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Bu calismada Helichrysum Plicatum subs. Plicatum (HPsP) ekstraktinin friiktoz
ile nonalkolik karaciger yaglanmasi meydana getirilen siganlarin karaciger dokusundaki
biyokimyasal etkileri arastirildi. Malondialdehit (MDA), kolesterol, yag asitleri
kompozisyonu, glutatyon (GSH), A,D,E ve K vitamin diizeyleri belirlendi.
Calismada200-250 gr agirliginda rastgele segilen 28 adet yetiskinerkek Wistar albino
sican4 guruba ayrildi. Her grupta 7 sican konuldu.Kontrol grubu standart diyetle
beslendi. Fruktoz uygulamasi (F) grubuna 7 hafta boyunca i¢cme suyunda % 50’luk
(v/w) uyguland1i. F + HPsP grubuna % 50’luk (v/w) fruktoz igme suyunda + HPsP 4
ml/kg olarak gavajla verildi. Karaciger dokusunda palmitik asit (16:0) diizeyinin
kontrole gore F ve F+HPsP gruplarinda, Palmitoleik asit (16:1) ise kontrole goére
F+HPsP grubunda arttig1 saptandi (p<0.0001). Alfa-linolenik (18:3,n-3) asit, (20:2, n-6)
ve arasidonik asit (20:4 n-6) yag asidi diizeyleri kontrole goére F ve F+HPsP
gruplarinda azaldigi saptandi (p<0.0001, p<0.01 ve p<0.05). Kontrole gore
docosaheksaenoic asit (22:6 n-3) diizeyi F+HPsP grubunda azalmistir (p<0.05).
Karaciger dokusundaki Retinol ve K-1 vitaminlerinin diizeyi kontrole goére HPsP
grubunda belirgin diizeyde arttig1 saptandi (p<0.05, p<0.0001). K-2 ve d-3 vitamini
miktar1 ise kontrole gore F ve F+HPsP gruplarinda azaldigi saptandi (p<0.0001,
p<0.01). GSH miktar1 ise kontrole goére HPsP grubunda belirgin diizeyde azalma
saptand1 (p<0.01). Fruktozla nonalkolik karaciger yaglanmasi olusturulan siganlarda
helichrysum plicatum subsp. plicatum bitki ekstrakinin kolesterol, glutatyon (GSH) ve
ADEK vitaminleri yag asitleri lizerinde farkli diizeylerde etkili oldugu tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: NAFLD, Fruktoz, Helichrysum plicatum subsp. plicatum ve
Nonalkolik yaglh karaciger.
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In this study, the biochemical effects of Helichrysum plicatum subs. plicatum
(Altin otu) on fructose induced non-alcholic fatty liver studied. Malondialdehyde
(MDA), Cholesterol, fatty acid composition, glutathione (GSH) and vitamin A,D,E and
K levels of liver determined. In the study, over weight of 200-250 gr. 28 male Wistar
Albino rats selected randomly dividede in to four groups. Each group have seven
animals. The control group (C) consisted of the rats receiving a basal diet; fructose
group (F) received fructoce % 50 (v/w) in drinking water. Fructose plus Helichrysum
plicatum subs. plicatum exract group (F+HPsP ) received fructoce % 50 (v/w) in
drinking water Helichrysum plicatum subs. plicatum (HPsP) exract by gavage.
Helichrysum plicatum subs. plicatum exract group received. Helichrysum plicatum
subs. plicatum exract by gavage. All treatment applied during seven week.

The ratio of palmitic acid (16:0) is increased liver F ve F+HPsP group when
compared to the control group (p<0.0001). Palmitoleic acid (16:1) is increased F+HPsP
group when compared to the control group (p<0.0001). Ratio of alfa-linolenic acid
(18:3 n-3), (20:2, n-6) and Aracidonic acid (20:4 n-6) decreased in F ve F+HPsP groups
when compared to the control group (p<0.0001 p<0.01 and p<0.05). The ratio of
docosahexaenoic asit (22:6 n-3) in F+HPsP group decreased when compared to the
control group (p<0.05).

Retinol and K1 level of HPsP group in liver tissue increased when compared to
the control group (p<0.05, p<0.0001). K-2 ve d-3 vitamin levels of F ve F+HPsP
groups of liver tissue decreased when compared to the control group (p<0.0001,
p<0.01). GSH level of HPsP group when compared to the control group decreased
(p<0.01).  Helichrysum plicatum subs. plicatum exract has different effects on
cholesterol, glutathione, ADEK vitamins and fatty acide composition levels of fructose
induced fatty liver.

Key Words: Fructose, Helichrysum plicatum subsp. plicatum and Non alcholic fatty
Liver
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1. GIRIS

Tiim canlilar i¢in en Onemli besin kaynagi olan karbonhidratlar bitkisel,
hayvansal ve tek hiicreli organizmalarda yaygin sekilde bulunup, karbon, hidrojen ve
oksijen atomlarindan olusmustur. Yetiskin bireylerde giinliik diyetle alinan enerjinin
yaklasik %50-60’1n1 saglayan karbohidratlar, biitiin canlilarda enerji saglamak amaciyla
kullanilir [1].

Bitkisel karbohidratlarin temel yapismi olusturan glukoz ve fruktoz iki basit
seker olup insanlarin besin diyetinde 6nemli yer tutan alt1 karbonlu monosakkaritlerdir.
Bir heksoz monosakkarit olan glukoz orta derecede tathidir. Organizmada genellikle
nisastanin yikimi1 sonucunda ortaya cikan, kanda dolasan karbonhidrat formu olan
gluktoz viicudun yakit1 olarak kabul edilip, serbest halde olgun meyvelerde (iiziim,
incir) ve balda bulunur. Diger bir heksoz monoakkarit olan fruktoz, tatlilik derecesi
glukozdan daha yiiksek olup glukoz gibi serbest olarak tatli meyvelerde ({iziim, incir,
dut) ve balda bulunur [2-4].

Insanlar binlerce yil fruktoz ihtiyaglarim1 ¢ogunlukla taze meyvelerden ve
ortalama 16-20 g/glin olacak sekilde saglarlarken, diyetlerin batililasmasi ve
endiistrilesme ile beraber enerji veren tatlandirici olarak fruktoz tiiketiminde
giinimiizde yaklasik olarak 85-100 g/giin miktarinda Onemli artis gorilmiistiir.
Gilinlimiizdeki bu artis batililarin diyetlerindeki enerjinin yaklasik %15-20’sinin kaynagi
fruktoz oldugunu gostermektedir. Diyetteki giinliik fruktoz miktarindaki bu asir1 artig
cesitli metabolik bozukluklarin ortaya ¢ikmasma neden oldugu ifade edilmistir [5-6].
Yikildiginda esit oranda gluktoz ve fruktoz ortaya ¢ikan siikroz (%50 gluktoz, %50
fruktoz) ile enerji veren tatlandiricilarinin en basta geleni olan yiiksek fruktozlu misir
surubu (HFCS) fruktozun en 6nemli kaynaklaridir. Yiiksek fruktoz suruplari ticari
olarak genellikle ya %42 (HFCS 42) ya da %55 (HFCS 55) fruktoz icermekte olup
Amerika Birlesik Devletlerinde igeceklerde en ¢ok kullanilan fruktoz surubu HFCS
55’tir. HFCS 55’in igeriginde % 55 fruktoz, % 42-44 gluktoz, %1-3 polisakkarid
(glukoz polimerleri) icermektedir [7-8].Fruktozun en 6nemli kaynaklarindan yiiksek
fruktozlu misir surubunun ticari olarak temel kullanim alanlari, alkolsiiz gazli icecekler
basta olmak tizere tiim tatlandirilmig hazir icecekler (meyve suyu, soguk ¢ay, meyveli
sodalar vb.), kek, cikolata, recel-marmelat, sekerleme tiirleri ve diger jole tiirii

yiyeceklerdir. Amerika Birlesik Devletlerinde 1970 ile 1997 yillar1 arasinda yapilan bir



calismada fruktoz kaynagi olan siikroz ve HFCS’nin kisi basina giinlik diyetinde
%?26’lik bir artis (64 g/giin’den 81 g/giin’e c¢ikmistir) goriiliip, ayn1 yillar arasinda
Amerika’da diyet olmayan alkolsiiz iceceklerin yillik kisi basina tiiketiminde %86
oraninda artig oldugu belirtilmistir. Ayn1 yillar icin, silkroz ve HFCS’nin ayr1 ayri
degerlendirilmesi yapildiginda yillik kisi basina tiiketiminde siikrozun 46,4 kg’dan 30,5
kg’a azalig goriilirken, HFCS yillik kisi basi tiiketiminde ise 0,23 kg’dan 28,4 kg’a
yiikselmistir [9-10]. Fruktozun siikrozdan ticari olarak gida iireticileri tarafindan yaygin
sekilde tercih edilmesinde fruktozun daha giiclii bir tatlandirict olmasi, lezzet gelistirici
etkisi, ¢cabuk kristallesmemesi ve daha ucuz olmasi gibi nedenlerden kaynaklanmaktadir
[11].

Son 30 yilda birgok epidemiyolojik, klinik ve deneysel ¢alismalarda fruktozun
gida sanayisinin en ¢ok kullandig1 tatlandirict haline gelmesi ve artan tiiketiminin
obezite, bozulmus gluktoz toleransi, hiperiirisemi, Tip 2 diyabet, gut ve kardiyovaskiiler
hastaliklarla ilintili oldugu belirtilmistir [12]. Reaven vd. (1993) tarafindan yapilan
klinik ¢alismada yliksek fruktoz igeren diyetin 10 hafta siiresiyle tiiketimin sonucunda
dislipidemi ve insiilin duyarliliginda azalma gorildiigii ifade edilmistir [13]. Jurgens vd.
(2005) tarafindan yapilan deneysel calismaya gore: diyetle yiiksek fruktoz aliminin
ratlarda insiilin direnci ve hiperlipidemi olusumuna sebep oldugu; yine yliksek miktarda
fruktoz lipogenezi artirarak dislipidemi ve obezite gelismesinde sorumlu tutuldugu
belirtilmistir [14].

Son yillarda yapilan caligmalarda yiiksek miktarda fruktoz tiiketiminin insiilin
direnci esliginde karacigerde yaglamaya ve trigliserit diizeyinde artisa sebep oldugu
gorilmiistiir [9,14-15]. Fruktoz karacigerdeki friikktokinaz enzimi tarafindan alinarak
fruktoz-1 fosfata doniistiiriilmekte, fruktoz-1 fosfat da aldolaz enzimi tarafindan trioz
fosfatlara doniistiiriiliip boylece gluktoza gore fruktoz, glikoliz olayina ii¢ basamak 6nde
baslamaktadir. Bu sebepten dolayr karacigerde fruktozun gluktoza oranla %60 daha
fazla oranda yag asitlerine doniismesi fruktozun gluktoza gore daha ¢ok lipit diizeyini
artirmasina neden olmaktadir. Normalde karacigerdeki yag diizeyi total karacigerin
%5’1ni olustururken, asir1 karbonhidrat tiiketimiyle beraber bu oran artar ve steatozdan
steatohepatit, ilerlemis fibrozis ve siroza kadar genis yayilimli bir karaciger hasarmin
ortaya ¢ikmasia sebep olmaktadir. Karacigerde olusan bu hasarlar i¢in genel bir tedavi

metodu olmayip genellikle hasara neden olan etmenleri azaltmaya yonelik tedaviler



uygulanmaktadir [9, 15-16].Kronik hastaliklar; tam olarak iyilesme goriilmeyen,
stireklilik gosteren, yavas seyirli, kalict sakatlik veya is goérmezlik olusturabilen ve
insanin yasam Kkalitesini diisiiren hastaliklardir. Diinya Saglik Orgiiti (WHO),
Onlenebilir kronik hastaliklar olarak genellikle kardiyovaskiiler hastaliklar (kalp
hastaligi, inme), kanser, kronik solunum yollar1 hastalilari, diyabet ve kronik karaciger
hastaliklar1 olarak belirtmistir. WHO yaptig1 bir arastirmada 2005 yilinda yaklagik 58
milyon insan olimiiniin tahmin edildigini ve bunun %60 nin yani 35 milyon insanin
kronik hastaliklara bagl olarak 6lecegini tahmin etmistir. Nonalkolik yagl karaciger
hastaligi (NAFLD), kronik karaciger hastaliginin yaygin ve ciddi bir sekli olup, bu
hastalik basit anlamda karacigerde lipit birikimi ile ifade edilip metabolik sendromun
tim ozellikleriyle iligkili ve metabolik sendromun baglatict faktorii oldugu
diistiniilmektedir [17-18].

Viicudun en biiylikk orgam1 ve metabolik agidan da kompleks organi olan
karacigerin gorevlerinden bir tanesi lipitlerin metabolizmast ve depolanmasidir.
Karaciger yaglanmasi, total karaciger agirligmmn % 5’inden fazlasinda lipit birikimi
olmas1 veya 151k mikroskopisinde yag damlaciklar1 igeren hepatositlerin, tiim
hepatositlerin %5’inden fazla olmasi olarak tanimlanirken Coskun (2012) tarafindan
yapilan arastirmada alkol alimi olmayanlarda hepatositlerin trigliserit igeriginin
%10’dan fazla olmasi1 durumunda karacigerde yaglanmadan bahsedilecegini belirtmistir.
Karacigerde biriken yaglar ¢ogunlukla trigliseritlerdir [19-21].

Alkole bagli olmayan yagh karaciger hastaligi (Nonalkolik yagl karaciger
hastaligi, NAFLD), gelismis ve bati1 diyeti yaygm olan iilkelerde en yaygin goriilen
kronik karaciger hastaligidir. NAFLD, hafif yagl karacigerden, steatohepatit (NASH),
hepatik fibroz, siroz ve Hepatoseliiler karsinoma’ya (HCC) kadar uzanan genis bir
yelpazeyi kapsar [21]. NAFLD, birincisi inflamasyon ve fibrozisin eslik etmedigi
sadece basit yagh karaciger, digeri ise steatoz ile birlikte nekroinflamatuvar aktivitenin
oldugu NASH olmak tizere iki ayr1 hastalig1 bir arada ifade etmek i¢in kullanilir. [22-
23].

NAFLD ’dan, NASH ve siroza kadar gecen siire¢ ayni olmamakla birlikte
NAFLD tanis1 konuldugu anda bile bir¢cok hastada yerlesmis kronik karaciger hasar1 ve
siroz goriilebilmektedir. Bu da hastaligin bazi bireylerde asemptomatik ve hizli ilerleme

gosterdigini diisiindiirmekte olup, NAFLD olan bireylerde NASH gelisiminin erken



tanis1 ve tedavisi siroz ve karaciger hastaliklar1 komplikasyonlarinin olusmasini
engelleyebilir veya geciktirebilir oldugu belirtilmistir. NAFLD ‘de bir ile iki dekadin
iizerinde bir siirede siroz gelisme riski %4 lin altinda iken, NASH ‘da ise bu durum bes
yil i¢inde %5-8 hastada siroz gelisebilir ve tiim hastalarda siroza ilerleme oran1 %20’ye
ulasabilir [21].

Isveg’ de 28 yil takip siireli yapilmis bir calismada NAFLD’lilarin benzer yas ve
cinsiyetli toplumla karsilastirildiginda mortalite oraninin hafif derecede yiiksek,
NASH’lilerde ise 6liim oraninin anlamli diizeyde yiiksek oldugu belirtilmistir [24].
Alkol tiiketmeyen bireylerde goriilen Nonalkolik karaciger yaglanmasi steotizden non
steohepatite, ileriki agsamalarda siroza doniisebilen ve hatta 6liimle sonuclanabilen bir
hastalik olup, patogenezinde lipit peroksidasyonu, inflamasyon ve kronik oksidatif stres
ile iliskili, yliksek oranda serbest radikal aktivitesi gozlenir. Artan serbest radikal
aktivitesinin antioksidan aktivitenin listesinden gelmesi, lipit peroksidasyonun artmasi,
antioksidan miktarmin azalmasi ile karaciger oksidatif strese maruz kalir [25-26].
Insiilin direnci esliginde omega-3 yag asitlerinde azalmaya, serbest yag asidi ve
trigliserit diizeyinde artmaya ve karacigerde yaglanmaya sebep oldugu ortaya
konmustur [9,15].

Nonalkolik  karaciger yaglanmasi patogenezinde lipit peroxidasyonu,
inflamasyon ve oksidatif stres ile iligkilidir. Serbest radikal diizeyinin ve lipit
peroksidasyonun artmasi ile beraber azalan antioksidan diizeyi sonucunda karaciger
oksidatif strese daha ¢ok maruz kalir [26]. Oksidatif stres sonucu karacigerde olusan
serbest radikaller hiicre membranlarindaki fosfolipitlerde bulunan yag asitlerinin
peroksidasyonuna yol agarak hiicrelerde oksidatif hasara neden olur. Bu hasara baglh
olarak karaciger fibrozu ve siroz olusabilir [27]. Yapilan calismalarda karaciger
hastaliklarinda oksidatif stres ile fibrozis arasinda iliski oldugu belirtilmistir [28].

Giliniimiizde sedenter yasamin artmasina bagli olarak fiziksel aktivitenin
azalmast ve hazir yiyecek tliketiminin artmasi sonucunda nonalkolik karaciger
yaglanmasi gibi ¢esitli metabolik hastaliklarda hizla artis gézlenmektedir [29]. Fruktoz
insan viicudunda serbest radikallerin artisina neden olur. Diyete eklenen fruktozun
kemirgenlerde hiperlipidemi olusturdugunu gosteren ¢ok sayida aragtirma mevcuttur

[30-31]. Yapilan c¢aliymalarda fruktozun trigliserit ve kolesterol diizeylerini artirict



etkileri ortaya konmustur [32]. Fruktoz deneysel hayvan modellerinde karaciger
yaglanmasi olusturulmada kullanilmaktadir [33].

Diinyada yaklasik 500 tiirii bulunan Helichrsum cinsi Asteraceae familyasinda
yer almaktadrr. Ulkemizde 27 taksonu mevcut olup bunlardan 15°i endemiktir.
Ulkemizde ‘altm otu’, ‘6lmez ¢igek’, ‘sar1 ¢icek’ gibi cok sayida yerel degisik isimlerle
adlandirilmaktadir [34-35]. Helichrysum tiirleri cesitli yangi ve soguk algmligi
tedavisinde ve diuretik olarak geleneksel tipta yaygm olarak kullanilmaktadir [36-38].
Helichrysum Plicatum subsp. plicatum 4-42 cm boyunda orman agikliklarinda,
caliklarda, kaya yamaglarinda yetisen sar1 renkli bir bitki olup lilkemizde birgok
ilimizde yetismektedir. En zengin flavonoid iceren Helichrysum tiirlerinden biridir [39].
Ulkemizde halk arasmda yara ve yamklarm tedavisinde, bdbrek taslarinin
disiiriilmesinde, idrar artirict ve kulak agris1 tedavisinde kullanilmaktadir [40]. Daha
once yapilan c¢alismalarda bu bitkinin antimikrobiyal, antioksidant, antienflamatuar,
antidiabetik, anti mitotik 6zellikleri ortaya konmustur [41-44]. Bu etkilerinin yapisinda
bulunan zengin flavonoid i¢eriginden kaynaklandigi diistiniilmektedir [45].

Helichrysum plicatum subsp. Plicatum bitki ekstraktmin nonalkolik karaciger
yaglanmasi iizerine etkileri hakkinda etkilerine dair in vivo olarak herhangi bir
calismanin mevcut olmadig1 tespit edilmistir. Bu g¢alisma neticesinde elde edilecek

bulgular bu konuyla ilgili orijinal veriler olacaktir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Nonalkolik Yagh Karaciger Hastahg

NAFLD, alkol dis1 nedenlere bagl olarak meydana gelen karaciger yaglanmasi
olarak tanimlanabilir. NAFLD, karacigere zarar verecek miktarda alkol tiiketimi
olmayan kisilerde (kadinlarda 10 gr/giin ve erkeklerde 20 gr/giin ’iin altinda alkol
tikketen), fibrozis ve sirozla iligkili olabilen veya olamayabilen, eslik eden inflomasyon
ve hepatositlerde yag birikiminden nekroinflamatuar bir bileseni olan karaciger
yaglanmasina kadar degisen histolojik olarak makrovezikiiler yaglanmanin baskin
oldugu kompleks patolojik bir durumdur [46-47].

Karaciger yaglanmasi, yaglarin karaciger agirhginin %5’ ten fazlasini
olusturmasi veya histolojik incelemede hepatositlerin %5’ inden daha fazlasinda yag
vakuollerinin goriilmesi olarak ifade edilmistir. Hafif steatoz, hepatositlerin %30’ undan
azin igerir, ciddi steatozda ise hepatositlerin %60’ indan fazlasini igerir. Basit karaciger
yaglanmasi hastaligin siddetli bir formu olan, NASH’ e ilerleyebilir. NAFLD’li
hastalarin %10-%20" sinin NASH oldugu bilinmektedir [21, 48].

NASH, karacigerde yaglanma ile birlikte alkolik karaciger hastaliginda oldugu
gibi hepatositlerde balonlagsma, mallory cisimcikleri, infiltrasyon, megamitokondria ve
fibrozis gibi bulgularin goriildiigii hastaliktir [21]. NASH gelisiminde en 6nemli safha,
hepatositlerde trigliserit seklinde lipit birikmesidir. Lipit birikmesine (steatoz) yol agan
primer metabolik bozukluk tam olarak anlagilmamis olsa da, insiilin direncinin hepatik
lipit metabolizmasinda lipitlerin hiicre i¢ine alinmasi, sentez, yikim veya sekresyon
fazlarindaki degisikliklerde islevi oldugu diisiiniilmektedir [49].

Nonalkolik steatohepatit’in iki tipi mevcuttur: Primer NASH, obezite, diyebet,
hiperlipidemi ve metabolik sendromla iligkili olup, NASH’ in dominant formudur.
Sekonder NASH ise obezite ile iliskili cerrahi sonrasi, obezlerde hizli kilo kaybi,
amiadoran, total parenteral beslenme, lipodistrofi ve Wilson hastalig1 gibi durumlardir
[50-51]. Ludwig vd. (1980) tarafindan yapilan ¢aligmada alkol alim1 olmayan ¢ogu obez
ve diyabetik kadinlardaki karaciger biyopsi bulgularinda karacigerde yaglanmaya bagli
inflamasyon saptanmis ve alkolik steatohepatite benzedigini belirtmis olup, bu hastaliga

Nonalkolik Steatohepatit (NASH) ifadesini kullanmiglardir. Ludwig vd. (1980) bu



caligmalarinda NASH’ i; “karaciger biyopsisinde belirgin yaglanma, lobuler hepatit,
fokal nekroz, mikst tipte iltihabi infiltrasyon bulgulari, ¢ofu hastada mallory
cisimcikleri ve fibrozis bulunan, siklikla orta yasli ve obez, tip 2 diyabetlilerde ve
kadmlarda goriilen durum” seklinde belirtmisti. Daha sonralar1 da steatoz,
steatohepatit, fibrozis ve siroz yelpazesindeki bu histopatolojik tabloya NAFLD olarak
ifade etmistir [52].

Insiilin direnci, sitokin iiretimi, karaciger yaglanmasi ve belki de steatohepatite
yol acan anahtar mekanizma oldugu diisiiniilmektedir [50,53-54]. NAFLD, genetik
bozukluklar ve insiilin direnci ile iliskili olup, son yapilan calismalarda erkek ve
kadinlarin esit olarak etkilendigi belirtilmekle birlikte dislipidemi, diyabet ve 6zellikle
obezite olan bireylerde goriilmesi belirgin olarak goézlenmektedir [55-56].

Metabolik sendrom, visseral obezite (bel ¢evresi erkeklerde >94 cm, kadmnlarda
>80 cm), hipertansiyon (>130/85 mmHg), hipertrigliseridemi (>150 md/dl),
hiperglisemi (>100 mg/dl) ve diisiik HDL (<40 mg/dl erkeklerde, <50 mg/dl kadinlarda)
birlikteligi olarak tanimlanmakta ve NAFLD hastalarin ¢cogunda metabolik sendrom var
oldugu bilinmektedir. Metabolik sendrom tanmi kriterlerinden biri NAFLD’l1 hastalarin
cogunda mevcut iken, metabolik sendrom tanis1 alanlarda ( en az 3 veya daha fazla
kriter pozitifliginde) NASH daha sik gozlendigi belirtilmistir. Karaciger hasarini
belirlemede kullanilan Aspartat aminotransferaz (AST) vealanin aminotransferaz
(ALT)(AST/ALT)oran1 1°’den fazla olan, 45 yas lizeri diyabetik ve obez bireylerin
karacigerinde fibrozis daha sik goriiliir [21].

NAFLD olan bireylerde en sik rastlanan laboratuvar bulgusu hafif ya da orta
derecede aminotransferaz (AST, ALT) yiiksekligi olup, AST/ALT oram1 NAFLD ile
alkolik karacigerin ayirici tanisinda yardimci olmakta ve birgok NAFLD hastasinda
AST/ALT orani birden kiigiiktiir. Ancak bu oran karaciger hastalif1 siroza ilerledik¢e
yiikselmekte ve NAFLD nin sirotik donemde teshisi acisindan gegerliligini kaybettigi
ifade edilmistir. Artmig serum bilirubini, hipoalbiiminemi ve uzamis protrombin zamani
ilerlemis NAFLD hastaligin1 gostermektedir [57].

NAFLD hastalarinda en sik rastlanan durumlardan biri insiilin direncidir.
Steatotik karaciger, cesitli etkenlerin hasar verici etkilerine kars1 daha hassas olmakta ve
bu durum arastirmacilarin basit komplikasyonsuz steatozdan steatohepatit ve ilerlemis

fibroza ilerleyisin nedeni olarak “iki-vurus” hipotezini ileri siirmiislerdir [58]. ilk vurus,



temelde insiilin direnci olup, hepatositlerde lipit birikmesine neden olur ve ¢ogunlukla
serbest radikallerden olusan ikinci vurusla lipit peroksidasyonu, fas ligand indiiksiyonu
ve sitokin tiretimi gerceklesir. Adipositokinler (Tiimor Nekroz Faktorii-o (TNF-a),
adiponektin, leptin), bakteriyel endotoksin, mitokondriyel disfonksiyon ve vaskiiler
bozukluklar NAFLD olgularinda hepatik inflamasyon ve fibrozdan sorumlu
tutulmuslardir. Lipit peroksidasyonu ve oksidatif stres, steatoz gelisimi ve karaciger
hasarinm ileri evrelerine progresyonunda anahtar faktorlerdir [59-61].

NAFLD hastaligi patogenezi tam olarak aydinlatilmamig, kompleks ve
multifaktoriyel bir konudur. NAFLD hastalarinin bazilarinda sadece steatoz gelisirken,
bazilarinda ise NASH ve fibrozis gelismesi net agikhiga kavusmamistir. Normal
sartlarda ihtiya¢ fazlas1 alinan karbohidratlar, yag asitlerine dontistiiriiliir. Yag asitleri
yag dokusunda trigliseritlere doniistiiriilerek depolanir. Daha sonra karacigere taginir ya
da kas dokusunda enerji kaynagi olarak kullanilir. Yag dokusunda depolanan
trigliseritler aclik donemlerinde yag asitlerine doniistiiriiliir ve daha sonra karacigere
tasinarak fosfolipit ve kolesterol esterlerinin yapiminda kullanilir ya da ekstrahepatik
dokularda enerji kaynagi olarak kullanilan keton cisimlerine dontistiiriiliir. Periferal yag
dokusundan serbest yag asidi saliniminda artis, karacigerde serbest yag asidi iiretiminde
artis, yag asitlerinin karacigerden diisiik dansiteli lipoprotein (LDL) ve cok diisiik
dansiteli lipoprotein (VLDL) saliniminda azalma neticesinde karacigerde yag birikimi
olur [62]. Karacigerde lipit metabolizmasinda hepatosit merkezi rol oynar. Yag asitleri,
mitokondriler, mikrozomlar ve peroksizomlar tarafindan okside edilir. Mitokondri kisa,
orta ve uzun zincirli yag asitlerinin oksidasyonunu gergeklestirir ve lipit
metabolizmasinda olusan bozukluklarin ¢ogundan sorumlu oldugu ifade edilmistir.
Mitokondride ¢ok uzun zincirli yag asitleri peroksizomlarda okside edilirken, kisa ve
cok uzun zincirli yag asitleri mikrozomlarda okside edilir. Kisa ve ¢ok uzun zincirli yag
asitlerinin ekstratramitokondriyal (mikrozomal ve peroksizomlar) oksidiyonu ile
kisaltmalarindan sonra mitokondriyal oksidasyon siireci tamamlanir [63].

NAFLD hastaligin mekanizmas1 antioksidan sistemdeki farkliliklar, viicut yag
dagilimi ve genetik yatkinliktan dolay1 tam olarak anlasilamamis olmakla beraber;
insiilin direnci ve hiperinsiilineminin olusumunda 6nemli rolii oldugu diisliniilmekte
ayrica insiilin direncinin tiim patolojinin ¢ikis noktasi olan en 6nemli mekanizma

oldugu ifade edilmektedir [64]. NAFLD patogenez mekanizmasini agiklamada 1998’de



gelistirilen ve en ¢ok kabul goren “iki vurus”, “iki darbe” veya “iki zararh faktor”
olarak adlandirilan hipotez modelidir [63,65]. Nonalkolik yagl karaciger hastaligmin
temel bulgusu hepatositlerdeki yag birikimi olup, yaglanma ile neticelenen hastalik
siirecinde birinci darbede belirleyici olan insiilin direncidir [66]. Inflamasyon ve
fibrozise neden olan ikinci darbede ise oksidatif stres, timor nekrozis faktor (TNF-a)
gibi sitokinler, mitokondriyal islev bozukluklar1 ve adiponektin, leptin gibi hormonlar
sorumludur [67-68]. Hastalikta ilk vurus, hepatositlerde yaglanma olarak gerceklesir ve
yagli hepatositler hasar yapabilecek diger etkenlere kars1 duyarl hale gelir ve yaglanma
en yaygin 3. Zonda olmak iizere makrovezikiiler sekildedir. Hastaligm siddetli
durumlarinda yaglanma yaygin da olabilir. Daha sonrasinda ikinci vurus gercekleserek

hepatosit hasari, inflamasyon sonunda da karaciger fibrozisi gelisir [69].
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Sekil 2.1. NAFLD/NASH patogenezindeki iki darbe hipotezi [70].

Birinci zararl faktor yani ilk vurus basit yaglh karaciger gelismesine neden olan
metabolik faktorleri igerir. Basit yaglh karacigerin ylikselmis trigliserit miktari, kisisel
yatkilikla birlikte lipit peroksidasyonun aktivasyonu, proinflamatuvar ve profibrotik
son Uriinlerin iiretimindeki artisa neden olmakta, dolayisiyla karaciger yaglanmayla

birlikte ikinci zararli faktorlere karsi daha hassas hale gelir. NAFLD yolundaki ilk zarali



faktor yagh karaciger gelismesine, ikinci zararli faktor ise oksidatif stres, endotoksinler

ve sitokinler araciligiyla NASH gelismesine neden olmaktadir [71].

Tablo 2.1. Steatohepatit’in patogenetik mekanizmalar1 [71].
ilk Darbe

- Steatoz

- Dolasimdaki insiilin artis1

- Beta-oksidasyonda azalma

- Lipoliz ve FFA sentezinde artis
Ikinci Darbe

- Oksidatif stres; CYP2E1 (sitokrom p 450) aktivite artisi

Sitokin artisi; TNF a, IKK-7, NF-87 artisi,

Besin deplesyonu; VLDL yapiminda azalma

Hepatosit adaptasyonu; Rejenerasyon siirecinde yetersizlik

Genetik modifikasyon; PPAR-y, CYP2E1/ 3A4 polimorfizmi

Kupffer hiicre disfonksiyonu; Endotoksin sensitivitesi, artmis fibrojenez

Mitokondri disfonksiyonu; ATP homeostaz degisikligi, UCP-2 Oksidatif stres

N2 2 2 2 2 2

artisi

- Fibrojenez; Stellat hiicrelerde fibrojenik sitokinler ve biiyiime faktorleri

2.1.1. NAFLD/NASH gelisiminde ilk vurus

(Hepatik Steatoz, Insiilin Direnci ve Obezite)

Hepatik steatoz; karacigerde trigliseritlerin asir1 birikmesi ile ortaya ¢ikar ve
NASH gelisimi i¢in ilk vurusu olusturur. Yag birikimi insiilin direnci sonunda lipoliz ve
hiperinsiilinemi ile hepatositlerde olur. Insiilin direnci, hepatik lipit metabolizmasinin
alim, sentez, yikim ve salinim basamaklarindaki bozuklukta o6nemli rol alir.
Hepatositlerde yiiksek oranda yag asitlerinin girisiyle, mitokondriyal B-oksidiyonu
doygunluga ulasir ve yag asitleri hepatositlerde birikir. Insiilin direnci durumlarinda
hepatik yag asidi serbestlesmesinin temel yolu olan ¢ok kii¢iik dansiteli lipoproteinlerin
(VLDL) ve apoprotein B 100 (apo B) yikiminin arttig1 ve karacigerde fazla yag asidi
serbestlesmesinin  azaldig1 belirtilmistir. Ayrica CYP2El ekspresyonu artarak
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prooksidanlar meydana gelir ve sonucta yag asitlerinin sentezi hepatik
metabolizmasinin hizini asar ve trigliseritler birikmeye baglar [72].

Insiilin direncini olusturan mekanizmalar baslica 4 grupta toplanmustir:

1. Reseptore ait nedenler: Azalmis reseptdr sayisi ve afinitesi,

2. GLUT 4 (Glukoz transport edici protein)’in azalmast,

3. Prereseptdr nedenler: Anormal insiilin ve insiilin antikorlari, kan akim
bozuklugu,

4. Postreseptor nedenler: Anormal sinyal iletimi ve fosforilasyon, insiilin
reseptor substrate 1 (IRS-1) postreseptor insiilin rezistanindan sorumlu temel
mekanizmadir [72-73].

Artmis intrahepatik yag asidi seviyeleri, steatozdan steatohepatit ve siroza
ilerlemesinde biiyiik oranda sorumlu olan oksidatif stres i¢cin kaynak noktasidir [65].

Insiilin direnci, iki temel mekanizma olan hiperinsiilinemi ve lipoliz ile
hepatositlerde yag birikimine neden oldugu, hiperinsiilinemiye neden olarak hormona
duyarl lipoprotein lipaz1 uyarr ve lipoliz artar. Bunun sonucunda karaciger yag asidi
alimi artmakta, kanda artmis olan insiilin B oksidasyonu engelleyerek ve glikolizi
uyararak yag sentezini artiwr. Ayrica serum Insiilin yiiksekligi karacigerde yag
asitlerinin trigliseritlerle esterlesmesini ve karacigerde salinimini1 azaltir. Boylece
insiilin direnci NAFLD gelisiminde esas mekanizmay1 olusturmaktadir [74].

Obezite; diisik HDL kolesterolii, yiiksek serum kolesterolii, hipertansiyon ve
hiperglisemi gelismesini kolaylastirdig1 bilinmektedir. Obezite NAFLD patogenezinde
onemli role sahip iken, beden yaginmn diizensiz dagilimi da NAFLD patogenezinde
onemli role sahiptir. Ayrica abdominal yaglanmanin hem kadin hem de erkek bireylerde
karaciger yaglanmasi ve insiilin direnci ile pozitif korelasyon gosterdigi belirtilmistir

[75-76].

2.1.2. NAFLD/NASH gelisiminde ikinci vurus
(Oksidatif stres, Inflamasyon, Serbest yag asitleri, Adiponektinler, Sitokinler)

NAFLD hastaliginda steatozun steatohepatite ilerlemesinin en dnemli nedeni ve

NASH’de hepatositdeki zedelenmenin de temeli oksidatif stres oldugu bilinmektedir
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[96]. Oksidatif stres; steatozlu bireylerde hepatosit inflamasyonu, nekroz, balonlagma
dejenerasyonu ve fibrozise gidiste 6nemli rol alir [65].

NAFLD hastaliginda oksidatif stres kaynaklar1 icinde CYP2E1 ve Sitokrom
P450 onemli bir yere sahiptir. NAFLD patogenezinde CYP2E1; oksidatif stres
molekiillerin olusumu, inflamatuvar hiicre aktivasyonu ve inflamatuvar sitokin
olusumuna neden olmaktadir. Ozellikle alkolik karaciger hasarlanmasimda siiperoksit
olusumu, hidroksil ve hidroksietil radikallerinin olusumunda rol almaktadir [63, 65].

Serbest radikal iiretimi i¢in Onemli olan CYP2E1l sistemi endoplazmik
retikulumda mevcuttur. Serbest oksijen radikalleri mitokondride sentezlenir. Insiilin
direnci, karacigere gelen serbest yag asitlerinin artisi, lipoliz ve  oksidasyonu serbest
oksijen radikallerinin dretimini artirdigi belirtilmistir. CYP3A4 ve CYP2EI
sistemlerinin aktivasyonu ve hepatik demir birikimi serbest oksijen radikallerinin
olusumuna neden oldugu saptanmistir [77-79]. Buda serbest radikallerin, lipit
peroksidasyon {iriinlerinin ve sitokinlerin elektron transport zincirinin ve tiim hiicre
metabolizmasimin aktivitesini azaltmalar1 anlamini tasir. Buna bagli olarak steatohepatit
hastalarinda elektron mikroskobik mitokondri degisiklikleri, hiicre solunumunda ve
enerji elde edilmesinde azalma goriilmiistiir [77].

Nonalkolik yagl karaciger hastaliginda inflamasyon ve fibrozis artist TNF-a
diizeyi artis1 ile paralellik gosterdigi bilinmekte, oksidatif stresi artiran etkenlerden biri
de hepatositlerde demir birikimidir. Hepatositlerde fazla demir varliginda serbest yag
asitleri peroksizomla B oksidasyonu sant yaparak hidrojen peroksit olusturmakta ve bu
da reaktif hidroksil radikallerine doniismektedir [80]. Asir1 reaktif oksijen bilesiklerinin
aciga c¢ikmasi, hiicre zarnda lipit peroksidasyonunu tetikleyerek TNF-a ve
proinlamatuvar sitokinlerin salinimina sebep oldugu ifade edilmistir [69].

Serbest yag asitleri insiilin direnci olusturmasi yaninda direk hepatositlere de
toksik etki gosterir. Ozellikle ¢oklu doymamis yag asitleri lipit peroksidasyonunu
artirarak hepatositlerde hasara neden olurken, doymus yag asitlerinde bu durum
goriilmez tam tersine koruyucudur. Serbest yag asitleri, periferik dokularda ve ozellikle
hepatositlerde insiilin reseptor etkilesmesi, postreseptor sinyalizasyon, glukoz tasiyicisi
proteinlerin sentez ve hiicre zarma yerlesmesi basamaklarinda aksamalara neden oldugu

belirtilmistir [81].
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Nonalkolik yagli karaciger hastaliginda adiponektin hormonun gorevi tam olarak
anlasilamamigstir. Ancak hormonun oncelik olarak glikoz ve lipit metabolizmasini
artirdig1 diisiiniilmekte ve proinflamatuvar sitokinlerin, TNF-a gibi ekspresyonunu
inhibe ettigi soylenmektedir [82].

NAFLD hastaliginda leptin hormonu trigliserit toplanmasinda ve bunun sonucu
olarak yag diizenlenmesinin bozulmasi ve karaciger oksidasyonunun artisina sebep
oldugu belirtilmistir. Ayrica leptinin inflamasyonda proinflamatuvar stimulasyonu
harekete gecirerek bir¢ok role sahip oldugu séylenmistir [83-85]. NAFLD hastalarinda
leptin seviyesinin ylikselebildigi gibi diisebilecegi de belirtilmistir [86].

Resistin, beyaz yag dokusundan ve mononiiklear hiicrelerden salinan 108 amino
asitten meydana gelen peptitdir. Resistin ise farelerde yapilan ¢alismalarda insiilin
direnci ile iliskilendirilmis fakat rolii tam olarak anlasilamamistir resistinin inflamatuvar
stirecte rol oynayabilecegi diistiniilmektedir. [87-88].

Inflamatuar sitokin olan interldkin-6 (IL-6), insiilin direncinde rol alir. Yapilan
klinik calismalar, obezitede insiilin direncinin artis1 ile plazma ve yag dokusu IL-6
seviyesinin artisi ile iligkili oldugu belirtilmistir [89]. Ayrica kilo azalmasi ile birlikte
plazma ve yag dokusu IL-6 seviyesinin de azaldigi gosterilmistir [90]. Abdominal
yaglanmada IL-6 {iretiminin, deri alt1 yaglanmadaki IL-6 iiretiminden 3 kat fazla oldugu
ve boylece abdominal yaglanmanm hepatik insiilin direncinin artisinda giiclii bir
aktivator oldugu belirtilmistir [91]. IL-6 plazma serbest yag asitlerinin artigina neden
olabilecegi ve boylelikle insiilin direncinin artisina ve adiponektin sekresyonun
azalmasina etki edebilecegi diistiniilmektedir [49].

TNF-a enfeksiyon varliginda baslica yag dokusunda sentezlenir ve yine yag
dokusunda hiicre yiizey transmembran proteini olarak salinmakta, otokrin ve parakrin
hormon gibi etki edebilen pro-inflamatuar bir sitokindir. Inflamasyonun disinda hiicre
poliferasyonu, hiicre farklilasmasi ve apoptozis gibi gérevlerinin var oldugu belirtildigi
gibi lipolizi indiikte ederek lipogenezisi inhibe ettigi de belirtilmistir [49]. TNF-a artig1
insiilin direnci ile birlikte hem obez hayvan modellerinde hem de obez insanlarda
gosterilmis ve TNF-a plazma seviyesinin kilo kaybiyla azaldigi belirtilmistir. Ayni
zamanda TNF-a’nin artig1 yag asitlerin salimimimin artig1 ile birlikte Periferal lipolizisi
hizlandirarak adiponektin sentezini azaltarak ve glukoz tastyicis1 olan GLUT-4’iin

membran ekspresyonunu azaltarak insiilin direncini indiikleyebilmektedir [49,92-93].
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Ayrica NAFLD ve NASH hastaliginda plazma TNF-a plazma seviyesinin yiikseldigi ve
farelerde TNF-a antikor inflizyonlarmin hepatik steatozun olugsmasma neden oldugu

ifade edilmistir [94-95].

2.2 Metabolik Sendrom

Insiilin diren¢ sendromu veya sendrom X olarak da isimlendirilen metabolik
sendrom; dislipidemi, hiperinsiilinemi, hipertansiyon, glukoz intolerans, artmis insiilin
direnci ile karakterize olan ve kardiyovaskiiler hastaliklar, alkole baglh olmayan yagh
karaciger hastaligi, obezite ve tip II diyabet acisindan 6nemli risk faktorii olusturan
patolojik bir durumdur. Metabolik sendrom siklig1, basta endiistrilesmis ve gelismis
iilkeler olmak {izere iilkemiz ve tiim diinyada giderek artmaktadir. Genetik faktorlerin
yani sira bati diyeti ile birlikte hazir gida tiiketiminin artmasi, 6zellikle karbohidrat
agirhikli beslenme ve hareketsiz yasam tarzi bu artisin ana nedenleri arasinda
gosterilmektedir. Artan metabolik sendrom prevalansmnin ana nedenlerinden birisi de
diyet i¢inde alinan yiiksek fruktoz oldugu belirtilmistir [96].

Lipit ve karbohidrat metabolizmasindaki fonksiyonu ve  fruktoz
metabolizmasindan sorumlu temel organ olmasindan dolay1r karaciger, metabolik
sendromda en erken hasar goren organdir. Klinik ¢aligsmalardan ve metabolik sendrom
modellerinden elde edilen veriler dogrultusunda bozulmus glukoz homeostazi ve insiilin
direncinin hepatositlerde asir1 lipit birikimine ve inflamasyona yol agarak alkole bagl
olmayan yagli karaciger hastalifina neden oldugu gosterilmistir [97]. Metabolik
sendromun, plazma trigliserit, kolesterol seviyesinin yiikselmesine ve lipoprotein
profilinin degismesine, vazodilatasyon icin gerekli nitrik oksit biyo yararlarinin
azalmasina neden olmasindan dolay1 kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in de dnemli bir risk
faktorii oldugu, aterosklerotik ve koroner kalp hastaliklarmin gelisimine 6nemli zemin
hazirladig1 belirtilmistir [98].

Hamaguchi vd. (2005) ve Marchesini vd. (2003)’ nin ayr1 zamanda yaptiklari
calismada NAFLD ile Metabolik sendrom arasindaki iligkiyi ortaya ¢ikarmislardir [99-
100].
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2.3. Oksidatif Stres

Organizmada meydana gelen serbest radikaller, hiicrenin savunma sistemi olan
antioksidanlar tarafindan ortadan kaldirilir. Serbest radikallerin olusum hizi ile ortadan
kaldirilma hizlar1 birbirine esittir. Yani serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma
sistemi bir denge halindedir. Bu dengeye oksidatif denge denir. Oksidatif denge var
oldugu siirece metabolizma serbest radikaller ve reaksiyonlarindan etkilenmemektedir
Bazi durumlarda antioksidanlarin savunma kapasitesini asan serbest radikal olusumu
s0z konusu olabilir. Cesitli endojen ve eksojen faktorlerin etkisiyle artan serbest radikal
olusumu veya azalan antioksidan savunmasi, var olan oksidatif dengeyi bozarak,
antioksidan savunma sisteminin yetersiz kalmasina ve serbest radikal liretiminin ytliksek
miktarlara ulasmasi sonucu olusan bu duruma oksidatif stres denir [101]. Hiicre
membranindaki doymamis yag asitlerinden, hidrojen atomunun uzaklasmasiyla
baslayan lipit peroksidasyonu oksidatif stresin en tipik gostergesidir [102]. Serbest
radikallerin, antioksidan savunma sistemine ragmen hiicrelere degisik diizeyde zarar
vermesi kagmilmazdir. Siddetli oksidatif stres, hiicrede hasara ve hiicre 6liimiine neden
olmakla birlikte oksidatif stresin verecegi zarar, stresin siddetine, etkilenen molekiiliin
tiirline ve antioksidan savunmanin kapasitesine gore degisir [103]. Oksidatif stres;
membran lipitleri, proteinler ve DNA gibi 6nemli birimlerde hasara neden oldugu ve
Ozellikle DNA iizerinde niikleik asitleri hasara ugratmakta ve kansere neden oldugu
belirtilmistir. Diisiik seviyedeki oksidatif stresin etkileri uzun bir siire¢ sonunda ortaya
cikarken, yiliksek siddetteki oksidatif stresin etkileri ise kisa siirede ve ciddi hastaliklar
olarak ortaya ¢iktig1 goriilmektedir. Serbest oksijen radikallerinin olusturdugu oksidatif
stresin sebep oldugu hiicre hasar1 nedeniyle bir¢cok kronik hastaligin ortaya ¢iktigi
bilinmektedir. Bu hastaliklarin bazilari; kronik obstriiktif akciger hastaligi, karsigonezis,
ateroskler, Parkinson ve down sendromu olarak sayilabilir [104-105].

Artmus glukoz diizeyleri; oksidatif fosforilasyon, otooksidasyon ve glukozamin
yolaklar1 ile mitokondriyal reaktif oksijen tiirleri iiretimi sonucu oksidatif strese neden
oldugu ifade edilip, yiikselmis serbest yaga sitleri oksidatif fosforilasyonun
mitokondriyal ayrigmasi ve B-oksidasyon sebebiyle serbest radikal iiretiminde artisa
sebep olarak oksidatif strese neden olabilir. Yiiksek glukoz ve serbest yag asitleri;

hiicresel strese hassas yollarin (ileri glikasyon friinleri (AGE), poliol yolu ve
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heksozamin yollar1 gibi) aktivasyonu i¢in bir sinyal islevi gormekle birlikte, bu yollarin
aktivasyonu insiilin direnci, B-hiicre ve endotelyal fonsiyon bozukluklarina sebep
oldugu belirtilmistir [106].

Metabolik sendromda oksidatif stres, hiperglisemiye bagli olarak olusabilmekte
ve yine hiperglisemi stres diizeyini artirdigi belirtilmistir. Hipergliseminin oksidatif
stresi artirma mekanizmalar1 poliol yolu aktivasyonu, glukoz otooksidasyonu,
fonksiyonel proteinlerin glikolizasyonu ve eNOS ayrigsmalaridir. Glukoz oksidasyonu;
hidrojen peroksit, siliperoksit ve hidroksil radikalleri gibi bir dizi serbest radikal
olusturur. Artmig hiicresel glukoz alimi diagilgliseroliin (DAG) de novo sentezini
artirarak ve protein kinaz C aktive ederek pro-inflamatuar sitokinler ve serbest radikal
iretimi indiiklenir. Uzun siireli hiperglisemi endotel reseptorlerine baglanabilen AGE
olusumunu artirir ve bu da reseptor aracili serbest radikal iiretimini artirarak oksidatif
stres diizeyini artirir [107].

Metabolik sendromda glukotoksisite ile birlikte lipotoksisite de oksidatif hasara
neden oldugu bilinmektedir. Obezitenin hiperglisemiden bagimsiz olarak oksidatif stres
ve lipit peroksidasyonunu predioze ettigi konusunda calismalar vardir. Obezlerde
NADPH oksidaz ekspresyonun daha yiiksek oldugu ve yiikselmis serbest yag asidi
diizeylerinin NADPH oksidazi aktive ederek serbest radikal iiretiminini artirarak
metabolik sendromda hasara neden oldugu ifade edilmistir [108].

Metabolik sendromda enzim aktivitelerinin azalmasi1 ile E ve C vitamini
diizeylerinde azalma sonucu total antioksidan kapasitesinde diisme gorilebilirken,
metabolik sendrom komponentleriyle orantili olarak total antioksidan diizeyleri azalir,

peroksitler ve oksidatif stresin diger belirtecleri artar [108-109].

2.3.1. Malondialdehit

Biyomolekiiller i¢inde serbest radikallerden en c¢ok etkilenen yapilar lipitlerdir.
Doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimi lipit peroksidasyonudur. Lipit
peroksidasyonu, organizmada olusan bir serbest radikal etkisi sonucu zarm yapisinda
bulunan poliansature yag asidi zincirindeki a-metilen gruplarindan hidrojen atomunun

uzaklastirilmasi ile basladig1 bilinmektedir. Biyolojik sistemlerde bu serbest radikalin
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stiperoksit anyonu ve hidroksil (OH") radikali oldugu kabul edilmekte ve lipit
peroksidasyonunda asil etkili radikalin hidroksil (OH") oldugu ifade edilmistir [49,110].

Yag asidi zincirinden hidrojen atomunun uzaklagmasi, bu yag asidi zincirinin
radikal niteligi kazanmasina sebep olmakla birlikte, olusan lipit radikali (L") dayaniksiz
bir bilesik olup bir dizi degisiklige ugramaktadir. Oncelikle molekiil i¢i cift bag
aktarilmasi ile dien konjugatlari olugmakta, daha sonra lipit radikalin oksijen ile
reaksiyonu lipit peroksit radikali (LOO") olusmaktadir. Bu radikal, zardaki poliansature
yag asitlerini etkileyerek yeni lipit radikallerinin olusumunu saglamakta ve kendileri de
aciga c¢ikan hidrojen atomlarmi alarak lipit hidroperksitlere doniiserek, bu olay kendi
kendini katalizleyerek devam eder [49].

Malondialdehit, hidroksil radikallerinin doymamis yag asitlerinden ii¢ ya da
daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonu sonucunda meydana gelen lipit
peroksidasyonun en 6nemli {iriiniidiir. MDA kanda ve idrarda ortaya ¢ikar. Yag asidi
oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir gostergesi olmamakla, lipid
peroksidasyonun derecesiyle iyi korelasyon gdosterir. MDA, bu nedenle lipit peroksit
seviyelerinin indikatdrii olarak kullanilir [110].

Bir¢ok calisma serbest radikal tiirlerinin hepatik lipotoksisiteyi artirdigi
belirtilmistir. Bu giine kadar yapilan ¢aligmalarin ¢cogunda genel olarak NASH ile lipit
peroksidasyonu arasindaki iliski tizerinde yogunlasmisken, NAFLD ile lipit
peroksidasyonu arasindaki iligkinin belirlenmesi i¢in yapilan ¢ok az ¢alisma mevut olup
ve yapilan ¢aligmalarda genellikle ratlar lizerinde yapilmigtir [111].

NASH’ da oksidatif stresin artis1 ile birlikte okside LDL oranmn ve serum lipit
peroksidasyon iirlinleri MDA ve 4-hidroksi-2,3 transnonenal (4-HNE) ‘de artis
goriilmektedir [112]. Palmitatla indiiklenen oksidatif stres, rat hepositlerde insiilin
direncine katki yaptigi belirtilmistir [113]. Karacigerde yag asidinin birikimiyle B
oksidasyonu ve elektron transport sisteminin elektron sizintis1 serbest radikal tiretimini

tetikledigi bilinmektedir [114].

2.4. Serbest Radikaller ile Nonalkolik Karaciger Hastah@ Arasindaki iliski

Serbest radikaller, molekiil agirlig1 kiigiik atom ya da molekiillerin dis

orbitallerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kararsiz ve ¢ok reaktif
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kimyasal iiriinlerdir. Serbest radikaller, kovalent bagli normal bir molekiiliin homolitik
yikimi ve normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi veya elektron transferi sonucu
olusabilen, pozitif veya negatif yiiklii ya da yiiksiiz (notral) olabilirler. Serbest radikal
reaksiyonlari, hiicrelerin savunma mekanizmasinda 6nemli olan notrofil, makrofaj gibi
bagisiklik sistemi hiicreleri igin gerekli olmakla birlikte, fazla {iretilen serbest radikaller
hiicre oliimiine ve doku hasarina sebep olurlar. Ayrica hiicrelerin lipit, karbonhidrat,
DNA ve protein gibi onemli bilesiklerine etki ederek bu bilesiklerin yapilarmin
bozulmasina neden olurlar [102,115].

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller, organizmanin yasamini stirdiirdiigii her
safhada normal biyolojik islevler sonucunda ve en fazla elektron transferi ile lretilirler.
Ayrica DNA, RNA, niikleik asit, ATP, karbohidrat, protein ve lipid gibi tiim biiytlik
biyomolekiillere etki ederler ancak en hassasi lipitlerdir [115].

Organizmada serbest radikallerin etkisi sonucu hiicre zarm yapisinda yer alan
coklu doymamis yag asidi zincirindeki a-metilen gruplarindan hidrojen atomunun
uzaklastirilmasi ile lipit peroksidasyonu baslamaktadir. Oldukca zararli olan lipit
peroksidasyonu doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimi olarak olarak
adlandirilmaktadir [49]. Membran lipitleri, serbest radikallerin zararl etiklerinden en
cok etkilenen biyomolekiillerdir. Hiicre zarindaki kolesterol ve yag asitlerinin
poliunsature baglar1 serbest radikallerle reaksiyona girerek peroksidasyona neden olarak
hiicre ve dokulara bir¢ok zarar vermektedir [116].

Serbest radikaller DNA hasari, membran yapilarmin ve fonksiyonlarinin
etkilenmesi, lipid peroksidasyonu, lipit ve proteinlerde kovalent baglanma, enzim
inaktivasyonu, niikleotid yapili enzimlerin yikimi ve doymamis yag asitlerine etki
ederek kolesterol ve yag asitlerinde oksidiyonu gibi hiicre ve dokulara bir¢ok hasarlar
vermektedir [117].

Lipit peroksidasyonu hiicre zarlarinda zarin akiciligmin vyitirilmesine, zar
potansiyelinde azalmaya, hidrojen ve diger iyonlarin gecirgenliginin artigina ve neticede
hiicre iceriginin disar1 bosalmasina neden olarak geri doniisiimsiiz sekilde menbran ve
yapisina kalic1 hasarlar vermektedir. Ayrica serbest radikaller i¢in devamli kaynak
saglayan lipit peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren bir zincir reaksiyonu

seklinde ¢aligir [39,109].
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Giiniimiize kadar NASH ile lipit peroksidasyonu arasindaki iliski lizerine birgok
caligma mevcutken NAFLD ile lipitperoksidasyonu arasindaki iligki iizerine ¢aligmalar
cok az ve genellikle ratlar iizerinde ¢aligmalar yapilmistir [49].

Lipit hidroperoksitlerinin aldehit ve diger karbonil bilesiklere doniismesi ile lipid
peroksidasyonu sona erer ve lipit peroksidasyonun yikim iiriinii olan MDA, hiicre
zarlarinda hidrojen ve iyon aligverisine etki ederek zardaki bilesiklerin ¢apraz
baglanmalarma neden olur, enzim aktivitesinde degisim ve iyon gecirgenligi gibi
hiicrede hasarlara sebep olur. MDA bu 6zelligi sebebiyle DNA’nin nitrojen bazilari ile
tepkimeye girebilir ve hiicre kiiltiirleri i¢in genotoksik ve karsinojeniktir. MDA miktar1
tiyobarbitiirik asit testi ile Olclilmekte ve bu metod ile lipid peroksit derecelerinin
belirlenmesinde genellikle kullanilmaktadir [118].

MDA, 4-hidroksi-2,3 transnonenal (4-HNE), isoprostanlar, F2-isoprostanlar ve
enzimatik olmayan arasidonik asit lipid peroksidasyonun iiriinleridir ve steatotik
karaciger tespiti i¢in 6nemli oldugu ve MDA ve 4-HNE steozis durumuna kiyasla
NASH hastalarinda %90 oraninda arttigi belirtilmistir. F2- isoprostanlar NAFLD

ratlarinda oksidatif hasarin belirlenmesinde kullanilabilecegi dnerilmistir [49].

2.5. Antioksidanlar

Antioksidanlar, oksijenin diger maddelerle birlesmesini Onleyerek oksijenin
tahrip edici reaksiyonuna (oksidasyon) karsi koruyucu ozellik gosteren maddelerdir.
Antioksidanlar, serbest radikallerin olusumunu ve serbest radikallerin zararli etkilerini
engellemek {izere hem hiicre i¢i sivida hemde hiicre dist sivida bulunurlar. Serbest
radikallerle antioksidasyonlar arasindaki hassas denge bozuldugu zaman hiicre hasar1 ve
patolojik degisiklikler ortaya ¢ikar [110,119].

Antioksidanlarm ilk belirtilen etkileri sadece membran yapisindaki doymamis
yag asitlerinin oksidasyonunu engellemesi iken giinlimiizde proteinleri, lipitleri, niikleik
asitleri ve diger makro molekiilleri de korudugu bilinmektedir. Antioksidanlarin etkileri
baslica iki sekilde gosterilir:

A- Serbest radikal olusumunun dnlenmesi: oksijeni uzaklastiric1 veya azaltici

etki, katalitik metal iyonlarmni uzaklastirict etki ve baslatic1 reaktif tiirevlerini

uzaklastirict etki olmak tizere {i¢ sekilde gerceklesir.
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B- Olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi: dort sekilde
gerceklesir
1. Toplayic1 etki: Enzimler ve mikromolekiiller gibi antioksidanlar serbest
oksijen radikallerini tutarlar veya daha az reaktif olan baska bir molekiile
cevirirler.
2. Bastirnia etki: flavinoid ve vitaminler gibi antioksidanlar serbest oksijen
radikali ile etkilesip onlara bir hidrojen (proton) ekleyerek aktivite kaybina
sebep olurlar.
3. Onaria etki: Oksidatif hasar gormiis molekiilii onarirlar.
4. Zincir kiricr  etki: hemoglobin, serulopazmin ve mineraller gibi
antioksidanlar serbest oksijen radikallerini ve zincirleme reaksiyonlari
baglatarak, diger maddeleri kendilerine baglayarak ve zincirlerini kirarak
fonsiyonlarini 6nlerler [110].

Antioksidanlar enzimatik ve nonenzimatik olmak {izere ikiye ayrilirlar [120].

2.5.1. Enzimatik antioksidasyonlar

Asil antioksidan savunmada yer alan glutatyon-S-transferaz, siiperoksit dismutaz
(SOD), glutatyon peroksidaz, katalaz, glutatyon rediiktaz ve sitokrom oksidaz gibi
enzimler hiicre ici serbest radikal toplayici enzimatik antioksidasyonlardir. Ayrica bakir
(Cu), selenyum (Se) ve ¢inko (Zn) gibi elementler bu enzimlerin islevleri i¢in gereklidir

[120].

2.5.2. Enzimatik olmayan (nonenzimatik) antioksidasyonlar

Nonenzimatik antioksidasyonlarda suda ¢dziinen ve lipofilik enzimatik olmayan
antioksidasyonlar olarak ikiye ayrilir. Vitamin C (Askorbik asit), irik asit, glutatyon
seroplasmin, transferin gibi antioksidasyonlar suda ¢oziinen nonenzimatik
antioksidasyonlar iken vitamin E, karotenoidler, melatnin lipofilik enzimatik olmayan

antioksidasyonlara 6rnek verilmektedir [120].
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2.6. Fruktoz ile Nonalkolik Karaciger Hastah@iArasindaki fliski

Meyve ve sebzelerde bulunan fruktoz hiicre ve organizmaya enerji saglamada
ATP olusumunda katkisinin yani sira viicutta trigliserite ve az da olsa glikoza
dontistiigi bilinmektedir. Fruktoz glukozdan farkli olarak dogrudan yag asitlerine
donistiirilmektedir [121].

Fruktoz karacigerdeki fruktokinaz enzimi tarafindan alinarak fruktoz-1 fosfata
doniistlirilmekte, fruktoz-1 fosfat da aldolaz enzimi tarafindan trioz fosfatlara
dontstiiriilip boylece glikoza gore fruktoz, glikoliz olaymma ii¢ basamak Onde
baslamaktadir. Bu sebepten dolay1 karacigerde fruktozun glikoza oranla %60 daha fazla
oranda yag asitlerine doniismesi fruktozun glikoza gore daha ¢ok lipit diizeyini
artirmasina neden olmaktadir [9].

NAFLD vakalarmnin %70’1 metabolik sendrom ile iliskili oldugu ve bat1 diyeti
ile beraber endiistrilesen gida sanayisinde mesrubatlarda tatlandirici olarak kullanilan
yiiksek fruktozlu misir surubu tiiketiminin artmasi karacigerde yaglanmaya yol actig1 ve
NAFLD hastaligini tetikledigi bilinmektedir [121].

X sendromu ve NAFLD biribirlerini tetikleyen patolojik unsurlar olup,
nonalkolik yagli karaciger hastalarmin bir bolimiinde NAFLD’nin ileri versiyonu
NASH gelistigi ve bu NASH gelismesinde belirgin olan oksijen radikallerinin NAFLD
ile hasara ugramig karacigerde hiicresel bozulmalara yol a¢tig1 diisiiniilmektedir. Ayrica
NASH’ da en belirgin unsur apoptotik hiicre 6ltimidur [121-122].

NAFLD’nin yagh karaciger iltihabt olan NASH’a zamanla doniisebildigi ve
NASH’in %5 oraninda karaciger kanserine ve % 30 oraninda siroza doniistiigi
bilinmektedir [121, 123]. Etiyolojik yonden incelenen NAFLD’nin dikkat ¢eken teorisi
iki darbe teorisidir. iki darbe teorisine gore NAFLD, karacigerin ilk darbeyi bat1 diyeti
ve modern beslenme sebebiyle alinan asir1 miktardaki fruktozun yaga doniismesi ve
karacigerde depolanmasidir. Ikinci darbede ise inflamatuar etkiyle NASH’m
gelismesidir [59].

Ackerman vd. (2005) yaptiklari ¢alismada 5 hafta siiresince % 60 fruktoz igeren
zengin diyetle beslenmenin siganlarda NAFLD olusturabilecegi belirtmistir. Bu 5
haftalik siirecin sonunda sicanlar1 karaciger histolojisi incelendiginde fruktozla beslenen

grupta mikrovezikiiler ve makro vezikiiler yaglanma, firozis ve lobiiler inflamasyon
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gelistigi belirtilmistir. Fruktozla beslenen sicanlarin plazma oOl¢timlerinde ALT, AST,
glikoz ve kolesterol diizeylerinde bir degisiklik olmadig1 ancak insiilin ve trigliserit
diizeyleri yiikseldigi ve aymi fruktozlu grubun karaciger trigliserit ve kolesterol
miktarmin artmistir [124].

NAFLD yetiskin bireylerin yaklasik %20-30’unu etkileyen ve obezite ile birlikte
seyreden en yaygin karaciger hastaligi oldugu belirtilmistir [68]. Fruktoz tiiketiminin
karaciger dokusunda neden oldugu histolojik degisiklikleri belirtmek i¢in rodentler
iizerinde yapilan bir ¢aligmada bu degisikliklerin periportal bolgede lokal inflamasyon
ve yine bu bdlgede makrovezikiiler steatozis ve mikrovezikiiler steatozis goriildiigii
ifade edilmistir [121,125].

Botozelli vd. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada % 60 fruktoz igeren diyet ile
beslenen wistar sicanlarinda egzersizin metabolik bozukluklar iizerine etkisini
incelemek i¢in 28. ile 120. giinler arasinda giinde 1saat haftada 5 giin yilizme egzersizi
yapilmistir. Calismanin sonunda sicanlarda serum ALT diizeyi gruplar arasinda farklilik
goriilmedigi ancak serum AST ve karaciger yaglarmin anlamli bir sekilde diistiigii
bildirilmistir [126].

Yapilan bir ¢calismada i¢gme suyu igerisine %15 oraninda fruktoz ve misir surubu
ile tatlandirilmig mesrubatlarin haftada 3 giin ve 10 hafta boyunca si¢anlara verilmistir.
On hafta sonunda karaciger histolojisinde belirgin sekilde bir degisikliginin olmadig,
serum ALT, serum kolesterol ve trigliserit diizeylerinin ise yiikseldigi belirtilmistir

[127].

2.7. Helichrysum Plicatum Subs. Plicatum

Diinyanin farkli bdlgelerine dagilmis bir sekilde yiizlerce tiiri bulunan
Helichrsum cinsi  Asteracae familyasinda yeralmaktadw. Helichrysum tiirleri
parfiimeride genis kullanim alanma sahip oldugu ve onemli derecede farmakolojik
ozellikler gosterdigi bildirilmistir [128].

Diinyada 500’den fazla tiirii bulunan Helichrysum, yeryiiziinde (Akdeniz
Bolgesi, Giiney Afrika, Tropik Afrika, On Asya, Avrupa, Yeni Zelanda, Avustralya ve
Madagaskar) genis bir dagilimi1 olmakla birlikte kimyasal igeriginin de zengin olmasi

nedeni ile halk arasinda kullanim1 yaygin olan bir bitkidir [38].
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Helichrysum cinsine ait tiirlerin dis goriiniisleri pek c¢ok modifikasyondan
etkilendigi i¢cin taksonomik smiflamasi cogu zaman kesin olmadigindan dolay1 Avrupa
florasinda taksonomik yonden kompleks bir bitki toplulugu olarak tanimlanmaktadir
[45,128].

Helichrysum tiirleri halk arasinda baslica sindirim kolaylastirici, safra artirici,
antimikrobiyal, anti-enflamatuvar, idrar artirici, bobrek taglarinin diistiriilmesinde, kulak
agrisi tedavisinde yara ve yaniklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Pek cok Helichrysum
tiirleri cay seklinde demletilip kullanildig1 ayrica pringe, sebze ve meze tiirii gidalarda
yemeklik baharatlar olarakda kullanildigi belirtilmistir. Helichrysum tirleri i¢inde
flavonoid igerigi bakiminda en zengin tiir Helichrysum plicatum subs. plicatum tiiridiir.
Bu tiiriin igeriginde %4,83 Helichrysin A ve B, naringenin, apigenin ve isoastragalin
flavonoidleri mevcuttur [37,129].

Kus (2012) tarafindan yapilan ¢calismada helicsryum plicatum sups. plicatum ve
Okseotu bitki ekstraklarmm alabalik filetosu iizerindeki antimikrobiyal ve antioksidan
etkileri arastirilmistir. Calisma sonucunda dkseotu ekstraktinin alabalik filetosunun raf
Omriinii uzatmada onemli bir etki gdstermedigi ancak altmotu ekstraktinin baligin
duyusal ve mikrobiyolojik basta olmak {izere bazi kimyasal kalitesini pozitif gelistirerek
alabalik filetosunu raf dmriinii uzattigini belirtmistir. Ayrica helicsryum plicatum sups.
Plicatum 'unalabalik filetosu lizerinde antioksidan ve giiclii antibakteriyel etkisinin
oldugu ve altinotu ekstrakinin basta histamin ve tiramin olmak iizere baliketinde
biyojenik aminlerin birikimi {izerine inhibisyon etkisinin gdzlendigi belirtilmistir [140].

Aslan (1994) tarafindan yapilan ¢alismada Tirkiye’de yetisen baz1 Helichrysum
tiirlerinin tasidiklar1 flavonoit, ugucu yag, rutubet ve tanen miktarlar1 tespit edilmis
olup, Helichrysumplicatum Subs. plicatum’ un % 3.42 flavonoit, % 3,1 tanen ve %

0,382 ugucu yag olarak dlgmiistiir (Tablo2.2.) [38].
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Tablo 2.2. Tiirkiye’de yetisen baz1 Helichrysum tiirlerinin tagidiklar1 flavonoit, ugucu
yag, rutubet ve tanen miktarlar1 [38].

Ucucu Yag %
Madde
) Flavonoit | Valumetrik | Gravimetrik | Tanen | Rutubet
tir % (h/a) (a/a) % %
H.Sanguinem 6,43 0,1 0,058 2,64 7,25
H.Pamhylicum 1,86 0,3 0,186 3,26 6,35
H.stochas ssp. 2,83 0,2 0,176 5,84 | 6,63
Barrelieri
H.plicatum ssp. | 3 42 0,2 0,182 321 | 7,63
pliatum

Erdogrul vd. (2001) tarafindan yapilan bir ¢alismada Helichrysum plicatum DC.
subsp. Plicatum ekstraktlarmin 15 farkl bakteri tiir ve susu iiz erinde antibakteriyal
etkisini incelemis olup, bu bitkinin yaprak, govde ve ¢icek kisimlariin antibakteriyel

sonuglar1 Tablo 2.3°de verilmistir [37].

Tablo 2.3. Helichrysum plicatum DC. subsp. plicatum ekstraklarin antibakteriyel etkisi

[37].
Inhibisyon zonu (mm)

Helichirysum phicatum DG subsp. plicatum ekstraktlan
Mikroorganizmalar 1 2 3 4 5 G i 3
Bacilius brevis FMC 3 - 20 18 - 20 21 22 2%
B. megaterium DSM 32 - 16 18 - 21 21 22 N
B. subtilis IMG22 - - - - 21 20 19 -
B. subtilis var. niger ATCC 10 17 20 20 7 18 18 17 18
Conynebacterium xerosis UCI165 - - - - - - - -
E. coli DM - 17 19 - 25 26 29 AN
Listeria monocytogenes SCOTT A 19 20 - 18 18 19 18 -
Micrococous luteus LA 2971 - 15 14 - 20 2 20 24
Mycobactenum smegmatus RUT 13 - - - 20 22 23 X
Staphylococcous aureus ATCC 25923 - - - - 23 24 23 30
Streptococcus thermophilus - 16 17 - 23 2 24 30
Yersinia enferocolitica O3 P A1797 - 20 20 - 13 19 24 2%

Helichrysum plicatum DC.subsp. plicatum ¢iceklerinin aseton ekstraktlari,
Govde ve yapraklarin aseton ekstrakti,

Cigeklerin metanol ekstrakti,

b=

Govde ve yapraklarin metanol ekstrakti,
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Cigeklerin kloroform ekstrakti,
Govde ve yapraklarin kloroform ekstrakti,

Cigeklerin etil asetat ekstrakti,

o =N W

Govde ve yapraklarin etil asetat ekstrakti.

Ulkemizde Aslan (1994) tarafindan yapilan calismada Helichrysum tiirlerinin

halk ilac1 olarak kullanimmi ayrmtili sekilde vermistir (tablo 2.3). Ayrica

Kahramanmaras ilimizin Andirm ilgesi civarinda Helichrysum tiirlerinin

kapitulumlarimdan hazirlanan dekoksiyonun mide agris1 ve bobrek taslarini diistirmek

amaciyla kullanildig: belirtilmistir [38].

Tablo 2.4. Ulkemizde Helichrysum tiirlerinin kullanilis amaci, kullanilis sekli ve
kullanildig1 sehir [38].

Bolge Kullamilis sekli | Kullanilis amaci

Beysehir (Konya) Dekoksiyon Kalp atiglarindaki diizensizlige kars1
Isparta Infiizyon Bobrek taslarina karsi

Suhut (Afyan) Infiizyon Mide agrisina karsi

Kiitahya Dekoksiyon Tas diisiiriicti ve bobrek hastaliklarina karsi
Bilecik Dekoksiyon Sariliga karsi

Yozgat Dekoksiyon Mide ve bobrek agrilarina karst

Tokat Toz Yara tozu olarak

Ardahan Dekoksiyon Ishale kars1

Agri Dekoksiyon Kalp atiglarinaki ishale kars1

Andirin Dekoksiyon mide agris1 ve bobrek taslarini diisirmye karsi

Yapilan literatiir arastirmalarinda Helichrysum plicatum subsp. plicatum ile ilgili
genel olarak siirl sayida caligma yapildig: tespit edilmis olup in vitro olarak bazi
biyokimyasal parametrelerin 6l¢iimii yapildig: goriilmiistiir [41]. Helichrysum plicatum
subsp. plicatum bitki ekstraktinin nonalkolik karaciger yaglanmasi iizerine etkileri
hakkinda etkilerine dair in vivo olarak ¢ok az calismanin mevcut oldugu tespit
edilmistir. Bu caligma neticesinde elde edilecek bulgular bu konuyla ilgili orijinal

veriler olacaktir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Bu ¢alisma Adiyaman Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii 20.08.2014 tarih
2014/22-04,05 no’lu yonetim kurulu karar1 ile kabul edilmistir. Bu FBEYL/2014-0007
no’lu proje Adryaman Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) koordinasyon
birimi tarafindan desteklenmektedir.

Calismanin etik kurulu Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu
(FUHADEK) baskanhigindan 03.12.2014 tarihli ve 2014/24-230 karar no ile onay
alimdiktan sonra, standart deneysel hayvan caligmalar1 etik kurallarina uygun olarak
Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkez (FUDAM)’ nde yapildi. Arastirmada 35
adet yetiskin, 200-250 gr agirliginda erkek Wistar albino sigan kullanilmistir.

Sicanlar standart kosullarda 25 + 2°C sicaklikta, % 60-65 diizeyinde nem ve
havalandirmali odalarda; 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik olacak sekilde dongiiniin
saglandig1 sartlarda, her giin altlar1 temizlenen kafeslerde her grup 4+3 olacak sekilde
kafeslere yerlestirilmistir.

8 hafta siiren bu c¢alisma, uygulamalara 10 giinliik adaptasyon siiresinden sonra
baslanild1 ve ekstrakt uygulamalar1 her glin ayni saatte yapildi. Siganlara verilen yem
rasyonunun bilesimi tablo 3.1°de verilmistir. Yemler paslanmaz 6zel ¢elik kaplarda, su
ise paslanmaz celik bilyeli cam biberonlarda ¢esme suyu olarak verilmistir. Ayrica
mikroorganizma ve patojen etkenlerin iliremesine engel olmak i¢in icinde fruktoz
¢ozeltisi olan cam biberonlar ve ¢esme suyu olan cam biberonlar 2 giinde bir yikanarak
fruktoz ¢ozeltisi ile su yenilenmistir.

Calismada her grupta 7 sican olacak sekilde soyle guruplandirilmastir.

1. Kontrol grubu (K) : Kontrol grubu standart diyetle beslenecek % 0.9 luk serum
fizyolojik uyguland.

2. Fruktoz grubu (F) :Fruktoz uygulamasi Wagnerberger ve arkadaslarinin [33]
yaptig1 metoda gore yapilmistir. Buna gore, uygulama grubuna % 50’luk (v/w)
fruktoz suda hazirlanarak igme suyu olarak 8 hafta boyunca verildi.

3. Helichrysum plicatum subsp. Plicatum ekstraktt gurubu (HPsP): Helichrysum

plicatum subsp. plicatum bitkisinin ekstraktt Pandanaboina ve arkadaslarinin
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belirttigi metoda benzer sekilde hazirlanacaktir [130]. Sicak suda (100 ml),
kurutulmus 20 gr HPsP bitkisi demlemeye birakilacaktir. Karisim soguduktan
sonra siiziilerek elde edilen HPsP ekstrakt1 4 C”de kapali kaplarda saklanarak
4ml/kg olarak oragastrik olarak verilecektir

4. F + HPsP grubu: % 50’luk (v/w) fruktoz igme suyu + HPsP ekstraki 4ml/kg
olarak oragastrik olarak verildi.

5. Cift doz grubu: % 50’luk (v/w) friktoz igme suyu + HPsP ekstraki sabah ve
aksam ayni saatlerde glinde 2 doz seklinde 4ml/kg olarak oragastrik olarak
verildi

Tablo 3.1. Sicanlara verilen yemin bilesimi

Yem maddeleri %
Bugday 10
Arpa 15
Kepek 8
Soyakiispesi 26
Balik unu 8
Et- kemik unu 5
Melas 5
Tuz 5
*Vitamin karmasi 1,25
* *Minarel karmasi 1,25

* Vitamin karmast: A, C, D3, E, K, B1,B2, B6, B12 vitaminleri ile nikotinamid, folik asit, biotin vekolin
klorit’den olusmaktadir.
* * Minarel karmast: Mangan, demir, ¢inko bakir, iyot, kobalt, selenyum kalsiyaumdan olusmaktadir.

Deney protokoliiniin 8. haftas1 tamamlandiginda si¢anlar bir gecelik acligi
takiben anestezi altinda dekapite edilerek karaciger doku oOrnekleri alindi. Dokular

izotonik fizyolojik su ile yikanarak aliminyum folyo icerisine almarak etiketlendi ve

analize kadar -80 C°de bekletildi.
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3.2. Yontem

3.2.1. Kolesterol ve ADEK vitaminlerinin analiz metodu

1. Kolesterol ve ADEK vitaminlerin analizleri ¢in 1 g karaciger dokusu tartilip
izerine 3/2 (60/40,v/v) oraninda hazirlanan hekzan/izopropanol ¢dzeltisinden 5
ml eklenerek homojenizatdr cihazi ile homojenize edildi.

2. Homojenize edilen doku 15 ml’lik santriftij tiiplerine almarak 6000 rpm, 4
°C’de 10 dakika santriftij edilerek doku pelletinden ayrildi. Siipernatant kismin
¢oziiclisii 45 °C’de uguruldu ve 1 ml asetonitril/metanol karisimi (50/50) ile
¢oziilerek otosampler viallerine alinarak HPLC cihazinda analiz edildi.

3. Kolesterol ve ADEK vitaminlerin analizleri i¢in 3/2 (60/40) oraninda
asetonitril/metanol ¢ozeltisi mobil faz olarak hazirlanmistir. Mobil fazm 1
dakikada akis miktar1 1 ml/dakika olarak belirlendi. Kolon sicakligi 40 °C de
tutuldu[131].

4. Analiz i¢in supelcosil LC 18 (150 x 4.6 mm, 5 um) kolon kullanildi. Analiz
UV dedektorde yapildi ve dalga boyu; kolesterol ve vitamin E i¢in 202 nm,
retinol (vitamin A) i¢in 326 nm olarak belirlendi [132]. Analiz sonucunda
bulunan kolesterol ve ADEK vitaminlerin miktar1 ug/g olarak hesaplandi.

5. Cihazda pompa olarak LC-10ADVP, UV dedektor olarak SPD-10AVP, kolon
firm1 olarak CTO-10ASVP, otosampler olarak SIL-10ADVP, degasser olarak
DGU-14AVP finiteleri (Shimadzu, Kyoto Japan) kullanildi. Analiz

sonucundabulunan molekiillerin miktar1 pg/g olarak hesaplandi.

3.2.2. Lipitlerin ekstraksiyonu

Karaciger dokusu i¢indeki lipitlerin ekstraksiyonu Hara ve Radin metoduna gore
yapild1 [133]. Bunun i¢in 1 g karaciger dokusu 3/2 (v/v) oraninda 5 ml hekzan
izopropanol ¢ozeltisi i¢inde 30 sn siire ile homojenizatérde homoje edildi. Her 6rnek
homoje edilecegi zaman homojenizasyon kabi ve homojenizator 2 ml hekzan
izopropanol ¢ozeltisi ile yikanarak temizlendi. Daha sonra 10 dakika 5000 rpm’de
santrifiij edilerek doku Orneklerinin supernatant kismi almarak agzi kapali deney

tiiplerine konuldu.
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3.2.3. Yag asidi metil esterlerinin hazirlanmasi

Lipitlerin yapisinda bulunan yag asitlerinin gaz kromatografik analizlerinin
yapilabilmesi i¢in kararli yapiya sahip olan metil esterleri tiirevlerine doniistiiriillmesi
icin christine metodu uygulandi.[134]. Metil esteri tiirevlerini hazirlamak i¢in:

1. Hekzan/izopropanol fazi i¢indeki lipit ekstraki 20 ml’lik deney tiiplerine almip,
iizerine 5 ml % 2’lik metanolik siilfirik asit ilave edilip vorteksle karistirildi.

2. Karisim 55 C®’lik etiivde 15 saat ugmaya birakildi. Daha sonra tiipler etiivden
alimarak oda sicakligina kadar sogutuldu ve5 ml % 5’lik NaCl  (sodyum kloriir)
ilave edilerek vorteksle karistirildi.

3. Olusan yag asidi metil esterleri 5 ml hekzan ile ekstrake edildi ve hekzan fazi
pipetle alinarak 5 ml % 2 lik KHCO3 ile muamele edildi ve fazlarin ayrilmasi i¢in
10 saat bekletildi.

4. Daha sonra metil esterlerini iceren karisimin, 45 C®de azot akimi altinda
¢Oziiciisii uguruldu, sonra 1 ml hekzan ile ¢oziilerek 2 ml’lik agz1 kapali

autosamplar i¢ine alinarak gaz kromatografisinde analiz edildi.

3.2.4. Yag Asidi Metil Esterlerinin Gaz Kromatografik Analizi

Lipit ekstrakti i¢cindeki yag asitleri metil esterlerine doniistiiriildiikten sonra
SHIMADZU GC-2010 Plus Serisi (Serial number: CI118050068535A) gaz
kromatografisi ile analiz edildi. Bu analiz i¢in 25 m uzunlugunda, 0,25 um i¢ ¢apinda ve
PERMABOND 25 mikron film kalinligina sahip Machery-Nagel (Germany) kapiller
kolon kullanildi. Analiz srrasinda kolon sicakligi 120- 220 °C arasinda programlandi.
Enjeksiyon sicakligi 240 °C ve dedektor sicakligi 280 °C olarak tutuldu. Kolon sicaklik
programi 120 °C’den 220 °C’ye kadar ayarlandi. Sicaklik artis1 200 °C’ye kadar 5 °C
/dk ve 200 °C’den 220 °C’ye kadar 4 °C /dk olarak belirlendi. 220 °C’de 8 dakika
tutuldu ve toplam siire 35 dakika olarak belirlendi. Tasiyic1 gaz olarak azot gazi
kullanildi. Analiz sirasinda 6rneklere ait yag asidi metil esterlerinin analizinden once,
standart yag asidi metil esterlerine ait karigimlar enjekte edilerek, her bir yag asitinin
alikonma siireleri belirlendi. Bu islemden sonra gerekli programlama yapilarak

orneklere ait yag asidi metil esterleri karisimlarinin analizi yapildi. Sonuglar toplam yag
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asitleri icinde her bir yag asidi icin % miktar olarak belirlendi. Hesaplamalar GC

Solution 2.3 programi kullanilarak yapildi.

3.2.5. Malondialdehit tayini

Lipit peroksidasyon firiinlerinden olan Malondialdehit (MDA), Yag asitlerin
serbest radikallerle reaksiyonu sonucu olusur [135]. Malondialdehit analizi
Karatepe’den modifiye edilerek yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC,
Shimadzu, Tokyo, Japonya) yontemiyle Shimadzu UV—-Vis SPD-10 AVP detektor ve
C18- ODS - 3,5 um, 4.6 x 250 mm kolon kullanilarak 6l¢iildi [136].

» Hareketli faz olarak 30 mM KH;PO4 - metanol (% 82.5-17.5; pH: 3.6)

kullanilda.

» Kromatogramlar1 250 nm'de takip edildi ve enjeksiyon hacmi 20 pl idi.

» Akis hiz1 1.2 ml/dakika olarak belirlendi.

HPLC analizi i¢in:
1. 0,5 g karaciger dokusu tizerinel ml saf su ve 1ml %10’luk perklorik asit saf su

¢ozeltisi ilave edilerek homojenizatorde homoje edilir.

2. Daha sonra homoje edilmis 6rnek santrifiij tliplerine (Isolab Garmany) alinarak
10000 rpm’de 5 dakika 4 C° santrifiij edilip, supernatant1 alinarak analiz i¢in
viallere koyuldu ve HPLC de analiz edildi.

3. MDA mobil Faz Cozeltisi hazirlamak i¢in 0,05 g dihidrojen fosfat, 110 ml
metanol ve 500 ml safsu karistirilarak ¢6zelti hazirlanir. MDA mobil faz
¢Ozeltisinin PH’m1 3,50 olarak diizenlemek icin fosforik asit eklenerek PH
metrede PH ayarlandi.Analiz sonucunda bulunan molekiillerin miktar1 nmol/g

olarak hesapland:.

3.2.6. Glutatyon tayini

Glutatyon tayini Sedlak ve Lindsay metodundan modifiye edilerek UV
spektofotometrede 412 nm dalga boyunda saf suya karsi okunarak analiz edildi [137].
Analiz i¢in 6rnekler % 50 TCA ile ¢oktiiriiliip, +4C°, 1000 rpm ve 5 dakika santrifiij
edilerek 0,5 ml supernatant1 alinarak tizerine 2 ml Tris-EDTA tamponu (0,2 M, pH=8,9)
ve 0,1 ml 0,01 M 5,5’-ditiyo-bis-2-nitrobenzoik asit eklendi. Daha sonra bu karisim oda
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sicakliginda 5 dakika bekletildi ve spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda saf suya kars1
Olciildii. Sonuglarpmol/g olarak hesaplandi.
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4. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Istatistiksel degerlendirme SPSS 16.0 FOR WINDOWS programi kullanilarak
yapildi. Gruplar arasindaki karsilagtirmalar icin ONE WAY ANOVA testi uygulandi.
Gruplar arasindaki farkliliklar LSD testinin uygulanmasi ile belirlendi ve standart

sapma olarak standart error alindi. p<0.05 degeri anlamli olarak kabul edildi.
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5. BULGULAR

Yapilan bu deneysel calismada %50’luk (v/w) frikktoz ile non alkolik yagl
karaciger hastalig1 olusturulan Wistar albino cinsi erkek sigcanlara Helichrysum plicatum
subsp. plicatum bitkiekstraktmin karaciger dokusunda kolesterol, GSH, A, D, E, K

vitaminleri, MDA ve yag asidi diizeyleri iizerine etkisi arastirildi.

5.1. Karaciger Dokusunda ADEK Vitaminleri, Kolesterol Diizeyleri ve Bazn
Biyokimyasal Parametrelerin Degisimi

Karaciger dokusu kolesteroldiizeyi kontrole goreF, HPsP,F+HPsP ve ¢ift doz
grublarinda belirgin diizeyde arttig1 belirlendi (p<0.05, p<0.01, p<0.001 ve p<0.0001).
Retinol diizeyi kontrole gére HPsP grubunda belirgin diizeyde arttig1 saptandi (p<0.05).
K-1 vitamini kontrole gore F, HPsP,F+HPsP ve c¢ift doz grublarinda arttig1 (p<0.05,
p<0.0001, p<0.001 ve p<0.0001),K-2 vitamini diizeyi ise kontrole gére HPsP,F,
F+HPsP ve ¢ift doz gruplarinda azaldigi saptandi (p<0.05, p<0.0001,p<0.0001 ve
p<0.0001).D-3 vitamini diizeyi kontrole goére F, F+HPsP ve c¢ift doz gruplarinda
azaldig1 saptand1 (p<0.01 p<0.0001ve p<0.0001). a-tokoferol diizeyi kontrole gore c¢ift
doz grubunda belirgin azalis saptandi (p<0.05).

MDA diizeyinin kontrole gore F ve HPsP,gruplarinda belirgin diizeyde arttigi
saptand1 (p<0.0001 ve p<0.0001).GSH diizeyi ise kontrole gére F, HPsP ve F+HPsP
grublarinda belirgin diizeylerde azaldig1 (p<0.0001, p<0.0001 ve p<0.01) ve ¢ift doz
grubunda ise belirgin diizeyde arttig1 saptandi (p<0.0001) (Tablo 5.1).
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Tablo 5.1. Karaciger dokusunda ADEK vitaminleri, Kolesterol diizeyleri ve bazi
biyokimyasal parametrelerin degigimi

FRUK FRUK
Parametreler | KONTROL | ALTINOTU | FRUKTOZ | ALTIOTU | ALTIOTU
(XK) (HPsP) (F) (F+HPsP) | CIiFT DOZ
RETINOL(Wg) | 1,16+0.26 | 2504036 | 1.4040,33 | 1,4+0,23 0,96+0,26
K-1 (wg) 0,93£0,19 | 6,380,650 | 2,4120,55" | 3,74+0,82° | 4.87+0,92¢
K-2 (wg) 3,86+0,26 | 3,13£0,21* | 22440,17% | 2,17+0,16% | 1,81x0,14¢
D-3 (We) 10,79£0,35 | 10,1420,35 | § 66+0,57° | 8,24+0,429 | 7,42+0,28¢
a-Tok (Wg) 48,5343,38 | 46,1242,46 | 39,88+2,88 | 40,9742,42 | 31334535
Kol (umol/g) | 424108 8,0440,87° | 11,2242,82" | 16274536° | 24.18+6,02¢
MDA(nmol/g) | 0,22:+0,01 0,37+0,03¢ | 0,39+0,02¢ | 0,22+0,01 | 0,22+0,007
GSH (umol/g) | 0,28+0,01 0,140,019 | 0,210,019 | 0,250,01° 0,36+0,01¢

a-p<0.05 b-p<0.01 c-p<0.001 d-p<0.0001

5.2. Karaciger yag asitleri diizeyleri

Karaciger dokusundaki palmitik asit (16:0) diizeyinin kontrole gore F, F+HPsP
ve ¢ift doz gruplarinda arttig1 saptandi (p<0.0001, p<0.05 ve p<0.0001). Palmitoleik asit
(16:1 n-9) diizeyinin kontrole gore F+HPsP ve ¢ift doz grubunda arttigi saptandi
(p<0.0001, p<0.01).

Pentadecenoic (15:00) asit diizeyi kontrole gore HPsP, F, F+HPsP ve ¢ift doz
(p<0.01, p<0.0001, p<0.0001ve p<0.0001).
Heptadekonoik asit (17:0) diizeyinin kontrole géore HPsP, F ve F+HPsP grublarinda

gruplarinda azaldig1 saptandi

azalma saptandi (p<0.01, p<0.0001, p<0.0001). Stearik asit (18:0) diizeyinin kontrole
gore F grubunda azalma saptandi (p<0.01).
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Tablo 5.2. Karaciger yag asitleri diizeyleri (%)

v |RONTROL | muTOZ VAnY | FRUELOZ | ALY
Asitleri (F+ HPsP) OTU CIFT (HPsP)
DOZ
15:0 0,59+0,08 | 0,39+0,01¢ 0,32+0,02¢ 0,28+0,02¢ | 0,45+0,03°
16:0 21,48+0,39 | 36,81+2,35¢ | 30,18+2,78" | 28,51=1,10¢ | 22,57+0,64
16:1n-9 | 1,60+0,13 | 0,79+0,22 7,04+1,14¢ 4,24+0,10° | 1,57+0,12
17:0 1,24£0,15 | 0,38+0,02¢ 0,40+0,02¢ 0,4240,03¢ | 0,85+0,11°
17:1 0,68+0,03 | 0,69+0,01 0,62+0,06 0,39+0,01¢ | 0,64+0,04
18:0 15944042 | 11,27£0,73¢ | 13,87+0,96 | 16,53+0,55 | 17,48+1,05
18:1,n-9 | 8,72+0,27 | 18,34x1,31¢ 14,740,899 | 13,5120,78° | 8,28+0,48
18:2,n-6 | 18,78+0,33 | 8,68+0,69¢ 9,85+1,15¢ 9,71£0,36* | 19,13+0,72
18:3,n-6 | 0,21£0,01 | 0,25+0,05 0,1240,07% | 0,13£0,01 | 0,19+0,01
20:0 0,10£0,06 | 0,14+0,09 0,04+0,003 | 0,050,002 | 0,33+0,16
18:3,n-3 | 0,39+0,01 | 0,10+0,01¢ 0,12+0,02¢ 0,10£0,005¢ | 0,41+0,04
20:2 0,46+0,01 | 0,05+0,02¢ 0,12+0,01° 0,09:+0,006% | 0,44+0,04
20:3,n-3 | 0,53+0,04 | 1,010,06° 1,12+0,05¢ 0,85+0,08* | 0,70+0,05
22:0 0,110,009 | 0,04+0,005¢ | 0,06+0,008° | 0,09+0,01 0,09+0,002
20:3,0-6 | 0,73+0,02 | 0,74+0,11 0,90+0,08 0,92+0,08 | 0,56+0,13
20:4,n-6 | 19,25+0,58 | 12,86+0,78¢ 14,49+1,68° | 17,02£1,01 | 19,36+0,75
23:0 0,17+0,005 | 0,070,006 0,07+0,007¢ | 0,9+0,006* | 0,17+0,007
22:2 0,16£0,01 | 0,15+0,02 0,18+0,02 0,09+0,007¢ | 0,17+0,01
20:5,0-3 | 0,02+0,006 | 0,009+0,0005 | 0,010,002 | 0,01£0,003 | 0,05+0,03
24:0 0,54+0,02 | 0,47+0,03 0.43+0,03% | 0.48+0,02 | 0,56+0,02

a-p<0.05 b-p<0.01 c-p<0.001 d-p<0.0001
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Tablo 5.2. Karaciger yag asitleri diizeyleri devami (%)

FRUKTOZ | FRUKTOZ
Va# Asitler KONIEROL FRUKTOZ | +ALTIN | ALTIN ‘%%N

g () (F) OTU | OTUCIFT | bt

(F+ HPsP DOZ

24:1,n-9 0,21+0,008 | 02840032 | 0.34£0,02° | 0,3120,005" | 0,23+0,01
22:6,n-3 4,6040,17 | 4,00£027 | 3314039" |3.88+0,15 | 4,43+0,31
monosat 11,68£0,73 | 16,62+£2,85 | 20,98+3,29° | 18,63+0,75" | 11,340,50
polysat 45,20+0,68 | 24,73+3,16% | 30,313,129 | 32,85+1,34" | 44,24+1,76
N3 0,39+0,10 | 0,10£0,01¢ | 0,120,02¢ | 0,10+0,005% | 0,41=0,04
N6 18,7840,33 | 8,68+0,69° | 9,85+1,15¢ | 9,71£036° | 19,13+0,72
N3/N6 0,020,001 | 0,01+0,001* | 0,010,003 | 0,01+£0,001° | 0,0240,002
YN3 5,56£0,18 | 5,13£028 | 4,57+0,41* | 4,86£022 | 5,54+0,30
YN6 39,11+£0,52 | 22,651,224 | 25,454+2,74% | 27,88+1,28% | 39,61+0,84
YN3/YN6 | 0,14£0,003 | 0,21+0,02° | 0,18+0,008" | 0,17+0,009 | 0,14+0,01
;/61:2.8_ 0,07+0,005 | 0,020,004 | 0,22+0,02¢ | 0,1440,005" | 0,060,004
18:1,n- 0,5740,05 | 1,64+0,14° | 1,10£0,13° | 0,82+0,07 | 0,48+0,04
9/18:0
18:3,n- 0,01+0,0006 | 0,03+£0,009* | 0,010,002 | 0,010,002 | 0,009::0,0008
6/18:2,n-6
20:4,n- 26,24+1,44 | 1864212 | 1597+1,16 | 18,72+1,05 | 43,80+8,05°
6/20:3,n-6 7= 0752 2= Se=h sOU=0,

a-p<0.05 b-p<0.01 c-p<0.001 d-p<0.0001

Oleik asit (18:1 n—9c¢) diizeyinin kontrol grubuna gore F, F+HPsP ve ¢ift doz
gruplarinda arttig1 saptandi (p<0.0001, p<0.0001 ve p<0.01). Eikosatrienoik asit (20:3,
n3) diizeyinin kontrol grubuna gore F, F+HPsP ve ¢ift doz gruplarinda arttig1
saptandi(p<0.0001, p<0.0001 ve p<0.05). .Gama linoleik (18:3 n-6) asit diizeyi
F+HPsP grubunda azaldig1 saptand1 (p<0.05). Dokosadienoik asit (22:2) diizeyinin
kontrole gore ¢ift doz grubunda belirgin azalma saptandi(p<0.05).
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Alfa-linolenik asit (18:3,n-3), tricosanoic asit (23:0), 20:2 yag asit, N3 ve N6
yag asit diizeyi kontrole gore F, F+HPsP ve ¢ift doz gruplarinda ayni diizeyde azaldig1
saptand1 (p<0.0001). Arasidonik asit (20:4 n-6) diizeyi kontrole gére F ve F+HPsP
gruplarinda belirgin diizeyde azaldigi saptandi (p<<0.0001 ve p<0.01). Nervonic asit
(24:1 n-9) diizeyi kontrole goreF, F+HPsP ve ¢ift doz gruplarinda belirgin derecede
artmistir (p<0.05, p<0.0001 ve p<0.01). Kontrole gére dokosaheksaenoik asit (22:6 n-3)
diizeyi F+HPsP grubunda belirgin derecede azalmistir (p<0.01). Kontrole gére monosat
yag asitleri diizeyi F+HPsP ve cift doz grublarinda belirgin derecede artmistir (p<0.01 ve
p<0.05). Polysat yag asitleri diizeyi kontrole gore F, F+HPsP ve c¢ift doz gruplarinda
azalmistir (p<0.0001, p<0.0001 ve p<0.01).

N3/N6 grubunda kontrole gore yag asit diizeyi F, F+HPsP ve ¢ift doz
gruplarinda belirgin derecede azaldig1 saptandi (p<0.05). > N3 diizeyi kontrole gore
F+HPsP grubunda azaldigi saptandi (p<0.05). > N6 miktarinda F, F+HPsP ve cift doz
gruplarinda azaldig1 saptandi (p<0.0001). > N3/> N6 grubunda ise kontrole gore F, ve
F+HPsP ve grubunda belirgin derecede arttig1 saptandi (p<0.01 ve p<0.05) (Tablo 5.2).
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6. TARTISMA

Non alkolik yagl karaciger hastaligi NAFLD, artik diinyanin ozellikle de
gelismis ve bati diyeti uygulanan tilkelerden yaygimn goriilen kronik karaciger hastaligi
olmakla, basit steatozdan steatohepatite, hepatik fiborz, siroz ve HCC’ye kadar uzanan
genis bir yelpazeyi kapsayan ve farkli derecedeki durumlar i¢in kullanilan bir patolojik
durumdur [21]. Giinlimiizde diyetlerin batililagsmasi, sedenter yasam, fiziksel aktivitenin
azalmas1 ve endiistrilesme ile beraber hazir yiyecek ve iceceklerde enerji veren
tatlandirict olarak fruktoz tiikketiminin artmasi sonucunda NAFLD gibi ¢esitli metabolik
hastaliklarda hizla artis gézlenmektedir [29,138].

Calismamizda karaciger dokusu kolesteroldiizeyi kontrole goéretiim gruplarda
belirgin diizeyde arttig1 saptandi. Figlewicz vd. (2009) tarafindan yapilan 10 haftalik bir
calismada igme suyu igerisine %15 oaraninda fruktoz ve misir surubu tatlandirilmis
mesrubatlarin haftada 3 giin olacak sekilde sicanlara vermesi ile siganlarin karaciger
histolojisinde belirgin bir degisikligin olmadig1 ancak serum ALT, serum kolesterol ve
trigliserit diizeylerinin ise yiikseldigi belirtilmistir [127]. Ackerman vd. (2005)
yaptiklar1 calismada 5 hafta siiresince %60 fruktoz iceren zengin diyetle beslenmenin
sicanlarda NAFLD olusturabilecegi belirtmistir. Bu 5 haftalik siirecin sonunda siganlar1
karaciger histolojisi incelendiginde friiktozla beslenen grupta mikrovezikiiler ve
makrovezikiiler yaglanma, fibrozis ve lobiiler inflamasyon gelistigi belirtilmistir.
Fruktozla beslenen sigcanlarin plazma 6lgtimlerinde ALT, AST ve glikoz diizeylerinde
bir degisiklik olmadig1 ancak insiilin ve trigliserit diizeyleri yiikseldigi ve aymi fruktozlu
grubun karaciger trigliserit ve kolesterol miktar1 artmustir [124].Tekatas (2011)
tarafindan yapilan ¢alismada NAFLD tanis1 konulan 31 hasta ile 40 kontrol grubu
olmak iizere 71 birey iizerinde yapilan incelemede NAFLD grubunda kontrole gore
AST, ALT, GGT, total kolesterol, LDL, VLDL ve trigliserit degerlerinin anlamli
yiikseklik saptandigini belirtmistir (p<0.001) [63]. Isik (2011) tarafindan karaciger
dokusu Tlizerinde ampisilin’in yag asitleri, kolesterol ve bazi vitamin degerlerinin
etkisini aragtrmistirmis olup, kolesterol diizeyinin arttigmi belirtmistir [135].Balan
(2014) tarafindan yapilan c¢aliymada deneysel olarak nonalkolik steatohepatit
olusturulmus ratlarda tribulus terrestris ekstraktinin karaciger ve endotel fonksiyonlar1

lizerine koruyucu etkisini arastirilmistir. Balan’in 8 haftalik ¢alismasinda NASH
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olusumu i¢in % 70 oraninda fruktoz kullanildigini belirtmistir. Calisma sonucunda kolestrol
diizeyi kontrole gore fruktoz ile NASH olusturulan grupta yiiksek bulundugunu belirtmistir
[141].Cabuk Celik (2014) tarafindan yapilan caligmada %50 fruktozla olusturulan
nonalkolik yagli karaciger hastaligt modelinde rifaksimin’in Onleyici etkisini
incelemiglerdir. Bu ¢alismada NAFLD modeli olusturulan ratlarin biyokimyasal parametre
analizinde kolesterol, MDA, AST ve ALT parametrelerne bakmiglardir ve kontrole gore
fruktoz alan grupta kolesteroliin anlamh diizeyde arttigim belirtmistir[65].Ozaltin (2014)
tarafindan tavsanlar {izerinde yapilan ¢alismada hiperkolesterolemi ile olusturulan non-
alkolik karaciger yaglanmasinda Evitaminin karaciger molekiiler mekanizmasi iizerine
etkisini aragtirmistir. Calismada MDA, kolesterol, LDL, HDLve E vitamini diizeylerine
bakmis olup kolesterol diizeyinin kontrole gdre kolesterol ve vitamin E gruplarinda
yiiksek bulundugunu belirtmistir. [142].Kuzu (2008) tarafindan yapilan 8 haftalik
calismada 40 adet erkek Sprague-Dawley ratlara yagdan zengin diyetle olusturulan
deneysel nonalkolik steatohepatit tedavisinde melatoninin rolii incelenmistir. Bu
calismada kontrole gore yagdan zengin diyetle beslenen grup 2’de AST, ALT, karaciger
doku MDA ve kolesterol diizeylerini analiz etmis olup kolesterol diizeyininarttigini
belirtmistir [143]. Ozgdemen (2010) tarafindan yapilan ¢alismada 29 adet Swiss cinsi
erkek albino fare iki gruba ayrilarak kontrol grubuna sinirsiz yem ve su verildigi, diger
2. gruba ise %30 fruktoz verilerek alkolik olmayan farelerde karaciger yaglanmasinda
visfatin ve interlokin-6 ~ nin etkisini inceledigi ¢calismasinda kolesterol, AST, ALP ve
glukoz degerlerinde istatistiksel olarak anlamli fark buldugunu belirtmistir
[147].Figlewicz vd. (2009), Ackerman vd. (2005), Tekatas (2011), Isik (2011), Balan
(2014), Cabuk Celik (2014), Ozaltin (2014),0zgdcmen (2010) ve Kuzu (2008)’in
yaptiklari caligmalarda kolesterol diizeyleri calismamizla uyusmaktadir.

Retinolliin metabolizmada Onemli etkileri mevcuttur. Hiicre biliylimesini ve
farklilasmasmi konrol eder [150-151]. Hepatik hiicre farklilagmasimi inhibe eder ve
makrofajlardaki proinflamatuvar sitokinlerin iiretimine yardim eder[152-153].Ayni
zamanda koruyucu bir antioksidan olup hepatoma hiicrelerinin boliinmesini baskilayip
serbest oksijen radikallerini noétralize eder [154]. Calismamizda Sadece altin otu
exraktinin retinol diizeyini anlamli derecede artirirken kombinasyon guruplarda ve

fruktoz uygulamasinda istatistiksel olarak bir anlamlilik gétermedigi goriilmiistiir.
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Calismamizda karaciger dokusu K-1 ve K-2 vitamin diizeyleri kontrole gore K-
1 vitaminin tiim gruplarda belirgin diizeyde artarken, K-2 vitamin diizeyinde ise tiim
gruplarda belirgin diizeyde azaldigi vea-Tok vitaminin ¢ift doz grubunda belirgin
diizeyde azaldig1 diger gruplarda ise azalmanin oldugu ancak istatistiksel olarak bu
azalma anlamli diizeyde degildir.Isik (2011) tarafindan yapilan ¢alismada karaciger
dokusu {izerinde ampisilin’in yag asitleri, kolesterol ve bazi vitamin degerlerinin
etkisini incelemstir. Bu calismada,, K-1 vitaminin ve kolesteroliin arttigmmi, K-2
vitaminin ve a-Tok vitaminin azaldigini belirtmistir [135]. Bu sonuglarimizla parelellik
arz etmektedir.

Alfa-tokoferol radikal temizleyici ve bag kirict antioksidan ozellikler
sergilemekte olup direkt olarak oksitlenen radikallerle etkileserek hiicreyi hiicreyi
reaktif oksijen tiirlerinden korur [155-157].Kronik karaciger hastaliklarinda Antioksidan
diizeyi ile vitamin E diizeyinin azaldig1 bildirilmistir [154, 158]. AyricaOzaltin (2014)
tarafindan tavsanlar {izerinde yapilan ¢alismada hiperkolesterolemi ile olusturulan non-
alkolik karaciger yaglanmasindatavsanlara 50 mg/kg/gin E vitamini verilerek,E
vitaminin karaciger molekiiler mekanizmasi lizerine etkisini MDA, kolesterol ve E
vitamini parametrelerin diizeylerine bakmistir. Bu ¢alismadaE vitamini verildigi grup 2
ve grup 4’deE vitamin degerleri kontrole gére anlamli derece artigini belirtmistir [142].
Bu c¢alismanin E vitamin diizeyleri ¢alismamizin E vitamin diizeyleri ile
uyusmamaktadir.

Barchetta vd. (2011) diyabet, obezite ve insiilin direncinden farkli olarak
azalmig vitamin D diizeylerinin nonalkolik karaciger yaglanmasi ile iliskili oldugunu
bildirmislerdir [159].Calismamizda da karaciger dokusu D-3 vitamin diizeyi kontrole F,
F+HPsP ve ¢ift doz gruplarinda belirgin diizeylerde azaldigi saptandi. Ayni zamanda
ileri dercede karaciger hasar1 olan bireylerde vitamin D baglayici protein diizeylerinde
azalma oldugu bildirilmistir [160]. Ayrica Targer vd. (2007) tarafindan yapilan
calismada serum 25(OH)D vitamini konsantrasyonlarmin NAFLD ile iliskili oldugunu
belirtmis olup, non alkolik yaglh karaciger hastaligi olanlarda 25(OH)D3 vitaminin
azalmis oldugunu ortaya koymuslardir [139].

Asirt fruktoz tiiketiminin karaciger metabolizmasini kotii yonde etkiledigi, lipit
peroksidasyonunu da arttirdig1 ve lipit peroksidasyonun en énemli iiriinii MDA oldugu

bilinmektedir [148-149]. Calismamizda karaciger dokusu MDA diizeyleri kontrole gore
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F ve HPsP gruplarinda belirgin sekilde ve ayni diizeyde arttigt GSH diizeyinin ise F,
HPsP, F+HPsP gruplarinda azaldigi ve ¢ift doz grubunda ise belirgin sekildearttigi
saptandl. Ozaltin  (2014) tarafindan tavsanlar {izerinde yapilan ¢alismada
hiperkolesterolemi ile olusturulan non-alkolik karaciger yaglanmasindatavsanlarda
MDA, kolesterol ve E vitamini parametrelerin diizeylerini incelemistir. Bu ¢aligmada
MDA diizeyi kontrole gore vitamin E grubunda MDA degeri diisiik bulunurken,
kolesterol alan grup (grup 3) ve kolesterol ile E vitamini birlikte alan grupta (grup 4)
MDA degerinin arttigi belirtmistir [142]. Grup 3 ve grup 4’de MDA’nin artmasi
calismamizla uyumludur.Cabuk Celik (2014) tarafindanratlar tizerinde yapilan calismada
%50 fruktozla olusturulannonalkolik yagli karaciger hastaligina rifaksimin’in Onleyici
etkisini incelemislerdir [65]. Bu c¢alismada NAFLD modeli olusturulan ratlarin
biyokimyasal parametre analizinde kolesterol, MDA, AST ve ALT degerleri incelenmis ve
kontrole gore fruktoz alan grupta bu degerlerin arttigin1 ve rifaksim’in verilen verilen grupta
ise MDA diizeyinde azalmainin oldugu belirtmistir. Fruktoz verilen grupta MDA degerinin
artmasi ¢alismamiszla uyusmaktadir.Kuzu (2008) tarafindan erkek Sprague-Dawley ratlar
iizerinde yapilan c¢alismada yagdan zengin diyetle olusturulan deneysel nonalkolik
steatohepatit tedavisinde melatonin’in etkisini incelemistir. Bu ¢alismada kontrole gore
yagdan zengin diyetle beslenen grupda AST, ALT, karaciger doku MDA ve kolesterol
diizeylerinin arttigini, GSH diizeyinin ise kontrole gore yagdan zengin diyetle beslenen
grup 2’de azalma gorildiigii ancak bu azalmanin istatistiksel olarak anlamlilik
olusturmadigini belirtmistir. Melatonin verilen grup 3 (10mg/kg giin) ve grup 4’te (50
mg/kg giin) ise GSH diizeyinin arttigin1 belirtmistir [143]. Bu ¢alismacalismamizin
MDA ve GSH diizeyi ¢ift doz grubumuzla uyusmaktadir. Muratoglu (2004) tarafindan
yapilan nonalkolik yagl karaciger hastaligi tanili bireylerde konvansiyonel inflamasyon ve
oksidatif stres belirteglerinin diizeyleri adli ¢alismasinda MDA degerinin arttigini
belirtmistir [49]. Albano vd. (2005) tarafindan yapilan c¢alismada oksidatif stres
belirtreci olan MDA diizeyinin NAFLD’de fibrozise ya da siroza ilerleyisinde belirgin
sekilde arttigini belirtmistir [151]. Araya vd. (2004) ve Malaguarnera vd. (2005)
tarafindan yapilan ¢aliyjmada MDA diizeyinin steatoz ve NASH hastalarinin kontrol
grubuna gore arttigini belirtmislerdir [145-146]. Bu MDA c¢alismalar1 calismamizla
uyusmaktadir.

41



Stearoyl-CoA  desaturazlar(SCD) karacigerde sentezlenenir. A9-desaturaz
[stearil-CoA-desaturaz (SCD)], A6-desaturaz (A6D) ve AS5-desaturaz (A5SD) enzimleri
uzun zincirli doymus yag asidlerinin karbon atomlar1 arasina ¢ift bag girigini saglayarak
doymus yag asitlerindentekli doymamis yag asitlerinin sentezini saglarlar. Palmitik
asitden palmiteolik, stearik asitten oleik asit sentezlerler [161-163].

Cl16:1 ‘in C16:0 orani, C18:1 to C18:0’e oraniD9 desaturasyon indeksi olarak
kullanilir [164].Calismamizda C16:1/C16:0 ve C18:1/C18:0 oranininartmis olmasiSCD
aktivitesinin arttigini ve yaglanmanin meydana geldigini gosterir.20:4, n6 ve 22:6, n3
yag asitleri deasaturasyonla 18:2 n6 ve 18:3, n3 yag asitlerinden D6 and D5 deasaturaz
enzimleri tarafindansentezlenir [165]. Biitiin 18: 3 n-3 ve 18:2 n-6 yag asitleri
karacigerde daha wuzun zincirli yag asidlerine donistiiriiliirler.18: 3 n-3
eikosapentaenoik(20:5, n 3) asid’e, oda dokosaheksaenoik (22:6, n 3) aside
doniisiir.18:2 n-6 arashidonik asitin Oncii molekiiliidiir. Fruktoz verilen grupta A6-
desaturaz enzimi {iriinii olan ayn1 zamanda yaglanmanin bir isareti olan arashidonik asid
(20:4, n6) diizeyinin azaldigi, bitki ekstrakti verilen gruplarda fruktoz grubuna goére
arttig1 saptandi.ve 22:6, n3 yag asidi sonuglarinda istatistiksel olarak bir degisikligin
olmamasi siipriz bir sonug olarak karsidi1za ¢ikmaktadir.

Calismamizda karaciger dokusu yag asit diizeyleri kontrole gére heptadekonoik
asit (17:0) diizeyinin kontrole goére HPsP, F ve F+HPsP gruplarinda
azaldigi,tetrakosanoik (24:0) yag asidi diizeyinin kontrole gore F veHPsP gruplarinda
azalma saptandi.Isik (2011) tarafindan yapilan ¢alismada karaciger dokusu iizerinde
ampisilin’in yag asitleri bulgularinda heptadekonoik (17:0) ve tetrakosanoik (24:0) yag
asidi diizeyinin azaldigini belirtmistir [135]. Bu veriler calismamizla uyusmaktadir.

Sonug olarak sigcanlara %50 fruktoz verilerek karacigerde alkol dis1 yaglanma
gelismektedir. Sicanlara oral helichrysum plicatum subsp. plicatumekstraktinin
verilmesiyle incelenen karaciger dokusunda antioksidan sistemde etkili olan GSH, lipid
peroksidasyon liriinii olan MDA, ADEK vitaminleri, kolesterol diizeyleri ve karaciger
yag asitlerini degisik diizeylerde etkiledigi gozlemlenmistir. Bu biyokimyasal
parametrelerin bazilarinda belirgin diizeyde anlamlilik saptanirken, bazilarinda ise
istatistiksel olarak bir anlamlilik olusturmadigi goézlenmistir. helichrysum plicatum
subsp. plicatum bitkisinin Nonalkolik karaciger yaglanmasi tizerine etkisi ile ilgili daha

ileri diizeycaligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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