinda in vivo ortamda yapilan ¢alismalar oldukg¢a

smirlidir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gerec¢
3.1.1.Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

Bu tez calismasi siiresince laboratuvarimizda kullanilan cihazlar ve malzemeler

tiretici firmalar ile Tablo 1°de gosterilmistir.

Tablo 1. Kullanilan cihazlar ve malzemeleri

Cihazlar ve Malzemeleri Uretici Firma

Derin Dondurucu (-80°C) New Brunswick Scientific
Hassas analitik terazi Mettler Toledo AB204-S
Real-Time PCR cihazi Roche LightCycler 480 11
Mikrosantrifiij Thermo IEC Micromax

Saf Su Aritma Cihazi Purelab Classic DV 25
Santrifiij Eppendorf, Centrifuge 5810
Sogutmali santrifiij Beckman-Coulter
Sonikator Sonics Vibra Cell

PCR cihaz1 Applied Biosystems GeneAmp9700
Calkalayicili inkiibator ShelLab/Sheldon S14-2
Otoklav Tuttnauer 3150 ELV

Mikro hacimli spektrofotometre Thermo Nanodrop 2000

El homojenizatorii Ultra-Turrax T25

Otomatik mikrotom Leica RM 2255

Mikroskop Olympus BX51

Kamera atagmant Olympus DP71
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Tablo 1. (Devam)

Kullanmilan Cihazlar ve Malzemeleri Uretici Firma

Mikropleyt Okuyucu VERSA Max Molecular Devices
Havalandirmali Kafes Sistemi RAIR IsoSystem

Biyokimya Tiipleri BD Vacutainer

Glukometre Vital Plus G 400

Glukoz Olgiim Stripleri Vital Plus G 400

LightCycler 480 Kaplama Folyosu Roche

LightCycler® 480 96’1ik Pleyt Roche

Jel Gorlintiileme Sistemi Gel Logic 200 Imaging System
Elektroforez Gii¢ Kaynagi Thermo EC250-90

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

(Calismada stiresince kullanlan ticari kitler ve kimyasal maddeler {iretici firmalar ile

Tablo 2’de gosterilmistir.
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Tablo 2. Kullanilan ticari kitler, Kimyasal maddeler ve iiretici firmalari

Ticari Kitler ve kimyasal maddeler Uretici Firma

GRP78 ELISA Kkiti Aviva, Cat No:OKEHO07000
CHOP ELISA Kiti Aviva, Cat No:OKCD02491
Insiilin ELISA Kiti Cyrstal Chem, Cat N0:90080
IL-1p ELISA Kiti Elabscience, Cat No:E-EL-M0037
cDNA sentez kiti Roche -REF 04896866001
TriPure izolasyon reaktifi Roche -REF 11667157001
LC® FS DNAMaster SYBR Green [ Roche -REF 12239264001
In Situ Hiicre Oliimii Belirleme Kiti Roche- REF 11684817910
3,3’-Diaminobenzidin (DAB) Gelistirilmis Siv1

Substrat Sistemi Tetrahidrokloriir Sigma, Cat No:D3939
Pierce™ BCA Protein Calisma Kiti Thermo Scientific, Cat No: UD282967
Dietil prikarbonat (DEPC) Sigma

Etanol Sigma

2-propanol Tekkim

Kloroform Merck

Agaroz Sigma

Etidyum Bromiir Sigma

Glukoz Sigma

7,8-Dihidroksiflavon Cayman

PBS Tablet Thermo Fisher

Bovin Serum Albumin (BSA) Sigma

Tris Baz Sigma

Etilendiamin tetraasetik (EDTA) Sigma

Asetik Asit Sigma

Formaldehit Sigma

Hematoksilen&Eozin (H&E) boyasi Sigma

Bu ¢aligma Karadeniz Teknik Universitesi (KTU) Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
arastirma laboratuvarinda yiiriitilen TDK-2020-8738 kodlu ve " 7,8-Dihidroksiflavonun

Kafeterya Diyeti ile Uyarilmis Metabolik Sendromda Pankreas ve Karaciger Dokularindaki
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Endoplazmik Retikulum Stresine Etkisinin Incelenmesi" baglikli KTU Bilimsel Arastirma
Projesi (BAP06) ile desteklenmistir. Etik kurul onayr KTU Tip Fakiiltesi, Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurul Bagkanligi’ndan 05.09.2019 tarihli, 2019/37 protokol numarali karar ile
alinmistir (Bkz. Ek 1 Etik Kurul Onayn1).

3.2. Kullamilan Deney Hayvanlari ve Uygulanan Prosediir

Deneyde kullanilan C57BL/6 1rki fareler halihazirda iretildikleri ve beslendikleri
KTU Tip Fakiiltesi, Cerrahi Arastirma Merkezi’nden alind1. Calismada 17-20 gr agirhiginda
4-5 haftalik erkek fareler kullanildi. Fareler ayni laboratuvarda 12 saatlik karanlik-aydinlik
ortam saglandi. Yem ve suya sinirsiz erisim saglanarak, ayri ayri havalandirmali fare
kafeslerinde (RAIR IsoSystem, Seaford, DE ABD) barindirilip beslenmeye baslandi. Her
birinde 10 fare olacak sekilde 4 grup olusturuldu.

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

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

o Kafeterya Diyeti+7,8-DHF (7,8-DHF) (n=10) : 16 hafta boyunca kafeterya diyeti
ile beslendi. Beslenme periyodunun son 28 giinii intraperitoneal (i.p.) enjeksiyon ile
5mg/kg/gtin 7,8-DHF verildi. 7,8-DHF (5mg/kg), %17 dimetil siilfoksit (DMSO)
iceren PBS ile ¢oziilerek hazirlandi (108).

e Kafeterya Diyeti+Coziicii (DMSO) (n=10): 16 hafta boyunca kafeterya diyeti ile
beslendi. Beslenme periyodunun son 28 giinii i.p. enjeksiyon ile ¢oziicii (%17 DMSO

iceren PBS )verildi.

Kullanilacak kafeterya diyeti daha 6nce yapilan caligmalardaki (5, 45, 109) diyetler
modifiye edilerek hazirlandi ve kemirgen diyeti ilave edilerek kullanildi (%30 kemirgen
diyet ve %70 KD) (Tablo 3). Kemirgen diyetin kafeterya diyetine ilave edilmesiyle de;
vitamin, mineral ve eser elementlerden oldukga yoksun olan kafeterya diyetinde, farelerin
metabolizmalart bu durumdan etkilenmemis oldu. Alinan enerjinin hesaplanmasinda
kullanilan gida maddelerinin ambalajlarinda belirtilen enerji degerleri esas alinarak %401
yaglardan, %55°1 karbohidratlardan ve %5°1 de proteinden gelecek sekilde diyet ayarlamasi
yapildi.
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Tablo 3. Kafeterya diyetini olusturan iiriinler ve enerji degerleri (100 g igin)

Enerji (kcal) Karbohidrat(g) Yag(g) Protein(g)
Findikl1 biskiivi 470 64.2 19.5 7.8
Balik kraker 484 63 22 6.5
Meyveli kek 378 56 14.9 4.2
Patates cipsi 509.8 55.2 29.7 7.6
Cikolatal1 gofret 517 63.1 26.9 5.8

Deneyde kullanilacak abur cuburlardan, findikli biskiivi 100 g, balik kraker 160 g,
meyveli kek 220 g, patates cipsi 150 g ve ¢ikolatali gofret 40 g’lik paketlerde bulunmaktadir.
Kullanilan “abur cubur” malzemelerin yaklasik 4600 kcal/kg enerjiye sahip olmasi i¢in iKi
paket findikl biskiivi, 1.75 paket balik kraker, bir paket meyveli kek, bir paket patates cipsi
ve dort paket ¢ikolatali gofret kullanildi. Toplam agirlik yaklasik 1010 g oldu. Paketlerin
arkasindaki degerleri kullanarak bir kilo i¢inde ne kadar yag, karbohidrat ve protein oldugu
hesapladi. Bir kilo yem olusturmak icin kullanilan bu “abur cubur” malzemelerinde 220.9
gyag, 611.76 g karbohidrat ve 63.72 g protein bulunmaktaydi. Bir g yag yakildiginda 9 kcal,
bir g protein ve karbohidrat yakildiginda ise 4 kcal enerji agiga ¢ikacagi icin, kullanilan
malzemelerden acgiga c¢ikacak enerji degeri yaglar igin (220.9x9) 1988.73 Kkcal,
karbohidratlar i¢in (611.76x4) 2447.04 kcal ve proteinler icin (63.72x4) 254.88 kcal’di.
Toplam enerji degeri ise 4690.65 kcal/kg’di. Bir fare ortalama 4 g yem tiiketmektedir. Bu
nedenle 16 hafta boyunca 30 adet fare (KD gruplari) yaklasik 17.47 kg yem tiiketmektedir
(110). Yem olustururken %30 kemirgen yemi ve %70 “abur cubur” malzemeleri kullanildi.
Deneme asamalarin1 da diistintirek 24.585 kg’lik bir KD hazirlandi. Bunun 17.210 kg1
“abur cubur”, 7.375 kg’1 kemirgen yeminden olustu. 17.210 kg “abur cubur” olusturmak i¢in
34 paket findikl1 biskiivi, 30 paket balik kraker, 17 paket meyveli kek, 17 paket patates cipsi
ve 68 paket ¢ikolatali gofret kullanildi. Kisaca bu “abur cubur” malzemeler ve kemir yemi
laboratuvarda bulunan laboratuvar tipi dgiitiicii degirmen (Retsch ZM 200) ile 6giitiiliip
birbirine karistirildi. Bu toz karisim az miktar musluk suyu ile bulamag haline getirildi ve

kaliplara basildi. Kaliplar daha sonra 50°C’de 24 saat etiivde bekletildi ve kurutuldu.
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Yemlerin yumusamamasina ve sert kalmasina dikkat edildi. Bu nedenle hazirlanan yemler

+4°C’de bekletildi ve kaliba basilan yemler bittik¢e toz karisimdan yenileri hazirlands.

16 haftalik diyet programi boyunca farelerin 15 giinde bir kilolar tartildi ve kayit
altina alindi. Diyet protokolii sonunda hayvanlar dekapitasyon yontemi ile sakrifiye edildi.
Kanlar1 biyokimya tiiplerine alind1, pthtilagmalar1 saglandi ve ardindan 1000 xg’de santrifiij
edildi. Serumlar elde edildi ve analiz giiniine kadar -80°C’de saklandi. Farelerin karaciger
ve pankreas dokulari ¢ikariltildi. Dokularin bir boliimii histopatalojik incelemeler icin
%10’1uk formaldehide konuldu ve calismay1 yapacak arastirmactya teslim edildi. Bir kismi
da ELISA ve RT-PCR c¢alismasi igin ayri ayr tiiplere konuldu ve sivi azotta hemen
donduruldu. Ekspresyon c¢aligmalari i¢in karaciger ve pankreas dokularinda ayni giin RNA
izolasyonu yapilip, cDNA’ya déniistiiriildii ve -80°C’de saklandi. Epididimal yag dokusu
(EYD) ¢ikartilip tartildi. Merkezi obezitenin bir parametresi olan %adiposite indeksi
hesaplandi1 ((EYD(g)/total viicut agirligi(g))*100) (111). EYD’nin bir pargasi histopatalojik

incelemeler i¢in ayrildi.
3.3. Serum Biyokimya Parametrelerinin Ol¢iimii

Farelerden elde edilen serum numunelerinde pankreas fonksiyonlar1 acisindan
amilaz, karaciger fonksiyonlarini acisindan aspartat aminotransferaz (AST), alanin
aminotransferaz (ALT) ve genel metabolik durumu degerlendirmek i¢in glukoz, trigliserid
ve kolesterol seviyeleri KTU Farabi Hastanesi Tibbi Biyokimya Laboratuvari’nda
halihazirda kullanilan Beckman Coulter Analyzer AU 5800 (Kaliforniya, ABD)
otoanalizorii yardimiyla belirlendi. Otoanalizérde amilaz 6l¢iimii bloke maltoheptaosit,
AST ve ALT 6l¢iimii UV, glukoz 6l¢iimii hekzokinaz, kolesterol 6l¢timii kolesterol oksidaz
ve trigiliserid 6lglimii gliserol oksidaz yontemi ile belirlendi. Amilaz, trigliserid, kolesterol
ve glukoz degerleri mg/dL, ALT ve AST degerleri ise U/L olarak ifade edildi.

3.4. Serum Insiilin Seviyesinin Ol¢iimii

12 saatlik agik sonrasinda farelerden elde edilen serum Orneklerinde insiilin
seviyeleri, Crystal Chem (Illinois, ABD) firmasi tarafindan iiretilen 16MAUM1388 iiriin
kodlu, yiiksek sensitiviteye sahip insiilin ELISA kiti kullanilarak 6l¢iildii. Olgiimler iiretici
firmanin tavsiyesi dogrultusunda gerceklestirildi. Kitin onerisiyle serum ornekleri ¢alisma
icin 20 kat diliie edildi. Numune konsantrasyonlar1 Sekil 2’deki standart grafigine gore
ng/mL cinsinden hesaplandi. Ayrica farelerde insiilin direncinin gelisip gelismedigini

belirlemek i¢in aclik glukoz ve insiilin degerlerinden yararlanarak homeostatik model
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degerlendirme (HOMA) yontemi ile HOMA-IR degeri hesaplandi (HOMA-IR = [insiilin
(WU/mL) X aglik glukoz (mmol/L))/22.5) (112).
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Sekil 2. Insiilin standart grafigi

3.5. Serum IL-1p Seviyesinin Ol¢iimii

Serum IL-1p seviyelerini belirlemek i¢in Elabscience (Teksas, ABD) sirketinin E-
EL-MO0037 iiriin kodlu IL-1p ticari ELISA kiti kullanildi. Serumda IL-1f Sl¢iimii iiretici
firmanin tavsiyeleri dogrultusunda gerceklestirildi. Numune konsantrasyonlar1 Sekil 3’teki

standart grafigine gore pg/mL cinsinden hesaplanda.
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Sekil 3. IL-1P Standart Grafigi
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3.6. Oral Glukoz Tolerans Testi

Beslenme periyodunun sonunda, karbohidrat metabolizmasini degerlendirmek igin
yine her bir gruptaki farelere OGTT yapildi (113). OGTT islemi i¢in, fareler alt1 saat ag
birakildi (07.00-13.00 h) ve acglik kan glukoz degerleri kuyruk veninden alinan kandan
glukometre (Vital Plus G 400, Kore) yardimi ile 6lgiildii. Daha sonra 2 g/kg glukoz gavaj
(20 G) ignesiyle verildi. Kan glukoz degerleri 30, 60, 90 ve 120. dakikalarda glukometre ile
olgiildii.

3.7. Doku GRP78 ve CHOP Seviyelerinin Ol¢iimii

Karaciger ve pankreas dokularmin homojenizasyonu ELISA kit protokoliine gore
gerceklestirildi. Kisaca 100 mg doku 1mL 1X PBS ile homojenize edildi ve bir gece -
20°C’de bekletildi. Daha sonra hiicre membranlarmi kirmak igin iki kez dondur ¢6z islemi
yapildi. Homojenatlar 5000 xg’de +4°C’de 5 dakika santrifiij edildi. Elde edilen
stipernatantlarda GRP78 ve CHOP 6l¢iimleri ELISA protokoliine gore gerceklestirildi.

3.7.1. Doku GRP78 Seviyesinin Ol¢iimii

Karaciger ve pankreas dokularinda GRP78 seviyeleri Aviva System Biology (San
Diego, ABD) firmasmin trettigi OKEH07000 katolog numarali GRP78 ticari ELISA Kiti
kullanilarak belirlendi. Numune konsantrasyonlari Sekil 4’teki standart grafigine gore

pg/mL cinsinden hesaplandi. Sonuglar pg/mg protein olarak gosterildi.
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Sekil 4. GRP78 standart grafigi
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3.7.2. Doku CHOP Seviyesinin Ol¢iimii

Karaciger ve pankreas doku CHOP seviyeleri Aviva System Biology (San Diego,
USA) firmasmin trettigi OKCDO02491 katolog numarali CHOP ELISA kiti kullanilarak
belirlendi. Numune konsantrasyonlar1 Sekil 5’teki standart grafigine gore ng/mL cinsinden

hesaplandi. Sonuglar ng/mg protein ifade edildi.
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Sekil 5. CHOP standart grafigi

3.8. Karaciger Trigliserid Seviyelerinin Ol¢iimii

Fare karaciger dokusunda trigliserid 6l¢iimii Choi (114) ve Mopuri’nin (115)
gelistirdikleri metodlarin modifiye edilmesiyle gerceklestirildi. Kisaca 25 mg karaciger
dokusu tartildi ve tizerine 500 pL 1 M NaCl ¢ozeltsi eklendi. Daha sonra el
homojezenizatorii (Omni Tissue Master 125, Kennesaw GA, USA) ile homojenize edildi.
Uzerine 3 mL kloroform/metanol (2:1) eklendi ve oda sicakliginda calkalayicida bir gece
inkiibasyona birakildi. Homojenat 3000 xg’de 10 dakika santrifiij edildi. Lipid igeren alt
organik faz yeni bir tiipe aktarildi. 50°C’de etiivde fazla sivi uguruldu. Pelleti ¢ézmek i¢in
%2 triton X-100 iceren 1M NaCl ¢ozeltisinden 200 pL eklendi. Oda sicakliginda 15 dakika
inkiibe edildi. Daha sonra 5 saniye boyunca 3 kere sonifikasyon (Sonics Vibra Cell,
Connecticut, ABD) yapildi. Elde edilen ¢ozeltide trigliserid miktar1 otoanalizorde
(Beckman Coulter Analyzer AU 5800, Kaliforniya, USA) 6l¢iildii. Sonuglar g protein basina

verildi.
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3.9. Protein Miktar Tayini

Karaciger ve pankreas dokularindan elde edilen siipernatanlarda protein miktarini
belirlemek igin, UD282967 katalog numarali (Pierce™ Thermo Scientific, USA)
Bikinkoninik Asit (BCA) protein calisma Kiti kullanildi. Olgiimler iiretci firmanin tavsiyeleri

dogrultusunda gergeklestirildi.
Cozeltilerin Hazirlanmasi:

1. BCA ¢alisma reaktifi: BCA calisma reaktifini olusturmak igin kitin igerisinde bulunan
%4’ liik bakar (II) siilfat ve BCA galisma ¢6zeltisi 50:1 oraninda karistirildi. Gerekli hacim
ornek sayisina gore hesaplandi.

2. BSA standardimin hazirlanmasi: 2 mg/mL’lik BSA standardi hazirlamak i¢in 10 mg
BSA tartild1 ve 5 mL saf suda ¢6ziildii. Elde edilen stok stok ¢6zeltiden seri diliisyonla farkli
konsantrasyonlarda standartlar hazirlandi.

Olgiim igin her bir kuyucuga 25’er uL standart veya 6rnek yiiklendi. Uzerine 200 pL BCA
caligma reaktifi ilave edildi. Daha sonra 30 saniye iyice karistirildi ve {izeri folyoyla
kapatildi. 37°C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi. Ornekler oda sicakligina geldikten
sonra 562 nm’de dl¢lim yapildi. Sonuglar pg/mL cinsinden hesaplandi. GRP78 ve CHOP
6lglimiinde protein miktar1 hesaplamasi igin kullanilan protein standart grafigi Sekil 6’da

gosterilmistir.
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Sekil 6. Protein standart grafigi
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3.10. Gen Ekspresyonu Analizleri
3.10.1. Dietilpirokarbonath Suyun Hazirlanmisi

Karaciger ve pankreas dokularinda RNA izolasyonu yapmadan 6nce olast RNA
kaybin1 6nlemek icin dietilpirokarbonatli (DEPC) su hazirlandi. Hazirlanan su ile birlikte
dokularin kesilmesi ve ¢ikartilmasi gibi islemlerde kullanilan biitiin malzemeler yikandi.
Boyle RNA kaybi en aza indirgenmis oldu. Bu amagla %97’lik stok DEPC’den %0.1
(v/v)’lik 500 mL DEPC’li su hazirlandi. Hazirlanan su 2 saat 37°C’de inkiibasyona birakildi
ve ardindan 20 dakika boyunca otoklavlandi. Elde edilen su soguduktan sonra isiktan

bozunmasini engellemek igin folyayla sarildi ve +4°C’de sakland.
3.10.2 Karaciger ve Pankreas Dokularindan Total RNA izolasyonu

Karaciger ve pankreas dokularinda RNA izolasyonu TriPure izolasyon reaktifi
(Roche, Isvicre) kullanilarak reaktif icinde bulunan prodesiire uygun olarak asagidaki gibi
gerceklestirildi.

e 50-100 mg doku tartilip 2 mL’lik DNaz/RNaz’dan yoksun tiiplere konuldu. Bir mL
TriPure izolasyon reaktifi eklendi ve el homojenizatorii ile 30 saniye boyunca
homojenize edildi.

e Niikleoprotein komplekslerinin tamamen ayrigtigindan emin olmak i¢in homojenize
edilen ornekler oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi.

e Inkiibasyondan sonra tiiplerin iizerine 0.2 mL kloroform eklendi ve 15 saniye
kuvvetlice ¢alkalandi. Ornekler oda sicakhiginda 15 dakika inkiibe edildi.

e (Cozeltiyi iig faza ayirmak icin tiipler 12.000 xg’de +4°C’de 15 dakika santrifiij edildi.

e En istteki renksiz veya hafif pembe renkli faz alinip DNaz/RNaz’dan yoksun yeni
bir reaksiyon tiipiine konuldu. Bu fazda aradigimiz RNA bulunmaktadir.

e Tiiplerin tizerine 0.5 mL izopropil alkol (2-propanol) eklendi. Birka¢ kez alt {ist
edilip iyice karismas1 saglandi. Ornekler oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilip
RNA ¢okeleginin olugmasi saglandi.

e Tiipler 12.000 xg’de +4°C’de 10 dakika santrifiij edildi. Daha sonra siipernatant (iist
sulu faz) atildi. RNA pelleti tiipiin alt kisminda kaldi.
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e Tiplerin iizerine %75’lik 1 mL etanol ilave edildi. Vorteklenerek RNA’nin
yikanmasi saglandi. RNA cokelegi %75’lik etanol iginde istenirse (+2)-(+8)°C
degerleri arasinda bir hafta, (-15)-(25)°C degerleri arasinda ise en az bir yil
saklanabilir.

e Ornekler 7.500 xg’de +4°C’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatantin tamamen
atildigindan emin olundu. Fazla etanoliin u¢gmasi ig¢in tiiplerin kapaklar1 agilip
etanoliin ugmasi saglandi.

e RNA pelletleri 50 uLL DEPC ile muamele edilmis RNaz’dan yoksun su ile pipetaj
yapilarak ¢oziildii (eger fazla pellet varsa bu hacim arttirilabilir). Pelletin tamamen
¢Oziinmesi saglandi.

e (Cozelti 55°C’de 15 dakika inkiibe edildi.

e Karaciger ve pankreas dokularindan elde edilen total RNA’larin konsantrasyonlari
ve safligin bir gostergesi A260/A280 orani1 NanoDrop kullanilarak belirlendi. izole
edilen 6rnekler DEPC ile muamele edilmis RNaz’dan yoksun su ile ¢oziildigii igin
Olctimde bu ¢ozelti kor olarak kullanildi.

e Daha sonra elde edilen RNA ornekleri agoroz jel elektroforezi yardimiyla

goriintlilendi.

3.10.3. Agaroz Jel Elektroforezi

1. 50x Tris-Asetik Asit-EDTA (TAE) tamponu hazirlanmasi: 242 g Tris, 29.224 ¢
NaEDTA tarild1 ve bir erlene aktarildi. Daha sonra {izerine 800 mL saf suda ilave edildi ve
iyice ¢oziinmesi saglandi. Coziinmeden sonra karisima 57.1 mL glasiyel asetik asit ilave
edildi ve NaOH ile pH’s1 8.5’¢ ayarlandi. pH ayarlamas1 yapmak i¢in ¢ok fazla NaOH
cozeltisine ihtiyac olabiliyor. Bu nedenle kati NaOH pelletleri ile pH ayarlamasi1 yapmak
daha kolay olmaktadir. pH ayarlamasi yaptiktan sonra son hacim bir litreye tamamlandi.
50x’lik TAE tamponu 1x’e seyreltilerek hem elektroforez tamponu olarak hem de agaroz
jelin hazirlanmasinda kullanildi.

2. Etidyum Bromiir Cozeltisi: Saf su ile 10 mg/mL’lik etidyum bromiir hazirlandi.
Etidyum bromiir karsinojen ve mutajen oldugu bu asamada cift kat eldiven kullanild1 ve
kullanilan mazlemelerin temizligine dikkat edildi. Hazirlanan ¢6zelti folyoyla kaplanarak

49C’de saklandi.
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3. %0.8’lik agaroz jel hazirlanmasi: 0.4 g agaroz tartiltt ve 250 ml’lik bir erlene aktarildi.
Uzerine 50 mL 1x TAE tamponu ilave edildi. Daha sonra karigim mikrodalga firinda bir
dakika kaynatildi ve agarozun ¢6ziinmesi saglandi. Elde edilen jel musluk suyu yardimiyla
sogutuldu, 10 pL etidyum bromiir eklendi ve iyice karigtirildi. Jelin taraklar1 yakmayacak
1stya diismesini beklerken, taraklar jelin dokiilecegi kabin 1 ve 3 numarali pozisyonuna
yerlestirildi ve kabin kenarlar1 jelin akmamasi i¢in bantla kapatildi. Soguyan jel yavasca
kaba dokiildii. Bu asamada kabarcik olmamasina dikkat edildi. Yaklasik 30 dakika kadar
oda sicakliginda jelin katilagsmasi beklendi. Jel tamamen katilagtiktan sonra taraklar ve
etrafindaki bantlar ¢ikarildi, jel elektroforez tankina yerlestirildi. Jel tanka yerlestirildikten
sonra lizerini tamamen gegecek kadar 1x TAE tamponu ilave edildi. Tamponda kabarcik
olmamasina dikkat edildi.

4. Uriinlerin Jele Yiiklenmesi: 10 nL RNA 6rnegi iizerine 5 pL yiikleme boyas1 eklendi ve
iyice karigtirildi. Karisimdan 10 pL alinarak kuyucuklara yiiklendi. Elektroforez tankinin
bagl oldugu gii¢ tank1 100 volt, 300 mA ve 30 dakikaya ayarlandi. Uriinlerin jeldeki gogii
saglandi (Resim 1).

Resim 1. Elde edilen RNA orneklerinin jeldeki goriintiisii
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3.10.4. Total RNA’dan Komplementer DNA Sentezi

Karaciger ve pankreas dokularindan elde izole edilen RNA oOrneklerinde
komplementer DNA (cDNA) sentezi 04 896 866 001 iiriin kodlu Roche (isvi¢re) marka
“Transcriptor First Strand cDNA Synthesis” kiti kullanildi. Prosediir iiretici firmanin
tavsiyeleri dogrultusunda gerceklestirildi. Izole edilen RNA 6rneklerinden cDNA sentezini
gerceklestirmek icin asagida belirtilen adimlar takip edildi. Total RNA’lar DEPC ile
muamele edilmis RNaz’dan yoksun su ile seyreltilerek konsantrasyonu esitlendi. cDNA

sentezinde her bir 6rnek i¢in Tablo 4’te gosterilen reaktifler kullanildi.

Tablo 4. cDNA sentezinde bir 6rnek i¢in gerekli reaktifler ve hacimleri

Reaktifler Hacim (nL) (1X i¢in)
PCR safliginda su 1

Tampon 4

RNaz Inhibitdrii 0.5

dNTP Karigimi (10mM) 2

Random Hekzamer Primer 2

Ters Transkriptaz (20 U/uL) 0.5

cDNA sentezi i¢in reaksiyon karistmi Tablo 4’e gore hazirlandi. Bu miktarlar bir
ornek icindir. Ornek sayisia bagli olarak hacimler hesaplandi. 10 pL RNA &rnegi iizerine
10 pL bu karisimdan eklendi. Tiipler kisa bir santrifiij edilip 6rnekle karisimin homejen
karismasi saglandi. Daha sonra PCR cihazi1 25°C’de 10 dakika, 55°C°de 30 dakika (iki tur
olacak sekilde) ve 85°C’de 5 dakika olacak sekilde ayarlandi. Olusan c¢DNA firiin
konsantrasyonlar1 (ng/uL) ve saflig1 NanoDrop’ta belirlendi. Ornekler analiz giiniine kadar
-80°C’de saklandi. Gen ekspresyon analizleri yapilirken cDNA numune konsantrasyonlari

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

RT-PCR, kullanilan floresan boyalar araciliiyla ¢ogaltilan hedef DNA’nin gergek

zamanl kantitatif tespitine imkan saglayan bir metottur (116). Gen ekspresyon analizleri

SYBR Green floresan boyasi iceren (Roche, Isvicre) LightCycler® FastStart DNA Master
SYBR Green | kiti (REF: 12239264001) ile LightCycler® 480 I RT-PCR (Roche, Isvigre)

cihazinda gerceklestirildi. Kit icerisinden 5 adet 1a ve 15 adet 1b isimli tlipler ¢ikmaktadir.

Her 1a tiipii 3 adet 1b’ye yetecek kadar materyal icermektedir. Calisma Oncesinde tiipler

spinlenip, 1a’dan 1b’ye 10 pl aktarildi. 1a reaktifinden eklenen 1b tiipliniin, diger 1b’ler ile

karigmasini 6nlemek icin adi 1 olarak degistirildi. Bu agamada karigiklik olmasinin 6niine

gecildi. Caligmamizda kullandigimiz primerler Tablo 5°te verilmistir.

Tablo 5. RT-PCR’da kullanilan primer dizileri

Primer Ad1 Primer dizisi

B-Aktin (Actb) Ileri primer 5’-CCG TAAAGACCTCTATGCCAAC-3
Geri primer 5’- ACC GAT CCACAC AGAGTACTTG-3’

GRP78 (Hspab) Ileri primer 5’-AGA GCCTTG TCT TCT CAG CAT C -3’
Geri primer 5’-CAACACTTTCTGGACAGGCTTC-3’

CHOP (Ddit3) Ileri primer 5’- CAAGCATGA ACAGTG GGC ATC -3
Geri primer 5’-TGT ACC GTC TAT GTG CAA GCC -3’

RT-PCR analizini gergeklestirirken asagidaki adimlar izlendi:

e Gerekli reaksiyon ortami hedef genler (GRP78 ve CHOP) ve referans gen (B-aktin)

icin ayr1 ayr1 olmak tlizere Tablo 6’da g6terilen hacimler kullanilarak hazirlandi.
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Tablo 6. Real Time PCR analizi i¢in gerekli reaktifler ve hacimleri

Reaktif Her bir 6rnek i¢in gerekli hacim (uL)
LC FS DNA Master SYBR 2

MgCl: 1.6

F primer (10 pM) 1

R primer (10 uM) 1

PCR Safliginda H20 94

cDNA 5

Total Hacim 20

e Her bir 6rnek i¢in hazilanan karisimdan pleyte 15 pL eklendi ve iizerine 5 pL cDNA
ornegi ilave edildi. Ornekler ikili ¢alisildi.

e Pleytin iizeri RT-PCR c¢aligmalar1 igin ftretilen 1siya dayanikli folyoyla iyice
kapatildi. Iyice yapismasini saglamak ve hava almasmi 6nlemek igin bir tarak
yardimiyla iizerinden gegildi. Karisimin iyice karismasini saglamak igin pleyt
1500xg’de 2 dakika santrifiij edilip cihaza ytiklendi.

e Cihaz ayarlani Tablo 7’de gosterilen protokole gore ayarlandi ve analizler

gerceklestirildi.
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Tablo 7. RT-PCR protokolii

Program Dongii Analiz Modu
On inkiibasyon 1 Yok
Amplifikasyon 45 Miktar Tayini
Erime Egrisi 1 Erime Egrisi
Sogutma 1 Yok

Hedef Sicaklik [°C)

Elde Etme Modu

Siire [saat:dk:s)

Sicaklik Artigi [°C/s)

On inkiibasyon

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 Egrisi

95 Yok 00:00:00 4.4
65 Yok 00:00:15 4.4
95 Stirekli 00:00:00 4.4
Sogutma

40 Yok 00:00:10 4.4
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RT-PCR calismasi gerceklestirilirken elde edilen amplifikasyon egrilerinden biri
Resim 2’de verilmistir.

Fluorescence History
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Resim 2. Actb, Hspa5 ve Ddit3 genlerine ait amplifikasyon egrisi

RT-PCR c¢alismalarinda elde edilen Actb, Ddit3 ve Hspa5 genlerine ait erime egrisi

grafiklerinden biri, 6rnek olarak Resim 3, 4 ve 5’te gosterilmistir.
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Resim 3. Actb genine ait erime egrisi
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-(d/dT) Fluorescence (465-510)
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Resim 4. Ddit3 genine ait erime egrisi
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Resim 5. Hspab genine ait erime egrisi

38

96




3.10.5.1. Gen Ekspresyonu Calismalarinin Analizi

Gergek zamanh kantitatif PCR caligmalarinda verileri analiz etmek i¢in en yaygin
kullanilan yontemlerden bazilar1 mutlak kantifikasyon ve goreceli kantifikasyon
yontemleridir. Gen ekspresyon calismalarinda hesap yaparken 222P yontemi, en sik
kullanilan yontemlerden biridir (117). Analiz yapilirken her bir 6rnegin eksponansiyal faza
gectigi devir (Cp, crossing point) tespit edilerek 222°P formiilde yerine koyuldu. Kontrol
grubuna gore diger gruplardaki genlerin seviyelerinde kag kat degisim oldugu kat degisim

formiilii yardimi ile hesaplandi (kat degisim=2 “2ACP = 2-(ACp hedef-ACp kontrol)y

3.11. Histopatolojik Analizler
3.11.1. Karaciger, Pankreas ve Yag Dokularinin Histopatolojik Degerlendirilmesi

Calisma sonrasinda gruplardan alinan karaciger, pankreas ve yag dokusu
orneklerinde 151k mikroskopisinde inceleme yapmak i¢in ornekler %10’luk formaldehit
cozeltisi icine alindi ve 48 saat fikse edildi. Ornekler parafin bloklara gémiildii ve 151k
mikroskopik yontemler i¢in tam otomatik mikrotom (Leica RM 2255, Tokyo, Japan) ile 4-5
pum kalinhiginda kesitler lam iizerine alindi. Elde edilen kesitler, dokularin genel histolojik
yapisint degerlendirmek suretiyle Hematoksilen&Eozin (H&E) boyast ile boyandi.
Preparatlar incelenirken Olympus BX51 (Olympus, Tokyo, Japan) mikroskobu kullanildu.
Elde edilen bulgular 1s1k mikroskobuna baglantili kamera atagmani (Olympus
DP71;0lympus, Tokyo, Japan) ile fotograflandi. Pankreas degerlendirilirken, H&E boyama
ile pankreasin genel histolojik yapist ve adacik morfolojisi degerlendirildi. Bu amagcla
pankreasta vaskiiler konjesyon, hemoraji, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, 6dem agisindan
incelemeler yapildi. Isik mikroskobu altinda her bir kesitte farkli bolgelerden ¢ekilen en az
10 imaj lizerinde yapilan analizin ortalamasi alinarak gruplar arasi fark arastirildi (118).
Karacigere ait dokulariin histopatolojik degerlendirmesinde; karaciger kesitleri hepatosit
dejenerasyonu, vaskiiler konjesyon, sinilizoidal dilatasyon, genislemis siniizoidlerde
konjesyon agisindan yari kantitatif olarak degerlendirildi (119). Degerlendirmede O=yok,
1=hafif, 2=orta, 3=siddetli olarak yar1 kantitatif degerlendirme yapildi. Yag dokularinin
degerlendirmesinde, yag hiicrelerinin boyutlar1 ve yag hiicreleri arasi histopatolojik olarak
degerlendirildi. Yag dokusu i¢in her deney grubuna ait 10 goriintii 10X objektif kullanilarak
fotograflandi (120).
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3.11.2. immiinohistokimyasal Islemler

Karaciger ve pankreas dokularinda apoptozu degerlendirmek amaciyla Terminal
deoksintikleotidil transferaz dUTP nick ug etiketleme (TUNEL) teknigi kullanildi. TUNEL
boyama i¢in in situ hiicre 6limii belirleme kiti, POD (Roche, Mannheim, Germany)
kullanild1 ve prosediir liretici firmanin Onerileri dogrultusunda gergeklestirildi. Nekroz
alanlart bulunmayan, homojen boyanmis kahverengi niikleuslu TUNEL(+) hiicreler
apoptotik  hiicre olarak tanimlandi. Apoptotik hiicrelerin = gosterilmesinde 3,3’-
Diaminobenzidin (DAB) Gelistirilmis S1vi Substrat Sistemi Tetrahidrokloriir, karsit boyama
icin de Mayer’s hematoksileni kullanildi. Karacigerde hepatositlerinde, pankreasta
Langerhans adacik hiicrelerinde apoptoz degerlendirildi. Degerlendirmede 400X biiyiitmede
5 farkli alanda Analysis 5 Research program (Olympus Soft Imaging Solutions, Miinster,
Germany) ile 100 hiicre sayilarak apoptotik ve normal hiicreler kaydedildi ve yiizde
apoptotik indeks (AI) hesaplandi (%AI=(TUNEL (+) hiicre sayisi/toplam hiicre sayisi) x
100) (121).

3.12. istatistiksel Analizler

Verilerin istatistiksel analizi igin SPSS (IBM SPSS Statistics 23) programi kullanildi.
Gruplar arasindaki istatistiksel fark Kruskal Wallis varyans analizi ile belirlendi. Gruplar
arasindaki ikili karsilastirmalar ise Mann—Whitney U testi ile yapildi. Sonuglar medyan ve
%25-75’1lik ¢eyreklikler seklinde ifade edildi. Agirlik ve OGTT ye ait grafikler ¢izilirken,
histopatolojik skorlamalar ve RT-PCR verileri ifade edilirken ortalamatstandart hata

(ortalama+SE) degerleri kullanildi. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda elde edilen bulgularin tiimii “Life Sciences” dergisinde
“7,8-Dihydroxyflavone alleviates Endoplasmic Reticulum Stress in cafeteria diet-induced

metabolic syndrome” basligi ile arastirma makalesi olarak yaymlanmistir (122) (Bkz. Ek 2).

4.1. 7,8-Dihidroksiflavonun Viicut Agirhg, Epididimal Yag Dokusu ve %Adiposite
Indeksi Uzerine Etkisi

Deneyin ilk dort haftasindan itibaren KD grubu, kontrol grubuna kiyasla viicut
agirliklarini anlamli derecede arttirdi (p<0.01) (Sekil 7). Deney sonunda 7,8-DHF grubunun
agirliklart KD ve DMSO grubuna gore anlamli derecede azaldi (p<0.05) (Tablo 8). EYD ve
% Adiposite indeksi degerleri KD grubunda, kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede artt1
(p<0.01). 7,8-DHF grubunun EYD ve % Adiposite Indeksi degerleri ise KD ve DMSO
grubuna gore anlamli derecede azaldi (p<0.05) (Tablo 8).
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Sekil 7. 16 haftalik diyet siiresince gruplardaki agirlik degisimi (ortalama+SE). *: Kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0.05)."Kesikli cizgi: 7,8-DHF
uygulamasina baglanilan giin
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Tablo 8. Gruplarm viicut agirliklar1 ile EYD ve % Adiposite indeksi degerleri
K KD 7,8-DHF DMSO
Baslangi¢ (18.90) (18.70) (18.30) (19.75)
Agirhgi(g)  18.13-1955  18.25-19.50  17.53-19.20 18.30-20.15

Deney Sonu (25.45) (31.15)? (28.15)2P (29.15)2b¢
Agirlik (g) 24.75-27.42  29.80-32.63 26.83-28.78 28.63-29.78

EYD (g) (0.40) (1.20)2 (0.75)P (0.95)b¢

0.30-0.42 1.05-1.52 0.67-0.90 0.77-1.12
%Adiposite (1.51) (3.76) (2.62)2P (3.29)3¢
Indeksi 1.20-1.69 3.42-4.18 2.02-3.11 2.57-3.77

Degerler (medyan) %25-75’1ik ¢eyreklikler seklinde verildi.
:Kontrol; ®: KD; ©:7,8-DHF grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0.05).

Dort aylik besleme periyodu sonrasinda 12 saat a¢ birakilan fareler dekapitasyon ile
sakrifiye edildi ve EYD ornekleri ¢ikarildi. Kafeterya ve kemirgen diyetiyle beslenen

farelerin EYD’leri arasindaki karsilastirma Resim 6°da Gsterilmistir.
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Resim 6. Besleme periyodu sonrasinda kafeterya ve kemirgen diyetiyle beslenen farelerin
EYD’leri. A: Kemirgen diyetiyle diyetle beslenen bir fare; B: Kafeterya diyetiyle
beslenen fare

Epididimal yag dokusu histopatolojik analizinde ise KD grubunda adipositler kontrol
grubuna gore daha biiylik ve yuvarlak sekilli olarak izlendi. Adipositler arasinda kilcal
damarlar ve vazokonjesyon izlendi. 7,8-DHF grubunda ise yag hiicreleri kontrol grubuna
benzer morfoloji gosterdi ve yag hiicreleri arasinda yer yer vazokonjesyon gosteren kilcal

damarlar izlendi (Resim 7).

Resim 7. Yag dokusuna ait fotomikrograf (H&E 200X). Yag hiicresi (Ok), Vaskiiler
konjesyon (Ok basi). A: K; B: KD; C: 7,8-DHF; D:DMSO
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4.2.7,8-Dihidroksiflavonun Serum Biyokimya Parametreleri, Insiilin, Interlokin-1p

ve Doku Trigliserid Seviyeleri Uzerine Etkisi

Serum trigliserid, kolesterol ve glukoz genel metabolik durumu; amilaz pankreas
fonksiyonunu; ALT ve AST ise karaciger fonksiyonunu degerlendirmek icin incelendi
(Tablo 9). Trigliserid, kolesterol, amilaz, ALT ve glukoz degerleri KD grubunda, kontrol
grubuna kiyasla anlamli yiiksek bulundu (p<0.05). Trigliserid, kolesterol, amilaz, ALT, AST
ve glukoz degerleri ise KD grubuna kiyasla 7,8-DHF grubunda anlamli diisiik bulundu
(p<0.05). Insiilin direncini belirlemek i¢in insiilin ve inflamatuvar durumu degerlendirmek
icin IL-1P seviyeleri incelendi. HOMA-IR ve IL-1B degerleri tiim gruplarda, kontrol
grubuna kiyasla anlamli yiiksek bulunurken (p<0.05), 7,8-DHF grubunda, KD grubuna gore
anlamli diisiik bulunmustur (p< 0.05). Karaciger dokusunda lipid birikimini gdstermek i¢in
yaptigimiz doku trigliserid Ol¢limiinde KD grubunda, kontrol grubuna kiyasla lipid
iceriginin dnemli 6l¢iide arttigini ortaya koyduk (p<<0.001). 7,8-DHF ise KD grubuna kiyasla
karaciger lipid igerigini anlamli derecede azaltmistir (p<0.01) (Tablo 9).
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Tablo 9. Serum biyokimya parametreleri, instilin, HOMA-IR, IL-1p ve doku trigliserid

seviyeleri
K KD 7,8-DHF DMSO

Trigliserid (59.50) (72.0)2 (68.0)° (81)%°
(mg/dL) 50.50-65.00 69.50-78.50 55.50-71.50 69.50-93.50
Kolesterol (78.0) (167.50)! (155.50)*° (171.0)2¢
(mg/dL) 69.50-79.00 159.0-176.50 149.50-168.0 163.50-192.0
Amilaz (2021) (2707)! (2395)20 (2720)2¢
(mg/dL) 1650-2163 2657-2726 2320-2527 2600-2921
ALT(UIL) (179) (201) (176)° (202)2¢

157-188 184-260 169-183 190-208
AST (U/L) (30.0) (28.0) (26.0)2° (28.0)

26.0-31.0 27.0-33.0 24.0-28.0 26.0-30.0
Glukoz (150) (228) (202)2° (217)2¢
(mg/dL) 144-175 216-231 192-219 210-220
insiilin (21.83) (39.69) (33.18) (33.83)°
(ng/mL) 16.80-25.77 26.23-50.17 22.99-36.12 31.81-47.48
HOMA-IR (180) (527)? (309)2° (413)?

142-223 322-638. 242-447 372-813
IL-1p (638) (971) (867)20 (944)?
(pg/mL) 620-642 939-1038 831-913 806-1043
Trigliserid (309) (497)? (363)° (565)2°
(mglg) 240-346 425-542 308-408 511-646

Degerler (medyan) %25-751ik ¢eyreklikler seklinde verildi.

a:Kontrol; °: KD; ¢.7,8-DHF grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0.05).
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4.3. 7,8-Dihidroksiflavonun Oral Glukoz Toleransi Uzerine Etkisi

Beslenme periyodu tamamlanan hayvanlara OGTT islemi uygulandi. Gruplara gore
belirlenen dakikalardaki kan glukozlarindaki degisim Sekil 8 ve Tablo 10’da ve egrinin
altinda kalan alan (AUC) ise Sekil 9’da verilmistir. Biitiin dl¢ctimlerde kontrol grubuna
kiyasla KD grubunda glukoz degerleri anlamli yiiksek bulunmustur (p<0.01). Glukoz
degerleri baslangigc ve 30. dakika olgiimlerinde kontrol grubuna gore 7,8-DHF grubunda
anlaml yiiksek bulunurken, 60., 90., ve 120. dakikalarda bu fark ortadan kalkmis fareler
normal glukoz toleransi gostermistir. Ayrica 7,8-DHF grubunda kan glukoz degerleri biitiin
Olctimlerde KD grubuna gore anlamli diisiik bulunmustur (p<0.05). Oral glukoz toleransinin

bozuldugu farelerde 7,8-DHEF etkili bir diizeltme gdstermistir.
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Sekil 8. Gruplara gore belirlenen dakikalarda kan glukozlarindaki degisim (ortalama+SE).
a:Kontrol; ®: KD; ©:7,8-DHF grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0.05).

46



2500

2000

1500

1000

500 I
0

K KD 7,8-DHF  DMSO

AUC Oral Glukoz Tolerans Testi

Sekil 9. Gruplara gore belirlenen dakikalarda kan glukozlarindaki degisim i¢in egrinin
altinda kalan alan
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Tablo 10. Gruplara gore belirtilen dakikalardaki kan glukoz degerleri

K KD 7,8-DHF DMSO
0.dk (148) (183)? (153)2P (171)?
144-158 176-192 154-174 166-182
30.dk (165) (253)? (193)° (215)°¢
156-214 214-340 181-203 201-238
60.dk (170) (221)? (175)° (189)
161-179 194-241 168-189 173-197
90.dk (154) (202)? (163)° (184)P¢
155-171 183-237 148-176 174-193
120.dk (152) (190)? (151)° (178)°¢
148-164 185-198 148-156 164-182

Degerler (medyan) %25-75’1ik ¢eyreklikler seklinde verildi.

a:Kontrol; *: KD; ¢:7,8-DHF grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0.05).

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

Calisma gruplarina ait GRP78 ve CHOP konsantrasyonlar1 ve kargilagtirilmasi Tablo
11, dokulara ait GRP78 konsantrasyonlar1 Sekil 10 ve CHOP konsantrasyonlar1 Sekil 11°de
verilmistir. Karaciger dokusunda, KD grubunda ER stres biyobelirtecleri olan GRP78 ve
CHOP protein seviyeleri kontrol grubuna gore anlamli derecede artarken (p<0.01), pankreas
dokusundaki artis istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05). Karaciger dokusunda GRP78
ve CHOP protein seviyeleri 7,8-DHF grubunda, KD grubuna kiyasla anlamli diisiik

bulunurken (p< 0.05), pankreas dokusunda bir fark bulunamamustir.
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Tablo 11. Karaciger ve pankreas dokularina ait GRP78 ve CHOP konsantrasyonlari

K KD 7.8-DHF DMSO
KC-GRP78 (747) (950)2 (776 )° (993)2¢
547-816 758-1033 681-829 828-1055
KC-CHOP (2.87) (4.59)? (4.15)2P (5.02)2¢
2.31-3.68 4.20-5.27 3.49-4.39 4.58-5.63
Pank-GRP78 (590) (792) (507) (858)
233-922 430-997 142-861 642-1110
Pank-CHOP (0.49) (0.41) (0.49) (1.06)
0.39-0.63 0.31-0.82 0.27-0.85 0.34-1.60

Degerler (medyan) %25-75’1ik ¢eyreklikler seklinde verildi.
a:Kontrol; *: KD; ¢:7,8-DHF grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0.05).
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Sekil 10. Karaciger (A) ve pankreas (B) dokularma ait GRP78 seviyeleri. %:Kontrol; *: KD;
¢.7,8-DHF grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0.05).

50



o

Karaciger CHOP (ng/mg protein)

K KD 7,8-DHF DMSO

B 3,5

2,5

1,5
1
KD

7,8-DHF DMSO

Pankreas CHOP (ng/mg protein)

Sekil 11. Karaciger (A) ve pankreas (B) dokularina ait CHOP seviyeleri. :Kontrol; *: KD;
¢.7,8-DHF grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (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 sonuglar Tablo 12, karaciger ve pankreas
dokularinda GRP78 ve CHOP gen ekspresyonuna ait sonuglar sirasiyla Sekil 12 ve 13’te
verilmigtir. Karaciger dokusunda GRP78 ve CHOP gen ekspresyonlar1 KD grubunda,
kontrol grubuna goére anlamli yiiksek bulunurken; pankreas dokusunda sadece GRP78
seviyeleri anlamli yiiksek bulunmustur (p<0.05). 7,8-DHF ile muamele edilen gruplarda
karaciger dokusunda KD grubuna gore GRP78 ve CHOP seviyeleri, pankreas dokusunda
ise GRP78 seviyeleri anlamli 6lgiide azalmistir (p<0.05).

Tablo 12. Karaciger ve pankreas dokularina ait GRP78 ve CHOP ekspresyon sonuglari

K KD 7.8-DHF DMSO
KC-GRP78 1.0 2.49+0.272 1.51+0.162P 1.86+0.26°
KC-CHOP 1.0 2.78+0.492 1.24+0.22° 3.53+0.69%¢
Pank-GRP78 1.0 2.73+0.772 1.04+0.51° 3.85+1.16°
Pank-CHOP 1.0 0.92+0.30 1.2740.53 3.83+1.07°

Degerler ortalama+SE seklinde verildi.
&:Kontrol; *:KD; ©:7,8-DHF grubuna gére istatistiksel olarak anlamli (p<0.05).
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Sekil 12. Karaciger dokusunda GRP78 ve CHOP gen ekspresyonuna ait sonuglar. Degerler
ortalama+SE seklinde verildi. *Kontrol; "KD; ¢7,8-DHF grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli (p<0.05).
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Sekil 13. Pankreas dokusunda GRP78 ve CHOP gen ekspresyonuna ait sonuglar. Degerler
ortalama+SE seklinde verildi. *Kontrol; "KD; ¢7,8-DHF grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli (p<0.05).
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4.6. 7,8-DHF’nin Histolojik Parametreler Uzerine Etkisi

Karaciger dokularinin 151k mikroskopik degerlendirmesinde ise veriler Resim 8 ve
skorlamalar Tablo 13’te verilmistir. Kontrol grubunda normal karaciger dokusu morfolojisi
izlendi. Hepatositler ve siniizoidal aralik normal goriiniimde izlendi (Resim 8A). KD
grubunda vena centralis etrafinda yaygin olarak hepatositlerde dejenerasyon ve siniizoidal
aralikta genisleme izlendi (Resim 8B). 7,8-DHF grubunda vena centralis etrafinda normal
yapida hepatositler mevcuttur. Vena centralisten uzak alanlarda hepatositlerde dejenerasyon
ve siniizoidal araliklar normal morfolojide izlendi (Resim 8C) . DMSO grubunda ise vena
centralis etrafinda yaygin olarak hepatositlerde dejenerasyon ve sinlizoidal aralikta

genigleme izlendi (Resim 8D).

Resim 8. Karaciger dokusuna ait fotomikrograf. Hepatosit (Ok bast), siniizoidal dilatasyon
(Ok) (H&E X 200). A:K; B: KD; C:7.8-DHF, D:DMSO
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Tablo 13. Karaciger dokusuna ait morfolojik degisim skorlari

Karaciger K KD 7,8-DHF DMSO
Vaskiiler Konjesyon 0.30+0.15 2.60+0.162 1.40+0.163P 2.30+0.212¢
Hemoraji 1.00+0.14 1.30+0.15 1.50+0.16 1.50+0.162
inflamatuvar Hiicre infiltrasyonu 1.50+0.22 2.10£0.172 1.60+0.16 1.80+0.13
Odem 0.80+0.13 1.40+0.162 1.10+0.10 1.20+0.13

Degerler ortalama+SE seklinde verildi.
a:Kontrol; ®:KD; ¢:7,8-DHF grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0.05).

Gruplara ait pankreas dokularinin 151k mikroskopik degerlendirmesinden elde edilen
veriler Resim 9 ve skorlamalar Tablo 14°te verilmistir. Kontrol grubunda normal pankreas
serdz asinus ve adacik yapist izlendi (Resim 9A). KD grubunda pankreas langerhans adacik
hiicreleri normal yapida izlendi. Pankreas serdz asinus hiicrelerinde yaygin dejenerasyon.
interlobiiler alanda inflamatuar hiicre infiltrasyonu, intraduktal 6dem ve intralobiiler
damarlarda vaskiiler konjesyon izlendi (Resim 9B). 7.8-DHF grubunda pankreas langerhans
adacik hiicreleri ve pankreas serdz asinus hiicreleri normal yapida izlendi. Intralobiiler
damarlarda hafif diizeyde intravaskiiler konjesyon ve yer yer hafif derecede intraduktal 6dem
izlendi (Resim 9C). DMSO grubunda pankreas langerhans adacik hiicreleri normal yapida
izlendi. Pankreas serdz asinus hiicrelerinde orta derecede dejenerasyon, intraduktal 6dem

ve intralobiiler damarlarda vaskiiler konjesyon izlendi (Resim 9D).
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Resim 9. Pankreas dokusuna ait fotomikrograf. Ser6z asinus (Ok bas1), Langerhans adacigi
(Ok), inflamatuar hiicre infiltrasyonu (yildiz), intraduktal 6dem (gentikli ok),
vaskiiler konjesyon (VC) (H&E X 200). A: K; B: KD; C:7.8-DHF; D:DMSO
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Tablo 14. Pankreas dokusuna ait morfolojik degisim skorlari

K KD 7,8-DHF DMSO
Vaskiiler Konjesyon 0.30+0.15 1.90+0.232 1.20+0.162P 1.50+0.162
Hemoraji 0.10+0.10 0.30+0.15 0.30+0.15 0.50+0.16
inflamatuvar Hiicre infiltrasyonu 0.20+0.13 2.00+0.142 0.60+0.16° 1.00+0.212P
Odem 0.10£0.10 2.30+0.152 0.50+0.16° 0.80+0.132P

Degerler ortalama+SE seklinde verildi.

a:Kontrol; °:KD grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0.05).

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

Karaciger hepatositlerinin apoptoz degerlendirmesi Resim 10 ve Tablo 15°te,
pankreas langerhans adacik hiicrelerinin apoptoz degerlendirmesi ise Resim 11 ve Tablo
15°te verilmistir. Karaciger ve pankreas dokularina ait %Al degerlerinde, tiim gruplarda
kontrol grubuna kiyasla anlamli bir artis bulunmustur (p<0.001). 7,8-DHF grubunda ise hem
KD hem de DMSO grubuna gore anlamli bir azalma bulunmustur (p<0.01). 7,8-DHF’nin

apoptotik hiicre sayisint anlamli 6l¢iide azalttig1 sdylenebilir.
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Resim 10. Karaciger dokusuna ait apoptoz goriintiileri. TUNEL (-) hiicre (Ok bas1). TUNEL
(+) hiicre (Ok) (TUNEL X 400). A: K; B: KD; C:7.8-DHF; D:DMSO

Resim 11. Pankreas dokusuna ait apoptoz goriintiileri. TUNEL (-) hiicre (Ok bas1). TUNEL
(+) hiicre (Ok) (TUNEL X 400). A: K; B: KD; C:7.8-DHF; D:DMSO
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Tablo 15. Pankreas ve karaciger dokusuna ait %Al degerleri

%Al K KD 7.8-DHF DMSO

Pankreas (9.0) (37.0) (17.0)2 (29.0)2b<
7.75-11.25 31.25-40.25 12.5-18.25 25.25-31.25

Karaciger (9.0) (81.0)° (51.50)2° (64.50)*Pe
8.75-11.25 73.50-83.50 49-57.50 60.50-69.0

Degerler (medyan) %25-75’1ik ¢eyreklikler seklinde verildi.
a:Kontrol; *: KD; ¢:7,8-DHF grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0.05).
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4. TARTISMA ve SONUC

Obezite, T2D, KVH ve AYKH gibi metabolik bozukluklar insan sagligina yonelik
en ciddi tehditler arasinda hizli bir sekilde yerini almaktadir. Bu hastaliklarin her birinin
farkli fizyolojik ve klinik semptomlar1 vardir. Ancak modern ve sedanter toplumlarda
siklikla rastlanan asir1 ve sagliksiz beslenme davraniglari (kafeterya diyeti tiiketimi gibi)
sebebiyle meydana gelen bu metabolik bozukluklarda, hiicre i¢i stres ve inflamasyon gibi
belirli patolojik 6zelliklerin ortak oldugu goriilmektedir. Modern yasam tarzi, hiicrelerde ve
organlarda asir1 miktarda karbohidrat ve yag birikimine sebep olarak, olusan metabolik
hasarla basa ¢ikmak i¢in oksidatif stres ve ER stresi gibi ¢esitli hiicre i¢i stres sinyallerini
indiikleyen glukotoksisiteye ve lipotoksisiteye yol agmaktadir (66). Metabolik bozukluklarin
hem in vitro hem de in vivo modellerinde, ER stresini baskilayan dogal ve sentetik birkag
molekiil belirlenmistir. Kuersetin, elatosid ve berberin gibi birkag bilesik ER stresini ¢esitli
mekanizmalarla azaltma egilimi gostermislerdir (90, 91, 93). Ayrica, norotrofik bir faktor
olan BDNF’nin de ER stresine kars1 koruyucu bir etkisinin oldugu bildirilmistir. BDNF’nin
noronal ve endometriyal epitel hiicrelerinde ER stresi sirasinda CHOP/GADD153 yolunu
velveya kaspaz-12 aktivasyonunu inhibe ederek apoptozu azalttigi, bu sayede ER stresini
baskiladig1 gosterilmistir (123-125). Bu bilgilerden yola ¢ikarak yapilan bu tez ¢alismasinda,
bir BDNF mimetigi ve TrkB agonisti olan, antioksidan, antiinflamatuvar ve antiaptotik
etkilere sahip oldugu bilinen 7,8-DHF’nin kafeterya diyetiyle indiiklenmis fare metabolik
sendrom modelinde, karaciger ve pankreas dokularindaki ER stresine etkisini incelemeyi

amagcladik.

Metabolik hastaliklar1 incelemek i¢in ¢esitli deney modelleri gelistirilmistir.
Ob/ob fareleri, db/db fareleri, Agouti sar1 fareleri, melanokortin dort reseptorii nakavt fareler
ve Zucker fa/fa obez siganlart gibi genetik obezite modelleri, enerji homeostazini kontrol
eden mekanizmalarin altinda yatan genetik anormalliklerin anlagilmasina 6nemli 6lgiide
katkida bulunmustur. Ancak, insanlarda goriilen metabolik bozukluklarin altinda yatan
mekanizmalarin ¢ogunda sagliksiz beslenme davranislar1 yer aldigindan, DIO modelleri
insanlarda gozlenen metabolik hastaliklar hakkinda daha fazla bilgi vermektedir (126).
Geleneksel olarak bu modellerde, disiik yagli diyet veya kontrol diyetiyle
karsilastirildiginda, yiiksek karbohidrat ve yag iceren diyetler kullanilmaktadir. Ozellikle
bat1 toplumlarinda yaygin olan ve mevcut obezite salginiyla iliskilendirilen oldukg¢a lezzetli,

enerjisi yogun gidalarin gesitliligini daha dogru bir sekilde yansitan kafeterya diyeti baska
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bir deneysel kemirgen diyet modeli olarak kullanilmaktadir (127). Bu tiir bir diyet yliksek
lezzetlilige ve daha da Onemlisi yiyecek seceneklerinin ¢esitliligine dayali olarak
kemirgenlerde daha yiiksek motivasyonel uyaranlar saglamaktadir. Bu sebeple yliksek yagh
bir diyetle karsilastirildiginda KD, daha yiiksek kalori tiiketimi, glukoz intoleransi ve
inflamasyon ile obezitenin davranigsal ve metabolik fenotipini daha iyi yansitmaktadir
(128). Yukarida bahsedilen sebeplerden dolay1 kafeterya diyeti, insanlarda gelisen MetS’in
patofizyolojisini anlamak i¢in kullanilabilecek kuvvetli bir diyet modeli olarak ifade
edilmistir (129). Metabolik hastaliklarin arastirilacagi deney hayvami calismalarinda
C57BL/6 1tk fareler siklikla kullanilmaktadir. Insanlardaki gibi MetS’i tanimlayacak kesin
tan1 kriterleri olmamakla beraber, bu farelerde MetS olusumu obezite, hiperglisemi ve
dislipidemi olugmasina bakilarak degerlendirilmektedir (21). Buyukdere ve ark. (45)
tarafindan yapilan bir calismada, KD’ nin yiiksek yagli diyete kiyasla, sicanlarda obeziteyi,
hiperfajiyi ve enerji alimini1 daha iyi tetikledigi ve KD ile beslenen hayvanlarin daha fazla
kilo aldig1 gosterilmistir. Bagka bir ¢aligmada da KD’nin, geleneksel domuz yag1 bazl
yiiksek yagl diyete kiyasla glukoz intoleranst ve inflamasyon gibi obezite belirtecleri ile
daha saglam bir insan MetS modeli sundugu, bu modelin giiniimiiz batt medeniyetinde
yaygin olan obezite ve obezite ile iliskili hastalik durumlarinin biyokimyasal, genomik ve
fizyolojik mekanizmalarini incelemek i¢in benzersiz bir platform sagladigi ileri stiriilmiistiir
(5). Yapilan bu tez galismasinda hazirlamis oldugumuz KD’nin, farelerin total viicut
agirliklarini, EYD agirligini, % adiposite indeksini, serum trigliserid, kolesterol, glukoz ve
HOMA-IR degerlerini kontrol grubuna gore anlaml 6l¢iide arttirdigi ve bozulmus OGTT ye
neden oldugu goriildi (p<0.05) (Sekil 8 ve Tablo 8, 9, 10). Epididimal yag dokusunun
histolojik degerlendirilmesinde de, KD grubundaki farelerin artan agirlikla paralel olarak
epididimal yag birikiminde de bir artis oldugu ve bunun da adiposit hipertrofisine yol actig1
ortaya konuldu (Resim 6). Bu veriler farelerde metabolik sendrom gelistiginin gdstergesi
olarak kabul edildi. Kafeterya diyeti neticesinde MetS gelistigi ortaya konulduktan sonra,
enerji metabolizmasinda 6nemli rolleri olan karaciger ve pankreas dokularinda ER stresinin
gelip gelismedigi incelendi. Bu dokularda ER stresini incelemek igin, bir ER stres sensorii
olan GRP78'in ve bir apoptoz belirteci olan CHOP'un mRNA ekspresyon ve protein
seviyeleri arastirildi. Ayni zamanda bu dokular H&E boyamasi ve TUNEL kiti kullanilarak
histopatolojik agidan degerlendirildi. Karaciger dokusunda ER stresini belirlemek igin
yaptigimiz dl¢timlerde KD grubunda kontrol grubuna kiyasla, GRP78’in ve CHOP’un hem
protein hem de gen seviyesinde anlamli yiiksek oldugu goriildii (p<0.05) (Sekil 10, 12 ve

61



Tablo 11, 12). Ayrica histopatolojik degerlendirmeler neticesinde, kontrol grubuna gore
KD’de anlamli 6l¢iide artan vaskiiler konjesyon, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve 6dem
gibi morfolojik degisim skorlar1 ve %Al degerleri elde edildi (p<0.05) (Resim 8, 10 ve
Tablo 13, 15). Pankreas dokusunda yapilan 6l¢iimlerde ise KD grubunda kontrol grubuna
kiyasla, GRP78 mRNA ekspresyon seviyelerinin anlamli seviyede arttig1 bulundu (p<0.05)
( Sekil 13, Tablo 12). CHOP gen ve protein diizeylerinde anlamli bir degisiklik bulunamasa
da, TUNEL kit boyamas1 sonucunda KD grubunda kontrol grubuna gore elde edilen yiiksek
%Al degerleri (p<0.05) (Resim 11, Tablo 15) bu dokuda aktive olan ER stresi sonrasinda
apoptoz gelistiginin gostergesi olarak kabul edildi. Ayni zamanda pankreas dokusunda da
karaciger dokusundakine benzer morfolojik degisim skorlar1 da elde edilmistir (p<0.05)
(Resim 9, Tablo 14). Tiim bu veriler karaciger ve pankreas dokularinda kafeterya diyetiyle
indiiklenen MetS’de ER stresinin gelistigini desteklemektedir.

BDNF/TrkB sinyalinin manipiile edilmesi, obezite gelisimiyle miicadelede veya
onlenmesinde potansiyel bir stratejiyi temsil etmektedir. 7,8-DHF ise TrkB aktivasyonuna
neden olabilen daha kii¢iik ve yarilanma 6mrii daha yiiksek tipik bir BDNF mimetigi olarak
kesfedilmistir (7). Wood ve ark. (12) yaptiklar1 ¢alismada 7,8-DHF uygulamasinin, kas
mitokondriyal solunumu ve sistemik enerji tiiketimini artirarak viicut agirligi artisini
hafiflettigini ve obezitenin neden oldugu metabolik anormallikleri kismen tersine ¢evirdigini
ortaya koymuslardir. Bu sonuglarla uyumlu olarak ¢alismamizda kafeterya diyeti tiiketen
farelere dort hafta boyunca 7,8-DHF uygulanmasi, dislipidemi, hiperglisemi ve obezite gibi
MetS parametrelerinde ve ER stres belirteglerinde anlamli bir azalmaya yol agmistir
(p<0.05) (Sekil 10, 11, 12, 13) (Tablo 8, 9, 11 ve 12). MetS parametrelerindeki bu azalmada
7,8-DHF’nin, yukaridaki ¢alismada bahsedildigi gibi sistemik enerji tiikketimini arttirmasinin

yani sira, ER stresini azaltmasindaki etkisinden dolay1 da olabilecegi degerlendirilmistir.

ER stresi ve obezite bir kisir dongii olusturmaktadir. ER stresi obeziteye katkida
bulunurken, obezite de ER stresini siddetlendirmektedir. Baslangicta UPR, ER stresine
adaptif bir yanit olsa da UPR'nin hiperaktivasyonu obezitede olumsuz bir siire¢ haline
gelmektedir. Bu nedenle, ER stresini azaltabilen yeni terapdtiklerin ve yeme-igme
aligkanliklarindaki degisikliklerin, hem ER stresi hem de obezite ile miicadelede etkili
olabilecegi ileri stirtilmiistiir (2). Bu baglamda 7,8-DHF adipoziteyi azaltma ve metabolik
bozukluklari iyilestirme yoluyla ER stresi ve obezite arasindaki bu kisir dongiiyii kirmada

etkili bir terapdtik bilesik olabilir. Yapilan in vivo ¢alismalarda uzun siireli 7,8-DHF
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tedavisinin farelerde herhangi bir toksisiteye neden olmadigi gosterilmistir. 5 mg/kg/giin
olacak sekilde 3 hafta boyunca 7,8-DHF ile tedavi edilen C57BL/6 1rki farelerde patolojik
degisiklikler karsilastirilmistir. {lagla tedavi edilen gruba ait bobrek, karaciger, akciger, kas,
dalak, korteks, hipokampus, kalp, bagirsak ve testislerde hi¢bir olumsuz patolojik degisiklik
tespit edilmemistir (130). Ek olarak, tam kan sayimi1 analizi, ilagla tedavi edilen fareler ile
salinle tedavi edilen kontrol fareleri arasinda anlamli bir fark olmadigin1 gostermistir (11).
Baska bir uzun siireli besleme deneyinde, 20 hafta boyunca yaklasik 2.4 pg 7,8-DHF/giin
alan disi farelerde normal tam kan sayimi degerleri gésterilmistir (11). Bu veriler, kronik
tedavi sirasinda 7,8-DHF'nin fareler i¢in toksik olmadigini destekler niteliktedir. Yapilan
caligmalarda daha farkli konsantrasyonlarda (10-50 mg/kg) 7,8-DHF uygulamas1 yapilmis
olmasina ragmen, bu caligmalar genellikle tek doz veya kisa siireli uygulama yapilan
calismalardir (131, 132). Literatiiriin geneliyle uyumlu olacak sekilde, g¢alismamizda dort
hafta boyunca 5 mg/kg/giin 7,8-DHF intraperitoneal uygulamasini tercih ettik.

Metabolik olarak sagliksiz obez ve/veya prediyabet veya erken evre T2D'si olan
bireylerin ayirt edici 6zelliklerinden biri kronik aclik hiperinsiilinemisidir. Hiperinsiilinemi
ve neden oldugu ER stresi, AYKH gelisimine hepatosit lipid homeostazi iizerindeki etkiler
yoluyla dogrudan ve adiposit genislemesi yoluyla dolayl olarak katkida bulunabilmektedir.
Hepatik steatozda ve ardindan T2D'de hiperinsiilineminin nedensel rolii giderek daha fazla
kabul edilmektedir (133). Hiperinsiilinemi ve buna bagli olarak gelisen insiilin direnci birgok
organda fonksiyon bozukluguna neden olmakta ve ER stresi de tiim bu diizensizliklerin
gelisiminde yer almaktadir. Diyetle alinan asir1 serbest yag asitleri ve glukoz beyinde,
Langerhans adaciklarinin beta hiicrelerinde, miyositlerde, hepatositlerde ve adipositlerde
glukolipotoksisite olusturarak ER stresine neden olmaktadir (66). Elde edilen verilerde hem
serum trigliserid, kolesterol ve glukoz degerlerinin hem de karacigerde lipid birikimin
anlamli artmis olmasi, KD diyeti neticesinde meydana gelen bir glukolipotoksisiteyi isaret
etmektedir (Tablo 9). Ayni zamanda KD ile beslenen gruptaki farelerde anlamli seviyede
artan ALT seviyeleri de karaciger hasar1 oldugunu gostermektedir (p<0.05) (Tablo 9). Siitten
kesilmis si¢anlarda uygulanan 14 haftalik KD’nin, yetiskinlik doneminde yiiksek viicut
agirhig artig1, artmis adipozite, karaciger 1slak agirlig, hepatik glikojen seviyeleri ve hepatik
steatozu indiikledigi gosterilmistir (134). Ayrica yetiskin siganlarda uzun siireli KD nin
viicut yag kiitlesini, plazma triacilgliserol ve insiilin seviyelerini, hepatik triacilgliserol ve
kolesterol seviyesini arttirdig1 ortaya konmustur (40). Lipid sentezi i¢in dnemli bir organel

olan ER’de stres gelismesi, lipid homeoastazinin bozulmasina neden olmaktadir. Buna bagh
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olarak karacigerde IR gelismektedir (68). IR baslangicta T2D sirasinda hiperglisemiye
aracilik ederken, beta hiicre kaybina bagli insiilin eksikligi hastalifin gelisimine katkida
bulunmaktadir. Karacigerde ER stresi, IRE1 aracili JNK aktivasyonuna neden olmaktadir
(135). Aktive JNK, IRS 1 ve 2’nin serin kalintilarim1 fosforile ederek insiilin etkisini
bozmaktadir (136). HOMA-IR sonuglarimiz 7,8-DHF’nin, IR direncini azalttigin1 ve buna
bagl olarak karacigerde ER stresini baskilayabilecegini gostermektedir (Tablo 9). Insiilin
direncini belirlemek icin her bir gruptaki farelere OGTT yapildi ve aglik serum insiilin ve
glukoz degerlerinden HOMA-IR degeri hesaplandi. OGTT sonuglarinda, KD ile beslenen
farelerde glukoz toleransinin bozuldugu (Sekil 8, Tablo 10) ve HOMA-IR degerlerinin
anlaml1 yiikseldigi (Tablo 9), 7,8-DHF ile muamele edilen gruplarda ise anlamli bir diizelme
oldugu ortaya konmustur. 7,8-DHF glukolipotoksisiteyi ve IR ’yi azaltma yoluyla ER stresini
baskilamis olabilir. Kemirgenlerin kullanildig1 arastirmalarda glukoz tolerans testi, genetik
olarak tasarlanmis (6rnegin, transgenik veya nakavt) veya diyetle indiiklenen bir farenin
glukoz intoleransini ve diyabetik olup olmadigini belirlemek i¢in en yaygin kullanilan testtir.
Aglik siiresi, uygulanma bi¢imi, glukozun miktar1 ve biling durumu gibi degiskenlerin
farelerde olgiilen glukoz toleransi iizerinde biiyiik bir etkiye sahip olabilecegi agiktir (113).
OGTT islemi genel olarak bir gecelik aglik sonrasinda yapilmaktadir. Ancak fareler gece
beslenirler, giinliik kalori alimlarinin %70'ini karanlik dongii sirasinda alirlar ve metabolik
hizlar1 insanlardan ¢ok daha ytiksektir. Bu nedenle bir gecelik aglik, insanlardakine kiyasla
fareler i¢in nispeten uzun bir siiredir ve daha ¢ok a¢ kalmaya benzemektedir (137).
Farelerdeki OGTT islemi i¢in uygun doz ve aclik siiresini belirlemek i¢in yapilan ¢alismada,
en uygun aclik siiresinin sabah sekizden sonra 6 saatlik aglik siiresinin ve 2 mg/kg glukoz
dozunun aradaki farki gézlemlemek i¢in daha uygun oldugu gosterilmistir (113). Bizde
calismamizda giindiiz alt1 saatlik agliktan sonra 2 mg/kg glukoz ile OGTT yapmay1 tercih
ettik.

Endoplazmik retikulum hem protein katlanmast hem de lipid biyosentezi i¢in
merkezi bir organeldir ve bu nedenle hepatik lipid homeostazi i¢cin 6nemlidir. IREla aracili
UPR, farmasétik uygulamalara veya asir1 beslenmeye yanit olarak karacigeri stresin neden
oldugu hepatik lipid birikiminden korumak i¢in gereklidir. IREla, XBP1 yolu araciligiyla
hepatik yag asidi oksidasyonunu, lipolizi ve anti-inflamatuvar tepkileri artirmak icin CHOP
ve peroksizom proliferatorle aktive olan reseptdr ailesi iiyelerinin ekspresyonunu modiile
etmektedir (138). Ancak asir1 aktive olan bir UPR yolu, hepatosit 6liimiiniin baslatilmasi i¢in
kritik bir faktdr ve potansiyel bir inflamasyon promotérii haline gelmektedir (83). Yagh
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karacigerde, reaktif oksijen tiirlerinin {iiretimi esas olarak CHOP proteini tarafindan
olusturulmaktadir (73). Ayrica ATF4 ve CHOP, stresli hiicrelerde protein sentezini arttirmak
icin translasyonel bilesenleri kodlayan genleri aktive ederek, reaktif oksijen tiirlerinin
iiretiminde ve proteotoksisitede bir artisa ve dolayisiyla hiicre 6liimiine yol agmaktadir
(139). 7,8-DHF, hem CHOP ekspresyon ve protein seviyelerini baskilayarak, hem de
antioksidan ektisiyle CHOP’un iirettigi reaktif oksijen tiirlerini siipiirerek hiicreleri

apoptozdan korumus olabilir.

Insiilin B-hiicrelerindeki ER’de proinsiilin olarak sentezlenir, aktif formuna
doniistiiriilerek hiicre sitozoliindeki graniiller i¢inde depolanir. Kronik hiperglisemi ve
periferik insiilin direnci gibi nedenlerden 6tiirii proinsiilin sentezindeki artis ve/veya ER'de
Ca2+ homeostazinin bozulmasi gibi nedenler ER liimeninde katlanmamis ve/veya yanlis
katlanmis insiilinin birikmesine neden olur. Bu durum B-hiicrelerinde hiicre i¢i sinyal yolu
olan UPR’yi aktive eder ve hiicrei¢i homeostaz saglanmaya g¢alisilir. Ancak UPR yetersiz
kalirsa ER stresi meydana gelir ve hiicre apoptoza kadar gider. Sonug olarak B-hiicre kaybi1
gerceklesir (73). Oksidatif stres, ER stresi ve inflamatuvar sitokinlerin salgilanmasi, T2D
patogenezinde 6nemli bir rol oynar. ER stresinin tek basina B-hiicre fonksiyon bozuklugunu
ve hatta hiicre 6limiinii baslatabilecegi veya siddetlendirebilecegi gosterilmistir (140). Yong
ve ark. (73) yaptiklar1 ¢alismada, apoptozun bir belirteci olan Chop/Ddit3’iin pankreas 3
hiicrelerindeki delesyonunun, ER stresini hafiflettigini ve hepatik yaglanmay1 azalttigini
gostermislerdir. Yine bagka bir ¢aligmada, diyabetik fare modelinde Chop delesyonunun,
oksidatif stresi azalttig1, B hiicre fonksiyonunu iyilestirdigi ve hiicrelerin hayatta kalmasini
tesvik ettigi gosterilmistir (141). CHOP, ER stresinde hiicre apoptozuna yol acan en sik
Olciilen yol (marker protein) olmasina ragmen, tek yol degildir. Yiikselmis GRP78 ve
%Al’ya ragmen CHOP seviyeleri arasindaki farki goézlemleyemedigimizi agiklayabilecek
alternatif yollar mevcuttur (66). Ayrica uzun (16 haftalik) beslenme periyoduna bagli olarak
CHOP seviyeleri yiikselmis ve normal konsantrasyonlara inmis olabilir. Caligma
kapsaminda KD grubunda anlamli seviyede yiiksek bulunan amilaz seviyeleri de, pankreas

dokusunda KD neticesinde meydana gelen hasar1 gostermektedir (Tablo 9).
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Yetiskin insan pankreas adaciklar1 ¢cok diisiik B-hiicre dongiisii sergiler veya hi¢
gostermez. Bu nedenle B-hiicre kiitlesini ve insiilin sekresyon fonksiyonunu (yani
'fonksiyonel B-hiicre kiitlesi') korumak icin proinsiilin sentezi ile iliskili ER stresini
azaltmay1 amacglayan miidahaleler, yeni bir T2D tedavisi saglamak i¢in kullanabilir (142).
7,8-DHF, ER stresini azaltmak ve hiicreleri apoptozdan korumak suretiyle beta hiicre
hasarini dnleyebilir. Yapilan bir ¢aligmada immiinite, vaskiilarizasyon ve hiire gocii bircok
olayda gorev alan vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii reseptoriiniin (VEGFR2)
inhibisyonunun NOD farelerde, insiilitisi azaltarak ve adacik fonksiyonunu tamir ederek
T1DM’de faydali olabilecegi kanaatine varilmistir (143). Baska bir ¢alismada da 7,8-
DHF’nin, VEGFR2’ye baglanarak antagonist etki gosterdigi bildirilmistir (144). 7,8-
DHF’nin pankreas dokusunda ER stresini ve apoptozu baskilamasindaki koruyucu etkileri,
VEGFR?2 inhibisyonu yoluyla ortaya ¢ikmis olabilir. Inflamatuar yanit, hiicre/doku hasari
veya enfeksiyonlar gibi i¢ veya dis uyaranlara karsi sebebi ortadan kaldirmayi ve hasari
onarmay1 amaclayan koruyucu bir bagisiklik yanitidir. Bu yanat, sitokinler gibi inflamatuvar
maddelerin, serbest radikallerin ve hormonlarin salinmasiyla baglatilir. Lipidler
(lipotoksisite) ve karbohidratlar (glukotoksisite) gibi metabolik faktorlerin asir1 ve kronik
bir sekilde mevcut olmasinin inflamasyonu tetikledigi, bu kosullarin ayni zamanda
inflamatuvar yaniti hem aktive edebilen hem de siddetlendirebilen ER stresini tetikledigi
gosterilmistir. Adipositlerde ER stresinin, glukolipotoksisite ile inflamasyon arasinda
giderek daha fazla rol aldig1 kabul edilmektedir. Adipositlerde doymus yag asitleri, ROS
tiretimi yoluyla ER stresine neden olmaktadir (145). ER stresini azaltabilen 4-fenilbutirat ve
tauroursodeoksikolik asit gibi kimyasal saperonlarin, obez farelerin adipositlerindeki
inflamatuar yanit1 ve metabolik bozuklugu azalttigi, ER stresinin TNFa, IL-6 ve IL-1J gibi
inflamatuvar sitokinlerin iiretimine neden olan NFkB yoluyla adipositlerdeki inflamatuvar
yanitin indiiklenmesinde rol oynayabilecegi gosterilmistir (146). 16 hafta boyunca kafeterya
diyetiyle beslenen farelerde inflamatuvar durumu belirlemek i¢in serum IL-1p seviyelerine
bakildi. Kontrol grubuna gére KD grubunda anlamli artis gosteren IL-1f seviyelerinde, 7,8-
DHF uygulamasiyla anlamli bir azalma oldugu ortaya konuldu (p<0.05) (Tablo 9). IL-23,
IL-24, IL-33 gibi bazi sitokinlerin diyabetik beta hiicrelerinde oksidatif ve ER stresi
indiikledigi gosterilmistir (147). Adipositlerden salgilanan leptinin, beta hiicrelerinde IL-1(
sekresyonunu uyardigi ve IL-1f’nin dogal antagonisti olan IL-1Ra’y1 baskiladigi (148),
ayrica IL-1B’nin IRE1/XBP1 yoluyla beta hiicrelerinde inflamatuvar yanit1 siddetlendirdigi
gosterilmistir (149). 7,8-DHF’nin inflamasyonu azaltmadaki bu etkinligi, hiicrelerdeki
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metabolik yiikii azaltmasindan, dolayisiyla inflamasyonu hem baglatmada hem de arttirmada

rol oynayan ER stresini baskilmasindan dolay1 meydana gelmis oldugu degerlendirilmistir.

Yaptigimiz bu c¢alismada ¢6ziicii olarak kullandigimiz DMSO’nun da glukoz ve
viicut agirligr gibi bazi parametreler {izerinde etkili oldugunu gézlemledik ( Sekil 2, 3 ve
Tablo 3). Yapilan bir calismada DMSO’nun, 6zellikle kas ve yag gibi dokulara glukoz
girisinden sorumlu glukoz tasiyicist olan GLUT4’lin membrana translokasyonunu arttirdigi
belirtilmistir (150). DMSO uygulanan grupta serum glukoz degerlerinin azalmasinin nedeni
bu olabilir. Ayrica baska bir ¢alismada da DMSO’nun 3T3 T mezenkimal kok hiicrelerin,
adipositlere farklilasmasini inhibe ettigi de ortaya konulmustur (151). Her ne kadar
DMSO’nun bu parametreler tizerinde azaltici bir etkisi olsa da, 7,8-DHF’nin DMSO
karsisindaki 1iyilestirici etkisi biitlin parametrelerde daha fazladir. Yine de DMSO’nun
ozellikle karbohidrat metabolizmasi tizerindeki etkilerini tam olarak anlayabilmek icin daha

ileri calismalara ihtiyag¢ vardir.

Sonug olarak; kronik ER stresinin diyabet, obezite, kardiyovaskiiler hastaliklar,
alkolik olmayan yagli karaciger hastaligi gibi pek ¢ok metabolik hastaligin patogenezinde
rol aldig1 artik iyi bilinmektedir. Son bulgular, ER stresinin farmakolojik inhibisyonunun,
cesitli metabolik bozukluklarin tedavisi i¢in faydali olabilecegini diisiindiirmektedir.
Kafeterya diyetiyle uyarilmis fare metabolik sendrom modelinde, 7,8-DHF hem karacigerde
hem pankreasta ER stresini ve ER stresinin neden oldugu metabolik bozukluklari
baskilamistir. Bu nedenle 7,8-DHF, ER stresini ve ER stresinin neden oldugu metabolik

hastaliklari iyilestirmek i¢in uygulanacak terapétik stratejilerde bir yeri olabilir.
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