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ONSOZz

Insanlarda obezite/tip 2 diabet ile iliskili karaciger yaglanmasi ciddi bir halk
saglig1 problemine ulagmistir. Bu bozukluklar duragan olmayip karacigerde stea-
tohepatitis, fibrozis ve kansere kadar ilerlemektedir. Siit¢ii sigirlarin karaciger yag-
lanmast ile iliskili iretim hastaliklarinin siit endiistrisine ekonomik kayiplar1 ve hay-
van refahi endiseleri devam etmektedir. Gelismis tilkelerde kedi ve kopeklerde obezi-
te siklig1 en az %20°dir. Beseri ve veteriner hekimligi ilgilendiren bu ortak ve yaygin
hastaliklarin patojenik mekanizmalarinin anlasilmasi, onlarin 6nlenmesi ve tedavisi
lizerine yogun caligmalar vardir. Son zamanlarda obezite, karaciger yaglanmasi ve
steatohepatitis ile ilgili olarak ‘omik’ (metabolomik, proteomik, transkriptomik) ¢a-
lismalar dikkat ¢ekmektedir. Bunlar arasinda NMR (Niikleer manyetik rezonans)
bazli metabolomikler ve lipoprotein alt siniflar1 ile glikoneogenik enzimler ve yag
asidi oksidasyonunda yer alan genlere yonelik transkriptomikler 6n sirada yer almak-

tadir.

Anabilim Dalimiz’da bu bozukluklarin 6nlenmesi ve tedavisine bir alternatif
olarak bor lizerine ¢aligmalar yapilmaktadir. Borun deney hayvanlarinda obezite, ka-
raciger yaglanmasi, mineral ve izelement metabolizmasi, lipid profili ve kemik da-
yanikliligina etkinligi ile yine borun siit¢ii sigirlarda karaciger yaglanmasini énleme-
deki etkinligi konusunda boliimiimiizde galigmalar olmus ve yayinlanmistir.
Bu caligsmalar kapsaminda borun bahsedilen bozukluklara etkinliginin NMR
bazli matabolomik degerlendirmesi de ilk defa boliimiimiizde ortaya konmustur. Bo-
run obezite ve karaciger yaglanmasi gibi bozukluklarin patojenik mekanizmalarina
etkinliginin daha iyi anlasilmasi i¢in lipoprotein alt siniflarina ve niikleer hormon re-

septorlerine yonelik arastirmalara ihtiya¢ duyulmasiyla bu proje ortaya ¢ikmaistir.

Bu ¢alismada yiiksek proteinli ve enerjili diyetle beslenen tavsanlarda obezite
ve karaciger yaglanmasina oranla karacigerdeki dejenereatif degisiklikler dikkat ge-
kici olmustur. Bu degisiklikler, hayvanlarin igme sularina ilave edilen bor bilesikle-
riyle dnlenmis ve bu etkinlikte borik asidin 6ne ¢iktig1 belirlenmistir. Bu etkinligin
patojenik mekanizmalarinin enerji ve yangi metabolizmasiyla ilgisi, geleneksel biyo-

kimyasal parametrelerin disinda metabolomikler, lipoprotein alt simniflari ve PPAR



(peroksizom proliferatorii ile aktive edilmis reseptor) ailesi ile daha iyi anlasilmis ve

uzun siire bor kullanimi boébreklerde belirgin bir degisiklige yol agmamustir.

Sonug olarak, bu proje ile yiiksek protein ve enerjili diyetle obezite ve karaci-
ger yaglanmasindan ziyade karaciger yangisal ve dejeneratif degisikliklere yol agtigi
belirlenmistir. Bu bozukluklarin bor bilesikleri (6zellikle borik asit) ile dnlenebilece-
gi ve bunun patojenik mekanizmalarina etkinligi, yiiksek teknoloji (NMR, real time-
PCR, ICP-AES) kullanarak metabolomik ve transkriptomik g¢alismalarla molekiiler

diizeyde daha iyi anlagilmistir.
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1.GIRIS
1.1. Obezite, Karaciger Yaglanmasi ve Steatohepatitis

1.1.1. insanlarda

Obezite, basta gelismis iilkeler olmak iizere tiim diinyada prevalansi giderek
artan bir saglik sorunu olup, Diinya Saglik Orgiiti (WHO) tarafindan viicut
kompozisyonunda insan sagliginmi olumsuz sekilde etkileyecek dilizeyde yag
miktarinin artmasi olarak tanimlanmigtir. Obezitenin tanist ve derecelendirilmesinde
viicut kitle indeksi ad1 verilen parametre bir kriter olarak kullamlir. VKI yani Viicut
Kitle Indeksi, viicut agiriginin (kg cinsinden), boyun (metre cinsinden) karesine

boliinmesi ile hesaplanir.

Obezite, tip 2 Diabetes mellitus, hipertansiyon, dislipidemi, kardiyovaskiiler
hastaliklarla iligkili olup bunlarin morbidite ve mortalitesi yiiksektir. Obezitenin, he-
niiz hicbir hastalikla birlikteligi yokken taninmasi ve tedavi edilmesi koruyucu saglik

politikalarinin basinda yer almaktadir (Akbulut ve ark 2007).

Alkolik olmayan karaciger yaglanmasi hastaligt (NAFLD) hastaligi,
insanlarda yaygin olarak obezite ile iliskili ve yiliksek prevalansa sahip karaciger
hastalig1 olup halk sagligini ciddi sekilde tehdit eder. Primer karaciger yaglanmasi
cogunlukla obezite, insiiline rezistansi (IR), metabolik sendrom, diabetes ve
dislipidemi ile birlikte seyreder (Sekil 1.2). Primer karaciger yaglanmasi metabolik
sendromun hepatik bir goriintiisii olarak kabul edilir (Takahashi ve ark 2014).
Obezite primer karaciger yaglanmasmin gelisiminde onemli bir risk faktoriidiir
(Sattar ve ark 2014). Sekonder karaciger yaglanmasi ise viral enfeksiyonlar,
otoimmun ve kalitsal hastaliklar, toksinler, ilaglar ve beslenme (parenteral beslenme,
vitamin Buyo/folik asit eksikligi, vs) ile ilgili her tiir karaciger hasarini yansitir.
Prevalansi, biitiin diinya niifusuna gore %15-45 arasinda olup insidansi da hala

artmaktadir (Dietrich ve Hellerbrand 2014, Tirosh 2014).

Cogu primer karaciger yaglanmali hastalarda basit steatozis de goriilmekle-
birlikte hastalarin 1/3’tinden fazlasinda siddetli alkolik olmayan steatohepatitis
(NASH) gelisir. NASH, karaciger yangis1 ve hasari ile karakterizedir ve karaciger

fibrozisi ve kanseri riski tasir. Hastalikta karaciger, sadece pasif bir hedef degil, aym



zamanda metabolik sendromun patogenezisini ve onun komplikasyonlarini da etkiler.
Tersine, adipoz doku ve intestinal bariyer veya immun sistem gibi diger dokulardaki
fizyopatolojik degisiklikler de primer karaciger yaglanmasinin ilerlemesini tetikler
ve artirir (Dietrich ve Hellerbrand 2014) (Sekil 1.1).

I [\
Hepatik lipid
birikimi

Steatosis

Malignant
tranformasyon

Steatohepatitis Siroz Hepatoseliiler
kanser

Sekil 1.1. Non alkolik karaciger yaglanmasinin dogal siireci (Dietrich ve Hellerbrand 2014).
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Sekil 1.2. Primer karaciger yaglanmasi metabolik sendromla ilgili cok sayida mekanizmadan
etkilenir. Hepatik steatozisin gelisiminde ve NASH’ya ilerlemesinde ¢ok faktorlii mekaniz-
malar ve etkilesimler yer alir. (Dietrich ve Hellerbrand 2014).

Bireysel primer karaciger yaglanmasi ilag kullanimina, hayat tarzina ve ¢ogu
defa metabolik sendroma (obezite, dislipidemi, hipertansiyon, hipertrigliseridemi ve
tip 2 diyabet) baglidir. Diyetteki besin maddeleri primer karaciger yaglanmasi ve ile-
ri formlarin gelisiminde dnemlidir. Genellikle yiiksek doymus yag asidi ve kolesterol
iceren yiiksek enerjili diyetler, karacigerde lipid birikiminin stimiilasyonunu artirdigi
ve patolojik tablonun NASH’ye ilerlemesini sagladigi sanilmaktadir (Vinaixa ve ark
2010, Fan ve Cao 2013). Doymus yag asitleri bakimindan zengin diyetler yiiksek
plazma kolesterol konsantrasyonlarina ve kardiyovaskiiler hastalik riskinde artiga ne-
den olur. Insanlarda yemek sonrasi lipoprotein profilinde énemli degisikliklerin se-
killendigi ve bu degisikliklerin cinsiyet ve abdominal obeziteye bagh oldugu tespit
edilmistir (Sabaka ve ark 2013).

Karaciger yaglanmasimnin ve NASH’nin patogenezinde, heniiz tam olarak
aciklanamasa da iki teoriden olusan popiiler bir mekanizmadan bahsedilmektedir. Bu
teorilerden biri karacigerde cesitli nedenlerle olusan yag birikimi, digeri ise yine ce-

sitli nedenlerle olusan oksidatif stresle bu yag asitlerinin peroksidasyonudur (Tirosh



2014). Kronik obezite/tip 2 diyabete bagl karaciger yaglanmasinin patogenezinde,
mitokondriyal fonksiyon bozukluguna baglidir. Baslangigta olusan cevap ve metabo-
lik degisikliklerle ilgili reaktif oksijen/nitrojen tiirlerinde iiretim artig1 mitokondriyal
genom ve proteomlarda degisikliklere yol acar. Bu degisiklikler mitokondriyal respi-
rasyon kaybina, bu da yeterli ATP konsantrasyonlarinin siirdiiriilmemesine yol ag-
maktadir. Bu olaylarda oksidatif stresin rolii bir¢ok deneysel modelde gosterilmistir.
Bu ylizden, simdiki ve gelecek arastirmalarin amaci karaciger yaglanmasinin patoge-
nezisi kapsaminda molekiiler mekanizmalarin tam bir karakterizasyonuna yonelik
olmalidir. Reaktif oksijen/nitrojen tiirleri ile iligkili etkilerin tam anlasilmasi tedavide
yeni mitokondriyumu hedefleyen molekiiler ilaglarin gelisimini kolaylastiracaktir.
Glikoz intoleransi, hiperglisemi, hiperinsiilinemi, aterojenik dislipidemi, kardiyovas-
kiiler hastaliklar, bobrek hastaligi, karaciger yaglanmasi ve osteoporozisi kapsayan
genis dagilimli metabolik anormalliklerin temel nedeni IR’dir (Schimid ve ark 2011).
Viseral obezite, insiilin rezistansina yol acan, makrofaj aktivasyonu ve yangisal sito-
kin tiretimi ile karakterize diisiik dereceli genel bir kronik yangisal durum ile birlik-
tedir. Adipoz dokudaki M1 (Proenflamator makrofajlar) ile M2 (Antienflamator
makrofajlar) fenotipleri arasindaki denge, obezite ile ilgili IR ve hastaliklarin gelisi-
minde ¢ok 6nemli gibi goriinmektedir. Son zamanlarda PPAR’lar, M1/M2 fenotipin
belirlenmesinde kullanilmaktadir (Fuentes ve ark 2010). Adipoz doku makrofajlar
yangisal olup lokal ve sistemik IR’ni artirirlar. Diinyada obezite giderek yayginlas-
makta ve bu makrofajlarin metabolik hastaliklara nasil katkida bulundugunu anlamak
daha ¢ok ilgi ¢ekmektedir (Anderson ve ark 2010). Obezite, dislipidemi ile iligkili
olup, hepatik yag asitlerinin asir1 birikimi, mitokondride B-oksidasyonun azalmasi,
peroksizomal B-oksidasyon ve PPAR’lar araciligi ile yag asitlerinin mikrozomal w-
oksidasyonun artmasina baglidir (Hardwick ve ark 2009, Xie ve ark 2010). Coklu
doymamis yag asitleri PPAR’lar, SREBP (Sterol diizenleyici element baglayici pro-
tein) ve karaciger X reseptor gibi transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu diizen-

leyerek etki gosterirler (Vallim ve Salter 2010).

Onlem ve tedavi ile ilgi olarak, diyetteki besin maddelerinin etkileri dnemli
olup primer karaciger yaglanmasi ve birgcok metabolik hastaligin tedavisine yardimci
oldugu belirtilmektedir. Primer karaciger yaglanmas: ve NASH, besin maddelerinin

asirt aliminin engellenmesiyle birlikte daha iyi bir beslenme terapisi ile 6nlenebilir



(Yasutake ve ark 2012, Garcia Caraballo ve ark 2013). Boyle hastalarin beslenme
rejimlerine soya proteini ve peynir alt1 suyunu artirarak tekli doymamis yag asitleri
(MUFA), omega-3 yag asitleri ve probiyotikler ilave edilerek total kalori alinimi
azaltilir (Fan ve Cao 2013). Yiiksek proteinli diyet, VLDL (Cok diisiik dansiteli
lipoprotein) partikiillerinin ~ lipid sekresyonunu artirarak primer karaciger
yaglanmasinin gelisimini  Onledigi bildirilmektedir (Schwarz ve ark 2012).
Gliniimiizde primer karaciger yaglanmali hastalarda siroz ve karaciger kanseri gibi
komplikasyonlarina kars1 etkili bir tedavi olmamakla birlikte anti-TNF (Timor
nekrozis faktor), PPAR-a ve y agonistleri, insiilin duyarliligint artiran (metformin ve
tiazolidinedionlar) preperatlar, genel ve mitokondriyal hedefli antioksidanlar, S-
adenozil metionin ve betain 6nerilmektedir (Tailleux ve ark 2012, Terashima ve ark
2014). Alkolik hepatit tedavisinde ise kortikosteroidler, pentoksifilin, propiltiourasil,
ve anti-TNF-a kismen basarilidir. Karaciger yaglanmasinin tedavisinde metformin ve
tiazolidinedionlar gibi insiilin duyarliligini artiran ilaglar etkili olmaktadir. PPAR-y
agonistleri olan rosiglitazon ve pioglitazon gibi preparatlar, insulin rezistansini, TNF-
o seviyelerini ve yangiyr azaltmaktadir. Yine PPAR-y agonisti pioglitazon da
trigliserid sentezini azaltan c-Met sinyal yolu ile etkileserek alkole bagli karaciger
hasarmi 6nlemektedir. Bununla birlikte PPAR-y ile aktive edilen spesifik molekiiler
mekanizmalar heniiz tam olarak anlagilmamistir. PPAR-a agonisti WY 14,643, alkole
bagli karaciger yaglanmasimni [-oksidasyon aktivasyonu ile Onlemektedir.
Gilintimiizde, PPAR agonistlerinin klinik faydalarini degerlendirmek icin uzun siireli
ve ¢ok kontrollii ¢alismalara ihtiyag vardir (Tailleux ve ark 2012, Cecille ve ark
2013). Bu ilaglar kullanilirken dikkatli olunmalidir, ¢linkii rosiglitazonla tedavide
mitokondriyal anormallikler gézlenmistir. Vitamin E’den baska N-acetylcysteine,
cinko, silymarin ve ursodeoksikolik asit gibi antioksidanlar da karaciger
yaglanmasinin tedavisinde etkilidirler (Li ve Chiang 2009, Wierzbicki ve 20009,
Collino ve ark 2010, Nunes ve ark 2011). Kardiyovaskiiler damar hastaliklar
tedavisinin kose tasi kabul edilen statinler, karaciger yaglanmasinda da karaciger

biyokimyasinin ve histolojisinin iyilesmesinde etkili bulunmustur (Torish 2014).

1.1.2. Evcil Hayvanlarda

Gelismis iilkelerde kedi ve kopeklerdeki obezite orani en az %20 dir. Her iki
tirde de bir¢ok hastalik obeziteyle ilgilidir. Kedi ve kopeklerde obezite tedavisi


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Li%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chiang%20JY%22%5BAuthor%5D

onemli bir sorun olabilmektedir (Diez ve Nguyen 2006). Kopeklerde dogal obezite

vakalarinda sinirl1 bilgi vardir ve ¢ogu bilgi de deneysel calismalardan elde edilmistir

(German 2006).

Yiiksek verimli siit¢ii sigirlarda insidansi ve prevalansi yliksek bir metabolik
hastalik olan karaciger yaglanmasi, ozellikle periparturient donemi etkilemekte ve
erken laktasyon doneminde ketozis, abomasum deplasmani, parturient paresis,
retensiyo sekondinarum, metritis, immun cevabin ve fertilitenin azalmasi gibi
komplikasyonlara sik¢a yol agmaktadir (Seving ve ark 2001, 2002, 2003 ve 2004,
Basoglu ve ark 2001, Ingvartsen 2006) (Sekil 1.3).

Gebelikten laktasyona gecis, 6nemli metabolik adaptasyonlara sahne olur. Bu
donemde karbonhidrat ve lipid metabolizmasinda da ciddi degisimler gozlenir.
Ruminantlarda, pozitif enerji balans1 sirasinda temel glikoneojenik substrat
propiyonattir. Oysa negatif enerji balansi sirasinda Oncelikle yaglar ve sonra da
alanin, glikojenik  substrattir.  Non-ruminantlarda  glikoneogenezis  yolu,
transkripsiyonel ve post transkripsiyonel diizeyde glukagon, insiilin ve biiylime
hormonu gibi hormonlarla siki sikiya diizenlenmistir. Mitokondriyal piriivat
karboksilaz (PC) ve sitosolik fosfoenol piriivat karboksikinaz 1 (PCK1) enzimleri
glikoneogenezis kontroliinde anahtar rol oynarlar. Fakat propiyonat metabolizmasi
ve aktivasyonuna katilan diger enzimler (propionil CoA karboksilaz, alfa polipeptid
ve metilmalonil-CoA mutaz) ya da piruvat oksidasyonu kontroliinde yer alan
enzimler (piriivat dehidro kinaz, izozim 4 ve piriivat dehidrogenaz alfa 1) tiim

proseslerde 6nemlidirler (Khan ve ark 2014).
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mekanizmalari. Adipoz dokuda yiiksek oranda TNF-a iiretimi insiilin rezistansina neden
olur. Yiiksek serbest yag asitleri (NEFA) ve keton konsantrasyonlari, hepatositlerde
cytochrome P450 2E1 enzimi indiiksiyonu igin baslica uyari olusturur. Oksidatif stres,
hepatosit nekrozisinin ve hepatik yildiz hiicrelerinin aktivasyonunun (karaciger fibrozisinden
sorumludurlar) sonucu ile birlikte karaciger yaglanmasinda sentral bir mekanizmadir.
Bagirsak kaynakli endotoksinlerin bir sonucu olarak Kuppfer hiicrelerinin aktivasyonu
karaciger yangisina yol acar (HYH: Hepatik yildiz hiicreleri, KH: Kuppfer hiicreleri)

(Ingvarsten 2006).

Karaciger yaglanmasmin Onlenmesi ve tedavisi iizerine siirli idaresi
stratejilerinin etkileri 6nemli oranda bilinmemektedir. Siitgli sigirlarda karaciger
yaglanmasini Onleyici yaklasimlar yag dokularindan yag asit mobilizasyonunun
inhibisyonunu ve yag asit oksidasyonunu veya VLDL seklinde uzaklastirilmasin
artirmay1 kapsamaktadir. Adipoz dokudan lipolizi smirlayan bilesikler olarak
propilen glikol, monensin, krom, niasin ve konjuge linoleik asit sayilabilir. Gidalara
propilen glikol ve rumenden korunmus kolin ilavesi, karacier yaglanmasina karsi
koruyucu olabilmektedir. Kolin, karacigerden yag asitlerinin VLDL olarak ¢ikisimni
kolaylastirirken propilen glikol, lipolizi engeller. Farkli etki sekilleri nedeniyle bu
ikisinin ilave edilmesi iyi sonuglar dogurabilir (Grummer 2008). Siit¢ii sigirlarda
doguma yakin reaktif oksijen metabolitlerinin {iretimi artmaktadir. Bu dénemde bazi
iz elementler ve vitaminler antioksidanlarin uygun bir dengede korunmasim

saglamaktadir. Anahtar antioksidan bilesikleri olan veya fonksiyonu yapan faydal iz



elementler bakir, selenyum, ¢inko ve kromdur. Ayrica, vitamin E ve karoten, faydali
antioksidan ozelliklere sahiptir (Mulligan ve Doherty 2008). Basoglu ve ark (2002),
stitgii  sigirlarda  yemlere kuru donemden itibaren bor ilavesinin karaciger

yaglanmasini 6nledigini belirtmektedirler.
1.2. Metabolomikler

Belirli bir zaman diliminde dokularda, hiicrelerde ve fizyolojik sivilarda lipid-
ler, karbohidratlar, vitaminler, hormonlar ve diger hiicre bilesenlerinden ortaya ¢ikan
metabolitlerin ¢alisilmasina metabolomik denir. Metabolomikler ‘omik’ kaskad ige-
risinde son asama olarak goriilmektedir. Organizmanin genetik degisiklik, hastalik ve
cevresel degisikliklere verdigi en son yanit metabolomdaki degisikliklerdir. Proteo-
mikte oldugu gibi hastalikta belirleyici olan veya tedavide gézlem saglayan metabo-
litlerin belirlenmesi amaglanir. Hastanin metabolik profili ve genetik yapisina gore
diyet onerilerinde bulunulmasina olanak verir. Genomik ve proteomik ‘ne olabilece-
ginin’ metabolomik ise ‘gercekte ne oldugunun’ bilgisini verir. Bu nedenle, tiim me-
tabolitlerin ayrintili ve kantitatif 6l¢iimii (metabolomik) hastalik teshisi veya toksik
ajanlarin fenotip lizerindeki etkilerini aragtirmada en ideal yontemdir. Diyabette kan
sekeri, koroner kalp hastaliginda kolesterol diizeyi gibi geleneksel metabolitler, has-
talik teshisinde yillardir kullanilmaktadir. Metabolomikler ise, iginde bulunulan du-
ruma gore tiim metabolitlerdeki artma ve azalmalar1 belirlemeye ¢aligir. Kolesterol
artig1 ile koroner sorunlarin yasanabilecegi soylenebilir, fakat metabolomiklerle bu
sorunun neden yasanabilecegi de bilinebilir. Yani metabolomik analiz ile sadece bilgi

sunulmaz, ayn1 zamanda mekanizmalar daha kolay izah edilir (Coskun 2007).

Niikleer manyetik rezonans (NMR), atom ¢ekirdeklerinin manyetik
ozelliklerine bagh bir fiziksel olgudur. Tek sayili niikleon igeren tiim ¢ekirdekler ve
cift sayili olan bazi diger ¢ekirdeklerin bir manyetik momenti vardir. En yaygin
kullanilan g¢ekirdekler hidrojen-1 ve karbon-13’tiir. Ancak ¢ogu baska elementlerin
de baz1 izotoplar1 gdzlemlenebilir (*H, 1B, 3C, ®N, 3P, *F vbh. NMR). NMR, bir
manyetik ¢ekirdegi incelemek i¢in onun manyetik momentini disardan uygulanan
kuvvetli bir manyetik alan ile ayn1 dogrultuya sokar, sonra momentlerin yonlenmesi
bir elektromanyetik dalganin etkisi ile bozulur (Wikipedia 2008). Molekiillerin

yapilar1 hakkinda bilgi veren spektroskopik yontemler igerisinde tartigmasiz en ileri



seviyede olan1 NMR spektroskopisidir. NMR spektroskopisi, molekiil yapisinin yani
sira, molekiillerin cesitli fiziksel 6zellikleri (bag ve ag1 degerleri, gerilim, molekiil i¢i
dinamik dengeler, elektron ayrilmasi ve kinetik veriler) hakkinda onemli bilgiler
veren ve kimya biliminde énemli spektrometrik bir yontemdir Balc1 2004). *H NMR
spektroskopi teknikleri, biitlin viicut sivilarinda ve ayrica ¢esitli dokularda daha hizli
ve giivenilir sonug vermektedir. Bu teknik biyokimyasal analizlerde giin gectikge
artan bir sekilde kullanilmaktadir (Ala-Korpela 2007). Son zamanlarda NMR ile
metabolomikler, 1 pM kadar diisiikk konsantrasyonlardaki metabolitlerin yar1
otomatik idantifikasyonu ve kantifikasyonunu saglamaktadir. Bu da bazi viicut
stvilarinda 20 farkli metabolitin (in vivo) ve bazi dokularda 100 metabolitin (in vitro)
belirlenebilecegi anlamina gelmektedir (Zhang ve ark 2012). 'H NMR
spektroskopisi, karacigerde yag miktarinin belirlenmesinde uygun bir metot olmakla
birlikte karaciger yaglanmasinda yangi veya fibrozisi belirlemek icin yeterli degildir
(Schreuder ve ark 2008). Obez Zucker ratlarda, kan ve karaciger dokusu NMR
analizleri ile, hepatik enerji durumunda bir azalma ile sonuglanan metionin
metabolizmas1 ve mitokondriyal fonksiyonda spesifik metabolik anormallikler
belirlenmis, obezite ve karaciger yaglanmasinda hiicre metabolizmasinin

anlagilmasina 6nemli 151k tutabilecegi belirtilmistir (Serkova ve ark 2006).

Halk saghigm1 koruma stratejileri lizerine Onemli etkileri olan
metabolomikler, bir ara¢ olup obezite ve tip 2 diyabet ve insiiline rezistans gibi ortak
hastaliklarin mekanizmalarini anlamada 6nemli bilgiler saglamaktadir (Rauschert ve
ark 2014). Tip 2 diabetli hastalarda, rosiglitazon etkilerinin anlasilabilmesi igin idrar
ve plazma &rneklerinde erken gostergeler olarak kabul edilen metabolomiklerin *H
NMR spektroskopisiyle analizleri yapilmistir (van Doorn ve ark 2007). Diyetle
indiiklenen insiilin resistansinin belirlemesinde de NMR spektroskopisi yardimer bir
metot olarak kullanilabilmektedir (Shearer ve ark 2008). Diabetli insanlarda NMR
analizi ile lipoprotein profil belirlenmekle birlikte bu, geleneksel trigliserid dtesinde
diabet Ongoriisii saglamamistir (Hodge ve ark 2009, 2011). Ratlarda yiiksek yag
diyeti ile olusturulan karaciger yaglanmasinda karacigerde c¢ok daha fazla
tetradekanoik asit, hegzadekanoik asit ve oleik asit ile daha diisiik serbest yag
asitleri, arasidonik asit ve eikosapentaenoik asit bulunmustur (Xie ve ark 2010).

Metabolomik analiz ile primer karaciger yaglanmali hastalarda glikokolat, taurokolat



ve glikojenodeoksikolat seviyelerinin onemli oranda daha yiiksek; NASH’li
hastalarda uzun zincirli yag asitlerinin daha diisiik iken serbest karnitin,
butirilkarnitin ve metilbutirilkarnitin konsantrasyonlarin daha yiiksek; NASH ve
steotozisli hastalarda birka¢ glutamil dipeptidin daha yiiksek iken sistein-glutasyon
seviyelerinin daha diisiik oldugu belirtilmistir (Kalhan ve ark 2011). VLDL’nin
hepatik lipaz tarafindan hidrolizi ile PPAR-8’nin transkripyonel cevaplari
diizenlenmektedir (Brown ve ark 2011). Viseral yag ve IR’den bagimsiz olarak
karacigerde yag birikiminde, biiyiik VLDL partikiilleri gii¢lii ve bagimsiz bir
markirdir (D’ Adamo ve ark 2010).

1.3. Lipoproteinler ve Lipoprotein Metabolizmasi

Lipidler, hayat i¢in anahtar molekiillerdir. Ornegin, triasilgliseroller metabo-
lik islemler i¢in enerji saglar ve yag asitleri, kolesterol ve fosfolipidler hormon mole-
kiillerinin prekiirsorleridir ve hiicre membranlarinin pargalari olarak santral sinir sis-
temi ve genetik sinyal modiilatorlerin yapi1 taglaridir. Bununla birlikte, onlarin hidro-
fobik kimyasal yapisi, onlar1 kan gibi siv1 bir ortamda uyusmaz kilar. Lipidlerin kan-
da dolagmasi ve perifer dokulara ulagsmasi i¢in protein molekiilleri ile birlikte mak-
romolekiiler bilesiklere (lipoproteinlere) paketlenir. Lipoprotein molekiillerinin genel
yapist kiiresel olup karaciger ve bagirsaklarda sentez edilir. Non-polar lipidler (tria-
silgliseroller ve kolesterol esterler) viicut icinde bulunurken, polar lipidler (fosfoli-

pidler ve serbest kolesterol) tek kat yiizeye dagilir (Savorani ve ark 2010) (Sekil 1.4).

Lipoproteinlerin protein kisimlarina apolipoproteinler (apoproteinler) denir.
Bunlar, biiyiik yapisal ¢esitlilikte bir grup protein olup polar lipidler ile birlikte yii-
zeyde bulunur. Bunlar, karaciger ve perifer dokularda farkli enzimler ve reseptdr mo-
lekiillerle nasil iliski kurulacagina kadar, lipoprotein sinifinin yapisi, metabolizmasi
ve fonksiyonunu belirlerler. Apolipoprotein A-1 (ApoA-1), HDL (Yiiksek dansiteli
lipoprotein)’nin baslica yapisal komponentidir ve sekilsel adaptasyon yetenegi nede-
niyle tim HDL alt siniflarini stabilize edebilir (Pirillo ve ark 2013). Lipoproteinler,
dansitelerine gore tanimlanir ve 5 ana sinifa ayrilir: silomikronlar, VLDL, IDL (Orta
dansiteli lipoprotein), LDL (Diisiik dansiteli lipoprotein) ve HDL. lyi kolesterol ola-
rak bilinen HDL metabolizmasi Sekil 1.5°te izah edilmektedir. Bu lipoprotein sinifla-

rinin herbiri de birkag alt sinifa ayrilabilir. Lipoprotein lipid seviyeleri ile lipoprotein
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partikiil sayilarmin arasindaki ayrim, potansiyel olarak klinik yonden onemlidir.
Ciinkii, iki 6l¢iim aym sey degildir. Ornegin, aym1 LDL kolesterol konsantrasyonuna
sahip iki hastada, farkli sayida LDL partikiilii bulunabilir ve bu yiizden iki hastanin
kardiyovaskiiler riskleri de farklidir (Jeyarajah ve ark 2006, Philips 2012).

Diyabetli sahislarda HDL konsantrasyonu diisiik ve trigiliserit konsantrasyo-
nu ise yliksek olup ayni zamanda kii¢iik, yogun LDL’ler agir basar. Kii¢iik HDL par-
tikiilleri hizla katabolize edilerek diisitk HDL kolesterol seviyelerine katkida bulu-
nurlar. Ustelik, kii¢iik yogun LDL’ler, diyabet dahil ¢ogu hipertrigliseridemik du-
rumda mevcutturlar. Bunlar daha kolay okside edilir, partikiiller LDL reseptorleri ile
iliski kurmazken hiicrelerin yilizeyinde veya matrikste proteoglikanlarla daha kolay
baglanabilirler. Bu yiizden, diisik HDL ve yiiksek trigliserid seviyeleri ile birlikte
LDL’lerin diyabetik dislipidemide 6nemli rolii vardir. Lipoprotein alt siniflarina yo-
nelik bir bagka ¢alismada karaciger yaglanmasinin, biiyiik VLDL ve kiigiik yogun
LDL ile diisiik biiylik HDL konsantrasyonlari ile karakterize belirgin dislipidemik
profille ilgili oldugu belirtilmistir (Cali ve ark 2007). Kiigiik, yogun LDL partikiilleri
kardiyovaskiiler risk faktorii olarak dikkate alinir. Karmagik dislipidemili obez hasta-
larda ¢cogu defa bu tip LDL seviyeleri yliksektir (Florentin ve ark 2010). NASH’de
karaciger trigliserid ve kolesterol sentezi artarken ayni zamanda VLDL sentezi de ar-
tar. Karacigerde yiiksek kolesterol miktar1 da NASH ile iligkilidir. Ayrica LDL ve
VLDL alt siniflarindan (HDL alt siniflarindan degil) olusan total lipid konsantrasyo-
nu da NASH ile iliskilidir (Ménnisto ve ark 2014).

Apoproteinler

Esterlesmis
kolesterol

Trigliseridler

Sekil 1.4. Tipik bir lipoproteinin sematik diyagrami (Savorani ve ark 2010).

11



Insanlarda kardiovaskiiler kalp hastaligi, diyabetli hastalarin baslica 6liim ne-
denidir. Diabetik hastalar kardiyovaskiiler olanlardan 2-4 defa daha fazla goriiliir.
Plazma HDL seviyeleri ile kardiyovaskiiler hastaliklar arasinda negatif korelasyon
oldugu vurgulanmakta ise de sadece plazma HDL seviyelerinin 6l¢iimiine gére HDL
fonksiyonun degerlendirilmesi daha 6nemlidir. Dislipidemik durumlarda dolasimdaki
bliyiik HDL partikiilleri azalirken, koroner kalp hastaligina sahip hastalarda ise kii-
¢iik yogunluklu HDL partikiilleri artmaktadir (Pirillo ve ark 2013, Akinkuolie ve ark
2014). Ustelik, dislipidemi gelisimi diyabetin bir prokiirsérii olabilir. Ayn1 zamanda,
standart lipid paneli ile karsilastirildiginda LDL ve HDL alt siniflarinin kardiyovas-
kiiler risk ongiiriisii i¢in kullanilip kullanilamayacagi konusu tartigmalidir. LDL par-
tikiil biiyiikliigi ile kardiovaskiiler risk arasinda iligkinin kalitsal olmamakla birlikte
daha kiigiik partikiillerin bu tip LDL’nin partikiil sayisinda artisa neden oldugu ifade
edilmektedir. Ozet olarak, ileri lipoprotein testlerin heniiz rutin klinik kullanim1 yok-
sa da tam bir lipoprotein alt sinif kompozisyonu, biiyiikliigii ve fonksiyon analizine
ithtiyag¢ vardir (Mallol ve ark 2013).

Karaciger
ince bagirsak
CETP; HL; PLTP
Ie 7 3
ApoA-I|
08 — — \ O LCAT O CETP Q
I Pre-f1 HDL3 HDL2a HDL2b

FC

PL, FC AT

CE || TG

Lipoproteinler
iceren Apo-B

Perifer
hiicreler

Sekil 1.5. HDL Metabolizmasi. Karaciger ve ince bagirsaklar tarafindan salinan Apo A-I, 6n a-
HDL’ler disk seklinde olusum i¢in PL(fosfolipidler) ve FC(serbest kolesterol) ile birlesir. Uzun
zincirli yag asitleri, FC’yi kolesteril estere doniistiirlir. Bu da disk seklindeki HDL’yi kiiresel
HDL’ye doniistiiren partikiile taginir. CETP (kolesteril ester transferaz protein), HDL kolesterol
esterin lipoproteinler igeren apoB'ye doniisiimiinde etkilidir. Bu da TG doniisiimiinde yer alir.
HDL, hepatik lipaz tarafindan da sindirilerek HDL PL ve TG (trigliserid) hidrolize olur ve daha
kiicik HDL’lere ve lipitten fakir apoA-I’ler meydana gelir. Bunlar siklusu tekrar baglatirlar.
CETP ve fosfolipid transfer proteini biiyiik a-partikiillerinden kiigiik 6n 4 1 partikiilleri olusumu-
na katkida bulunur. ABCA1 = ATP-binding cassette transporter Al; ABCG1/4 = ATP-binding
cassette transporter G1/4 (Pirillo ve ark 2013).
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1.4. Transkriptomikler ve Niikleer Hormon Reseptorleri
1.4.1. insanlarda

Transkriptomikler, hiicre genomundan transkripsiyon yolu ile ortaya ¢ikan
MRNA transkriptlerinin es zamanl incelemesidir. Transkriptomik, besin 6gelerinin
genom boyunca gen ekspresyonunu ne sekilde degistirdigini anlamamiza yardimei
olur. Ticari ‘chip’ler gelistirerek ilgili genin ne gibi metabolik degisikliklere yol
acabilecegi kisa siire i¢inde 0grenilebilir ve hastalik mekanizmalarinin anlasilmasina
imkan verir. Ornegin, yiiksek glikoz konsantrasyonlari ile birlikte olan mRNA profili
bilinebilirse diyabette goriilen diyabetik nefropati gibi vaskiiler komplikasyonlarin
nasil ortaya ciktigr anlasilabilir. Besin Ogeleri ve biyolojik olarak aktif besin
bilesenlerinden global gen ekspresyonu ve transkriptomiki etkileyenler

belirlenebilirse bunlar1 dnlemede etkin diyet yaklasimlart gelistirilebilir.

Transkriptomikte ‘microarray’ teknolojisi ile binlerce genin ekspresyon
kalibin1 bir seferde incelemek miimkiindiir. ‘Chip’ teknolojisi ile transkriptomik
calismalar yeni diyet yanit1 belirteclerin bulunmasina ve bu teknoloji ile yapilacak
taramalar biyoaktivitesi yliksek, zararli ve toksik etkileri en diisiik besin bilesenlerini

belirlememize yardimci olur (Coskun 2007).

Son yillarda obezitenin prevalansinin artmasi ile birlikte tip 2 diabetes, disli-
pidemia, hipertansiyon ve kardiyovaskiiler hastaliklar1 kapsayan metabolik bozuk-
luklarin birlikteligi de artmigtir. Bu yiizden, bu bozukluklarin 6nlenmesi ve tedavi-
sinde yeni stratejilere ihtiyag vardir. PPAR’lar, temel olarak enerji homeostazisinin
regiilasyonunda yer aldiklar1 i¢in metabolik bozukluklarin tedavisinde dikkat ¢ekici

ila¢ hedefleri olarak dikkate alinmaktadirlar (Choi ve ark 2014).

PPAR-a ve PPAR-y, karacigerde yag birikimi ve insiilin rezistansi lizerine et-
kilidir (Kallwitz ve ark 2008). Bu ikisinin disinda, baska bir alt reseptor tipi olan
PPAR-B/8’nin en 6nemli gorevi, kalp ve iskelet kaslarinin enerji metabolizmalarinda
yag asitlerinin kullanilma kapasitelerini artirmaktir. Bu iki alt tip reseptor, karaciger-
den VLDL ve glikoz sekresyonunu inhibe eder. Bu etkiler, diyetle yiiksek yag alimi
durumunda insiilin duyarliliginin yani sira HDL, trigliserid ve serbest yag asitlerinin

normal seviyelerinin korunmasi i¢in ¢ok 6nemlidir. PPAR-a ise ¢ogunlukla adipoz
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dokularda ve daha az olarak da kas, karaciger ve makrofajlarda agiga ¢ikarak lipid
birikimini artirmakta ve adipoz dokulardan yag asidi sekresyonunu kisitlamada

onemli olup lipid kullanimint ve insiilin duyarlilifini diizenlemektedir (Seedorf ve

Aberle 2007, Alaynick 2008, Wierzbicki ve ark 2009) (Sekil 1.6).

Primer karaciger yaglanmasinin patogenezisinde niikleer hormon reseptorle-
rinin yer aldigi asil mekanizmalarin anlagilmasi, yeni tedaviler gelistirmede nemli
olabilir (Lopez ve ark 2012). Niikleer hormon reseptorleri olan PPAR-a, PPAR-B/d
ve PPAR-y, yag asitleri ve yag asit metabolitlerini kapsayan cesitli molekiiller tara-
findan aktive edilen bir transkripsiyon faktorler ailesidir. PPAR’lar enerji homeosta-
zisi ve metabolizmasinda ¢ok 6nemli rol oynarlar ve metabolizma, yangi, proliferas-
yon ve farkli hiicre tiplerinde diferensiyasyonda yer alan bir¢ok genin transkripsiyo-

nunu regiile ederler (Neels 2014, Choi 2014).

=
& £ || Membrane

)gn S

>

Yag asidi baglama /

Transaminasyon
Glikoneogenezis

e ®
 Blo-

oxidation X q

Beta-oksidasyon
Ketogenezi
Ure sikliisii

Golgi/ER

Sekil 1.6. Hepatositlerde yag asidi metabolizmasinin PPAR-a tarafindan regiilasyonu. Pozi-
tif (yag asidi metabolizmasi, glikoneogenezis) ve negatif (amino asit metabolizmas1) regii-
lasyonlar (Kersten 2002).
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PPAR-a enerji agiga ¢cikmasi, karaciger yaglanmasi, lipoprotein sentezi, yangi
ve karaciger kanserini diizenleyen bir ksenobiotik ve lipid sensorii olarak hizmet eder
(Pyper ve ark 2010). PPAR-a aktivasyonu trigliserid seviyesini diisiiriir ve enerji
homeostasinin regiilasyonunda yer alir. PPAR-y aktivasyonu, insulin duyarliligina
neden olur ve glikoz metabolizmasini artirir, oysa PPAR-B/d aktivasyonu yag asitle-
rinin metabolizmasini artirir. Bu yiizden, PPAR niikleer reseptor ailesi enerji home-
ostazisi ve metabolik fonksiyonda 6nemli regiilator rol oynar (Kersten 2002) (Sekil
1.7).

Trigliseridler

(VLDL, silomikronlar Glikoz
l / Insulin
Yag asitleri Glikoz

\ / Prokiirsorler
SREBP-1
Yag asitleri / _._lT o

PPARY Nucleus

4

Acyl-CoA + glycerol

Yag asitleri

Lipid damlacigi

Leptin

Resistin

Acliga bagh Adipoz faktor
TNF-a

Sekil 1.7. Adipoz dokuda lipid metabolizmasinin PPAR-y ve SREBP-1 tarafindan regiilas-
yonu. Plazmadan trigliseridlerin ve glikozun alinarak yag depolanmasindaki énemli adimlar.
PPAR-y tarafindan stimiile edilen yollar kirmizi oklarla SREBP-1 tarafindan stimiile edilen
yollar da mor oklarla gosteriliyor. Insulin, PPAR-y ve SREBP-1’in her ikisinin ekspresyonu-
nu indiikler. Tersine, SREBP-1 de PPAR-y’nin ekspresyonunu stimiile eder (Kersten 2002).
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Her ne kadar PPAR-B/3 ve PPAR-y’nin aktivasyonu insiilin duyarliliginin ve
glikoz toleransinin artisina neden olsa da PPAR-B/6 aktivasyonu PPAR-y aktivasyo-
nundan fonksiyonel olarak farkli olup hepatik ve periferal yag asidi oksidasyonunun
artig1 ile karakterizedir. Bu da PPAR-y ile kiyaslandiginda bu reseptoriin farkli bir
katabolik roliinii gosterir (Roberts ve ark 2009).

Farnesoid X reseptér ve PPAR-a genis bir lipolitik aktivite dizisini idare et-
mede yer alan ligandlarla aktive edilirler. Bunlar metabolik karaciger bozukluklari

icin gelecegin aday ilaglar olabilir (Lopez ve ark 2012).
1.4.2. Siitcii Sigirlarda PPAR’lar ve Karaciger Yag Asidi Metabolizmasi

Non-ruminantlarda PPAR-a agmin aktivasyonu; uzun zincirli yag asitlerinin
hiicresel alimi, aktivasyonu ve oksidasyonunu kapsayan lipid metabolizmasinin
koordinasyonuna yonelik beslenme periyotlar1 sirasinda 6nemlidir. Doguma yakin
yag dokusundaki lipolizin, PPAR-0 ve RXR-a (Retinoik asit reseptor) sinyalini
aktive etmek icin NEFA sagladig1 ve bu yiizden hedef genlerin ekspresyonunu arttigi
ifade edilmistir. Doguma yakin hepatik PPAR-o ekspresyonu gbéz Oniinde
bulunduruldugunda, konu hakkinda tutarli raporlar olmamakla birlikte, PPAR
ekspresyonunun kontroliinde, inflamasyon derecesi gibi baska faktorler de rol
oynayabilir. Ornegin dogum sonu yangisal degisikligin, PPAR-a’y1 degistirmedigi
fakat PPAR-B/3’y1 arttirdigi belirtilmistir (Khan ve ark 2014) (Sekil 1.8). Palin ve
Petit (2004) ve Carriqury ve ark (2009), sigirlarin dogumdan once asiri
beslenmesinin, hatta onlarin diyetlerine uzun zincirli yag asitleri eklense de PPAR-

a’nin hepatik ekspresyonlarima etkisinin olmadigini ifade etmektedirler.
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Sekil 1.8. PPAR ailesinin dogumdan hemen dnce dogumdan sonraki 2 hafta boyunca aktive
olmasi inflamasyon benzeri durumlari azaltmalidir. Bu durum, bir taraftan NEFA saliniminin
stimulasyonunu, diger taraftan karaciger akut faz reaksiyonunu (her ikisi proenflamatuvar
sitokinler tarafindan belirlenir) onleyerek gergeklestirilir. Bu koordine reaksiyonlar dizisi
gebelikten laktasyona daha yumusak bir gecis saglayan ideal bir metabolik durum saglamali-
dir. Bu da normal fonksiyonlar i¢in karacigere kendi kaynaklarini kullanmasina imkan verir.
Bunun sonucu olarak, peripartum donemdeki tipik hastaliklarin insidansi azalir ve daha sag-
likl1 ve yiiksek performansli sigirlar ortaya ¢ikar. Diiz kesik ¢izgili oklar PPAR ailesinin ak-
tivasyon/inhibisyon beklenen etkisini gostermektedir ve egri noktali oklar PPAR ailesinin
sekonder veya indirekt etkilerini ifade etmektedir. iki durumda kirmizi: aktivasyon veya
artmay ve yesil: inhibisyon veya azalmayi ifade eder (Khan ve ark 2014).

1.5. Bor

Son yiizyilda, bilim ve teknolojideki gelismelerle birlikte borun ileri
teknolojilerde ¢ok biiylik avantajlar sagladig: ortaya konmustur. Bor, 6zellikle ileri
teknoloji tirlinlerinde 6nemli teknolojik yeniliklerin yapilmasini ve gelistirilmesini
saglayan anahtar element roliinii istlenmistir. Bor cam, kimya ve deterjan, seramik
ve polimerik malzemeler, metalurji ve insaat, gida ve tarim (aga¢ koruyucu,
insektisit, herbisit vb.) gibi alanlara ek olarak, uzay ve hava araglari, askeri araglar,
fiizeler, radarlar, iletisim teknolojileri (cep telefonlari, diziistii bilgisayarlar vb.),
otomotiv sanayi ve enerji olmak iizere sanayinin pek ¢ok alaninda yaygin kullanim

alan1 bulmustur (Helvaci 2004, Aiello 2005).
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Bitkiler i¢in esansiyel oldugu kabul edilmis, fakat insan ve hayvanlar i¢in esan-
siyel olduklari yeni belirlenmis iz elementlerden birisi olan bor tizerine bilimsel aras-
tirmalar devam etmektedir. Bu iz element ile ilgili aragtirmalar, ¢esitli besinsel, me-
tabolik, hormonal ve fizyolojik kosullarda biyolojik 6énem ve metabolizma iizerine
etkileri ile ilgilidir. Bir mikromineral olan bor, insan ve hayvanlar tarafindan giinliik
olarak alinmaktadir. Bunun yani sira sarap, bira ve kahve gibi iceceklerde de bulun-
maktadir (Sabuncuoglu ve ark 2006). insanlar tarafindan meyve ve sebzelerden ol-
mak iizere yiyecek ve igecekler yoluyla giinde 10-20 mg bor viicuda alinabilmekte-
dir. Su ve yiyeceklerle alinan bor, kisa slirede ve tamamen viicut tarafindan emilmek-
te, ancak viicutta birikmeden idrar yoluyla atilmaktadir (Giiler ve Cobanoglu 1997).
Bor, dinamik bir iz elementtir. Inorganik boratlar, diisiik dozlarda, emilmeden 6nce
mukozal yiizeylerde fizyolojik pH’larda borik aside doniisiir. insan ve hayvan calis-
malarinda, boratin verilen dozunun %90’indan fazlasi borik asit seklinde atilir. In vit-
ro ve in vivo sistemlerde, borik asidin cis-hidroksil gruplara affinitesi vardir ve bu
borik asidin biyolojik etkilerini agiklayan mekanizma olabilir (WHO 1998, Bolanos
ve ark 2004).

In vitro, hayvan ve insan deneyleri ile borun, beslenme miktarlarinda kemik
biiylimesi, merkezi sinir sistemi fonksiyonu, artritik semptomlarin hafifletilmesi,
hormon etkisinin kolaylagtirilmasi ve bazi tip kanser riskinin azaltilmasinda faydali
oldugu ortaya konmustur. Bu etkiler, cis-hidroksil gruplari igeren biyomolekiillerde
boroesterler olusumu ile ilgilidir. Bu nedenle bor adenozin iceren veya adenozin
prokiirsorlerinden olusan biyomolekiilleri etkileyerek cesitli yararlar1 ortaya
¢ikmaktadir. Bu biyomolekiiller, S-adenozilmethionin ve diadenozin fosfatlardir.
Bunlardan S-adenosylmethionin, viicutta en sik kullanilan enzim substratlarindan
biridir. Diadenozin fosfatlar da sinyal niikleotidler olarak gorev yapar. Bor ayrica
okside nikotinamid adenin diniikleotid (NAD+)’e giiclii bir sekilde baglanarak ilgili
reaksiyonlari etkileyebilir (Nielsen 2014).

Bor kalsiyum, bakir, magnezyum, azot, glikoz, trigliseridler, reaktif oksijen ve
Ostrojen dahil, hayati olaylarda yer alan ¢ok sayida maddenin metabolizmasini
etkileyebilir. Bu etkileri ile viicutta kan, beyin, iskelet dahil bir¢ok sistemi iyi yonde
etkileyebilir. Bu da gostermektedir ki, bor esansiyel bir element degilse de fizyolojik

miktarlarda faydali bir elementtir. Bor, hiicre membran fonksiyonu, stabilitesi ve
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yapist iizerinde etkilidir. Borun makromineral metabolizmasina etkisiyle serum 25-
hidroksi-kolekalsiferol seviyesi artarken kalsitonin seviyesinde artis olmaz. Enerji
metabolizmasina etkisiyle serum glikoz seviyesi diiserken, trigliserid seviyesi artar.
Azot metabolizmasina etkisiyle kan {ire nitrojeni ve serum kreatinin seviyesi diiser,
idrarla hidroksiprolin atilimi artar. Reaktif oksijen metabolizmasina etkisiyle serum
stiperoksit dismutaz ve serum seruloplazmin seviyeleri artar. Hematolojik etkileri ile
ise hemoglobin ve MCHC (Ortalama eritrosit hemoglobin konsantrasyonu) artarken

hematokrit ile trombosit ve eritrosit sayilar diiser (WHO 1998).

Bor, bitki biiyiimesi icin esansiyel bir element olup birkag fizyolojik proses
kapsaminda bir dizi gende ekspresyon degisikliklerine neden olur (Camacho-
Cristobal ve ark 2011). Ozelikle borun hiicre sinyal verici molekiillerle kompleks
yapabilme kabiliyeti, onun spesifik biyokimyasal fonksiyonlarina 1sik tutabilir (Hunt
2012). Borik asit, SLC4A2 ve SLC4A3’tin (insan anyon degistirici genler)
ekspresyon seviyelerini artirmaktadir (Akbas ve ark 2012). Borun ratlarda, hormonal
ve lipid metabolizmasim etkiledigi (Kiigiikkurt ve ark 2103) ve hepatoseliiler kanser

tedavisinde potansiyel rolii olduguna dikkat ¢ekilmektedir (Zafar ve Ali 2013).

Bor oksidatif stres parametrelerini degistirerek karaciger yetmezliginde gbzlenen
zararl etkileri dengelemekte ve karacigeri kismen normallestirmektedir (Pawa ve Ali
2006). Nielsen (2009)’a gore bor, S-adenosilmetionin olusumunu veya kullanimini
etkileyerek biyoaktif etki gostermekte, bu ylizden, bor eksikligi ile olusan etkilerin
cogu, bir substrat olarak S-adenosilmetionin kullanan enzim reaksiyonlarinda bir
degisikligin sonucu olabilmektedir. Basoglu ve ark (2000 ve 2002), borun insan ve
hayvanlarda plazma lipid disiiriicii olarak arastirmaya deger oldugunu; siitgii
sigirlarda da lipid metabolizmasi, ozellikle serum trigliserid konsantrasyonu ve
karacigerin VLDL sekresyonu {lizerinde rol oynayabilecegini vurgulamaktadirlar.
Bagka aragtirmalarinda da yliksek bor dozlarinin uzun siire ve 96 saat aralikla tolere
edilebildigini; enerji durumunu iyilestirici, oksidatif stresi azaltici ve lipid profili
degistirici etkilerle karaciger ve viseral yag birikiminin 6nlenmesinde etkili oldugunu
ifade etmislerdir (Basoglu ve ark 2010). Diger bir ¢alismada ayni arastirmacilar,
(Basoglu ve ark 2011) ilk defa yapilan borun etkinliginin NMR bazh
degerlendirmesinde en dikkat ¢ekici degisikliklerin alanin, metionin, piriivik asit ve

keratin gibi metabolitlerde oldugunu belirtmektedirler. Son zamanlarda bor iceren
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kiiciik molekiiller sentezlenmistir. Bunlar arasinda BF175, invitro MED15-KIX’in
SREBP1a-TAD’ye baglanmasini bloke ederck SREBP transkripsiyonel aktivitesinin
inhibisyonuna ve SREBP hedef gen ekspresyonunun azalmasina yol agar. Ustelik
BF175 diete bagli fare modeli obezitede lipid homeostazisini iyilestirebilmektedir
(Zhao ve ark 2014).

Yukarida bahsedilen literatiirlerden insanlarda obezite, karaciger yaglanmasi ve
steatohepatitis konusunda molekiiler diizeyde ‘omik’ ¢alismalarin daha kapsamli,
hayvanlarda ise bunlarin heniiz emekleme asamasinda oldugu sdylenebilir. Beseri ve
veteriner hekimlikte ad1 gecen bozukluklarda tartismali ¢ok farkli tedavi yaklagimlari
gozlenmektedir. Borun bunlara bir alternatif olup olamayacagina yonelik metabolik

ve transkriptomik bazli bu ¢alismada ortaya konmustur.
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2. GEREC ve YONTEM

2. 1. Hayvanlar, Diyetler ve Bor Kullanim

Projenin deney hayvanlar1 uygulama asamas1 Afyon Kocatepe Universitesi
Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde ¢alisildi. Bu c¢alismada aymi yas
grubunda (8 ay) 2,5-3,0 kg canli agirhiginda, 40 (kirk) adet disi Yeni Zelanda beyaz
tavsan1 kullanildi. Hayvanlar 1s1, 15tk ve havalandirilmast kontrol edilebilen
kafeslerde 2 hafta siireyle standart diyetlerle beslendi. Bu hayvanlar daha sonra
kilolar1 ve sayilar1 (n=10) esit olacak sekilde dort gruba ayrildi (Resim 2.1 ve 2.2).
Kontrol grubu, yiiksek proteinli ve enerjili diyet (ham protein: %18, metabolik enerji:
2800 en az kkal/kg, konsantre pelet yem) (CP 5701 Buzagi Baslangi¢c Yemi) (Cizelge
2.1) ile beslendi. Deneme gruplarindaki hayvanlar da yukarida sozii edilen yiiksek
proteinli ve enerjili diyetle beslenirken, birinci deneme grubunun i¢gme sularina sulu
boraks, 30 mg/L dozunda; ikinci deneme grubunun i¢gme sularina susuz boraks, 30
mg/L dozunda ve {igiincii deneme grubunun i¢me sularma borik asit, 30 mg/L
dozunda ilave edildi. Calismadaki hayvanlarin tiimiine deneme siiresince (3 ay) diyet
ve sulart ad libidum olarak saglandi. Deneme siiresince viicut agirliklari aylik olarak,
yem Ve su tiiketimleri de giinliik, haftalik ve aylik olarak kaydedildi (Resim 2.2 ve
2.3).

Calisma sonunda hayvanlardan vendz kan ornekleri alindi ve sakrifiye edile-
rek, viseral yaglanma (abdominal bosluk, mezenterium ve retroperitoneal sahadaki
miktar) belirlendi ve karaciger 6rnekleri her sol lobta ayni lokal yerden alindi. Kara-
ciger 6rnekleri sivi azotta 6n dondurmaya tabi tutuldu; tiim kan, serum, plazma kara-

ciger ve bobrek drnekleri analiz edilinceye kadar -20 °C ve -80 °C’de saklandh.
2. 2. Viicut Kiitle Indeksi

Bir obezite markir1 olarak VKI (viicut kiitle indeksi) = viicut agirlig
(kg)/viicut uzunlugu (m) X viicut yiliksekligi (m) formiilii ile hesapland1 (Kawai ve
ark 2006).
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2. 3. Biyokimyasal Analizler

Plazma lipid profil (HDL-kolesterol, LDL-kolesterol, Total-kolesterol ve
Total-lipid, konsantrasyonlar) ile glikoz ve insiilin konsantrasyonlari, glikoz-6-fosfat
dehidrogenaz enzim aktivitesi, lipid peroksidasyon (LPO), antioksidan potansiyel
(AOP) spektrometrik olarak dl¢tildii.

Resim 2.2. Bir kafesin yakindan goriinimii.
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Resim 2.3. Tartum islemleri.

Cizelge 2.1. Yiiksek enerjili diyet igerigi.

Besin Maddesi % Besin Maddesi

Su, % (en gok) 12 A Vitamini, IU/kg (en az)
Ham Protein, % (en az) 18 D3 Vitamini, 1U/kg (en az)
Ham Seliiloz, % (en ¢ok) 12 E Vitamini, mg/kg (en az)
Ham Kiil,% (en ¢ok) 8 Fosfor % (en az )

HCl'de Céziinmeyen Kiil, % (en gok) 1 Sodyum, % (en az-en ¢ok)
NaCl, % (en ¢ok) 0,60 Kalsiyum, % (en az-en ¢ok)
Metabolik Enerji, 2800

(en az, kcal/kg)

%
5. 000

600

25

0,5

0,1-0,4

1-2
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2.4. NMR Analizleri:

NMR analizleri, Cek Cumhuriyeti Masarikova Universitesi Bio-NMR
Merkezi’nde olgiilmiistiir (Resim 2.4). Her 6rnek (300 pl) 300 ml sodium fosfat
buffer (75 mM Na2HPO4 in % 80/% 20 H.O/D-0, pH 7.4; ayrica % 0.08 sodium 3-
(trimethylsilyl) propionate-2,2,3,3-d4 ve % 0. 04 sodium azid igeren) ile karistirildi.
NMR spektra {i¢c rezonansh (*H-3C-N) 700 MHz’lik Bruker Avance
Spektrometre’de olgiildii (Resim 2. 4). Olgiimden once her &rnek oda 1sisinda
(yaklastk 22°C) bir saat bekletildi. Sonra ornek proba yerlestirildi ve
37°C’destabilize olmasi i¢in 10 dakika bekletildi. Olgiimden 6nce prob, her &rnek
icin otomatik olarak kalibre edildi. ki tip spektra elde edildi: LIPO (Lipoprotein
Lipid) ve LMWM (Low molecular — weight metabolites). LIPO pencere igin 3s
relaksasyon gecikmeli, 10 ms karistirma zamanl ve 2.8s akizisyon zamanli Standard
Bruker noesygppsld pulse sequence kullanarak 1 boyutlu NOESY spektra ile 6lgtim
yapildi. LMWM pencere i¢in 3s relaksasyon gecikmeli, 403 ps sabit eko gecikmel,
78 ms T filtre ve 3.3s akizisyon zamanli standard Bruker cpmgprld pulse sequence
kullanarak T, relaksasyon filtreli spektra kullanilmistir. Her iki tip spektrada su
sinyali, relaksasyon gecikmesi sirasinda 25 Hz irradyasyon uygulayarak
presaturasyonla baskilandi. Her metabolit i¢in sinyal yogunluklar1 ve integralleri
LMWM spektrada otomatik olarak degerlendirildi. Bu islem belirlenen piklere
uyumlu Lorentzian egrileri ve dnceden tanimlanan bolgelerde maksimum bulunarak

yapildi.
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Resim 2.4. NMR bazli metabolomikler Masarykova Universi-
tesi Bio-NMR Merkezi’'nde (Bruno, Cek Cumbhuriyeti) 700
MHz’lik NMR spektrometresi ile 6l¢iildii.
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2.5. RNA Ekstraksiyonu, cDNA Sentezi ve gPCR Analizi

Tavsanlardan alinan karaciger ornekleri derhal sivi azotta tutulup -70 °C’de
saklandi. RNA ektraksiyonu sirasinda esit oranda (50 mg) karaciger ornekleri bir
skalpel yardimiyla parcalandiktan sonra TRI Reagent (Sigma, USA)’da
homojenlestirildi. RNA izolasyon protokolii ve miktar Olgiimleri Kurar ve ark
(2010)’a gore yapildi. Her tiipte RNA pelletleri 100 pl lik DEPC ile muamele edilen
steril suda eritildi. 10 pl’lik her RNA 6rnegi kalite kontrolii igin %1°’lik agarose
jel’de elektroforez edildi. Safligi degerlendirmek i¢in nanodrop spektrofotometre
(Thermo SCIENTIFIC, USA) kullanarak konsantrasyon olgiildii ve 260/280 orani
hesaplandi. Uretici firma (DNAse-I, Fermentas, USA) kurallarina gére RNAse-free
DNAse-I kullanarak 1 pg RNA, DNAse digesyonuna maruz birakildi.

Primerler ya yaymlanan sekanslardan (Zou ve ark 2013) elde edildi ya da
IDT PrimerQuest Tool program kullanarak tavsan sekanslarindan derive edildi.
GAPDH mRNA ekpresyonu bu ¢alismada deneysel modelde en uygun housekeeping
gen olarak segilen referans gen olarak kullanildi. Real Time PCR reaksiyonlar
sablon olarak Light Cycler Nano Real Time PCR cihazinda (Roche Diagnostics,
GERMANY)12. 5 pl Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (Thermo
SCIENTIFIC, LITHUANIA), 10 pMol her primer ve 2 pl izole RNA 6rnegi (cDNA)

kapsayan 25 pl reaksiyon voliimlerinde saglandi.

Real Time PCR profili 95°C’del10 dakikada baslangi¢c denatiirasyonu idi.
Bunu takiben 95°C’de 15 saniyede 40 siklusluk denatiirasyon, 60°C’de baslangi¢
asamasi ve 72°C’de 30 saniyede ekstansiyon takip etti. EK olarak, Roche Light
Cycler Nano Tm c¢agr1 operasyonu, temperatiir analizini eritme i¢in yapildi. Real
Time PCR {iriinlerini dogrulamak i¢in %2’lik agaroz jelde elektroforezle ayrildilar ve

ethidium bromide boyama ile goriintiilendiler.
2.6. Bor Analizleri

Serum, karaciger, yem, su ve diskida bor analizleri, Referans Materyal 8414

(National Institut of Standarts and Technology) kullanilarak ICP-AES ile yapildi.
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2.7. Histopatolojik inceleme

Karaciger ve bobreklerden alinan oOrnekler %10’luk tamponlu formolin
sollisyonunda tespit edildi. Rutin takip islemlerinden sonra parafin bloklar elde
edildi. Bu bloklardan 5 mikron kalinliginda kesitler alinarak Hematoksilen Eozin
(HxE) ile boyandi. Tiim kesitler 151k mikroskobunda degerlendirildi. Lezyonlar hafif
(+1), orta (+2) ve siddetli (+3) olarak skorlandi.

2.8. istatistiksel Analizler

Gruplar arasindaki farkin belirlenmesinde Independent T test kullanildi.
Gruplar arasindaki farkliligin belirlenmesinde ANOVA, Tukey’s testi kullanildi.
P < 0,05 degeri istatistiki agidan 6nemli kabul edildi.

Histopatolojik parametreler igin verilerin istatistiki degerlendirilmesinde
SPSS 13.0 (SPSS 13,0 for Windows/SPSS® Inc, Chicago, USA) paket programi
kullanildi. Verilerin gruplararas1 karsilastirmasinda  ANOVA ve Duncan testi
kullanildi.  p<0.05 degeri istatistiki acidan Onemli kabul edildi. Sonuglar

Mean+StDev olarak verildi.

mRNA istatistiksel analizinden 6nce hedef genlerin amplifikasyon etkinlikleri
ve internal kontrol (GAPDH) cDNA seri diliisyonlarinin gPCR amplifikasyonu kul-
lanilarak kontrol edildi. Dogrulanma temelinde hedef ve referans genlerin amplifi-
kasyon etkinlikleri hemen hemen ayni olup data normalizasyon prosesi, Livak ve
Schmittengen (2001)’e gore [22r metot, burada AC’t = Cr, target -Cr, reference Sirayla

hedef ve referans genler amplifikasyonlar1 i¢in esik sikluslardir] uygulandi.
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3. BULGULAR

3.1. Viicut agirhiklari, yem-su tiiketimleri, viicut kiitle indeksleri

Deneme ve kontrol grubundaki tiim hayvanlarin yem tiiketimlerinde giinliik,

haftalik ve aylik bazlarda bir farklilik olmamuistir. Su tiiketimi, boraks grubunda aylik

bazda digerlerinden daha fazla olmustur. Viicut agirliklar1 ve viicut kiitle indeksleri

tiim gruplarda degismemistir. Viseral yaglanma bireysel bazda goriilmekle birlikte

(Resim 3.1) gruplar bazinda 6nemli farkliliklar géstermemistir (Cizelge 3.1, 3.2 ve

3.3).
Cizelge 3.1. Yem tiiketimi.
Donem | Yem Kontrol Boraks Susuz boraks Borik asit
tiikketimi (n:10) (n:10) (n:10) (n:10)
(kg) Mean+SE Mean+SE Mean+SE Mean+SE
lay Giinliik 1,61 1,58 1,61 1,58
Haftalik 11,29 11,11 11,29 11,11
Aylik 48,3 47,61 48,3 47,61
2.ay Giinliik 1,56 1,66 1,56 1,66
Haftalik 10,93 11,66 10,93 11,66
Aylik 46,87 49,99 46,87 49,99
3.ay Giinliik 1,32 1,26 1,4 1,26
Haftalik 9,27 8,83 9,72 8,83
Aylik 39,75 37,85 42 37,85
Cizelge 3.2. Viicut agirliklar1 ve 3. ay sonundaki toplam viicut kiitle indeksleri.
Dénem Kontrol Boraks Susuz boraks Borik asit
(n:10) (n:10) (n:10) (n:10)
Mean+SE MeanzSE Mean+SE Mean=SE
l.ay (kg) 2,519 2,635 2,531 2,508
2.ay (kg) 2,805% 2,792% 2,600% 2,608
3.ay (kg) 3,004 2,028 2,841 2,745
Viicut kiitle 36,44 38,62 34,12 31
indeksi (kg/m?)
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Cizelge 3.3. Su tiiketimi.

Donem Su tiiketimi Kontrol Boraks Susuz boraks | Borik asit
(L) (n:10) (n:10) (n:10) (n:10)
Mean+SE Mean+SE Mean+SE Mean+SE
lay Gunliik 2,79 2,79 3,58 2,79
Haftalik 19,55 19,55 25,06 19,55
Aylik 83,82 83,82 107,4 83,82
2.ay Gunliik 2,92 2,92 3,5 2,92
Haftalik 20,44 20,44 245 20,44
Aylik 87,69 87,69 105 87,69
3.ay Giinlik 3,02 3,04 4,02 3,07
Haftalik 21,17 21,28 28,14 21,54
Aylik 90,60 91,20 120,60 92,21

3.2. Biyokimyasal Parametreler

Biyokimyasal parametrelerden lipid profili

konsantrasyonlari deneme gruplarinda diisiik bulunmustur (Cizelge 3.4).

acisindan LDL Kkolesterol

Cizelge 3.4. Plazma orneklerinde biyokimyasal parametreler.

Parametreler Kontrol Boraks Susuz boraks Borik asit
(n:10) (n:10) (n:10) (n:10)
Mean+SE Mean+SE Mean+SE Mean+SE
LPO, uM/mg 1,55+0,12 1,49+0,08 1,45+0,11 1,86+0,07
Insiilin, pTU/L 9,52+0,92* | 11,0+1,01® 10,3+0,68 ® 13,640,632
G6PDH, U/g Hb 3,72+0,47 4,25+0,27 4,61+0,82 3,86+0,40
AOP, uM/mg 1,07+0,04 1,18+0,07 1,20+0,02 1,09+0,04
Total-kolesterol, mmol/L | 36,1+6,43 33,3+4,14 47,0+8,89 42,3+7,73
Trigliserid, mmol/L 33,0+4,38 34,2+3,32 35,4+5,39 38,0+5,34
HDL-kolesterol, mmol/L | 21,7+2,44 22,3+1,76 27,2+2.85 23,3+2,20
LDL-kolesterol, mmol/L | 12,0+2,59? 7,55+1,91P 7,66+2,36° 6,9+2,87°
Glikoz, mg/dL 123+14,7 139+13,2 135+£10,6 136+13,3
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3.3. Metabolomik Degerlendirme

Alanin, glutamat, 16sin, valin, sitrat ve kreatin seviyelerinde gruplar arasinda
farklilik bulunmazken tirozin seviyeleri gruplar arasi onemli idi. Asetat, kolin ve

tirozin seviyeleri kontrol grubuna gore susuz boraks grubunda 2 Kkat, borik asit

grubunda 3 kat daha yiiksek bulunmustur (Cizelge 3.5) (Sekil 3.1. LMWM window).

Cizelge 3.5. NMR bazli metabolit konsantrasyonlart [umol/ml].

Kontrol Boraks Susuz boraks Borik asit
(n:10) (n:10) (n:10) (n:10)
Mean+SE Mean+SE Mean+SE Mean+SE
Alanin 0,010 + 0,002 0,008 + 0,003 0,013 + 0,005 0,012 + 0,004
Glutamat 0,002 + 0,003 0,003 + 0,002 0,005 + 0,001 0,006 + 0,04
Losin 1,47 +£0,54 1,18 +3,3 1,08 £ 0,010 1,18 £ 0,001
Valin 0,12 +£ 0,033 0,13 +0,132 0,18 £ 0,021 0,14 + 0,005
Mannoz 0,004 £ 0,0009 | 0,003 +0,0042 0,173 + 0,002 0,15+ 0,008
Sitrat 0,057 + 0,018 0,041 + 0,06 0,052 + 0,056 0,035 + 0,0027
Kreatin 0,05 + 0,001 0,06 + 0,02 0,07 £ 0,041 0,032 + 0,004
Glutamin 0,026 + 0,004 0,031+ 0,03 0,023 + 0,011 0,033 £ 0,002
Tirozin 0,062+ 0,02 | 0,071+0,012% | 0,123 +0,008 | 0,255+0,006°¢
Asetat 0,026 + 0,012 0,025+ 0,0122 0,049 +0,013° | 0,075+ 0,005°¢
Kolin 0,003 +0,003% | 0,003+ 0,024° 0,006 +0,025° | 0,009 + 0,003 °¢
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Sekil 3.1. NMR spektral karekteristikler ve iki molekiiler pencereden metabolik
icerikler (LIPO ve LMWM). LIPO pencere makromolekiillerden (¢ogunlukla
lipoprotein ve albiimin) kaynaklanan biiylik sinyaller agirliklidir, bu yiizden daha
kii¢iik molekiillerin belirlenmesi kolaylasir.
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3.4. Lipoprotein Alt Siniflar:

Lipoprotein  alt

siniflarindan  kiiglik  ve

cok kiicik LDL partikiil

konsantrasyonlar1 susuz boraks ve borik asit gruplarinda azalirken, kiicik HDL

partikiil konsantrasyonlar1 ayni gruplarda artmustir. Cok kiiciik VLDL partikiil

konsantrasyonlar1 susuz boraks grubunda artarken, orta kiigiik LDL konsantrasyonu

sadece boraks gurubunda artmistir. Biiyilk HDL konsantrasyonu tiim gruplarda

azalmstir. (Cizelge 3.6) (Sekil 3.1 LIPO window).

Cizelge 3.6. Gruplararasi lipoprotein alt siniflarin partikiil seviyeleri (mmol/L).

Lipoprotein Kontrol Boraks Susuz boraks Borik asit
partikiilleri (n:10) (n:10) (n:10) (n:10)
Mean+SE MeanzSE Mean+SE
Biiyiik VLDL >60 39,80+1,42% | 49,10+0,21% | 51,80+1,24%
\L/ Kiiciik VLDL 35-60 33,95+,40% 53,50+1,39% | 35,95+3,30%
[L) Cok kii¢iik VLDL 27-35 32,03+0,80% | 61,95+1,19® | 43,95+1,39%®
IDL 23-27 43,52+1,39 ® | 47,52+1,11% 37,25+1,1%®
| | Bilyiik LDL 21,2-23 49,32+£2,41% | 39,32+1,33% | 41,32+1,53%®
D | Orta kiiciik LDL 18-21,2 64,13+2,74° | 21,23+24,2%® 19+22,2
- Kii¢iik LDL 19,8-21,2 | 18,41+0,81 % 7,54+0,81° 8,45+0,81°
Cok kiiciik LDL 18-19,8 16,51+0,25 @ 7,25+0,51° 6,95+0,15°
Biiyiik HDL 8,8-13 3,23+0,47° 5,02:£0,41° 4,13+0,17%
g Orta HDL 8,2-8,8 11,76+0,10® | 10,16+0,31° | 11,06+0,30"
L | Kiigiik HDL 7,3-8,2 22,8+16,29% | 9228+27,12° | 77,28+71,21°

32




3.5. Niikleer Hormon Reseptorleri

Niikleer hormon reseptorlerinden PPAR-a. borik asit grubunda, PPAR-B/

susuz boraks ve borik asit gruplarinda 6nemli derecede diisiik bulunmustur (Cizelge

3.7). PPAR ailesinin primer ekspresyonlari ¢izelge 3.8’de gosterilmistir.

Cizelge 3.7. Gruplararas: Niikleer Hormon Reseptorleri.

Niikleer Kontrol Boraks Susuz boraks Borik asit
Hormon (n:10) (n:10) (n:10) (n:10)
Reseptorleri Mean+SE Mean+SE Mean+SE Mean+SE
PPAR-a 1,040+0,07% 1,220+0,13? 0,870+0,07% 0,730+0,17°
PPAR-B/8 0,035+0,0042 0,029+0,001% 0,023+0,001 | 0,018+0,003¢
PPAR-y 0,053+0,006 0,057+0,006 0,042+0,006 0,049+0,008

Cizelge 3.8. Real-time PCR analizinde kullanilan PPARa, /3, ve y genlerin primerleri.

PPAR Primer sekans PCR Degerlendirme | Referanslar
ailesi iiriin (bp) | numarasi
ACATGGAGACGCTGTGTATG
103
PPARa | TGGCAGCAGTGGAAGATG AF013264
ATCAGGCTTCCACTACGGTGTTCA
136
PPARB/S | -1GGCACTTGTTGCGGTTCTTCTT XM_001498870
ppARy | TTCTGTCAAGATCGCCCTCG 193 Zou ve ark
" | TGGGGATGTCTCATAATGCCA 2013
GCTGAACGGGAAACTCACT
GAPDH | cCTGCTTCACCACCTTCTT 125 | NM_001082253

3.6. Bor Seviyeleri

Serum bor seviyeleri, deneme gruplarinda istatistiksel olarak yiiksek

bulunmustur. Susuz boraks ve borik asit gruplarinin diski bor seviyeleri de yiiksek

bulunmustur. Karaciger bor seviyelerinde bir degisiklik olmamistir (Cizelge 3.9).
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Cizelge 3.9. Bor Seviyeleri (ppm).

Kontrol Boraks Susuz boraks Borik asit
(n:10) (n:10) (n:10) (n:10)

Mean+SE Mean+SE Mean+SE Mean+SE
Serum 0,17+0,262 1,3140,04° 1,61+0,06° 1,37+0,01°
Karaciger 0,33+0,08 0,46+0,004 0,42+0,03 0,47+0,03
Yem 3,8807 3,8807 3,8807 3,8807
Su (bor ileve 6ncesi) 0,0091 0,0091 0,0091 0,0091
Diski 1,7792 2,179% 3,423° 3,179°

3.7. Histopatolojik Bulgular

Karaciger ve bobrekteki histopatolojik degisikliklerin gruplara dagilimlar
Cizelge 3.10 ve 3.11°de verildi. istatistiksel fark goriilmese de bor kullanimimin

karacigerde hepatositlerde dejeneratif degisiklikleri azalttig1 saptanmustir.

Bobrek degisiklerine bakildiginda boraks grubu hari¢ diger bor gruplarinin tubul
epitellerinde belirgin bir degisiklige yol agmadigi (Resim 3.5-A. B. C. D) ve
gozlenen lezyonlarin kontrol grubuna gore daha diisiik oldugu goriildii (Cizelge
3.11). Sulu boraks grubunda ise 6rneklerin hemen hepsinde tubul epitellerinde hafif
siddette (+1) dejeneratif degisikliklere rastlandi (Resim 3.6). Ayrica borik asit

grubunda bir hayvanda mineralizasyon, bir hayvanda da amiloidoza rastlandi.

Cizelge 3.10. Karacigerdeki histopatolojik lezyonlarin gruplara dagilima.

Karaciger Kontrol Boraks Susuz boraks Borik asit

(Mean+ SD) (n:10) (n:10) (n:10) (n:10)
Mean+SE Mean+SE Mean+SE Mean+SE

Hepatositlerde 1,000+0,645 | 0,929+0,450 0,786+0,756 0,500+0,289

dejenerasyon

Fokal nekroz 0,714+0,756 | 0,357+0,476 0,286+0,567 0,143+0,378

Portal alanda mnh inf. | 1,143+0,690 | 0,857+0,627 1,071+1,397 0,643+0,476

34




Cizelge 3.11. Bobrekteki histopatolojik lezyonlarin gruplara dagilimi.

Bobrek (Mean+ SD) Kontrol Boraks Susuz boraks Borik asit
(n:10) (n:10) (n:10) (n:10)

Mean+SE Mean+SE Mean+SE Mean+SE

Tubullerde 0,571+£0,345 | 0,643+0,627 0,500+0,289 0,571+0,450

Dilatasyon

Tubul epitelinde 0,929+0,345 | 1,143+0,627 0,714+0,267 0,714+0,393

dejenerasyon

Hiyalin silindirleri 0,286+0,567 | 0,429+0,535 0,714+0,267 0,357+0,378

Int. mnh. inf. 0,286+0,488 | 0,714+0,809 0,429 +0,60 0,3571+0,244

Resim 3.2. A. Boraks grubu hayvanlardan bir 6rnek. B. Viseral yaglanma az.
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A B .

Resim 3.3. A. Susuz boraks grubu hayvanlardan bir 6rnek. B. Viseral yaglanmaaz.
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e

Resim 3.6. Bobrekte tubuler dejenerasyon ve dilatasyon. HXE. A. Kontrol grubu.
B. Boraks grubu.
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4. TARTISMA

Bu arastirma, yiiksek proteinli ve enerjili diyetle beslenen tavsanlarda farkli
bor bilesikleri ilavesinin etkilerini ‘omiks’ bir yaklasimla degerlendiren ilk ¢alisma-
dir. Bu ¢alismada, yiiksek proteinli ve enerjili diyetle beslenen deney hayvanlarinin
(tavsanlarda) igme sularina, bor bilesikleri (sulu boraks, susuz boraks ve borik asit)
30 mg B/L dozunda ilave edilmis ve borun obezite, karaciger yaglanmasi ve stea-
tohepatitise etkinligi degerlendirilmistir. Bu amagla yiiksek teknolojiler kullanarak
metabolomikler, lipoprotein alt siniflar1 ve niikleer hormon reseptorleri analizleri ya-

pilmistir.

Insanlarda primer karaciger yaglanmali hastalarin diyetleri genellikle yiiksek
seviyede karbonhidrat, yag ve kolesterol ile karakterizedir. Bu diyet 6zellikleri hasta-
larda hepatik lipid metabolizmasini etkiler (Fan ve Cao 2013). Normal proteinli di-
yetlerle beslenen farelere kiyasla yiiksek protein igeren diyetlerle beslenenlerde daha
diisiik viicut agirligi, viseral ve hepatik yaglanma gozlenmistir (Terashima ve ark
2014). Bu ¢alismada deneme siiresince viicut agirliklar1 ve viicut kiitle indeksleri ile
birlikte viseral ve karaciger yaglanmasi bakimindan biitiin gruplarda énemli degisik-
lik belirlenmemistir. Bu durum, tiim gruplarin enerji protein dengesi saglanmis diyet-
lerle beslenmis olmasina baglanabilir. Wu (2009)’ya gore aminoasit formundaki
enerjinin karacigerde daha az etkili bir sekilde yaga transfer edildigi hala bir soru isa-

retidir.

Hayvan denemeleri, 6zellikle gebelerde kronik borik aside maruz kalmaya
bagli renal toksisite ihtimalini akla getirmektedir. Bunlar bobrek boyutunda kiigiilme
ve renal tubuler hasarla karakterizedir. Bununla birlikte renal fonksiyon bozuklugu-
nun biyoniikleer hormon kimyasal kaniti bulunamamustir. Bu yiizden borik asit dog-
rudan nefrotoksik etkileri olabilse de mevcut bilgi tartismalidir (Pahl ve ark 2005).
Borik asit veya boraksin oral LD50 degerleri kopek, kedi ve tavsanlar igin 250-350
mg/kg’dir. Ratlara 100-275-400 mg/kg/glin dozunda 45 giin siireyle borik asit veril-
diginde bobrek dokusunda histopatolojik degisiklikler belirlenmistir (Sabuncuoglu ve
ark 2006). Tavsanlara 800 mg/kg/giinden borik asit 4 giin siireyle verildiginde ano-
reksi, kilo kayb1 ve ishal gozlenmis; 850 ve 1000 mg/kg/giin borik asit 4 giin siireyle
verildiginde de tavsanlarin hepsi 6lmiistiir (EPA 2001). Baska bir ¢alismada tavsan-
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lar 250 mg/kg/giin borik asit 30 giin siireyle maternal toksisite gostermistir (Heindel
ve ark 1994). Bir ¢alismada, deneme gruplarinda 96 saat aralikla 90, 270 ve 450
mg/kg dozda borun oral verildigi tavsanlarda klinik ve toksik herhangi bir bulguya
rastlanmamustir (Basoglu ve ark 2010). Bu g¢alismada ise bor kullanimi1 daha pratik
hale getirilmis ve hayvanlarin igme sular1 30 mg B/L bor igerecek sekilde borlu igme
suyuna doniistliriilmiistiir. Bu arastirma ile borun yem ya da gidalara toz seklinde ila-
vesi yaninda igme sularina da ilave edilebilecegi belirlenmistir. Ayrica borun gesitli
literatiirlerde (WHO 1998, EPA 2001) de ifade edildigi gibi tamamina yakininin
emildigi ve idrarla atildig1 ifade edilmektedir. Oysa bu ¢alismada borun i¢gme sulari-
na ilave edilerek kullanilmasi ve diskida belirlenmesi, borun idrarin yaninda bir kis-
minin da emilmeyerek digki ile atildigin1 gostermektedir. Bu sekilde kullanilan borun
tamaminin emilmedigi, kan seviyelerinin yiikseldigi ve karacigerde birikmedigi bor
analizlerinden anlasilmistir. Deneme stiresince klinik-toksik bulgulara rastlanmazken
kontrol grubu hayvanlarda karaciger hepatositlerinde 6nemsiz dejeneratif degisiklik-
lerin oldugu belirlenmistir. Borun deneme grubu hayvanlarda karacigederki dejenera-
tif degisiklikleri azalttigi, bobrekte belirgin bir bozukluga yol agmadigi ve bu etkin-
likte borik asidin daha etkin oldugu, ancak uzun siireli sulu boraks kullaniminin de-
vam ettigi durumlarda bobrek fonksiyonlarinin klinik takibinin yapilmasi gerektigi

sOylenebilir.

Primer karaciger yaglanmasi, hafif yaglanmadan siddetli steatohepatitise ka-
dar genis bir spektrum gosterir. Obezite, insulin rezistansi ve hiperlipidemi prevalan-
sinin artigina bagli olarak karaciger yaglanmali hasta sayisi da artmaya devam etmek-
tedir. Obezite, diyabet ve kardiyovaskiiler hastaliklar, metabolizma ile iliskili olup
enerji bakimidan zengin beslenen ve hareketsiz toplumlarda halk sagligin1 6nemli
oranda tehdit etmektedir. Steatohepatitise duyarlilik farkliliklart ve onun siroza iler-
leyisi hiicre i¢i agini ilgilendiren biitlin genetik ve dis faktorlerin karmasik bir etkile-
simine atfedilmektedir. Seker ve rafine karbonhidrat tiiketiminin artmasi insiilin ve
insiilin rezistansini da artirmakta ve karacigerde yag birikimine yol agmaktadir (Jo-
zefczuk ve ark 2012). Insan hekimliginde bahsedilen bu hastaliklarin ¢oguna, pet
hayvanlarda da rastlanmaktadir. Ad1 gegen hastaliklara benzer olarak, siit¢ii Sigirlarin
peripartum donemlerinde goriilen, etiyolojik olarak birbiri ile iligkili karaciger yag-

lanmasi, ketozis ve abomazum deplasmani gibi tiretim hastaliklari, bu konudaki iler-
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lemelere ragmen hala yiliksek insidans ve ekonomik kayiplarla seyret-

mektedir (Mulligan ve Doherty 2008).

Son yillardaki yogun arastirmalara ragmen, karmasik metabolik hastaliklarin
gerisindeki molekiiler patogenezisin 6nemli bir kismi hala bilinmemektedir. Son za-
manlarda, karaciger yaglanmasini kontrol eden fizyopatolojik durumlarin a¢iklanma-
ya calisilmasi ‘omikler’ (transkriptomikler, genomikler ve lipidomikler) denen genis
6lgekli ¢alismalardan yararlanarak miimkiin olmaktadir (Martel ve ark 2012). ‘Omik-
ler’ tekniklerinin 6zellikle metabolomiklerin, insanlarda beslenmeye yonelik arastir-
malarda yeni teknolojilerle birlikte entegratif uygulanmasiyla beslenmenin degerlen-
dirilmesinde yeni biyomarkirlar1 identifikasyonu icin artan ve ihtiya¢ duyulan bir
yaklagimi temsil etmektedir (Giby ve Ajith 2014). Genetik, epigenomik, transkrip-
tomik, proteomik ve metabolomik arastirmalar hiicreler dokular ve organlarla iliskili
coklu hastaliklarda etiyolojik proseslerin genis lgekli kesitlerini elde etme imkani
saglamaktadir. Bunlar, geleneksel dar yaklagimlarin Gtesine gegme firsati vermekte
ve 0zel bozukluklarin kritik biyolojik proseslerini belirlemeyi de saglamaktadir
(Meng ve ark 2013). Bu ¢alismada da son yillarda beseri hekimlikte yaygin olarak
karsilagilan obezite ve bununla iligkili metabolik hastaliklarin fizyopatolojilerinin
aydinlatilmasinda kullanilan ‘omik’ tekniklerin, veteriner sahada da kullanilabilmesi
amaglanmistir. Bu sebeple borun adi gegen bozukluklarda etkinligi, metabolomik ve

transkriptomik tekniklerle tavsanlarda degerlendirilmistir.

Hafif primer karaciger yaglanmanin ilerlemesiyle olusan steatohepatitisin pa-
tobiyolojisine yonelik nispeten az sayida metabolomik c¢aligmalar bulunmaktadir
(Beyoglu ve Idle 2013). Li ve ark (2011), primer karaciger yaglanmali hastalarda
NMR bazli yaptiklar1 bir calismada glikoz, glutamat ve taurin konsantrasyonlarini
yiiksek bulmuglardir. Yine Basoglu ve ark (2011), tavsanlarda borun obezite ve kara-
ciger yaglanmasinda etkinligini NMR-bazli metabolomik degerlendirdiklerinde me-
tionin, alanin, pirtivik asit ve kreatin metabolitlerinin dikkat ¢ekici degisiklikler gos-
terdigini belirlemislerdir. Bu ¢alismada da NMR-bazli metabolomik degerlendirmede
kreatin, glutamin, glutamat, kolin, sitrat, asetat, valin, 16sin, tirozin metabolitleri 61-
¢lilmiis; bunlardan asetat, kolin ve tirozin seviyeleri susuz boraks ve borik asit grup-
larinda aktive edilmislerdir. Kolin eksikligi karaciger yaglanmasi ile karaciger ve kas

hasarma neden olur (Ueland 2011, Tirosh 2014). Asetat, biyolojide yaygin bir anyon
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olup ¢ogunlukla organizmalar tarafindan Acetil-CoA formunda kullanilir. Proteinle-
rin tirozin rezidiilerine fosforilasyonu, leptin ve insiilinin kendi hedef hiicrelerine et-
kilerinde anahtar rol oynar (Knobler ve Elson 2014). Bor bilesikleri tarafindan kara-
ciger ve enerji metabolizmasi ile ilgili bu metabolitlerin aktive edilmesi, borun etkin-

liginin daha iyi anlasilmasina 11k tutmaktadir.

Insan hekimliginde obezite, diabetes ve kardiyovaskiiler hastaliklarda; veteri-
ner hekimlikte de benzer hastaliklarla birlikte slit¢li sigirlarin peripartum tliretim has-
taliklarinin (ketozis, karaciger yaglanmasi, klinik-subklinik hipokalsemi, abomazum
deplasmani, subklinik rumen asidozu, diisiik siit yagi sendromu, topallik, plasenta re-
tensiyonu ve metritis) ongoriisiinde ve belirlenmesinde kullanilan lipid profil goster-
geleri ile bunlara yonelik tedavi uygulamalari halen tartismalidir. Insan hekimliginde
ozellikle lipoproteinler (HDL ve LDL) adi geg¢en hastaliklardan sorumlu tutulmakta
ve hatta bunlar sira ile ‘iyi kolesterol’ ve ‘kotii kolesterol’” adlari ile anilmaktadir.
Son yillarda bu klasik parametrelerin alt siniflarina yonelik arastirmalar dikkat ¢ek-
mektedir. Ayn1 LDL kolesterol konsantrasyonuna sahip hastalarda farkli sayida LDL
partikiilii bulunabildigi ve bu yiizden onlarin kardiyovaskiiler risklerinin de farkl: ol-
dugu ifade edilmistir (Jeyarajah ve ark 2006). Kiigiik dansiteli LDL, kardiyovaskiiler
bir risk olustugunu temsil eder, ¢linkii bu partikiiller kardiyovaskiiler hastalikla bir-
likte bulunabilmektedir. Obez sahislarda, sik¢a aterojenik dislipidemi ile birlikte kii-
ciik dansiteli LDL, trigliserid, VLDL ve apolipoprotein-B seviyeleri yiiksek; HDL
seviyeleri ise disiiktiir. Metabolik sendrom gibi obezite ile iligkili es zamanli hasta-
liklar, dislipidemi ile karakterizedir. Bu yiizden, boyle sahislarda LDL alt siniflarini
uygun bir sekilde modiile eden ilaglar klinik yonden degerlidir. Statinler, secilecek
lipid disiiriicti ilaglardir. Ayrica, statinlerden baska anti-obezite ve lipid distiriiciiler
de boyle hastalarda faydalidir. Bununla birlikte, anti-obezite ilaglarin kardiyovaskii-
ler hastaliga etkileri belirsizdir (Nikolic ve ark 2013). Karmasik dislipidemili hasta-
larda fibratlar ve niasin ile tedavi faydali gibi goriinmektedir (Floretin ve ark 2010).
Niasin, klinik uygulamada en etkili HDL kolesterol artirici ilagtir. Bunun yaninda
Niasin, TG ve LDL-C dahil diger plazma lipidlerini diisiiriicii etkiye sahiptir. Bazi
caligmalara gore Niasinin kardiyovaskiiler riski azaltmada veya aterosklerozu stabili-
ze etmede ve geriletmede terapotik etkinligi vardir (Michos ve ark 2012). Niasin, lo-

vastatin ile birlikte kullanildiginda, sadece statinin kullanildig1 tedaviye gore kardiyo
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protektif etkili HDL2b alt sinifi oranin1 ve ayrica diisiik HDL-C’li hastalarda LPA-I
seviyesini segici bir sekilde artirmada daha etkili bulunmustur (Sakai ve ark 2001,
Bays ve McGovern 2003). Diisiik pre-a-HDL’li az sayida diyabetli hastalarda yapilan
bir ¢calismada niasin tedavisi pre-a-HDL seviyesini daha da diisiirmiistiir, zira bu ilag
diyabetlilerde pre-a-HDL partikiil olgunlasmasina ve kolesterol transportunun tersine
donmesine neden olur (Pan ve ark 2011). Evcil ve deney hayvanlarinda (tavsanlarda)
borun obezite ve karaciger yaglanmasina etkinligine yonelik ¢alismalarda (Basoglu
ve ark 2000, 2002 ve 2010), HDL ve LDL konsantrasyonlarinin degismedigi, viseral
yaglanma ve karacigerde yag infiltrasyonunun engellendigi, HDL’nin % oraninin art-
t1g1 gozlenmistir. Bu calismada ayni zamanda yiiksek proteinli ve enerjili yemle bes-
lenen tavsanlarda, LDL kolesterol seviyeleri ile lipoprotein alt kiigiik ve ¢ok kiigiik
LDL partikiil konsantrasyonlart susuz boraks ve borik asit gruplarinda azalirken, kii-
¢iik HDL partikiil konsantrasyonlar1 ayni gruplarda artmistir. Cok kiigiik VLDL par-
tikiil konsantrasyonlar1 susuz boraks grubunda artarken, orta kii¢iik LDL konsantras-
yonu sadece boraks gurubunda artmistir. Biiylik HDL konsantrasyonu tiim gruplarda
azalmistir. Bu durumda, lipid profilinin geleneksel parametreleri olan total koleste-
rol, HDL, LDL ve VLDL kolesteroller ve trigliseride gore lipoprotein alt siniflarinin

diyagnostik ve terapotik 6ngoriide daha 6nemli oldugu ifade edilebilir.

Yangy, lipid ve glikoz metabolizmasinda PPAR’lar etkili olup karacigerde
trigliserid birikiminde rol alirlar. Ayrica bunlar, reverzibil karaciger yaglanmasinin
irreverzibil hale hatta ileri lezyonlara doniisiimiine de etkili olabilirler (Tailleux ve
ark 2012). PPAR-B/5 iskelet kasi, adipositler, makrofajlar, akcigerler, beyin ve deri-
den saliir. Yag asidi metabolizmasini artirirken yangidan kaynakli makrofaji baski-
lar. PPAR-B/6 yangisal mediatorlerin ve adhezyon molekiillerinin salinimini azaltir,
bu da aterogenezis zayiflatilmasinda potansiyel rolii oldugunu diisiindiirmektedir
(Tyagi ve ark 2001). PPAR-a ve PPAR-B/5 ¢cogunlukla enerji tiikketimini kolaylagti-
rirken, PPAR-y adipogenezisi artirarak enerji birikimine katkida bulunur. PPAR-a
cogunlukla yag asit metabolizmasini etkiler ve onun aktivasyonu lipid seviyelerini
distiriir, oysa PPAR-y ¢ogunlukla adipogenezis, enerji balanst ve lipid biyosentezi
reglilasyonunda yer alir. PPAR-B/6 cogunlukla iskelet ve kalp kaslarinda yag asidi
oksidasyonunda yer alirken kan glikozu ve kolesterol seviyelerini de diizenler. Bir-

ka¢ dogal ve sentetik ligand bu reseptorlerin ekspresyonunu etkilemektedir. Sentetik
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ligandlar dislipidemi tedavisinde (6rnegin, fibratlar-PPAR-a aktivatorleri) veya dia-
betes mellitus tedavisinde (6rnegin, thiazolidinedionlar-PPAR-y agonistleri) yaygin
sekilde kullanilmaktadir. Yeni jeneresyon ilaglar (PPAR-a/y ikili agonistleri) hipoli-
pemik, hipotansif, antiaterojenik, antienflamatuvar ve antikoagulan etkilidir. PPAR-
/0 asir1 salinimi, yiiksek yagl diyetlerde bile, obezite gelisimini 6nler ve kalp hiicre-
lerinde yag birikimini azaltir. Dogal PPAR agonistlerinin glikoz ve yag metaboliz-
masina etkisi ve ekspresyonu hakkinda kesin bilgi olmamakla birlikte, ayn1 ligand,
birka¢ reseptorii etkiledigi i¢in ¢ok sayida farkli sonuglarla karsilasilmaktadir.
PPAR’lar degisik dogal ve sentetik lipofilik asitleri (esansiyel yag asitleri, eikosano-
idler, fitanik asit ve palmitoylethanolamid gibi) baglama yetenegine sahiptir
(Grygiel-Gorniak 2014). PPAR-a yoklugunda hayvanlar karaciger yaglanmasina du-
yarlidir (Hashimoto ve ark 2000) ve hepatik proenflamatuar sitokinlerin aktivasyonu
kolaylasir. Bu ylizden PPAR-o ve PPAR-y, ilk yangisal reaksiyonlar: 6nlemede ve
karaciger hiicrelerini korumada dikkate alinmaktadir. Yiiksek enerjili diyet, farelerde
PPAR-a protein ekspresyon seviyelerini dnemli derecede azaltmistir (Giby ve Ajith
2014). PPAR-a yag asidi alimini, beta-oksidasyonunu, apolipoprotein ekspresyonu-
nu ve trigliserid metabolizmasini indiikler. PPAR-y ekspresyonunun obezite ile ilgili
oldugu ifade edilirken obez ratlarda PPAR-y ekpresyonu yiiksek bulunmustur. (Ryu
ve ark 2013). PPAR-y, glikoz ve lipid homeostazisinin merkezinde yer alan bir niik-
leer reseptor olup karaciger yaglanmali obez hastalarda artmaktadir. Resveratrol ila-
ve edilen yiiksek enerjili diyetle beslenen farelerde adipozis ile iliskili genlerin
MRNA analizinde PPAR-y baskilanmistir (Andrade ve ark 2014). Benzer etkilerden
Carpéné ve ark (2014) da bahsetmektedir. Borun obezite, karaciger yaglanmasi ve
steatohepatitise ekinliginin niikleer hormon reseptorleri bazinda degerlendirildigi bu
ilk ¢alismada da PPAR-a borik asit grubunda ve PPAR-B/5 susuz boraks ve borik
asit gruplarinda 6nemli derecede diisiik bulunmustur. Bor bilesiklerinin igme suyuna
katilmasiyla obezitenin, karaciger yaglanmasinin, hepatositlerde dejenerasyon ve fo-
kal nekrozun azalmasi, PPAR-a ve PPAR-/5 protein ekspresyonlarinin azalmasi ile
ortigsmektedir. Bu da yukarida bahsedilen bir¢ok ¢alisma (Ryu ve ark 2013, Giby ve
Ajith 2014) ile uyum gostermektedir. Bu ¢alismada PPAR-y ekspresyonunun istatis-
tiksel olmasa da azalma egilimi gostermesi, hepatositlerdeki diizelme ile ilgili oldu-

gunu gosterebilir.
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5. SONUC ve ONERILER

1. Anabilim Dalimiz’da daha 6nce bor konusundaki ¢alismalar, bu arastirma
ile daha ileri asamaya ulagmis, yiiksek proteinli ve enerjili diyete bagh
hepatositlerdeki dejeneratif degisikliklerin igme suyuna bor katkisi ile azaldig1 ‘omik’

yaklasimla daha iyi anlasilmistir.

2. Uzun siireli bor kullanim1 bobrek epitelllerinde belirgin bir degisiklige yol

acmamuistir.

3. Obezite, karaciger yaglanmasi ve steatohepatitis gibi bozukluklarin lipid
profilde yer alan trigliserid, total kolesterol ve lipoproteinler (HDL-kolesterol, LDL-
kolesterol ve VLDL-kolesterol) gibi geleneksel parametrelerin ¢ogu defa kaba
kaldigi, bunun igin lipoprotein alt smiflarinin daha 6nemli oldugu, geleneksel
parametrelere ayni seviyede sahip farkli bireylerin, farkli lipoprotein partikiillerine
sahip olabilecegi ve adi gegen bozukluklar igin farkli risk tasiyabilecekleri ifade
edilebilir.

4. Asetat, kolin ve tirozin gibi metabolitler, adi gegen bozukluklarin 6ngoriisii

ve tedavisinde yeni aday biyomarkirlar olabilir.

5. Borun etkinliginde, karacigerde dejeneratif degisikliklerin azalmasi ile
birlikte yag asidi oksidasyonunda yer alan genlerden PPAR-a ve B/6 mRNA
ekspresyon seviyelerinin de azaldigi, glikoz ve lipid homeostazisinin merkezinde yer

alan PPAR-y mRNA ekpresyon seviyesinin azalma egiliminde oldugu gézlenmistir.

6. Yukarida bahsedilen etkinliklerde, borik asit daha faydali bulunmustur.
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6. OZET
T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

Bor Bilesiklerinin Obez Tavsanlarda Lipoprotein Alt Siniflarina ve Niikleer
Hormon Reseptorlerine Etkileri

OZGUR YAMAN
I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dah
DOKTORA TEZI/KONYA-2014

Obezite insan hekimliginde 6zellikle gelismis tlkeler igin 6nemli bir saglik sorunudur. Ko-
peklerde obezite insidans1 % 24-44 arasinda olup tedavisi de zordur.

Karaciger yaglanmasi (fatty liver, steatozis), insanlarda (alkole bagli olmayan) oldukg¢a
yaygin bir hastalik olup steatohepatitis, siroz ve hepatoseliiler kanser de dahil olmak iizere ilerleyici
karaciger hastaligina neden olabilmektedir. Karaciger yaglanmasi yiiksek verimli siit¢ii sigirlarda da
periparturient periyodu etkileyen ve siit sigirciligr isletmelerinde ciddi ekonomik kayiplara neden olan
metabolik bir hastaliktir. Insanlarda bu hastalik icin, kilo kaybindan bagimsiz ve dogrudan karaciger
hasarini azaltacak veya tersine dondiirecek ilaglar heniiz onaylanmanustir. Siit¢ii sigirlarda da dnlem
ve tedavi benzer olup bunlar, negatif enerji balansindan korunmayi ve adipoz dokudan yag asitleri
mobilizasyonunu en aza indirmeyi hedefler.

Ileri teknolojilerde ¢ok biiyiik avantajlar saglayan stratejik madenimiz bor, saglik alaninda da
insan ve veteriner hekimligi ile tarimu ilgilendiren konularda ¢esitli yonlerden arastirilmaktadir. Ana-
bilim dalimizda borun obezite ve karaciger yaglanmasi basta olmak iizere saglikla ilgili etkinlikleri
hakkinda 6nemli ¢alismalar (projeler ve yaymlar) vardir. Bunlarin devami olarak, bu proje dogmus ve
borun obezite, karaciger yaglanmasi ve steatohepatitise etkinligi, lipoprotein alt siniflar1 ve niikleer
hormon reseptoérleri yoniinden ‘omik’ bir yaklagimla metabolomik ve transkriptomik olarak degerlen-
dirilmistir.

Bunun igin, yiksek proteinli ve enerjili diyetle beslenen ve bir kontrol ve ti¢ deneme grupla-
rindan olugsan 40 New Zeland disi tavsan kullanildi. Deneme gruplarinin her birinin 30 mg bor/L do-
zundaki borlu igme sulari, farkli bor bilesiklerinden saglandi. Ug ay deneme siiresini takiben kilo ka-
zammlar1, viicut kiitle indeksleri, lipid profil ve antioksidan etkinlige yonelik biyokimyasal parametre-
lerle birlikte, NMR bazli metabolomikler ve lipoprotein alt siniflari ile real time PCR bazli niikleer
hormon reseptorlerinden PPAR ailesi ¢alisildi. Karaciger ve bobrek dokularinin histopatolojik analizi
yapildi ve ¢aligma bor analizleri ile tamamlandi.

Obezite ve karaciger yaglanmasindan daha ¢ok karaciger hepatositlerinde dejeneratif degisik-
liklere rastlandi. Biyokimyasal parametrelerden LDL kolesterolin diistiigi, lipid profilde lipoprotein
alt siiflarindan kiigiilk LDL partikiilleri azalirken kiigiik HDL ve kiiglik VLDL partikiillerinde artis
belirlenmistir. Bu degisiklikler susuz boraks ve borik asit gruplarinda daha belirgin olmustur. Metabo-
lomik degerlendirmede asetat, kolin ve tirozin seviyelerinin yine ayni gruplarda artirmigtir. Karaciger-
deki dejeneratif degisikliklerin diizelmesine paralel olarak PPAR-o ve PPAR-B/3 ekspresyonlarinin
azaldig1 ve bu etkinlikte borik asidin 6ne ¢iktig1 dikkat cekmistir. Bor seviyeleri, serum ve karacigerde
degismezken igme suyuna katilan borun bir kismi digkiyla atilmustir.

Sonug olarak, yiiksek proteinli ve enerjili diyet, obezite ve karaciger yaglanmasindan ziyade
hepatositlerde dejeneratif degisikliklere yol agmus, bu degisikliklerin igme suyuna bor katkisiyla 6zel-
likle borik asit ile diizeldigi gozlenmistir. Metabolomik ve transkriptomik degerlendirmelerde PPAR-ao
ve PPAR-B/5 ekspresyonlarinin azaldigi, geleneksel lipid parametrelerine gore lipoprotein alt siniflari
seviyelerindeki degisikliklerinin dnemli oldugu ve enerji metabolizmasini ilgilendiren bazi metabolit-
lerin arttig1 dikkat ¢ekerken bu etkinliklerde borik asidin 6ne ¢iktig1 belirlenmistir. Boylece, bu ¢alig-
mayla borla ilgili daha 6nceki ¢alismalarimiz daha ileriye tasinmis ve ‘omik’ yaklasimla patojenik
mekanizmalar daha iyi anlagilmistir.

Anahtar Sozciikler: Bor; Karaciger yaglanmasi; Lipoprotein alt simiflari; Niikleer hormon
reseptorleri; Obezite
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7. SUMMARY

Effects of Boron Compounds on Lipoprotein Subclasses and Nuclear Hormone
Receptors in Obese Rabbits

Obesity is a major health problem in human medicine, especially in developed countries. In
dogs, incidence of obesity is 24-44% and difficult to treat.

In human hepatic steatosis (fatty live, steatosis) is a fairly common disease and steatohepatitis
can cause progressive liver disease including cirrhosis and hepatocellular carcinoma. Fatty liver is also
a metabolic disorder affecting the periparturient period in high-producing dairy cows that causes seri-
ous economic losses. For this disease in humans, the drugs independent of weight loss, and reducing
directly or reversing the liver injury has not been approved yet. The prevention and treatment is simi-
lar in dairy cows. They targets protecting from negative energy balance and aiming to minimize the
mobilization of fatty acids from adipose tissue.

Boron is our strategic mines provides great advantages in advanced technologies is investiga-
ted in the field of health issues related to of human and veterinary medicine, agriculture from various
aspects. There are important studies (projects and publications) about the effectiveness of boron re-
garding health, primarily obesity and fatty liver in our department. As a continuation of them, this pro-
ject emerged that the effectiveness of boron on obesity and fatty liver devoted to lipoprotein subclas-
ses and nuclear hormone receptors has been evaluated by an ‘omics’ approach as metabolomic and
transcriptomic.

For this, 40 New Zeland rabbits consisted of one control and three experimantal groups fed a
high protein and energy diet. Drinking waters containing 30 mg boron/L of each experimental groups
were provided from different boron compounds. After three months of experimental duration gains in
weight, body mass index, and biochemical parameters for lipid profile and antioxidant activity; NMR-
based metabolomics and lipoprotein subclasses; PCR based gluconeogenic enzymes and genes (PPAR
family as nuclear hormon receptors) were performed. The work has been completed with boron analy-
sis and histopathological analysis of liver and kidney tissues.

Instead of visceral adiposity and fatty infiltration of the liver degenerative changes in hepato-
cites were observed. From biochemical parameters decreased LDL cholesterol consantration, from li-
poprotein subclasses at lipid profile, decreased small LDL particles, and increased small HDL and
small VLDL particles were observed. These alterations were more pronounced in unhydrose boraks
and boric acid groups in which acetate, choline and thyrosine consentrations were also increased. Dec-
reased PPAR-o and PPAR-B/6 expressions levels parallel to improvement of degenerative changes
were observed in hepotocytes. Boric acide came forward in this efficiency. While boron levels in se-
rum and liver did not vary, boron given in drinking water was not absorbed completely.

As a result, it is observed that high protein and energy diet resulted in more degenerative
changes in hepatocytes than obesity and fatty liver, and these changes were improved by boron supp-
lementation (especially boric acid). There were decreased PPAR-a and PPAR-B/5 expression levels,
significant alterations in lipoprotein subclasses levels and increased in some metabolites related to
energy metabolism in metabolomic and transcriptomic evaluations. Boric acid came forward in this
efficiency. Thus, previous studies in our depertmant were advenced and pathogenic mechanisims were
better understood by an ‘omics’ approach.

Key Words: Boron, Fatty liver, Lipoprotein subclasses, Nuclear hormon receptors, Obesity
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