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Saglikli yasam ile ilgili biling her gegen gin artmaktadir. Teknolojinin gelismesi ve saglk
bilimleri ile ilgili alanlarda yapilan yogun ¢alismalar organizmadaki fizyolojik sureclerin daha
iyi anlasiimasinda 6énemli ilerlemeler saglamistir. Metabolik aktivite Uzerine molekiler
dizeyde yapilan arastirmalarla 6nemli ¢giktilar Gretiimeye devam edilmektedir.

Son 20 yilda, saglikli yasamin surdiralebilirliginde 6nemli rol Gstlenen beslenme
fizyolojisi ile ilgili yapilan arastirmalarda 6nemli enerji kaynaklarindan olan karbonhidrat,
protein ve lipidlerin diyetteki oranlari Gzerine odaklaniimistir.

Baglarda metabolik bozukluklardan diyetteki lipidlerin sorumlu oldugu dusinadlirken
yakin zamandan beri yapilan arastirmalarda bu bozukluklarin olugsmasinda lipidlerden ziyade
karbonhidratlarin sorumlu olabilecegine dair bulgular elde edilmistir. Ozellikle diyette
kullanimi her gecen glin artan fruktoz Gzerine tartismalar devam etmektedir.

Fruktoz, bir disakkarit olan slikrozun yapisinda da bulunan, basit bir sekerdir. Meyve
sekeri olarak bilinen fruktozun en dnemli kaynaklari meyve ve balin yani sira 6zellikle YFMS
(Yuksek Fruktozlu Misir Surubu)dir. Paketlenmis gidalarin birgogunda enerji kaynagi
olmasinin yani sira tatlandirici amaciyla kullaniimaktadir. Sikroza gére daha ucuz ve
yaklasik 2 kat tath olan bu seker organizmada diger sekerlere gore farkl sekilde metabolize
edilmektedir. Tuketimi her gegcen gun yayginlasan bu sekerin metabolik bozukluklara sebep
oldugui ile ilgili 6nemli ¢galismalar bulunmaktadir.

Yapilan kesifler ve gelisen teknoloji sayesinde organizmadaki fizyolojik aktivitenin
molekiler dizeyde arastirilabilmesi mimkin hale gelmigtir. Bu sayede metabolizmada
meydana gelen olaylar mRNA ekspresyonu ve protein aktivitesi duzeylerinde incelenebilir
olmustur.

Bu proje, farkli dozlarda fruktozla beslenmenin metabolik yolaklar Gzerine olan
etkilerini molekiler ve biyokimyasal diizeyde arastiriimasi amaciyla yapiimistir. Bu amacla
calisma, dnemli deney hayvanlarindan olan ve metabolizma ile ilgili ¢alismalarda yaygin
kullanim alani bulan ratlarda yapilmistir. Benzer yas ve agirliktaki ratlar, farkh
konsantrasyonlardaki fruktoz ¢ozeltileriyle 10 hafta boyunca beslenmis, besleme periyodu
sonunda bazi biyokimyasal parametreler ve karaciger dokusundaki molekiiler aktivite mRNA
dizeyinde incelenmistir. Bununla birlikte karaciger dokularindaki histopatolojik degisiklikler
arastirilmistir. Proje sayesinde farkli konsantrasyonlardaki fruktoz coézeltileriyle 10 hafta
beslenen ratlarda biyokimyasal degisimler ve Ozellikle karaciger fizyolojisi hakkinda énemli
ciktilar elde edilmistir.

“‘Rat Karacigerinde Lipogenez Yolagindaki FAS, ACC, SCD-1, ChREBP, SREBP-1c,
LXRa ve inflamasyon Yolagindaki TNFa, IL-1B, IL-6 Genlerinin Fruktoza Bagh Olarak

Ekspresyon Seviyelerinin Belirlenmesi” bashkli ve 1180381 numarali bu c¢alisma 3001-
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OzZET

Rat Karacigerinde Lipogenez Yolagindaki FAS, ACC, SCD-1, ChREBP, SREBP-1c,
LXRa ve inflamasyon Yolagindaki TNFa, IL-1B, IL-6 Genlerinin Fruktoza Bagh Olarak
Ekspresyon Seviyelerinin Belirlenmesi

Bu ¢alisma farkli konsantrasyonlarda (%15, %30 ve %60) fruktoz iceren ¢ozeltilerle
beslenen ratlarda karacigerde lipogenez ve inflamasyon yolagindaki genlerin ekspresyon
seviyelerini belirlemek ve baz biyokimyasal parametrelerle histopatolojik degisiklikleri
arastirmak amaciyla yapilmistir. Calismada 32 Wistar albino erkek rat kullaniimistir.

Calismada K (Kontrol, normal diyet), F15 (Normal diyet+%15’lik fruktoz ¢ozeltisi), F30
(Normal diyet+ %30’luk fruktoz c¢ozeltisi) ve F60 (Normal diyet+%60’hk fruktoz cozeltisi)
olmak Uzere 4 farkli grup olusturulmustur (n=8). On haftallk besleme periyodu sonrasi
anestezi altinda kalpten kan alimi ile 6tenazi uygulanan ratlardan karaciger dokulari alinarak
molekuler (-80 °C’de) ve histopatolojik analizler (% 10’luk tamponlu formol) icin muhafaza
edilmistir. Alinan kanlardan plazma elde edilerek glikoz, instlin, HDL, LDL, total kolesterol ve
trigliserit parametreleri belirlenmigtir. Karaciger dokularindan ise RT-gPCR teknolojisi ile
FAS, ACC, SCD-1, ChREBP, SREBP-1¢, LXRa, TNFa, IL-1B ve IL-6 genlerinin ekspresyon
seviyeleri arastirimistir. Ayrica fruktoz tiketimine bagli olarak karacigerde sekillenen
degisiklikler histopatolojik olarak incelenmistir. Besleme periyodu sonrasi viucut agirligi
ortalamalari bakimindan F30'un en agir, F60’In ise en hafif grup oldugu belirlenmigtir.
Deneme gruplarinin tamaminda (F15, F30 ve F60) plazma trigliserit seviyesi kontrol grubuna
gbre anlamli derecede ylksek bulunmustur (P<0,05). F30 ve F60'da TNFa, IL-1B8 ve IL-6
upregule olurken (P<0,05), SREBP-1c, ChREBP, FAS, ACC ve SCD-1’in tum deneme
gruplarinda upregile oldugu tespit edilmistir (P<0,05). Ayrica, F30 ve F60 gruplarindaki
ratlarin karaciger dokularinda dejeneratif degisiklikler ve steatoz oldugu belirlenmistir.
Fruktoza bagli en fazla hasar F60 grubunda tespit edilmistir. Yliksek konsantrasyonlu fruktoz
cozeltisinin tiketimi ile karacigerde lipogenik ve inflamatuar etkinlige bagli olarak énemli
histopatolojik degisikliklerin oldugu gériimustar.

Elde edilen bulgular, alkole bagli olmayan karaciger yaglanmasinin vucut agirliginda
onemli bir degisiklik olmadan fruktoz tuketimiyle gelisebilecegini gdstermigtir. Cozelti
seklinde tuketilen fruktozun konsantrasyonunun, normal karaciger fizyolojisi ve vicut
homeostazisinin slrdurulebilmesinde ¢ok onemli bir faktdr oldudu anlagiimigtir. Ayrica
yapillan bu projeden elde edilen bulgular, diyette yiksek dozlarda fruktoz kullanimiyla

metabolik sendrom modeli olusturabilmenin mimkun oldugunu gostermigtir.

VI
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ABSTRACT

Determination of Genes Expression Levels of FAS, ACC, SCD-1, ChREBP, SREBP-1c,
LXRa in Lipogenesis Pathway and TNFa, IL-1B, IL-6 in Inflammation Pathway
Depending of Fructose in Rat Liver

This study was conducted to determine the expression levels of genes in the liver
lipogenesis and inflammation pathways and to investigate histopathological changes with
some biochemical parameters in rats fed with fructose-containing solutions at different
concentrations (15%, 30% and 60%). 32 wistar albino male rats were used in the study.

In the study, 4 different groups were formed as K (Control, normal diet), F15 (Normal
diet + 15% fructose solution), F30 (Normal diet + 30% fructose solution) and F60 (Normal
diet + 60% fructose solution), (n = 8). After ten weeks feeding period, rats were euthanized
with blood collection from the heart under anesthesia and liver tissues were taken and kept
at for molecular (at -80 °C) and histopathological (in 10% formalin) analysis. Plasma was
obtained from the blood samples and plasma glucose, insulin, HDL, LDL, total cholesterol
and triglyceride parameters were determined. Expression levels of FAS, ACC, SCD-1,
ChREBP, SREBP-1c, LXRa, TNFa, IL-18 and IL-6 genes from liver tissues were
investigated by RT-gPCR technology. In addition, changes shaped in the liver due to
fructose consumption were examined histopathologically. After the feeding period, It was
determined that F30 was the heaviest and F60 was the lightest group in terms of body
weight averages. Plasma triglyceride level was found to be significantly higher in all
experiment groups (F15, F30 and F60) compared to the control group (P<0.05). In F30 and
F60; TNFa, IL-1B and IL-6 were upregulated (P<0.05), while SREBP-1c, ChREBP, FAS,
ACACA and SCD-1 were found to be upregulated in all experimental groups (P<0.05). In
addition, the liver of the rats in the F30 and F60 groups had degenerative changes and
steatosis. The most damage to fructose was detected in the F60 group. Beside lipogenic
and inflammatory effect, it has been observed that there are important histopathological
changes in the liver due to the consumption of high-concentration fructose solution.

The results show that non-alcoholic fatty liver can develop with fructose consumption
without a significant change in body weight. It has been understood that the concentration of
fructose consumed in solution is a very important factor in maintaining normal liver
physiology and body homeostasis. In addition, with this study it was understood that it is
possible to create a metabolic syndrome model by using high doses of fructose in the rats
diet.

Vi
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1. GIRIS

Enerji metabolizmasinin regilasyonu ¢ok sayida karmasik mekanizmanin kontrolindedir.
Obezite ve diyabet, enerji metabolizmasindaki bozukluklara bagh olarak sekillenmekte ve
¢agimizin en 6nde gelen epidemik sorunlari olarak degerlendiriimektedir. Bu hastaliklar
kanser ve kardiyovaskuller bozuklular da tetikledikleri icin, glinimizde saglik alaninda
yuksek maliyetlere sebep olan global bir sorun haline gelmistir. Risk altindaki yetiskin
populasyonun yani sira, geng¢ popllasyon da s6z konusu durumdan etkilenmektedir (Ode
vd., 2009). Yasam seklindeki degisiklikler, bati tarzi diyet ve bagirsak mikrobiyomu gibi
faktorler bu hastaliklarin sekillenmesinde énemli rol oynamaktadir (Softic vd., 2016).

Enerji metabolizmasi Uzerine yapilan c¢alismalarda diyette bulunan basit sekerlerin
Ozellikle de fruktozun metabolik hastaliklarin sekillenmesinde 6nemli risk faktori oldugu
bildiriimektedir (Geidl-Flueck ve Gerber 2017, Sangesa vd., 2019). Fruktozun en 6nemli
kaynagi misir nisastasinin hidroliziyle elde edilen ve alkolstz iceceklerle paketlenmis birgok
gidada kullanilan YFMS'dir (Ozkan ve Yakan, 2019).

Meyve sekeri olarak bilinen fruktoz, organizmada sukroz ve glikozdan farkli olarak
instlinden bagimsiz olarak metabolize edilmekte ve lipogenez tetiklenmektedir (Ozkan ve
Yakan, 2019). Fruktozun kronik olarak tiketimi sonucu karaciger gibi metabolik aktivitenin
yogun oldugu dokularda inflamasyon gelisebilecegi bildiriimektedir (Stanhope ve Havel,
2008; Lozano 2016). Fruktozun organizmaya olan etkileriyle ilgili yapilan g¢aligmalar ve
tartismalar devam etmektedir. Bununla birlikte tliketilen miktar, tliketim sliresi ve olasi

zararlanyla ilgili caligmalar sinirlidir.

Besin maddelerinin vicuttaki etkileriyle ilgili yapilan arastirmalar, surdurilebilir saghkli
yasam icin dnem tagimaktadir. Daha az hareket etme gibi yasam tarzinda meydana gelen
degisikliklerin yani sira beslenme seklindeki degisiklikler metabolik bozukluklarin goériime
sikhgini artirmaktadir. Degisen oranlarda tiketime sunulan fruktozun organizmadaki
molekdler ve biyokimyasal diizeydeki etkilerinin arastiriimasi énemlidir.

Calismada Wistar albino irki rat kullanilmistir. Normal rasyona ilaveten %15, %30 ve
%60 konsantrasyonlarda hazirlanan fruktoz ¢dzeltileri ad libitum olarak tiketime sunularak
10 haftalik besleme periyodu olusturulmustur. Calisma baslangicinda benzer vicut
agirliklarina sahip olan ratlarin deneme sonunda vicut agirliklari, plazmadaki bazi
biyokimyasal parametreler, karacigerde lipogenez ve inflamasyonla iligkili genler mRNA
dizeyinde incelenmistir. Ayrica farkli konsantrasyonlarda fruktoz tliketen ratlarin karaciger
histopatolojileri arastiriimig ve karacigerde meydana gelen degisiklikler incelenmistir.
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Gen ekspresyonu uygulamasi lipogenezde goérevli FAS, ACC, SCD-1, ChREBP,
SREBP-1c, LXRa ile inflamasyonda 6ncu rol alan TNFa, IL-1B, IL-6 genlerindeki degisimin
kontrolli amaciyla yapilimistir. Gen ekspresyonu sonuglari, biyokimyasal parametreler ve

histopatolojik bulgularla birlikte degerlendirilmistir.
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2. LITERATUR OZETi

2.1. Beslenme, Diyet ve Enerji Metabolizmasi

Beslenme, surdurulebilir saglikli yasamin énemli bir geregidir. Saglikli yasam, ¢ok sayida
faktore bagli olmakla birlikte temel besin maddelerinin dengeli ve surekli tiketimi ile
mumkindir. Besin maddeleri organizmada, fizyolojik ve biyokimyasal olaylari yoneten birgok
molekiler mekanizmayi etkiler. Diyetle alinan maddeler, gesitli fonksiyonlarinin yani sira
organizma icgin gerekli enerjinin ana kaynagi olarak kullanilirlar (Guyton vd., 2007). Diyeti
olusturan maddeler ve bu maddelerin diyetteki oranlari homeostazinin dizenlenmesinde rol
oynarlar (Kim vd., 2004; Nakamura vd., 2014).

Metabolik enerji, yasamin devam etmesi icin gereklidir. Diyetle alinan enerjinin
yetersiz olmasi ya da ihtiyactan fazla olmasi durumunda enerji metabolizmasinda
bozukluklar meydana gelir. Ozellikle enerji bakimindan zengin diyetle beslenmenin
multifaktoriyel bir hastalik olan obeziteye yol actigi bilinmektedir. Obezite diinya saglik 6rgiti
(World Health Organisation, WHO) tarafindan, vicutta saghgl bozacak dizeyde asiri
miktarda yag birikmesi olarak tanimlanmaktadir (WHO, 2000). Organizmanin ihtiyacindan
fazla enerjinin diyetle surekli alinmasi ile birlikte karaciger, pankreas ve adipdz dokudaki
bozukluklarin yani sira dolasim sistemi etkilenmekte ve kalp-damar saghgi ile ilgili
rahatsizliklar sekillenmektedir (Ikemoto vd., 1996, Vidal-Alabro vd., 2012, Yang vd., 2012).
Ozellikle beslenme sekline bagh olarak ortaya ¢ikan obezitenin karaciger yaglanmasi,
hiperlipidemi, koroner kalp hastaliklari, kalp krizi, hipertansiyon, diyabet ve kanser gibi bir¢cok
hastaligin olusma riskini artirdigi ve dinya ¢apinda yetigkin bireylerin % 20-25’inin obeziteyle
iliskili metabolik hastaliklara sahip oldugu bildiriimektedir (Yang vd., 2012, Hirako vd., 2015,
Kogelman vd., 2015). Obeziteyle iligkili hastaliklardan olan diyabet, 19. yy sonlarinda 100 bin
insanda 2-3 vaka olarak belirlenmigken, glnimuizde nifusun %7’den fazlasinin diyabet
hastasi oldugu, 2020’de ise bu oranin ikiye katlanacagi tahmin edilmektedir (Johnson vd.,
2007, WHO 2016).

Organizmada, diyetle alinan yaglar, yag asitleri ve gliserole, karbonhidratlar fruktoz
ve glikoz gibi basit sekerlere, proteinler ise aminoasitlere yikilmaktadir. Fazla glikoz iskelet
kas! ve karacigerde glikojene donugturulerek kisa sureli enerji ihtiyaglarinin kargilanmasinda
enerji kaynagi goérevi gorirken enerjinin uzun sureli depolanmasinda ise lipogenez devreye
girmekte ve fazla enerji yag seklinde depolanmaktadir (Murray vd., 2004). Glikoz, ince
barsaklarda sindirilerek portal ven araciliiyla karaciger gelmekte ve bu organda glikojen,
yag asidi ve/veya aminoasitlerin metabolize edilisinde kullaniimaktadir. Normal sartlarda kan

glikoz dizeyi yuksek oldugunda insllin salgilanmakta ve karaciger insuline yanit olarak
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glikozun bir kismini glikojen seklinde depolamaktadir. Glikojen depolari doldugunda ise
karacigerde lipogenez baslamaktadir. Lipogenez hizi beslenmeye badli olarak
degismektedir. Fazla karbonhidrat igeren diyetler lipogenezi hizlandirirken, yag igerigi yuksek
diyetler veya kalori miktari dislk diyetler lipogenez hizini azaltmaktadir (Guyton ve ark.
2007, Vidal-Alabro ve ark. 2012). Onceki calismalarda, diyetteki yag miktarinin fazla
olmasiyla obezite ve insulin direnci gelisiminin tetiklendigi bildirilse de son zamanlarda
yapilan calismalar diyette bulunan yagin %10’dan fazla olmasi halinde lipogenezin
baskilandigi, obezite ve komplikasyonlarinin olusumundan diyetteki karbonhidratlarin
sorumlu olabilecedi vurgulanmaktadir (lkemoto ve ark. 1996, Klgukkaya 2008, Nishikata ve
ark. 2011, Duarte ve ark. 2014).

Diyetteki onemli karbonhidrat kaynaklarindan olan fruktoz, meyve sekeri olarak
bilinmektedir. Kapali formuli glikozun kapali formuline benzerdir. Kimyasal olarak birinci
karbondaki aldehit grubu yerinde ikinci karbonunda bir keton grubu bulundurmasiyla
glikozdan ayrilir. Gidalarda daha cok tatlandirici olarak kullanilan fruktoz en ¢ok stkroz ve
YFMS'de bulunmaktadir. Fruktozun tatlandirici olarak kullaniimasinin iki 6énemli sebebi
vardir. Bunlardan birincisi ekonomik olmasi, ikincisi ise siikrozdan 1,73 kat daha fazla tatlilik
hissi vermesidir. Bununla birlikte diyette bulunan diger maddelerin tathliklarini da
artirmaktadir (Hanover ve White 1993).

Diyetle vicuda alinan fruktoz ince barsaklarda GLUTS5 adi verilen fruktoz-spesifik
tasiyici proteinleri sayesinde kolaylastiriimis difizyonla enterositlere alinir. Glikozun aksine
fruktoz emilimi icin Na+ ve ATP hidrolizi gerekmez. Onemli miktarda fruktoz enterositlerde
GLUT2 tasiyici proteinleri aracihgiyla kana gecger. Dolagimla hizli bir sekilde karacigere
gelen fruktoz burada GLUT2 tasliyici proteinleriyle hepatositlere alinir. Hepatositlerde kendisi
icin spesifik bir enzim olan fruktokinaz ile Fruktoz-1-fosfata dénlsir (Tappy ve Le 2010).
Fruktoz-1-fosfat, Aldolaz B enzimiyle gliseraldehit ve dihidroksiaseton fosfat’a, olusan bu
urinlerde gliseraldehit-3-fosfata dénusur. Ortaya ¢ikan Urtnler glukoneogenez ile glikoza

veya piruvat Uzerinden Asetil-CoA ve yag asitlerine cevrilir.

Glikoz aktif transport ile emilirken fruktoz kolaylastiriimis difiizyon ile ince barsak
epitel hiicrelerine alinir ve dolasima verilir. Metabolize edilirken hiz kisitlayici denetim noktasi
olan fosforuktokinaz basamagini atlayan fruktoz karacigerde glikoza gére daha hizli bir
sekilde gliserol-3-fosfat ve Asetil-CoA olusumuna sebep olur. Bu durum lipogenezin daha
hizli bir sekilde gergeklesmesine yol agar (Elliot ve ark. 2002, Tappy ve Le 2010).

Fruktozun taginmasi icin gerekli olan GLUTS reseptorleri pankreastaski 3
hicrelerinde bulunmamaktadir. Bu durum fruktozun insilinden bagimsiz metabolize
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edilmesine yol agcmakta ve leptin salinimi fruktoza bagh olarak degismemektedir. Ayrica istah

hormonu olarak bilinen ghrelin, fruktoz tarafindan baskilanmamaktadir (Guyton vd., 2007,
Tappy ve Le 2010).

Karacigerde fruktoz yaklasik olarak %50 oraninda glikoza, % 25 oraninda laktata,
%15 oraninda glikojene, ¢ok kiglk bir kismi ise serbest yag asitlerine dénidsmektedir. Bu
ylzden fazla miktarda fruktozun glikoz, laktat ve yag asidi Uretiminin artmasina sebep olarak
yag dokusunun artigl, karaciger yaglanmasi ve insilin direnci gelisimine neden oldugu
savunulmaktadir (Korkmaz 2008, Stanhope ve Havel 2008, Pang vd., 2016).

Gunumuzde gelisen teknoloji ile birlikte fizyolojik ve biyolojik birgcok olayi
aydinlatmada genomik, transkriptomik, proteomik ve metabolomik gibi —omik ¢alismalari 6n
plana ¢ikmistir. Bu ¢alismalar sayesinde cesitli hiicre ve dokulardaki DNA, RNA ve protein
aktivitelerinin belirlenebilmesi mumkun olmustur. Hucredeki bilgi akisinin
degerlendiriimesiyle hucre ve/veya dokulardaki fizyolojik aktivite hakkinda bilgi sahibi
olunabilmektedir. Birgok galismada oldugu gibi metabolizma ile ilgili calismalarda da RNA
dizeyinde molekuler ¢alismalara basvurulmakta, transkripsiyon ve translasyon dizeyinde

arastirmalar yapilmaktadir.

Cevresel faktorlerin etkisiyle olusan fizyolojik ve patolojik durumlar hicrelerde gesitli
RNA’larin ekspresyon dizeylerini dedistirmektedir. Bu degisikliklerin tespit edilmesinde RT-
gPCR (Quantitative Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction) en ¢ok kullanilan
yontemlerden birisidir. RT-gPCR teknolojisi gen ekspresyon calismalarinda, ylksek
sensitivite ve spesifite ile ¢alismaya olanak saglar. Bu teknoloji sayesinde hiicre ve doku

dizeyinde gen aktivitesi hakkinda fikir sahibi olunabilmektedir (Vandesompele vd., 2002).

Diyette farkli oranlarda bulunan fruktozun karaciger lipogenez ve inflamasyon ile
iliskili yolaklarda meydana getirecedi degisimin tespiti enerji metabolizmasina bagh meydana
gelecek bozukluklarin anlagilmasinda dnemlidir. Calismada karaciger dokusunda meydana
gelen degisiklikler histopatolojik ve biyokimyasal parametrelerin yani sira RT-gPCR
teknolojisinden vyararlanilarak lipogenez ve inflamasyon vyolagindaki bazi genlerdeki
aktiviteler Gzerinden incelenmigtir. Calismada aktivitesi arastirilan genlerle ilgili literatr bilgi

asagida verilmigtir.
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2.2. Calismada Aktivitesi Arastirilan Genler
2.2.1. FAS (Fatty Acid Synthase)

FAS’In, diyetteki karbonhidratlarin yaga déntsiminde oncelikli role sahip oldugu, SREBP-
1c, ChREBP ve LXRa gibi lipogenik transkripsiyon faktorleri ile birlikte karacigerde sekillenen
lipogenezin kontrolinde gorevli oldugu bildiriimektedir (Joseph vd., 2002; Chakravarthy vd.,
2005). FAS aktivitesinin kontrol altina alinmasiyla insdilin ile iligkili metabolik bozukluklardan
korunabilecegi dusunulmektedir (Menendez ve ark. 2009). Lipogenez surecinde yag asidi
uretimi Asetil-CoA aracili FAS kataliziyle sekillenmektedir. Chakravarthy vd. (2005), FAS
geni bakimindan knockout farelerde vyaptiklari bir calismada yag asidi sentezinde
bozuklukluklar meydana geldigini bildirmislerdir. insanlarda yapilan bir calisma ile yagh
karaciger bozukluguna sahip insanlarin 2-3 kat daha fazla fruktoz tikettigi, bu insanlarin
FAS gen ekspresyon dizeylerinde 6nemli oranda artis meydana geldigi tespit edilmistir
(Ouyang vd., 2008). Farkli konsantrasyonlardaki fruktoz c¢ozeltileriyle ad libitum beslenen

ratlarda karacigerdeki FAS aktivitesinin belirlenmesi 6nemlidir.

2.2.2. ACC (Acetyl CoA Carboxylase)

Diyetle alinan fruktozun %70’ten fazlasi portal ven araciligiyla de novo lipogenezin buyuk
oranda gerceklestigi karacigere gelerek burada metabolize edilmektedir. Hayvan
modelleriyle yapilan c¢alismalarda fazla miktarda tlketilen fruktozun karacigerde ACC
aktivitesini 6nemli oranda etkiledigi ve lipogenezin 6nemli oranda bu gendeki aktiviteye bagh
olarak sekillendigi ortaya konulmustur (Koo vd., 2008; Hirahatake vd., 2011). ACC
aktivitesinin yuksek glikoza cevap olarak arttigi bildiriimektedir (Koo vd., 2008).

2.2.3. SCD-1 (Sterol CoA Desaturase 1)

Stearoyl-CoA desaturase, oleat ve diger tekli doymamis yag asitlerinin biyosentezinde
gorevli 6nemli bir enzimdir. Oleat, trigliseritlerin, kolesterol esterlerinin ve fosfolipitlerinin
uretimi icin gerekmektedir. Ayrica oleat, sinyal transduiksiyonu, hiicre farklilasmasi, apoptoz
ve beyinde gida aliminin duzenlenmesi gibi oénemli biyolojik olaylarda gorev almaktadir
(Miyazaki vd., 2004). SCD-1, trigliserit ve diger lipidlerin sentezi igin gerekli, lipid ve
karbonhidrat metabolizmasinda merkezi role sahip bir enzimdir. Miyazaki vd. (2004)

yaptiklari ¢alismayla SREBP-1c bagdimli ve bagdimsiz yolaklarda diyetteki fruktozla birlikte
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lipogenezin olugabilmesi igin Stearoyl-CoA desaturase enzimini kodlayan SCD-1 geninin
gerekli oldugunu bildirmiglerdir. SCD-1 geninin enerji tliketimini ve insllin hassasiyetini
artirdigi, SCD-1 gen ekspresyonunun karaciger steatozu geligimi ile siki bir iligki icerisinde
oldugu bilinmektedir (Cohen vd., 2002; Ntambi vd., 2003; Miyazaki vd., 2004). SCD-1
bakimindan knock-out farelerde yapilan bir ¢alismada fruktozlu beslemeye bagl olarak
karaciger glikojen miktari ve plazma glikoz miktarlarinda normal tip farelere gore 6nemli
dlzeyde azalma tespit edilmistir. Calismada, ekspresyonu diyette bulunan fruktoz, glikoz,
yag asitleri ve kolesterole bagl olarak degisen ve regulasyonu dnemli oranda SREBP-1c
aracili yolakla duzenlenen bu genin, farkh fruktoz konsantrasyonlarina verdigi molekuler

cevap arastiriimistir.

2.2.4. ChREBP (Carbonhydrate Response Element Binding Protein)

ChREBP, MLXIPL (Max-like protein X interacting protein like) olarak da bilinir. SREBP’ler
gibi sarmal kivrim sarmal formda bir transkripsiyon faktoridir. Mix ile heterodimer
olusturarak ChoRE (Carbonhydrate Response Element)e baglanir. Olusan heterodimer,
FAS, ACC ve SCD-1 genlerinin ekspresyonlarini etkileyerek glikolitik, glikoneogenik ve
lipogenik mekanizmalari dizenler. Baglica karaciger ve adipdz dokularinda eksprese olan
ChREBP, fazla karbonhidratin lipide donistiminde 6ncelikli Gneme sahiptir. Diyetle alinan
karbonhidrata ve bunun sonucunda salgilanan instline bagh olarak lipogenezin olusumunu
tetiklemektedir (lizuka 2004; Ge vd., 2012; lizuka 2013).

Son zamanlarda yapilan calismalarda &ncelikli olarak lipogenezde gorevli olan
ChREBP’in hucre gelisimi ve/veya proliferasyonu slreglerinde de etkin rol aldigi
gosterilmistir. ChREBP’in hlicre proliferasyonuna olan katkisi hepatositlerdeki lipogenik
aktivite, glikoz metabolizmasi ve hicre dongusu arasindaki iligki bakimindan 6nemlidir
(Filhoulaud vd., 2013; Sanders vd., 2016). Lipogenezde 6nemli bir faktér oldugu bilinen
ChREBP’in yuksek glikoz varligindaki aktivitesi ile ilgili cok sayida ¢alisma varken, rasyonda
degisen oranlarda bulunan fruktoza baglh olarak degisen aktivitesi hakkinda yeterince
calisma olmadigi anlagiimigtir (Erion vd., 2012).

2.2.5. SREBP-1c (Sterol Regulator Element Binding Protein 1c)

SREBP-1c 06zellikle karaciger ve adip6z dokuda ¢ok sayida genin ekspresyonunu

dizenleyen ana transkripsiyon faktéridur. Diyetle alinan enerji miktarina bagh olarak
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aktivitesi degisen bu transkripsiyon faktoérl, obeziteyle iligkili bircok hastalik bakimindan
onemlidir (Fernandez vd., 2011). SREBP-1c gen ekspresyon seviyesi beslenme durumu,
achk, tokluk gibi durumlarda lipogenik genlerle birlikte dnemli derecede degismektedir.
Organizmada beslenmeye bagli artan insulin miktarina cevap olarak de novo lipogenezde
oncelikli gorev almaktadir. SREBP-1c, lipogenez yolagindaki ¢ok sayida genin
ekspresyonunu artirarak lipogenezi dizenlemektedir (Cha 2007). Fruktoz icerikli diyetlerin
o6nemli oranda SREBP-1c aracili metabolik aktiviteyle karacigerde yaglanmaya neden oldugu
bildiriimektedir (Kamei ve ark. 2008). SREBP-1c’nin, insuline baglh olarak aktivitesinin
degistigi, bununla birlikte insulin gerekmeksizin direk olarak glikozla da aktif olabildigi ve
insulinin genomik aktivitesinin SREBP-1c’den 6nemli diizeyde etkilendigi bildiriimektedir
(Contreras vd., 2013; Gronning-Wang vd., 2013).

2.2.6. LXRa (Liver X Receptor alfa)

LXRa, nikleer transkripsiyon faktorlerinden olan Liver X Receptor ailesinin bir tyesidir. LXR
ailesi kolesterol ve lipid biyosentezinde gorevlidir. Bu ailenin Uyelerinin (LXRa ve LXRp),
RXR(Retinoid X Receptor) ile heterodimer olusturarak lipid metabolizmasi ile ilgili cok sayida
genin regllasyonunda énemli rol alir. ChREBP ve SREBP-1c tarafindan regule edilen LXRa
karaciger trigliserit miktarini lipogenezi tetikleyerek diizenlemektedir. insiline bagli olarak
gen ekspresyonu degisen LXRa karaciger dokusunda yag depolanmasinin regilasyonunda
anahtar bir géreve sahiptir (Kamei vd., 2008; Matsusue vd., 2014).

2.2.7. TNFa (Tumor Necrosis Factor alfa)

inflamasyon, yara iyilesmesi ve onarimi, apoptoz gibi immun sistemle iligkili biyolojik
olaylarda oncelikli gorevli bir sitokin olan TNFa, karacigerde gelisen bozukluklarda merkezi
role sahiptir. Yapilan ¢alismalarda hem beslenmeye bagli hem de genetik olarak obez olan
farelerde TNFa’nin, karacigerde ftrigliserit Uretimini ve steatoz olugsumunu tetikledigi ve
insdlin direnci gelisimini uyarabilecedi bildiriimektedir (Feldstein vd., 2004). Alkole bagl
olmayan karaciger yaglanmasi gibi metabolik bozukluklarda bu genin ekspresyon
dizeylerinde artis meydana geldigi bildirilse de (Feldstein vd., 2004; Kanuri vd., 2011) farkh
miktarlardaki fruktozun karaciger yaglanmasi, steatoz ve fibr6z doku gelisimi gibi karacigerle
ilgili bozukluklarda bu gen Uzerindeki aktivitesi hakkinda yeterince calisma olmadigi

anlasiimigtir.
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2.2.8. IL-1B (Interleukin 1 beta)

immun sistemin regllasyonunda énemli gdrevlere sahip olan, hiicre proliferasyonu ve
apoptozis gibi hlcresel olaylarda aktivite gdsteren, doku hasar gostergesi olarak protein
dizeyinde takip edilebilen bir sitokindir. Bununla birlikte aktivitesi blylk oranda TNFa ve IL-6
ile birlikte olmaktadir. Fruktozlu beslemeye bagl aktivitesi incelenen bir ¢alismada IL-1B 'nin
karacigerde gen ekspresyon seviyesinin normal beslenen gruba gére 3 kat daha fazla
oldugu bildirilmistir (Castro vd., 2005). Baska bir ¢alismada 21 giin boyunca normal diyete
ilaveten ad libitum %10’luk fruktoz ¢ozeltisi verilen erkek ratlarda hepatositlerde IL-13 gen
ekspresyon seviyelerinin 2 kattan daha fazla arttigi belirlenmigtir (Castro vd., 2015). Normal
diyete ilaveten farkli konsantrasyonlardaki fruktozun 10 hafta boyunca tiketilmesiyle

hepatositlerde IL-13 gen ekspresyon seviyelerine olan etkilerinin incelenmesi dnemlidir.

2.2.9. IL-6 (Interleukin 6)

inflamasyon, immun cevap ve hematopoiesiste énemli gérevler alan bir sitokindir. Doku
hasarinin bir gostergesi olarak ilgili dokuda protein dizeyinde artis gdsterdigi bilinmektedir
(Tanaka vd., 2014). IL-6, obezite gibi metabolik bozukluklarda gen ve protein ekspresyonu
dizeyinde aktivite gdéstermektedir. Bu ylzden obezite ve komplikasyonlari ile olusan
hastaliklar hafif inflamatuvar hastaliklar olarak anilmaktadir. inflamasyona bagli olarak
MRNA ekspresyonu artan bu sitokinin, trigliserit sekresyonunun regtlasyonunda da rol aldigi
bildiriimektedir (Berkdz ve Yalin 2008).

IL-6'nin alkole bagdli olmayan karaciger yaglanmasi, tip 2 diyabet, insulin direnci gibi
hastaliklarin olusumuna eglik ettigi bununla birlikte anti inflamatuvar etkisi ve yararlarinin
bulundugunu bildiren calismalar da mevcuttur (Von Loeffelhoz vd., 2017). Calismada
inflamasyon yolaginda aktivite gdsteren bu sitokinin farkli konsantrasyonlardaki fruktoza

bagl olarak degisen aktivitesini incelenmisgtir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hayvan Materyali, Gruplarin Olusturulmasi ve Besleme Periyodu

Proje onerisi Hatay Mustafa Kemal Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan 2018/2-8 karar numarasi ile onaylanmigtir. Calismada 32 Wistar albino erkek rat
kullaniimigtir. Calismada K (Kontrol, normal diyet), F15 (Normal diyet+%15’lik fruktoz
cozeltisi), F30 (Normal diyet+ %30’luk fruktoz ¢ozeltisi) ve F60 (Normal diyet+%60’lik fruktoz
¢cozeltisi) olmak Uzere 4 farklh grup olusturulmustur (Tablo 1). Her grupta 8 rat
bulundurulmustur. Ratlar, vicut agirlik ortalamalari bakimindan gruplar arasinda istatistiksel
olarak fark olmayacak sekilde gruplandinimistir (P>0,05). Ratlarin barindiriimasinda
polikarbonat malzemeden olusan seffaf kafesler kullaniimis ve her kafeste 4 rat
bulundurulmustur. Kontrol grubundaki ratlara normal yem ve su verilirken F15, F30 ve F60

gruplarindaki ratlara normal yem ve fruktoz ¢ozeltileri ad libitum ve taze olarak sunulmustur.

Tablo 1. Gruplardaki rasyon ve su/¢dzelti icerikleri

Grup Rasyon Su/Cozelti*
Kontrol (Kon) Temel Rasyon Su
Fruktoz 15 (F15) Temel Rasyon %15’lik Fruktoz ¢ozeltisi
Fruktoz 30 (F30) Temel Rasyon %30’luk Fruktoz ¢ozeltisi
Fruktoz 60 (F60) Temel Rasyon %60’k Fruktoz ¢ozeltisi

*Fruktoz ¢ozeltileri, kristal fruktoz kullanilarak gunlik hazirlanmistir.

Calisma boyunca ortamdaki 1sik 12 saat aydinlk, 12 saat karanlhk (07:00-19:00
aydinlik, 19:00-07:00 karanlik), nem orani %55 ve ortam sicakligi 21+2 °C olacak sekilde
dizenlenmistir. Besleme periyodu 10 hafta strdartlmas ve haftalik vicut agirhgi, yem, su
ve c¢ozelti tiketim miktarlar kaydedilmistir. Temel rasyonu olusturan pellet yeme ait bilgiler

tablo 2’de verilmistir.
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Tablo 2. Temel rasyon icerigi

Temel Rasyon

Metabolik Enerji kcal/kg) 2600,00
Kuru madde (%) 88,40
Ham Protein(%) 22,50
Ham Seluloz (%) 8,10
Yag (%) 3,15
Karbonhidrat (%) 54,72
HCI’'de Gozulebilir Kiil (%) 1,05
Diger Bilesenler (%)
Misir 29,00
Tam Yagh Soya 28,00
Aycicegi Kiispesi 7,00
Bugday Razmolu 13,00
Yonca Unu 14,00
Et Kemik Unu 4,00
Melas 2,00
Kireg tasi 2,00
Dikalsiyum fosfat 0,50
Tuz 0,45
Vitamin-mineral premiksi 0,25
Kalsiyum 1,30
Fosfor 0,80

3.2. Otenazi ile Kan ve Doku Orneklerinin Toplanmasi

Besleme periyodu sonrasi 12 saat a¢ birakilan ratlara, aneztezi altinda (80 mg/kg Ketamine
ve Xylaszine, Intraperitonal) kalpten kan alma ydntemiyle oOtenazi uygulanmigtir. Gen
ekspresyonu ve histopatoloji analizleri igin karaciger dokulari ikiye bolunerek molekuler
analizler icin alinan par¢ca RNAlater iceren steril tiplere alinip sivi azotta hizli bir sekilde
dondurularak laboratuvara nakledilmis ve -86 °C’de muhafaza edilmistir. Diger parga ise
histopatolojik incelemeler i¢in %10’luk formolde tespit edilmigtir.

11
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3.3. Plazma analizleri

Otenazi asamasinda alinan kan érnekleri +4 °C’de 15 dk santrifiij edilerek plazma elde
edilmistir. Plazma o&rnekleri glikoz, insulin, HDL, LDL, total kolesterol ve trigliserit
parametrelerinin analizi i¢in — 86 °C’de saklanmistir. insilin seviyeleri rat spesifik ELISA Kiti
(Sunred Bio, China) ile ELISA reader (Multiskan GO Microplate Spectrophotometer,
ThermoFisher Scientific, USA) araciligiyla belirlenmistir. Diger biyokimyasal parametreler ise
otoanalizér (Gesan Chem 200, Auto-Chemistry Analyzer, Gesan Production srl, Campobello,

Italy)’de belirlenmistir.

3.4. RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

Sivi azotta dondurulduktan sonra -86 °C’de muhafaza edilen karaciger dokularindan yaklasik
50 mg kullanilarak trizol metoduna goére total RNA izolasyonu yapilmistir (Rio vd., 2010).
TRI-Reagent kit (Sigma-Aldrich, USA, Kat. No:T9424) protokoline goére kloroform, izopropil
alkol, alkol asamalarindan sonra RNA pelletleri yaklasik 10 dk oda sicakhdinda kurumaya
birakilmig ve drnekler pellet buyukltklerine gére 30-100 pl nukleaz igermeyen su (NFW,

Nuclease Free Water) ile sulandiriimistir.

Orneklerin saflik ve konsantrasyon degerleri nikleik asit olger ile belirlenmigtir
(Merinton, SMA1000). Yeterli saflik ve konsantrasyonda olan &rnekler %1’lik agaroz jel
elektroforezinde (100 V, 25 dk) kalite ve butinlik bakimindan degerlendirilirken, uygun

olmayan 6rneklerden izolasyon tekrarlanmigtir.

Uygun saflik, konsantrasyon ve kalitedeki 6érnekler cDNA’ya dénUstirilimistir. cDNA
doénusimia 6ncesi ornekler olasi genomik DNA kontaminasyonuna karsi DNaz (DNase |,
RNase free, ThermoFischer Scientific, USA Cat. No: EN0521) ile muamele edilmistir. cDNA
sentezi thermal cycler'da (Biorad T100, USA) 42 °C’de 60 dk, 25 °C’de 5 dk ve 70 °C’de 5 dk
olacak sekilde dizenlenmigstir. Reaksiyon sonrasi cDNA drneklerinin son hacmi NFW ile 200

pl'ye tamamlanmigtir.

3.5. Real Time PCR (RT-gPCR) ile Gen Ekspresyonu Analizi

Karacigerde lipogenezde goérevli SREBP-1c, ChREBP, LXRa, FAS, ACC, SCD-1 ile
inflamasyonda goérevli TNFa, IL-1B ve IL-6 genlerinin ekspresyon duzeyleri RT-qPCR
aracihigiyla belirlenmistir (ROTORGENE QIAGEN, USA). RT-gPCR protokolt 95 °C’de 10
dakikalik denatlirasyon sonrasi 95 °C’de 15 saniye, 60 °C’de 60 saniye, 72 °C’de 30 saniye
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ve 40 siklus olacak gekilde dizenlenmigtir. Internal kontrol olarak PPIA housekeeping geni
kullaniimistir. Biitin drneklerden triplike calisiimistir. ilgili genlerin amplifikasyonu icin SYBR
Green boya igeren kit kullanilmistir (Power SYBR Green PCR Master Mix, ThermoFisher
Scientific, USA). Kullanilan primerler NCBI-Primer BLAST’ta kontrol edildikten sonra

kullaniimigtir. Primerlerin forward ve reverse dizileri tablo 3’de verilmistir.

Tablo 3. Amplifikasyonu Yapilan Genlerin Forward ve Reverse Primer Dizileri

Genler  Erisim No Forward ve Reverse Primer Sequences Kaynak
F: 5-CAGACAAAGTTCCAAAGACAGCA-3’ dos Santos
PPIA NM_017101.1
R: 5-CACCCTGGCACATGAATCCT-3 vd., 2016
F: 5-GCTGCTACAAACAGGACCATC-3 Mock vd.,
FAS NM_017332.1
R: 5- TCCACTGACTCTTCACAGACCA-3 2017
F: 5- CAATCCTCGGCACATGGAGA-3’ Gou vd.,
ACC NM_022193.1
R:5- GCTCAGCCAAGCGGATGTAGA-3 2016
F: 5- CCTTAACCCTGAGATCCCGTAGA-3 Yasari vd.,
SCD-1 NM 139192.2
- R: 5- AGCCCATAAAAGATTTCTGCAAA-3’ 2010
F: 5-CGGGACATGTTTGATGACTATGTC-3 He vd.,
ChREBP NM 133552.1
R: 5-AATAAAGGTCGGATGAGGATGCT-3 2004
SREBP- F: 5-GCAACACTGGCAGAGATCTACGT-3’ He vd.,
NM_001276707.1
1c R: 5-TGGCGGGCACTACTTAGGAA-3’ 2004
F: 5- CCTGATGTTTCTCCTGACTC-3 Mohammadi
LXRa NM 031627.2
- R: 5- TGACTCCAACCCTATCCTTA-3 vd., 2013
F: 5-GGCATGGATCTCAAAGACAACC-3' Castro vd.,
TNFa NM_012675.3
R: 5'-CAAATCGGCTGACGGTGTG-3' 2015
F:5'-ACAAGGAGAGACAAGCAACGAC-3' Castro vd.,
IL-18  NM_031512.2
R: 5-TCTTCTTTGGGTATTGTTTGGG-3' 2015
F: 5-TGATGGATGCTTCCAAACTG-3’ Khan vd.,
IL-6 NM_012589.2
R: 5-GAGCATTGGAAGTTGGGGTA-3 2013

3.6. Histopatolojik incelemeler

Formalinde tespit edilen dokulardan yaklasik 5 p kalinhdinda alinan kesitler ksilolde
deparafinize edilip sirasiyla 100, 96, 80 ve 70’lik alkol serilerinden gegirilmistir. Daha sonra
Hematoksilen Eozin (H&E) yontemi ile boyanarak (Luna, 1968) doku kesitleri 1sik mikroskop
altinda (Olympus CX31) incelendikten sonra mikrofotograflari (Olympus DP12) alinmistir.
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Histopatolojik bulgularin degerlendiriimesi su kriterlere gére yapilmigtir:

Derece 0: Histopatolojik degisiklik % 5’in altinda;

Derece 1: Tum alanin %5 ile %33’U arasinda meydana gelen hafif histopatolojik
degisiklikler;

Derece 2: Tum alanin %33 ile %66’s1 arasindaki alanda meydana gelen orta
derecede histopatolojik degisiklikler;

Derece 3: Tum alanin %66’sindan daha fazla alanda meydana gelen agir

histopatolojik degisiklikler.

3.7. istatistiksel analiz

istatistiksel hesaplamalar SPSS paket program (Version SPSS 22.0) araciligiyla yapilmistir.
Gruplar arasi istatistiksel farkliik One Way ANOVA ve Tukey testi ile belirlenerek, P<0,05
anlamli kabul edilmistir. Gen ekspresyon sonuglari ise 222t yéntemiyle degerlendirilerek kat
degisimi olarak hesaplanmistir (Livak ve Schmittgen, 2001).

Histopatolojik bulgulardaki skor ortalamalari Tepe Degeri olarak alinmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Haftalik Temel Rasyon, Su/Cozelti Tiiketimleri ve Viicut Agirhigi Degisimleri

Kontrol, F15, F30 ve F60 gruplarindaki ratlarin 10 haftalik besleme periyodu sonrasi haftalik
ortalama yem tiketimleri sirasiyla 258,52+2,83, 150,29+3,54, 135,57+3,57 ve 87,97+1,93 g
olarak belirlenmistir (P<0,001). En az yem tiketiminin F60 grubunda oldugu gorialmustdr.
Bununla birlikte haftalik su ve fruktoz ¢ozeltisi tliketim miktarlari 468,00+6,88, 554,67+41,79,
327,1719,44 ve 211,72+6,09 ml olmustur (P<0,001). F15 grubunun fruktoz ¢ozeltisini (%015)
en ¢ok tuketen grup oldugu belirlenmigtir (Tablo 4).

Besleme periyodu baslangicinda gruplar arasinda viacut agirhgr ortalamalari
bakimindan 6énemli bir fark bulunmazken ilk haftanin sonunda F15 ve F30 grubundaki
ratlarin F60 grubuna goére viacut agirhgr ortalamalarinin énemli sekilde arttigi goruaimustur
(P<0,05). Calismanin 3. haftasi en zayif grubun FG60 grubu oldugu tespit edilmistir. Ayrica 3.
hafta F15 ve F30 gruplarinin F60 grubuna gére agirlik ortalamalari bakimindan anlamli
farklilgin olustugu ilk haftadir. Bu anlamli farkhhk 8. haftaya kadar devam etmistir. F15 ve
F60 gruplarindaki ratlarin vicut agirhdi ortalamalari ¢calisma sonuna kadar benzer devam
etmistir. F60 grubu bazi haftalar kontrol ve diger gruplardan dusiuk bulunurken calisma
sonunda yaklasik 495 g agirlik ortalamasi ile F30'un en agir grup, F60’In ise en hafif grup
oldugu belirlenmigtir (Tablo 4).
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Tablo 4. Gruplardaki haftalik vicut agirligi ortalamalari ile yem ve su/gcozelti tiketim

miktarlar®
Hafta Ozellik Kon F15 F30 F60 P
0  Viicut agirhg (g) 209,38+7,50 208,50+7,89  206,88+9,82  206,75+9,75 -
Viicut agirhgi (g) 254,04+11,162> 261,317,992  260,05+10,672  220,3649,95P° *
1 Tuketilen yem (g/rat) 253,13 160,72 144,38 80,00
Tiiketilen su/gozelti (ml/rat) 426,25 375,56 277,22 177,22
Viicut agirhg (g) 206,12+14,22  297,16+8,52  297,78+14,14  25555+13,88 -
2 Tiiketilen yem (g/rat) 248,50 156,78 143,22 86,67
Tiiketilen su/cozelti (ml/rat) 471,25 405,56 298,33 202,78
Viicut agirhgi (g) 338,63+14,402  352,21+6,632  348,24+14,222 276,40£15,950  **
3 Tiiketilen yem (g/rat) 256,38 171,11 152,22 89,56
Tiketilen su/¢ézelti (ml/rat) 463,13 528,89 345,00 196,11
Viicut agirhgi (g) 369,15+£16,002>  380,10+7,682 387,11£14,552 320,51+13,60P **
4 Tiiketilen yem (g/rat) 258,90 150,21 146,62 99,56
Tiiketilen su/¢ozelti (ml/rat) 471,25 541,11 327,22 216,67
Viicut agirhg (g) 394,19+18,572b  401,18+5282 417,19+14,422 342,13+14,280 **
5 Tiketilen yem (g/rat) 270,63 153,33 137,38 93,16
Tiiketilen su/gozelti (ml/rat) 481,25 443,89 348,89 212,22
Viicut agirhg (g) 418,61419,942  42558+6,352 436,85+15,742 359,89+15,380  **
6  Tiiketilen yem (g/rat) 260,29 138,72 134,67 87,56
Tiketilen su/¢ozelti (ml/rat) 438,13 685,00 335,00 221,67
Viicut agirhg (g) 425,03+19,042b  444,93+5 422  457,00+16,142 376,30+15,890  **
7 Tiketilen yem (g/rat) 265,06 152,80 128,44 90,71
Tiketilen su/¢ozelti (ml/rat) 482,50 598,33 290,56 211,11
Viicut agirhgi (g) 439,914£21,312b  454,98+5,802b 463,73+16,682 393,61+16,92°> *
8  Tiiketilen yem (g/rat) 251,13 134,56 125,56 88,56
Tiiketilen su/¢ozelti (ml/rat) 480,63 524,44 350,00 211,67
Viicut agirhg (g) 458,15+23,41  468,79+6,65  485,15+17,33  423,44+1543 -
9 Tiiketilen yem (g/rat) 247,71 139,10 115,91 78,30
Tiketilen su/¢ozelti (ml/rat) 465,63 638,33 327,78 215,00
Viicut agirhg (g) 460,56+23,152P 475 93+4,982b  494,00+17,512 424,15+15,72>  *
10  Tiiketilen yem (g/rat) 273,44 145,61 127,31 85,62
Tiketilen su/¢ozelti (mL/rat) 500,00 805,56 391,67 252,78
ort Tiketilen yem (g/rat) 258,52+2,832 150,29+3,54b 135,57+3,57¢ 87,97+1,93d

Tiiketilen su/cozelti (mL/rat)

*: P<0,05; **: P<0,01; ***: P<0,001
a,b.c.d: Ayni satirdaki farkli harfler gruplar arasinda anlamli farkliligi géstermektedir.
Kon: Kontrol grubu; F15: %15’lik Fruktoz ¢ozeltisiyle beslenen grup; F30: %30’luk fruktoz ¢ozeltisiyle beslenen
grup; F60: %60’k fruktoz ¢dzeltisiyle beslenen grup, Ort: Ortalama
&: Tabloda tiketilen su ve ¢bzelti miktarlari ml cinsinden belirtilmistir. Kontrol grubundaki ratlar su tiiketirken,
diger gruplardaki ratlar belirtilen konsantrasyonlardaki fruktoz ¢ozeltilerini tiketmiglerdir.

468,00+6,88°

16

554,67+41,792

327,17+9,44¢

211,72+6,09¢
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4.2. Karaciger agirliklari ve Plazma Analizi Bulgulari

Karaciger agirhigi ortalamalari bakimindan en ylksek ortalamanin 15,95+0,58 g ile F30
grubunda oldugu belirlenmigtir (P<0,05). Kon, F15 ve F60 karaciger agirlik ortalamalari ise
benzer bulunmustur (Tablo 5).

Yapilan plazma analizleri sonucu elde edilen bazi biyokimyasal parametreler ise tablo
4'te gosterilmistir. Plazma glikoz seviyelerinin 215,13+23,11 mg/dl ile en yuksek F60
grubunda oldugu gérilmistir. insilin, HDL ve total kolesterol degerleri bakimindan gruplar
arasinda anlamh bir fark bulunmazken, plazma LDL seviyeleri bakimindan F60 grubunun
onemli dizeyde yiksek degerlere sahip oldugu belirlenmistir (P<0,01). Ayrica fruktoz
¢ozeltisi ile beslenen butun gruplarda (F15, F30 ve F60) trigliserit seviyelerinin kontrol grubu
seviyelerinin yaklasik iki katindan daha fazla degerlerde oldugu ve bu farkliligin istatistiksel
olarak énemli oldugu tespit edilmistir (P<0,01).

Tablo 5. Gruplardaki hayvanlarin karaciger agirliklari ile bazi biyokimyasal parametreler

Parametreler Kon F15 F30 F60 P
Karaciger agirhgi (g) 13,06+1,10°> 14,58+0,362> 15,95+0,582 13,110,722 *
Glikoz (mg/dl) 177,75£7,97 178,75+4,06 182,38+11,57 215,13+23,11 -
insiilin (mIU/) 2,57+0,05 2,49+0,06 2,58+0,07 2,59+0,15 -
LDL (mg/dl) 14,00+0,27° 17,38+0,84% 18,00+1,54%>  21,50+1,862 **
HDL (mg/dl) 29,75+1,36  32,50+2,08 28,63+1,90 27,50+2,16 -

T.Kolesterol (mg/dl)  32,38+1,13  34,88+2,47 33,88+2,39 34,00£2,10

Trigliserit (mg/dl) 40,88+3,76° 80,25¢11,36° 99,25£11,23% 91,50£10,80% **

*: P<0,05; **: P<0,01

a.b: Ayni satirdaki farkl harfler gruplar arasinda anlamli farkhihgi gostermektedir.

Kon: Kontrol grubu; F15: %15’lik Fruktoz ¢ozeltisiyle beslenen grup; F30: %30’luk fruktoz ¢ozeltisiyle beslenen
grup; F60: %60’lik fruktoz ¢dzeltisiyle beslenen grup

4.3. RNA izolasyonu ve Gen Ekspresyonu Bulgulari

Trizol ydontemine gore yapilan total RNA izolasyonunda saflik gdstergesi olan A260/280 orani
1,94+0,02 olurken, konsantrasyon degerleri 322,57+26,02 ng/pl olmustur. Dokulardan

yapilan RNA izolasyonu sonrasi elde edilen jel elektroforez gérintisu Sekil 1°de verilmistir.
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KONTROL GRUBU : F15 GRUBU

F30 GRUBU A

Sekil 1. Gruplardaki 6rneklerin 28S ve 18S rRNA unitelerinin agaroz jel elektroforez
gOruntuleri [Her grupta 8 hayvanin (sirasiyla soldan saga 1-8) karaciger dokularindan izole
edilen total RNA agaroz jeldeki goruntuleri].

Yeterli saflik ve konsantrasyondaki drneklerden yapilan cDNA sentezi sonrasi FAS,
ACC, SCD-1, ChREBP, SREBP-1c, LXRa, TNFa, IL-18 ve IL-6 genlerinin ekspresyon
seviyeleri RT-qPCR’da belirlenmistir. RT-qPCR’da elde edilen erime egrisi (melting curve)
grafikleri sekil 2-11'de verilmigtir. Ayrica Ct grafikleri sekil 12-21'de gdsterilmistir.

7\
: / W \\\

65 70 75 80 85 90 95 100

Sekil 2. PPIA erime egrisi grafigi
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740 745 750 755 760 765 770 775 780 785 790 795 800 805 810 85 820 825 830 835 840 845 850 855 860 865 870 875 880 885 890 895 900 905 910 915 920 925 930 935 940 945
°c

Sekil 3. FAS erime egrisi grafigi

740 745 750 755 760 765 770 715 780 785 790 795 800 805 810 815 820 625 830 835 840 845 850 855 860 865 870 875 880 885 890 895 900 905 910 915 920 925 930
°c

Sekil 4. ACC erime egrisi grafigi

705 710 715 720 725 730 735 740 745 750 755 760 765 770 715 780 785 790 795 800 805 810 815 820 825 830 835 840 845 850 855 860 865 870 875 830 885 890 895 900
o

Sekil 5. SCD-1 erime egrisi grafigi
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Sekil 6. ChREBP erime egrisi grafigi

Sekil 7. SREBP-1c erime egrisi grafigi

Sekil 8. LXRa erime egrisi grafigi
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705 710 715 720 725 730 735 740 745 750 755 760 765 770 775 780 785 790 795 800 805 810 815 820 85 830 835 840 845 850 85 860 85 870 875 830 835 890 895 900 905 910 915 920 25 930
°c

Sekil 9. TNFa erime egrisi grafigi

735 740 745 750 755 760 765 770 775 780 785 790 795 800 805 810 815 820 825 830 635 840 845 850 855 860 865 870 875 880 835 6890 895 900 95 910 95 920 925 930 935 940
°c

Sekil 10. IL-11 erime egrisi grafigi

Sekil 11. IL-6 erime egrisi grafigi
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00 | reshod

Sekil 12. PPIA Ct grafigi

[Thveshod - — .

Sekil 13. FAS Ct grafigi

Sekil 14. ACC Ct grafigi
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Threshold

——
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 1 18 4 15 1% 17 18 19 2

Sekil 15. SCD-1 Ct grafigi

00 [Treshod

————
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 18 4 15 16 17 18 19 220 2 2 28 24 25 26 27 28 20 30 33 3 3B H 3H 3B 3y 3B/ 39 4

Sekil 16. ChREBP Ct grafigi

0,0 Threshold

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 1 B

Sekil 17. SREBP-1c Ct grafigi
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 u 12 13 14 15 16 by 18 19 20 2a 2 23 u 5 2% 2 28 29 30 31 2 3 34 35 3% 37 38 39 40
opck

Sekil 18. LXRa Ct grafigi

Threshold
001 ——
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 1 1B U

Sekil 19. TNFa Ct grafigi

00 {Threshod

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 u 12 13 14 15 16 by 18 19 20 2a 2 23 % 5 % 2 28 29 30 31 2 3 34 35 3% 37 38 39 40
opcke

Sekil 20. IL-1B Ct grafigi
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 18 4 15 1 17 18 19 20 2 2 23 24 25 26 2 28 29 30 3 3R 33 U F B 7 3B I 4
Cycle

Sekil 21. IL-6 Ct grafigi

Genlerin mRNA kat degisimleri tablo 6'da verilmistir. F30 ve F60 gruplarindaki ratlarin
karaciger dokularinda TNFa gen ekspresyon dizeyleri yaklasik 4 kat upreglle olurken
(P<0,05), F15 grubundaki upregulasyonun yaklasik 3 kat oldugu belirlenmistir. Bununla
birlikte IL-1B gen ekspresyon degerlerinin F15, F30 ve F60 gruplarinda sirasiyla 1,66+0,94,
2,28+0,53, 3,27+0,98 oldugu tespit edilmistir. IL-6 gen ekspresyonu degerleri bakimindan
F30 ve F60 gruplarinda 2 kattan fazla upregulasyon gorilirken (P<0,05), F15 grubunda

onemli bir degisim olmadigi belirlenmistir.

Lipogenez yolaginda gorevli olan SREBP-1c deneme gruplarinin tamaminda degisen
onem dereceleriyle upregule olmustur(F15, F30 ve F60 gruplarinda sirasiyla P<0,05;
P<0,05; P<0,01). SREBP-1c ve ChREBP genleri bakimindan en yuksek upregilasyon F60
grubunda olurken, LXRa’nin gruplarda benzer ekspresyon degerleri gosterdigi belirlenmigtir.
Bununla birlikte F15 grubunda kontrol grubuna goére yaklasik 2 kat fazla ifade edilmistir.
Ayrica, F15, F30 ve F60 gruplarinda FAS gen ekspresyon seviyelerinin yaklasik 3 kat
upregile olmustur (P<0,05). ACC gen ekspresyon seviyeleri deneme gruplarinda degisen
Onem duzeylerinde artis gosterirken (F15, F30 ve F60 gruplarinda sirasiyla P<0,05; P<0,05;
P<0,001) en fazla F15 grubunda (yaklasik 4 kat) artis gOstermistir. Deneme gruplarinda
incelenen genlerden ekspresyon seviyelerinde en fazla artis gosteren genin F15, F30 ve F60
gruplarinda sirasiyla yaklasik 7 (P<0,001), 8 (P<0,001) ve 12 (P<0,01) kat fazla ifade edilen
SCD-1 geni oldugu belirlenmisgtir.

25



Tablo 6. Gruplarda karaciger dokularinda hedef genlere ait mRNA kat degisimleri

®

TUBITAK

Kon F15 F30 F60

TNFa 1,000,111 2,85+0,86  3,94+1,25* 3,60+1,10*
IL-18 1,00£0,17 1,66+0,94  2,28+0,53 3,27+0,98
IL-6 1,00+0,28 1,37+0,15  2,59+0,66* 2,29+0,43*
SREBP-1c 1,00+0,26 2,63+0,73* 1,94+0,33* 4,29+0,83**
ChREBP 1,00+£0,24 2,63+0,73* 2,49+0,68 3,07+0,85"
LXRa 1,00£0,15 1,87+0,63 0,87+0,136 1,03+0,24
FAS 1,00+0,22 3,05+0,88* 2,29+0,49* 2,79+0,69*
ACC 1,00£0,14 4,11%£1,49* 2,40+0,59* 2,74+0,21***
SCD-1 1,00+£0,49 7,05+1,09*** 8,63+1,65*** 12,63+£3,15**

*: P<0,05; **: P<0,01; ***: P<0,001

4.4. Histopatolojik Bulgular

Otenazi sonrasi tim hayvanlara nekropsi yapiimistir. Makroskobik incelemelerde F60
grubunda daha siddetli olmak Gzere F30 ve F60 gruplarindaki hayvanlara ait karacigerlerin
siskin, koyu kirmizimsi renkte olduklari ve kenarlarinin hafif kit oldugu goézlenmistir. Ayrica

bu dokularin kesit ylzinden kan sizdigi tespit edilmistir.

Kontrol grubu karaciger dokularinda hepatositler, Remark kordonlari ve hepatik
sentral ven normal histolojik yapisinda gozlenmigtir (Sekil 22). F15 grubu karaciger
dokularinda kontrol grubu dokularinda oldugu gibi hepatositler, Remark kordonlari ve hepatik
sentral ven’in normal histolojik yapida oldugu goézlenmistir (Sekil 23, 24). F30 grubunda bazi
alanlarda Remark kordonlarinin dizenini kaybettigi, fokal alanlar halinde hepatositlerin
sitoplazmalarinda keskin sinirli yag vakuolleri (steatoz) ile parankimden hidropige varan
dejeneratif degisikliklerin sekillendigi belirlenmigstir (Sekil 25). F30 karacigerlerinde ayrica
portal venlerin ve sintzoidal bodlgelerin eritrosit birikimine bagh geniglemis oldugu
gOrulmustur (pasif hiperemi). Cogu hayvanda 6zellikle perivaskuler bélgelerde kuguk odaklar
halinde mononiklear yangisal hiicre infiltrasyonu tespit edilmistir (Sekil 26). F60 grubu
karaciger dokularinda ise Remark kordonlarinin duzenini kaybettigi belirlenmistir. F30
grubuna gore diffuz dagihmli daha buylk ve keskin sinirli yag vakuollerinin (steatoz) oldugu
dikkati cekmigtir (Sekil 27). Ayni sekilde 3. Gruba gore daha siddetli pasif hiperemi ve
Ozellikle perivaskiler boélgelerde mononukleer yangisal hiicre infiltrasyonu géze carpmistir
(Sekil 28). Bu grupta hepatositlerde parankim ve hidropik dejenerasyonla birlikte bazi

sahalarda hepatositlerde balonumsu dejenerasyon tespit edilmigtir (Sekil 27, 29). Bir kisim
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hepatositlerde nekrotik degisikliklerin yani sira 2 ratin karacigerinde genis nekroz odaklari
g06zlenmistir (Sekil 30).
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Sekil 25. F30 grubunda hepatositlerde yag vakuolleri (oklar) ve hidropik dejenerasyon (ok
baslari), H&E.
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Sekil 26. F30 grubunda karaciger dokusunda sinozoitlerde eritrositler (ok baslari) ve
perivaskuler yangisal hlcre infiltrasyonu (ok), H&E.

Sekil 27. F60 grubunda karacigerde sintzoidal bosluklarda eritrosit birikimi ile genigleme
(yildizlar), yaglanma (oklar) ve hidropik dejenerasyon (ok baglari), H&E.
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Sekil 28. F60 grubunda karacigerde perivaskuler yangisal hicre infiltrasyonu (oklar), H&E.
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Gruplardaki ratlarin karaciger dokularinda goézlenen yangi, pasif hiperemi, yaglanma
gibi histopatolojik degisiklikler tablo 7’de gdsterilmistir.

Tablo 7. Karacigerde gozlenen histopatolojik bulgular

Histopateojik Degisiklikler Con F15 F30 F60

Pasif hiperemi 0 0 1 2

Paransimal dejenerasyon 0 0 1 1

Balonumsu dejenerasyon 0 0 0 1
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5. TARTISMA

Yaklasik 30 yildir yapilan calismalarda fruktoz tiketimiyle badlantili olarak obezite ve
komplikasyonlarinin gérilme oraninda artis olustugu bildiriimektedir (de Moura vd., 2009;
WHO, 2019). Yapilan bu ¢alismada standart yem ile birlikte farkli konsantrasyonlarda fruktoz
cOzeltilerinin tuketim miktarlarinin konsantrasyonla orantili oldugu belirlenmigtir. Her ne
kadar diyetle alinan fruktoz insulin badimsiz metabolize edilse de ¢ozeltideki fruktoz
konsantrasyonu arttikca tuketilen yem miktari dusmektedir (Tablo 4). Ayrica diyetle alinan
toplam enerji miktarlari da beklenildigi gibi ¢cozeltilerdeki fruktoz konsantrasyonlarina bagli
olarak degismektedir. Ortalama yem ve ¢dzelti tiketimi bakimindan en disuk grup F60
grubu olmustur. F60 grubunun tikettigi %60’lik fruktoz ¢ozeltisi mlI'deki enerji miktarina bagh
olarak daha az tuketiimekte bununla birlikte yem tlketimi baskilanmaktadir. Caligma
sonunda F15 ve F60 gruplarinin vicut agirhk ortalamalari kontrol grubu ile benzer
bulunmustur. Yeme ilaveten %10 ve %60’lik fruktoz ¢ozeltileriyle beslenen erigkin ratlarla
yapilan bir calismada hem %10 hem de %60 fruktoz ¢Ozeltileriyle beslenen gruplarin vicut
agirhgr bakimindan calismamizdaki F15 ve F60 gruplarina benzer sekilde kntrol grubuna
goére 6nemli bir degisikliJe sebep olmadigi bildiriimistir (de Moura vd., 2009). Calismadaki
F15 grubu ortalama metabolik enerji ahmi bakimindan en yiksek grup olsa da vicut agirlik
ortalamasi bakimindan diger gruplarla benzer bulunmustur. F60 grubu vicut agirliklar ise
F30'dan énemli oranda distkken diger gruplarla benzer bulunmustur. Elde edilen veriler
daha 6nce yaklasik 10 haftalik besleme periyodu ile ratlarda yaptigimiz ¢calismada oldugu
gibi %30’luk fruktoz cozeltisinin dnemli dizeyde vicut agirhigr artisina sebep oldugunu
gOstermektedir (Ozkan ve Yakan, 2019).

Yapilan bir ¢alismada %20’lik fruktoz ¢bzeltisinin hem vicut agdirhgi ortalamalari
bakimindan hem de lipogenez ile iligkili biyokimyasal parametreler bakimindan 6nemli bir
degisiklik meydana getirmedigi bildirilmistir (Batista vd., 2019). Bu calismada, F15 ve F60
gruplarinda vicut agirhgr ortalamalarinin benzerliginin yani sira karaciger agirliklari da
benzer bulunmustur. Bununla birlikte karaciger agirhd: en yiksek grubun F30 grubu oldugu
tespit edilmistir. Plazmadaki biyokimyasal parametreler bakimindan yapilan analizlerde,
yapilan bazi g¢alismalara benzer sekilde glikoz, insilin, HDL ve total kolesterol degerleri
gruplar arasinda benzer bulunmustur (Jegatheesan vd., 2015, Ozkan ve Yakan, 2019).
Ancak LDL seviyeleri Kontrol, F15 ve F30 gruplarinda benzer bulunmus, en yiksek degerin
ise F60 grubunda oldugu goérulmuastar (P<0,01). Yuksek LDL, kalp damar saghgdi ve
metabolik bozukluklarin tetiklemekle karakterizedir. Yuksek konsantrasyondaki fruktoz
cOzeltisi her ne kadar vucut agirhgr ve diger parametrelerde onemli bir degisiklige sebep

olmasa da, LDL'yi yukseltmekte bu da metabolik bozukluklarin sekillenmesine sebep
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olmaktadir (Jegatheesan vd., 2015). Trigliserit seviyeleri bakimindan fruktoz tlketen
gruplarin tamaminda (F15, F30 ve F60) hipertrigliseridemi tablosu sekillenmistir. Fruktozun
tuketim miktar dlsik dahi olsa yapilan galismalarla uyumlu olarak bu karbonhidratin
hipertrigliseridemik etkili oldugu tespit edilmistir (de Moura vd., 2009). En ylksek plazma
glikoz seviyesi F60 grubunda bulunmustur. Plazma insulin seviyeleri ise gruplar arasinda
benzerdir. Her ne kadar plazma glikoz seviyeleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel
olarak énemli dizeyde fark bulunmasa da bu duruma temel sebep olarak F60 grubundaki
standart hatanin yiksek olmasi dasunilmustir. Elde edilen bulgular insilin bagimsiz
metabolize olan fruktozun hiperglisemik etki gosterebilmesi igin hazilanan ¢o6zeltideki

ylzdesinin dnemli bir faktor olabilecegini géstermektedir.

Yuksek fruktoz tlketimiyle birlikte karaciger ve metabolizmayla ilgili diger dokularda
kronik inflamasyon ve endotelyal disfonksiyon gelisebilecegi bildiriimektedir (Zhang vd.,
2017). Karacigerde inflamasyon yolaginda goérevli TNFa’'nin F30 ve F60 gruplarinda yaklasik
4 kat upregule oldugu belirlenmistir. TNFa, inflamasyon, yara iyilesmesi ve onarimi, apoptoz
gibi immun sistemle iligkili biyolojik olaylarda dncelikli géreve sahip bir sitokindir. Karacigerde
TNFa gen ekspresyonundaki artisin trigliserit Gretimi ve statoz dretimini tektikledigi ve insulin
direnci gelisimini uyarabilecegi bildiriimektedir (Feldstein vd., 2004). Yapilan bir calismada
normal yeme ek olarak 4 hafta boyunca %60 fruktozlu ¢ozeltiyle ad libitum beslenen ratlarda
karaciger TNFa gen ekspreyson seviyelerinin yaklagik 2 kat arttigi bildirilmistir (Vasiljevic¢ vd.,
2014). Cahsmamizda bu gendeki aktivitenin biyokimyasal parametreler ve histopatolojik
bulgularla uyumlu oldugu gérilmustir (Tablo 5, Tablo 7). NAFLD ile TNFa’nin ekspresyon
dizeylerinde artis oldugu bildirilse de bu c¢alismada tiketime sunulan farkli
konsantrasyonlardaki fruktoz ¢ézeltilerinin etkileri karsilastirmali incelenmis ve %30 ve Uzeri
konsantrasyondaki fruktozun TNFa gen ekspresyon seviyelerini upregule edebilecegi
go6rilmustar (Kanuri vd., 2011, Feldstein vd., 2004). TNFa’'ya benzer sekilde IL-1B ve IL-6
gen ekspresyon seviyeleri F30 ve F60 grubunda upregile olmustur. IL-1B, hicre
proliferasyonu ve apoptozis gibi hlcresel olaylarda aktivite gdsteren ve doku hasar
goOstergesi olarak gen ve protein diuzeyinde takip edilebilen bir sitokindir. Fruktoz Uzerine
yapilan bir ¢calismada normal beslenen ratlara gére ekspresyon seviyesinin 3 kat arttigi
bildirilmistir (Castro vd., 2015). IL-1B yaklasik 3 kathk bir artigla en fazla F60 grubunda
aktivite gostermistir. IL-6, genellikle TNFa ve IL-1B ile birlikte reglle olan, inflamasyon,
immun yanit and hematopoezis'te 6énemli gorevler alan bir sitokindir. inflamasyona bagl
olarak mRNA ekspresyonu artan bu sitokinin, trigliserit sekresyonunun regllasyonunda da
rol aldidi bildiriimektedir (Berkdéz and Yalin, 2008). Fruktozla beslenen gruplarda plazma
trigliserit seviyeleri ve bu sitokinin gen dizeyindeki ekspresyon seviyeleri bu bilgiyi dogrular
niteliktedir (Tablo 5, Tablo 6). F30 ve F60 gruplarinda karacigerde TNFa, IL-18 ve IL-6
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sitokinlerinin gen ekspreyson duzeyleri, histopatolojik olarak tespit edilen karacigerdeki
kronik inflamasyon bulgularini dogrulamaktadir (Sekil 26-28).

Karbonhidrat ve lipid metabolizmasinda rol alan ve lipogenez ile iligkili genlerin
ekspresyonunu dulzenleyen, enerji metabolizmasinin anahtar transkripsiyon faktoérleri
SREBP-1c ve ChREBP’in gen ekspresyon dlzeyinde fruktozla beslenen gruplarin
tamaminda upregtle oldugu tespit edilmistir (Xu vd., 2013). SREBP-1c’nin, ChREBP ve
LXRa tarafindan da regule edildigi bildiriimektedir (Cha ve Repa, 2007). SREBP-1c, F15 ve
F30 gruplarinda yaklasik 2 kat artis gostermekle birlikte en ¢ok F60 grubunda upregile
olmustur (P<0.01). Bununla birlikte ChREBP gen ekspresyonu deneme gruplarinin
tamaminda yaklasik 3 kat upreglile olmustur. SREBP-1c’'nin her ne kadar ChREBP ve
LXRa’nin aktivasyonundan etkilendigi bildirilse de bu artigin fruktoz tuketimine bagli olarak
farkh transkripsiyon faktorlerinden etkinlenmis olabilecegi disinilmektedir (Cha ve Repa,
2007). Karacigerde lipid biyosentezinde goérevli oldugu bildirilen LXRa, trigliserit miktarini
diizenler (Kamei vd., 2008, Matsusue vd., 2014). insilin miktarina baglh olarak aktivitesi
degisen LXRa, F15 grubunda yaklasik 2 kat artis gosterse de diger deneme gruplarindaki
ekspresyon seviyeleri kontrol grubuna benzer bulunmustur. Bu duruma sebep olarak temel
rasyondaki karbonhidratlarin instlin salinimini etkilemesi sonucu sekillenmis olabilecegi

dusunulmastar.

Yapilan bir ¢alismada, 8 hafta boyunca %60 fruktozla beslenen Sprague Dawley
ratlarda viacut agirhdinin normal beslenen hayvanlara gore daha dusik oldugu bununla
birlikte ¢alismamizdaki F60 grubuna benzer sekilde plazma trigliserit ve LDL seviyelerinin
onemli dizeyde yuksek oldugu bildirilmistir (Jegatheesan vd., 2015). Ayni ¢alismada vicut
agirhk ortalamalarinin  kontrole goére dusuk olmasina ragmen karaciger dokusunda
lipogenezde anahtar 6neme sahip SREBP-1c ve ChREBP gen ekpsresyon seviyelerinin
yaklasik 5 kat arttigi bildiriimistir (Jegatheesan vd., 2015).

Lipogenezde gorevli FAS, ACC ve SCD-1 genleri deneme gruplarinin tamaminda
degisen Onem dizeylerinde upregile olmustur. Yapilan bir ¢alismada, calismamizdaki
bulgulara benzer sekilde 4 hafta boyunca %60 fruktozlu rasyonla beslenen ratlarda canli
agirhkta énemli bir degisim meydana gelmeden FAS, ACC, SREBP-1c ve ChREBP gen
ekspresyon seviyelerinde artis oldugu, bu durumun trigliserit miktarini artirdigi bildirilmigtir
(Janevski vd., 2012). Karacigerde fruktozun lipogenik etkisi SREBP-1c ve ChREBP
transkripsiyon faktorlerinin yani sira bu genlerdeki aktiviteye bagl olarak gorulmektedir.
Lipogenez surecinde yag asidi uretimi, ACC aracili FAS kataliziyle sekillenmektedir. FAS
geni bakimindan knockout farelerde yapilan bir galismada yag asidi sentezinde bozukluklar

meydana geldigi bildirilmistir (Chakravarthy vd., 2005). insanlarda yapilan bir ¢alisma ile
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yagli karaciger bozukluguna sahip insanlarin 2-3 kat daha fazla fruktoz tukettigi, bu

insanlarin FAS gen ekspresyon dizeylerinde 6nemli oranda artis meydana geldigi tespit
edilmistir (Ouyang vd., 2008).

Diyetle alinan fruktozun %70ten fazlasi portal ven araciligiyla de novo lipogenezin
blylk oranda gercgeklestigi karacijere gelerek burada metabolize edilmektedir. Hayvan
modelleriyle yapilan c¢alismalarda fazla miktarda tiketilen fruktozun karacigerde ACC
aktivitesini onemli oranda etkiledigi ve lipogenezin dnemli oranda bu gendeki aktiviteye bagh
olarak sekillendigi ortaya konulmustur (Koo vd., 2008, Hirahatake vd., 2011). F15 grubunda
4 kat artis gdsteren bu gen F30 ve F60 gruplarinda benzer oranlarda ve dedisen énem
dizeylerinde artis gdstermistir (Tablo 6). Yapilan bir calismada 10 haftalik besleme periyodu
suresince standart yem ve fruktoz ile yiksek yagl diyet ve fruktoz karsilastirimis ve ACC
gen ekspresyonunun standart yem ile tliketime sunulan fruktozla birlikte 3 kattan fazla
upregule oldugu bildirilmigtir (Softic vd., 2017). Hiperlipidemik etkili fruktoz lipogenez
yolaginda ACC'yi diger enerji kaynaklarina gore daha fazla tetiklemektedir. Yaptigimiz
calismaya goére disuk konsantrasyondaki fruktoz ¢dzeltisi bu genin aktivitesini daha fazla
etkiledigi gorilse de karacigerdeki lipogenik aktivitenin en fazla F30 ve F60 gruplarinda

oldugu anlasiimistir.

Fruktoz tiketiminin karacigerde SCD-1 gen ekspresyonununda onemli dizeyde
upregulasyona neden oldugu gruplarin tamaminda gérilmektedir (Tablo 6). SCD-1, lipid ve
karbonhidrat metabolizmasinda merkezi role sahip olup, trigliserit ve diger lipidlerin sentezi
icin gereklidir (Miyazaki vd., 2004). SREBP-1c bagimli ve bagdimsiz yolaklarda diyetteki
fruktozla birlikte lipogenezin sekillenebilmesi icin SCD-1 geninin gerekli oldugu, SCD-1’in
enerji tiketimini ve insulin hassasiyetini artirdi1 ve bu gendeki aktivitenin karaciger steatozu
ile siki bir iligki icerisinde oldugu bildiriimektedir (Cohen vd., 2002, Ntambi ve Miyazaki, 2003,
Miyazaki vd., 2004). SREBP-1c’nin SCD-1 ile siki bir iligkisi oldugu yaptigimiz ¢alisma
sonuglariyla anlasiimaktadir. SCD-1 gen ekspresyon seviyesi 10 kattan fazla artarak en fazla
F60 grubunda upregile olmustur. Bu durum histopatolojik olarak da tespit edilen
karacigerdeki steatozu dogrular niteliktedir.

Histopatolojik incelemelere gdre her ne kadar en siddetli degdisiklik F60 grubunda
olsa da F30 grubu karacigerlerinin de fruktoz tuketimine bagli olarak zarar goérdugu
belirlenmistir. Yapilan bir ¢alismada %70’lik fruktoz diyetinin Wistar ratlarda karacigerde
siddetli makrovezikiler steatoza ve intralobular inflamasyona neden oldugu bildirilmigtir
(Takahashi vd., 2012). Karacigerde asiri yag depolanmasi karaciger hassasiyetini artirmakta
ve hasar verici etkenlere kargi daha duyarli hale getirmektedir. Bu durum fibrozis ve

hepatosteozis gelisimine neden olmaktadir (Ayala vd., 2014). F30 ve F60 gruplarinda
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lipogenik gen ekspresyonu bulugularinin yani sira elde edilen histopatolojik sonuglar
yaglanmaya bagli olarak karacigerde hasar olustugunu géstermektedir. Gen ekspresyon
sonuglari, F30 ve F60 gruplarindaki hasari dogrular niteliktedir. Bununla birlikte F15
¢cozeltileriyle beslenen hayvanlarin karaciger histopatolojisi bakimindan kontrol grubuna
benzer olduklar tespit edilmistir. Sekiz hafta boyunca %15’lik fruktoz c¢oOzeltisiyle
beslenmenin her ne kadar plazma trigliserit seviyelerini yulkselttigi belirlenmis olsa da
karacigerde o©6nemli bir patolojik degisiklige yol ag¢madigi anlasiimistir. Inflamasyon,
yaglanma ve pasif hiperemi bakimindan F60 grubu rat karacigerlerinin en yiksek degerlere
sahip oldugu gdézlenmistir (Sekil 27-30). Dejeneratif ve nekrotik degisikler bakimindan en
hasarli grubun F60 grubu oldugu tespit edilmistir. Benzer konsantrasyonlarda fruktoz
¢ozeltilerinin (%30’luk fruktoz g¢ozeltisi) kullanimiyla farelerde yapilan benzer calismalarda
elde edilen histopatolojik, biyokimsal bulgular bu ¢calismadan elde edilen bulgularla benzerdir
(Ouyang vd., 2008; Chen vd., 2016; Ozkan ve Yakan 2019).,
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6. SONUG

Yapilan bu calismayla farkl dozlarda fruktoz tiketiminin biyokimyasal parametrelerin yani
sira karacigerdeki molekller aktiviteyi farkli duzeylerde degistirdigi ve histopatolojik
degisikliklerin en fazla yuksek konsantrasyondaki fruktoz ¢ozeltisinin (%60’lik fruktoz
¢cozeltisi) tuketimiyle sekillendigi anlasiimistir. Ayrica c¢alismadan elde edilen bulgular,
metabolizma ile ilgili galismalarda ratlarda yaglanma, karaciger hasari gibi parametreler igin
yuksek fruktoz kullanimiyla deneme modeli kurulabilecegini gostermistir. Fruktoz tliketimiyle
metabolizmadaki degisikliklere bagli olarak organizmada meydana getirdigi degisiklikler
uzerine arastirmalar devam etmektedir. Degisen oranlarda diyete giren fruktozun, tiketim
miktarinin yani sira uzun sureli tiketim gibi slreye bagl olarak da metabolik aktiviteyi
degistirebilecegi dusunulmektedir. Son zamanlarda yapilan c¢alismalarda fruktozun
karacigerdeki lipogenik etkisinin yani sira, farkli organlarda lipogenezde gorevli genlerin
etkinligi ile ilgili caligmalar oldugu goérulmektedir. Bununla birlikte énemli bir karbonhidrat
kaynagi olan ve ylksek fruktozlu misir surubu gibi kaynaklarla glinlik diyete siklikla giren
fruktozun metabolik etkileri ile ilgili molekller dizeyde daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ oldugu
dusunulmektedir.
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Bu galisma farkli konsantrasyonlarda (%15, %30 ve %60) fruktoz iceren ¢ozeltilerle beslenen
ratlarda karacigerde lipogenez ve inflamasyon yolagindaki genlerin ekspresyon seviyelerini
belirlemek ve bazi biyokimyasal parametrelerle histopatolojik degisiklikleri arastirmak
amaciyla yapilmistir. Calismada 32 Wistar albino erkek rat kullaniimistir.

Calismada K (Kontrol, normal diyet), F15 (Normal diyet+%15?lik fruktoz ¢ozeltisi), F30
(Normal diyet+ %307?luk fruktoz ¢dzeltisi) ve F60 (Normal diyet+%607?lk fruktoz ¢ozeltisi)
olmak uzere 4 farkh grup olusturulmustur (n=8). On haftalik besleme periyodu sonrasi
anestezi altinda kalpten kan alimi ile 6tenazi uygulanan ratlardan karaciger dokulari alinarak
molekuler (-80 °C?de) ve histopatolojik analizler (% 10?luk tamponlu formolde) i¢cin muhafaza
edilmistir. Alinan kanlardan plazma elde edilerek glikoz, insilin, HDL, LDL, total kolesterol ve
trigliserit parametreleri belirlenmistir. Karaciger dokularindan ise RT-gPCR teknolgjisi ile FAS,
ACC, SCD-1, ChREBP, SREBP-1c, LXR?, TNF?, IL-1? ve IL-6 genlerinin ekspresyon
seviyeleri arastinimistir. Ayrica fruktoz tiiketimine bagl olarak karacigerde sekillenen
degisiklikler histopatolojik olarak incelenmistir. Besleme periyodu sonrasi vicut agirligi
ortalamalari bakimindan F30?un en agir, F607in ise en hafif grup oldugu belirlenmigtir.
Deneme gruplarinin tamaminda (F15, F30 ve F60) plazma trigliserit seviyesi kontrol grubuna
gbre anlamli derecede yuksek bulunmustur. F30 ve F60?da TNF?, IL-1? ve IL-6 upregtle
olurken , SREBP-1c¢, ChREBP, FAS, ACC ve SCD-1?in tim deneme gruplarinda upregule
oldugu tespit edilmistir. Ayrica, F30 ve F60 gruplarindaki ratlarin karaciger dokularinda
dejeneratif degisiklikler ve steatoz oldugu belirlenmistir. Fruktoza bagli en fazla hasar F60
grubunda tespit edilmistir. Yiksek konsantrasyonlu fruktoz ¢ozeltisinin tiketimi ile karacigerde
lipogenik ve inflamatuar etkinlige bagli olarak 6nemli histopatolojik degisikliklerin oldugu
gorilmustar.

Elde edilen bulgular, alkole bagl olmayan karaciger yaglanmasinin vicut agirhginda énemli
bir degisiklik olmadan fruktoz tiketimiyle gelisebilecegini gostermistir. Cozelti seklinde
tuketilen fruktozun konsantrasyonunun, normal karaciger fizyolojisi ve viicut homeostazisinin
surdurulebilmesinde ¢gok énemli bir faktér oldugu anlasiimistir. Ayrica yapilan bu projeden
elde edilen bulgular, diyette yliksek dozlarda fruktoz kullanimiyla metabolik sendrom modeli
olusturabilmenin mimkiin oldugunu géstermistir.
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