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OZET

Yiiksek Yagh Diyetle Olusturulan Obezite Hayvan Modelinde Kurkuminin TRPM2 Kanal

Proteinine Etkisi

Amag: Bu tez, yiiksek yagli besin tiiketimiyle olusturulan deneysel obezite modelinde
Kurkumin’in TRPM2 kanal proteinine olan etkisini molekiiler, biyokimyasal ve histopatolojik
yonden incelemeyi amaclamustir.

Materyal ve metot: 12 hafta boyunca yiiksek yagli yem ve standart yem ile beslenen
sicanlar her grupta 12 hayvan olmak tizere kontrol, tasit, Kurkumin (60 mg/kg v.a), yiiksek yagl
yem ve yiiksek yagli yem + Kurkumin olarak bes gruba ayrildi. Hayvanlardan kan glukoz
seviyeleri, hemodinamik analizler, viicut ve organ agirlik Olgiimleri ile serum ve doku
orneklerinden ELISA yontemi ile insiilin, CRP, TNFa, IL-6, IL-1B ve TRPM2 protein miktarlari
Ol¢iildii. Siganlarin karaciger dokularindan MDA, GSH seviyeleri ve SOD, CAT aktiviteleri ile
TRPM2 gen ifadesi 6l¢iildii. Ayrica karaciger, kalp, damar, bobrek, kas ve beyaz yag doku
ornekleri histopatolojik olarak analiz edildi.

Bulgular: Kan glukoz seviyesi yiiksek yagli yem gubunda diger gruplara kiyasla yiiksek
idi (P < 0.05). Yiiksek yagli yem grubu diger gruplardan daha diisiik kan basinci ve daha fazla
EKG diizensizligi gosterdi. Karaciger dokuda MDA, IL-1B, TRPM2 seviyeleri yiiksek yagli yem
grubunda anlamli yiiksek bulunurken, SOD aktivitesi diismiistii (P < 0.05). Gruplar arasinda
karaciger dokusu CAT aktivitesi, IL-6, TRPM2 gen ifadesinde bir fark gézlenmedi (P > 0.05).
Histopatolojik olarak sadece yiiksek yagl yem tiiketen gruplara ait karaciger dokusunda steatoz
bulundu; bobrek, kalp, damar, kas ve beyaz yag dokuda patolojik bir farklilik gozlenmedi.

Sonug: YYD ile beslenmenin kan glukoz seviyesi, ALP ve kolesterolde artisa ve kardiyak
6lgtimlerde anormallige neden olmasi, insiilin metabolizmasinda bozulmaya ve kardiyovaskiiler
sorunlara yol acabilir. Karacigerde artan MDA, IL-1 ve TRPM2 seviyeleri YYD ile oksidatif
stresin artacagini gosterebilir. Kurkumin’in yiikselen degerlerde diisiis saglamasinin oksidatif
stres, lipid metabolizmasi ve enflamasyonda katkisinin olabilecegini diigiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Yiiksek Yagli Diyet, Obezite, TRPM2, Kurkumin, Metaflamasyon
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ABSTRACT

The Effect of Curcumin on TRPM2 Channel Protein in High-Fat Diet Obesity
Animal Model

Aim: In this study, it was aimed to investigate the effect of Curcumin on TRPM2
channel protein in terms of molecular, biochemical and histopathological aspects in
experimental obesity model induced by high-fat diet.

Material and method: Rats fed with high-fat diet and standard diet for 12 weeks
were divided into five groups as control, vehicle, Cur (60 mg/kg bw), YY and YY + Cur.
Blood glucose levels, hemodynamic analyses, body and organ weight measurements were
taken from animals, and insulin, CRP, TNFa, IL-6, IL-1B and TRPM2 protein amounts
were measured from serum and tissue samples by ELISA method. MDA, GSH levels and
SOD, CAT activities and TRPM2 gene expression were measured from liver tissues of
rats. In addition, liver, heart, vessel, kidney, muscle and white adipose tissue samples
were studied histopathologically.

Results: Blood sugar was higher in the Y'Y group compared to the other groups
(P < 0.005), while YY group showed lower blood pressure and more ECG abnormalities.
In the liver, MDA, IL-1B3, TRPM2 levels were significantly higher in the YY group (P <
0.005), while SOD activity was lower (P < 0.005); this difference was not observed in
the CAT activity, 1L-6, TRPM2 gene levels (P > 0.005). Histopathologically, steatosis
was found only in the liver of HFD feeding groups; no pathological differences were
observed in kidney, heart, vascular, muscle and white fat tissue.

Conclusion: The increased blood glucose levels, ALP and cholesterol with the
HFD, and abnormal cardiac measurements may cause deterioration in insulin metabolism
and cardiovascular problems due to the fatty diet. The increased levels of MDA, IL-1p
and TRPM2 in the liver may indicate that oxidative stress will increase with HFD. The
decrease in the elevated values with Curcumin may contribute to oxidative stress, lipid
metabolism and inflammation.

Key Words: High Fat Diet, Obesity, TRPM2, Curcumin, Metaflammation
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1. GIRIS

Diinya niifusunun iicte birinden fazlasini etkileyen obezite, multifaktoriyel ve
cogunlukla 6nlenebilir bir hastaliktir (1). Obezite, viicutta asir1 yag birikmesi sonucu,
viicudun enerji dengesinin bozulmasi, enflamasyonun artmasi ve metabolik sendrom
gelismesine yol acan ¢ok etkenli bir saglik durumu olarak tanimlanmaktadir (1). Enerji
dengesi; genler ve gevre ile etkilesimle fizyolojik siireglere ve kiloya bagli karmasik bir
sistemdir. Enerji diizenini korumak adina yag dokudan adiponektin ve leptin gibi
adipokinlerle enflamatuvar sitokinler salgilanmaktadir. Normal durumdan asir1 enerjili
besin tiiketimine gecildiginde, yag doku hizlica hipertrofiye (boyut artirma) ve
hiperplaziye (say1 artirma) gegcmektedir. Patolojik obezite kosullarina varildiginda yag
doku yeniden modellemeye gitmekte, boylece anjiyogenez azalmakta, hipoksi seviyesi
yiikselip diisiik seviyede kronik enflamasyon gelismektedir (2). Obezitede adiposit
apoptozuna yanit olarak yeni doku olusumunda, yag dokudaki immiin hiicrelerde ve
makrofajlarda artig goriilmektedir. Bu immiin hiicreler obezite hastalarinda siklikla
gozlenen insiilin direncine katki saglayan onciil enflamatuvar sitokinleri salgilamaktadir
(3). Asir1 enerji yiiklii besin yiliklenmesine yanit olarak metabolik ve enflamatuvar
hiicrelerin meydana getirdigi diisiik seviyeli ve kronik enflamasyon durumuna
‘metaflamasyon’ adi verilmektedir (4). Metaflamasyonun etkileri yag dokuda baslayarak
karaciger, iskelet kas1, pankreas ve beyin gibi metabolik organlara yayilip instilin direnci
ile metabolik bozuklulara yol agmaktadir (5).

Obeziteyle gelisen enflamasyona karsilik antienflamatuvar tedavi ¢aligmalarinda
pozitif metabolik sonuglar elde edilse de uzun siireli sistemik sonucglara heniiz
ulagilamamustir (6, 7). Asir1 besin tiikketimi kaynakli “besin sinyalleri”’nin obezite kaynakli
enflamasyona neden oldugu ve bunun da insiilin direncini siddetlendirdigi
distintilmektedir (5). Arastirmalar obeziteye ve metabolik hastaliklara kars1 diyete katki
olarak anti-enflamatuvar besinlerin eklenmesinin bir tedavi yaklasimi olabilecegini
bildirmektedir (8).

Transient reseptor potansiyel (transient receptor potential-TRP) kanal proteinleri
her tipi farkli gecirgen &zelliklere sahip katyon kanallardir. Ozellikle TRP-melatatin2
(TRPM2) ve TRPMY7, reaktif oksijen tiirleri (ROT) tarafindan aktive edilen kalsiyuma

(Ca*?) gecirgen secici olmayan katyon kanali &zelligi gostermektedir. Cogunlukla



beyinde ve bir¢ok dokuda gen ifadesi tespit edilmis olan TRPM2 kanal proteini, oksidatif
strese bagli hiicre 6liimiinde de rol almaktadir (9).

Zerdegal bitkisinden elde edilen kurkumin polifenolii, anti-enflamatuvar etkilere
sahip olup antioksidan savunma mekanizmalarinin indiiklenmesine katki saglamaktadir
(10). Kurkumin’in lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi, antioksidan molekiillerin
aktivitelerini artirdigi tespit edilmistir (11). Kurkumin, antikanserojen ve anti-
enflamatuvar Ozelligiyle obezitede pozitif sonuglar1 gbzlenmis bir polifenolik
molekiildiir. Kurkumin’in yiiksek yagli diyetle beslenen Sprague Dawley siganlarinda
plazma yag asidi ve timor nekroz faktor alfa (TNFa) seviyelerini azalttigi tespit edilmistir
(12). Ayrica Kurkumin, TRPM2 kanal proteinini inhibe edebilmektedir (13). Kurkumin
ROT temizleyicisi olarak ¢alisabilmekte, oksidatif stresi azaltmakta ve boylece adenozin
difosfat riboz (ADPR) olusumunu ve devaminda TRPM2 kanallarinin ¢alismasini
onlemektedir (13).

Yiksek yaglh diyetle (YYD) beslenme ile asir1 miktarda adipoz doku birikimi
beraberinde hipertansiyon etkilerin goriilmesine neden olmaktadir. Dolasimdaki ytiksek
yag orani1 goriilen obez bireylerde hemodinamik farklilasmasiyla birlikte kardiyak
morfoloji ve ventrikiiler fonksiyon degisimleri gozlenmektedir (14). Yiiksek kalorili
beslenme sonucunda farelerde olusan obezite ve insiilin direnciyle birlikte deri alt1 beyaz
yag dokuda metaflamasyon belirtegleri tespit edilmistir. Aragtirmalar yagl diyetin sadece
miyokardiyal fonksiyonu tehlikeye atmadigini, ayn1 zamanda hem ¢ap1 hem de kilcal
yogunlugunu azaltarak serebral mikrovaskiiler yapida 6nemli zararli degisikliklere neden
oldugunu gostermektedir (15).

Kardiyovaskiiler etkileri ortaya konan yiiksek yagli diyetle beslenmenin metabolik
enflamasyon ile olan iliskisi igin arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir ve bu nedenle anti-
enflamatuvar ¢alismalar Onem kazanmistir. Bu tez ¢alismasinda kurkuminin,
enflamasyonda rol alan TRPM2 kanal proteinini inhibe etme o0zelliginin obezite
tizerindeki etkilerinin molekiiler, biyokimyasal ve histopatolojik yonden arastirilmasi

amagclanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Obezite ve Epidemiyolojisi

Obezite ve asir1 kilo, diinya ¢apinda en ciddi halk saglig1 sorunlarindan biri olup
sigaradan sonra ikinci sirada yer alan 6liim nedenleri arasinda yer almaktadir (16).
Obezite siniflandirmasi tiim diinyada kilogram birimindeki viicut agirliginin, boyun
metre birimine boliiniip karesinin alindig1 viicut kitle indeksi (VKI) ile yapilmaktadir.
Diinya Saglik Orgiitii (DSO) ve Amerikan Kalp Birligi (AHA) gibi saglik otoriteleri
obeziteyi siniflandirmak i¢in genellikle asagidaki kriterleri kullanmaktadir:

1. Normal: VKI 18.5- 24.9 arasinda bulunanlar

2. Obezite: VKI 30-34.9 aras1 hafif, 35-39.9 aras1 orta ve 40 iizeri asiri-morbid

obezite olarak {i¢ gruba ayrilmaktadir.

3. Ekstrem obezite: VKI 50 ve iistii bulunanlar

Diinya genelinde, 1980 ve 2013 yillar1 arasinda asir1 kilo ya da obezite yayginligi
erkeklerde % 28.8’den % 36.9’a ve kadinlarda % 29.8’den % 38’e yiikselmis, 1975-2016
yillar1 arasinda toplumda obezite yayginliginin {i¢ kat arttig1 bildirilmistir. Ayn1 zamanda
endiistrilesmis iilkelerde yasayan erkek ¢ocuklarinda obezite yaygiligr % 16.9°dan %
23.8’e ve kiz ¢ocuklarinda % 16.2°den % 22.6’ya artmistir (17). 154 farkli iilkede yapilan
kiiresel obezite yayginligr arastirmasina gore her 5 ¢ocuk ya da yetiskinden biri agir
kilolu/obez durumundadir ve toplamda ¢ocuk yas obezitesi % 8.5 prevelans olarak
hesaplanmustir (18). DSO’niin giincel verilerine gore 1.9 milyar insan agir1 kilolu iken, bu
insanlarin 650 milyonu obez durumundadir (19). Ulkemizde yapilan son epidemiyolojik
aragtirmalarma gore (Cocukluk Obezite Go6zlem Arastirmasi-Tirkiye, COSI-TUR)
ilkokul 2. Smif 6grencileri arasinda % 14.6°s1 agir1 kilolu iken bunlarin % 9.9°u obez
oldugu bildirilmistir (20). 2019 yilinda Tiirkiye Beslenme ve Saglik Aragtirmasi’nin elde
ettigi sonuglara gore Tiirk insanlarinin % 34’1 asir1 kilolu iken % 31.5’1 obez olarak tespit
edilmistir (21). Avrupa Birligi 2019 yili raporuna goére, Avrupa bolgesindeki insanlarin
% 53’1 ve Tirkiye niifusunun % 59’u asir1 kilolu durumundadir (22). Obezite koroner
kalp hastaliklari, inme, hipertansiyon, diyabet ve bircok kanser tipi gibi hastaliklarla
iligkilendirilmekte ve bu hastaliklarda risk artirici olarak goériilmekte ve ulusal ekonomi

ve halk sagligi harcamalar1 iizerinde 6nemli bir yiik olusturmaktadir (23, 24).



Obezite nedenleri arasinda fiziksel aktivite eksikligi, sigara kullanimi, diyet,
genetik etkenler ve hastaliklar gibi birgok dogrudan etki gosterilmektedir (25, 26).
Sicaklik (27), hava kirliligi (28), iklim (29), sosyo-ekonomik durum gibi dolayli etmenler
de fiziksel aktivite ve diyete olan etkileri ile obeziteye katkida bulunmaktadir.

Bireylerin ve popiilasyonlarin obezite durumuna katkida bulunan hayat ve ¢evre
kosullarinin etkilerinin toplam1 igin ‘obezogenik ¢evre’ tanimi kullanilmaktadir (30).
Sehir yasami, ulasim segenekleri, ulasilabilen market-restoran gibi obezogenik ¢evresel
etmenlere erisim durumuna gore toplumda degisen obezite oranlarinin oldugu
goriilmektedir (31).

Viicutta yag dagilini bilgisi VKI ile &lgiilememektedir ve insanlarda obezite
siniflandirilmasinda VKI nin yani sira viicut bilesimi ve viicut yag dagilimi ile bel cevresi
ve bel/kal¢a oran1 da kullanilmaktadir (32). Ayrica anatomik olarak da siniflandirma
yapilabilmektedir (33). Yetiskin erkeklerde viicut yag oraninin % 25, kadinlarda ise %
30'un lizerine ¢ikmas1 durumunda obezite gelisimi s6z konusudur. Bolgesel yag dagilimi
genetik olarak erkek ve kadinlarda farklilik géstermektedir (33).

Cogunlukla beyaz irk Bati popiilasyonlarinda yapilan bazi arastirmalara gore,
aclik plazma glukozu ve insiilin konsantrasyonlari, 2 saatlik glukoz ve insiilin direnci
degerlendirildiginde obez kisilerin % 10-16's1 metabolik olarak normal bulunmustur (34).
Obeziteyi tanimlamak i¢in "yaglanma temelli kronik hastalik" veya etiyolojik faktorlerin,
yaglanma derecesinin ve eslik eden diger klinik o6zelliklerin daha biitiinlestirici bir

kombinasyonu gibi VKi'e dayanmayan alternatif yaklasimlar 6nerilmektedir (35, 36).

2.2. Karaciger Dokusu ve Obezite

Karaciger; glukoz ve lipid metabolizmasini diizenleyen, enerji diizenini saglayan,
hepatokinler araciligiyla diger dokularla iletigsim kurarak besin iglenmesi, depolanmasi ve
metabolik siirecleri yoneten bir organdir (37). Obezite ile meydana gelebilecek alkolsiiz
yagl karaciger hastaligi (AYKH) daha siddetli karaciger rahatsizliklarina neden olarak
karaciger sagligin1 nemli 6l¢iide etkileyebilmektedir. Obez bireylerin % 70’inde AYKH
goriilebilmekte, siroz ve hepatoselliiler karsinom gibi komplikasyonlara yol agmaktadir
(38).

Arastirmalar obezitede karacigerde yag birikimi, enflamasyon, insiilin direnci,
fibroz ve siroz gibi olaylarin meydana gelerek karaciger fonksiyonunu bozdugunu

gostermektedir (39). Ayn1 zamanda obezitede karaciger enzimlerinde bir yiikselis ve



viseral yag dokusu kaynakli ‘kronik diisiik seviyeli’ enflamasyon goriilebilmektedir (40).
Obezite, insiilin direnci ve dislipidemi yoluyla karaciger hastaligi riskini artiran
metabolik sendromla baglantili olup C-reaktif protein gibi enflamasyon belirteglerinin
artan seviyeleri, obez bireylerde karaciger hasariyla iliskilendirilmistir (38, 41).

Arastirmalar, TRPM2'nin AYKH ve insiilin direnci gibi obeziteyle iliskili
karaciger rahatsizliklarinin gelisimine katkida bulunan gesitli yolaklarda yer aldigini
gostermektedir. TRPM2 kanallarinin, obezitede yiikselen ve karaciger hasarina ve
karaciger yaglanmasina katkida bulunan ROT tarafindan aktive edildigi ortaya konmustur
(42). TRPM2 inhibisyonunun hepatositlerde lipid birikimini azalttig1 gosterilmistir. Bu
bulgu, TRPM2 aktivasyonunun karaciger yaglanmasinda baslica rol sahibi oldugunu
diistindiirmektedir (43).

2.3. Yag Dokusu ve Obezite

Yag dokusu (adipoz doku), enerji depolama, metabolik homeostazin
diizenlenmesi, organlarin korunmasi, hormon ve adipokin salgilama gibi bir¢ok islevi
olan bir bag doku tiirlidiir. Baslica iki ana yag doku tipinden beyaz yag doku (BYD) enerji
depolanmasindan sorumlu iken, diger tip olan kahverengi yag doku (KYD) enerji
tilketimi ve termogenez ayarlanmasinda rol oynamaktadirlar. KYD, viicutta bulunan
diger yag dokularindan farkli olarak yiiksek miktarda mitokondri igermektedir. Bu
mitokondriler, iglerindeki kahverengi pigment (sitokrom) sayesinde oksijeni daha etkin
bir sekilde kullanarak enerji iiretmekte ve bu siire¢ sirasinda 1s1 agiga ¢ikmaktadir. Bu
nedenle, kahverengi yag dokusu, viicut 1sisinin korunmasinda ve soguk havalara karsi
adaptasyonda 6nemli bir rol oynamaktadir. KYD, enerji tiretimi i¢in yag asitlerini okside
ederek viicutta yag depolanmasinin azalmasina ve enerji harcamasinin artmasina
yardimci olabilmektedir. Aktivasyonuyla birlikte, glukozu hizla tiiketerek metabolizmay1
hizlandirabilmekte ve insiilin duyarliligini artirabilmektedir (44, 45).

Beyaz yag doku, bejlesme denen bir siirecle kahverengi yag dokunun morfolojik
ve fizyolojik Ozelliklerine sahip olabilmektedir. Bej yag dokusu, beyaz yag dokunun
uncoupling protein 1 (UCPI1) ifade edilmesiyle olusurken, obezite durumunda
enflamasyon, yag doku insiilin hassasiyetini azaltan bej doku olusumunda disiisle
iliskilendirilmektedir (46).

Kemirgenlerde genellikle iki ana tip olan BYD ve KYD adipoz dokusu

bulunmaktadir. BYD c¢ogunlukla deri alt1 ve viicut geneline yayilmis, organlarin etrafinda



gozlenmektedir. KYD genellikle hayvanin boyun ve sirt bolgesinde yer alirken soguk
havalardan viicut 1s1sinin korunmasina yardimci olmaktadir (47).

Kemirgenlerdeki adipoz doku dagilimi ve islevleri, insanlardakinden farklilik
gostermektedir. Insanlarda genellikle ii¢ temel bolgesel yag deposu bulunmaktadir. Bu
yag depolari, viicutta farkli bolgelerde yerlesik olarak bulunmakta ve genetik, cinsiyet,
yasam tarzi gibi faktorlere bagl olarak degisiklik gosterebilmektedir. Abdominal yag,
karin bolgesinde yer alan yag depolama bolgesidir. Bu bolge, i¢ organlar etrafinda (viseral
yag) ve deri altinda (subkutan yag) olmak iizere iki ana alt boliime ayrilmaktadir. Viseral
yag, karaciger, pankreas ve diger i¢ organlarla yakindan iligkilidir ve metabolik saglik
tizerinde olumsuz etkilere sahip olmaktadir (47). Subkutan yag ise deri altinda bulunan
ve viicut formunu belirleyen yag depolama alanidir. Gluteofemoral yag, kalca (gluteus)
ve uyluk (femur) bolgesinde bulunan yag depolama alanmidir. Bu bdolge genellikle
kadinlarda daha fazla gelismistir ve estetik agidan viicut seklini belirlemede 6nemli rol
oynamaktadir. Gluteofemoral yag, enerji depolama ve koruma amaciyla kullanilmaktadir.
Intraabdominal (i¢ karin bélgesi) yag depolama alani, abdominal boslugun i¢inde bulunan
ve organlarmn etrafinda yer alan yag dokusunu ifade etmektedir. Intraabdominal yag,
genellikle viseral yag ile iliskilidir ve metabolik sendrom, tip-2 diyabet ve
kardiyovaskiiler hastalik riski gibi saglik sorunlarina katkida bulunmaktadir (44).

2.4. Obezite ve Metabolizma

Metabolizma; viicudun enerji tiretimi ve kullanimini diizenleyen karmasik bir
stire¢ olarak tanimlanmaktadir. Asir1 besin tiikketimiyle artan bazal metabolizma hiz1 ve
artan metabolik sinyaller hiicrelerin enflamasyon yaniti vermesine ve metabolik dengenin
bozulmasina neden olmaktadir (Sekil 2.1) (5). Obezite siklikla metabolik sendrom ile
iliskilendirilmektedir. Metabolik sendrom; obezite, yiiksek kan basinct, yiiksek trigliserid
seviyeleri, diisiik HDL (iyi) kolesterol seviyeleri ve insiilin direnci ile karakterize olup bu
durumlar da sistemik enflamasyonun artmasina katkida bulunmaktadir (4). Organizma
saglikli beslenirken metabolik yolaklar, patojen hassas yolaklar ve immiin yanit yolaklar
dengede olup sistem saglikl1 bir sekilde ¢aligmaktadir. Asir1 besin alimi1 ve bunun uzun
stire devam etmesi ile hem metabolik yolaklar hem de patojen hassas ve immiin yolaklar
asirt derecede indiiklenerek organizmada metabolik sendrom ve buna bagli olarak

sistemik enflamasyonun artmasina katkida bulunmaktadirlar (Sekil 2.1) (5).
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Sekil 2.1. Asir1 besin yiiklemesi sinyallerinin metabolik yolaklardan immiin

yanit yolaklarina dogru akis semasi (5).

Insiilin, pankreas tarafindan iiretilen ve kan sekerini (glukoz) diizenleyen bir
hormondur. Insiilin, hiicrelere glukozun alinmasmi saglamakta ve enerji {iretimi igin
kullanilmaktadir. Obez bireylerde, viicutta fazla miktarda biriken yag dokusu 6zellikle
karmn bolgesindeki viseral yag (i¢ organlar etrafindaki yag) insiilin direncini
artirabilmektedir. Insiilin direnci, hiicrelerin insiiline normalden daha az tepki
gostermesidir. Obez bireylerin viseral beyaz yag dokularindan adipokin denen gesitli
sitokinlerin anormal seviyede salgilanmasiyla gelisen patolojik bir durum olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Bu durumda, pankreas daha fazla insiilin iiretmekte ancak
hiicreler yeterince glukoz alamamaktadir. Sonu¢ olarak, kan sekerinin diizeyi
yiikselmekte (hiperglisemi) ve pankreas daha fazla insiilin liretmeye devam etmektedir
(6).

Obezitede, insiiline hassas adiponektin gibi anti-enflamatuvar etkili bu
molekiillerden bazilar1 azalirken; pro-enflamatuvar 6zellikli leptin, TNFa ve interlokin-6
(IL-6) gibi molekiillere rastlanmaktadir (4).

Obezite durumunda artan adipoz dokunun igindeki makrofaj sayis1 artmakta ve
ozellikle viseral yag dokusunda bu artis daha belirgin olmaktadir. Adipoz dokunun
normal gruplara gore obez gruplarda daha fazla enflamatuvar sitokinleri (TNFa, IL-6, IL-
1B, IL-8, TGFa gibi) salgiladig1r ve gen ifadesini artirdigr ortaya konmustur (48, 49).
Artan adipozite, yag ve karacigerde enflamatuvar yanitlar1 aktive etmekte ve sitokin-
kemokin iiretiminde artis olmaktadir. Monositler ve makrofajlar basta olmak {izere

immiin hiicreler indiiklenmekte ve lokal insiilin direncine neden olmaktadir. Karin
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yagindan kaynaklanan sitokinlerin ve lipidlerin portal iletimi hepatik enflamasyona ve
insiilin direncine katkida bulunmaktadir. Pro-enflamatuvar ve pro-aterojenik molekiiller
yag dokusunda ve Kkaracigerde iliskili immiin hiicrelerinde tretilmektedir. Bu
molekiillerin iiretimi, iskelet kasi ile diger dokularda insiilin direncine ek olarak
atardamar duvarlarinda anormal enflamatuvar ajanlarin olusumunu (aterom) tesvik
etmekte ve bu durumda sistemik enflamatuvar bir zayiflik meydana getirmektedir (Sekil
2.2) (50).
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Sekil 2.2. Obezite ile meydana gelen enflamasyonun kaynakli insiilin direnci ve

ateroskleroz olusumu (50).

Adipoz doku, sadece enerji depolamakla kalmayan, ayn1 zamanda ¢esitli biyolojik
fonksiyonlari yerine getiren dnemli bir endokrin organ olarak kabul edilmektedir. Icerdigi
bircok farkli protein ve peptid hormonlar1 sayesinde, viicut metabolizmasint ve
homeostazi diizenlemede aktif bir rol oynamaktadir. Adipogenez siireci, genellikle bir
dizi hiicresel ve molekiiler sinyallesmenin karmasik etkilesimleriyle diizenlenmektedir.
Bu sinyaller arasinda hormonlar (6rnegin, insiilin, leptin), biiyiime faktorleri (6rnegin,
insiilin benzeri biiyiime faktorii - IGF-1), nérotransmitterler ve diger hiicresel sinyaller
yer almaktadir. Ayrica, beslenme aligkanliklar1 ve genetik faktorler de adipogenez
slirecini etkileyebilmektedir (5, 51).

Leptin, adipoz doku tarafindan salgilanan, 167 aminoasitten olusan, 16 kilo dalton

(kDa) agirliginda, obez mutasyonu geni ile kodlanan ve enerji dengelemesinde kritik bir
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rol oynayan bir hormondur (52). Ayrica iskelet kasi, mide, gastrik epitelyum, plasenta ve
bobrek gibi dokulardan da salinimi olmaktadir. Leptin reseptorlerinin 6 farkli tipi
bulunmasina ragmen bunlardan sadece uzun izoformda olan islevseldir ve en fazla
hipotalamusta ifade edilerek hiicreler aras1 uzun sinyallesme alanina sahip olarak istahin
diizenlenmesini saglamaktadir. Leptin, beyindeki hipotalamus tarafindan algilanarak
istah1 baskilamakta ve enerji harcamasini diizenlemektedir. Kan-beyin bariyerini asarak
hipotalamus iizerinden istah1 azaltan anoreksijenik etkenleri indiikleyip istahin artmasina
neden olan oreksijenik etkenleri inhibe ederek besin aliminda azalma saglamakta ve
enerji harcanmasimi artirmaktadir. Bu sayede, leptin viicut agirliginin ve yag
depolanmasinin kontroliinde 6nemli bir faktor olarak goriilmektedir (53). Kadinlarda yag
oraninin dagiliminin farklilig1 ve fazla olmasi nedeniyle kandaki leptin seviyesi daha
yiiksek goriilmektedir. Benzer sekilde disi kemirgenlerin plazma leptin seviyeleri
erkeklere oranla daha yiiksek bulunmustur (54). Yag doku miktari arttik¢a leptin seviyesi
artmakta ve hipotalamustaki reseptorlere baglanma orani da artmaktadir ve obez
bireylerde leptin diizeyleri normal olsa bile beyinde leptin reseptorlerinin direng
gelistirmesi sonucu leptin sinyalleri etkili olmamaktadir. Bu duruma leptin direnci
denmektedir ve obezitenin siirdiiriilmesinde 6nemli bir faktdr oldugu tespit edilmistir
(55). Adipoz dokunun en bol salgiladigi proteinlerden bir digeri adiponektindir ve insiilin
duyarliligini artirict etkisi vardir ve anti-enflamatuvar 6zelliklere sahiptir. Adiponektin
diizeylerinin diisiik olmas, insiilin direnci, tip-2 diyabet ve kardiyovaskiiler hastalik riski
ile iliskilendirilebilmektedir (56).

TNFa pro-enflamatuvar bir sitokin olup, adipoz dokudan salinabilmektedir.
Yiiksek diizeylerde TNFo, sistemik enflamasyonu artirabilmekte ve metabolik saglik
tizerinde olumsuz etkilere sahip olabilmektedir (57). Adipoz dokudan salinan bir molekiil
olan IL-6 hem enflamatuvar hem de anti-enflamatuvar 6zelliklere sahip bir sitokin olarak
bilinmektedir. Adipoz dokudan salinan IL-6, metabolik sendrom, kardiyovaskiiler
hastaliklar ve kanser gibi durumlarla iliskilendirilmistir (57). Adipoz dokudan salinan
enflamatuvar sitokinler (6rnegin, TNFa, IL-6) ayn1 zamanda enerji dengesi iizerinde
etkili olmaktadir. Bu sitokinlerin artan diizeyleri, sistemik enflamasyonu artirarak
metabolik hastalik riskini de artirabilmektedir. Adipoz doku lipid metabolizmasi, enerji
dengesinin diizenlenmesinde kritik bir rol oynamaktadir. Yag asitlerinin depolanmasi ve
serbest birakilmasi, enerji depolama ve harcamasi arasinda dinamik bir denge

saglamaktadir (2, 58).



Obez dokusunda enflamasyona ait ilk bulgu zayif ve obez fare gruplar
karsilastirildiginda adipoz dokuda gozlenen TNFa seviyesi ile olmustur (59). Bu kesfin
ardindan bir¢ok ¢alismada insanlarda ve hayvanlarda obez durumuyla zayiflik durumu
arasinda enflamasyon durumu farkini ortaya koymus, enflamasyona bagli 1L-6, IL-1J,
CC motif benzeri kemokin ligand 2 (CCL2) gibi sitokinlerin obez dokularinda artist
gosterilmistir (50, 60). Obezite indiikli enflamasyonun zamanlamasina dair
caligmalardan Xu ve arkadaslar1 3 haftalik yiiksek yagli beslenme sonrasi yag dokuda
makrofaj iliskili genlerin ifadesini tespit etmis vel6 ile 26 haftalik diyetlerde daha etkili
artisla beraber yag yogunlugu arttik¢a insiilin direncini siddetlendirdigi sonucuna

varmiglardir (61).

2.5. Obezite ve Antioksidan Sistem

Oksidatif stres; viicutta serbest oksijen radikallerin fazla birikmesi ve bunlarin
hiicrelere zarar vermesi durumudur (62). Obezite, mekanik yiikii ve miyokardiyal
metabolizmayr artirmaktadir ve bu nedenle oksijen tiikketimi de artmaktadir.
Mitokondriyal solunumdaki artigla beraber siiperoksit, hidroksil radikali ve hidrojen
peroksit (H202") gibi reaktif okisjen tiirleri olusabilmektedir (63). Obezite, yiiksek glukoz
ve lipid seviyeleri, adipokinler ve kronik enflamasyon gibi faktorler nedeniyle serbest
radikal tretimini artirmaktadir (62, 64). Oksidatif stres, obezite ve buna bagh
komplikasyonlarda 6nemli rol oynarken hiicre yapisini bozarak metabolik sendrom,
diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser ve yasam siiresinin kisalmasina neden
olmaktadir (64, 65). Yiiksek yag ve yiiksek karbonhidrat igeren diyetler, oksidatif stresi
artirarak lipid peroksidasyon iiriinlerinin ve protein karbonilasyonunun artmasina neden
olmaktadir (66). Obezite, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon
peroksidaz (GPx) gibi antioksidan enzimlerin aktivitesini degistirebilmektedir (63). Obez
bireylerde SOD aktivite seviyelerinin genellikle daha diisiik oldugu bulunmustur. Bu
durum, obezite ile iliskili oksidatif stresin artmasina ve antioksidan savunma
mekanizmalarinin  zayiflamasina baglanmaktadir (67). Bazi c¢aligmalarda, obez
cocuklarin ve SODI1, SOD2 ve SOD3 genlerinde farkli tek niikleotid polimorfizmini
tasiyan obez bireylerin plazma SOD konsantrasyon ve aktivitesinin daha ytiksek oldugu
gozlemlenmistir. Bu artis arastirmacilar tarafindan viicudun oksidatif strese karsi bir

adaptasyon mekanizmasi olarak degerlendirilmistir (68).
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Rediikte Glutatyon (GSH); yapisi glutamik asit, sistein ve glisin olmak iizere iig
aminoasitten meydana gelen, hiicrelerdeki oksidatif stresle basa ¢ikmada ve antioksidan
sistemin desteklenmesinde 6nemli islevi olan tripeptit enzim olmayan bir molekiildiir
(69). Obezitede artan yag doku ile birlikte yiikselen ROT {iretimine karsilik, antioksidan
sistemlerin azalmasi ve GSH seviyelerinin tiikkenerek diismesi gozlemlenmistir (66).
Bununla birlikte obezitede GSH miktarinin artmasini saglayan antioksidan takviyelerin
enflamasyona kars1 koruyucu etki sagladigi tespit edilmistir (63).

Malondialdehit (MDA) gibi oksidatif stres belirtegleri, ¢oklu doymamis yag
asitlerinin peroksidasyonuyla olusan iiriinlerdir ve ¢alismalar VKI ile MDA seviyeleri
arasinda anlamli bir iligki oldugunu géstermistir (70). Arastirmalar, hem plazma hem de
idrar MDA konsantrasyonlarinin obez bireylerde obez olmayanlara kiyasla yiiksek
oldugunu ve obezite ile artan oksidatif stres arasinda dogrudan bir iliski oldugunu
gostermektedir (71). Kilo kaybi, MDA seviyelerinde O6nemli bir azalmaya yol
acabilmektedir. Ornegin, orlistat ile tedavi edilen obez bireylerde, kilo kayb1 sonrasi
MDA seviyelerinde belirgin bir diisiis gézlemlenmistir (72). Metabolik sendromu olan
obez bireylerde, metabolik sendromu olmayan obez bireylere gore MDA seviyeleri daha
yiksek bulunmustur ve bu da metabolik sendromun oksidatif stresi artirdigini

gostermektedir (72).

2.6. Obezitede Hemodinamik Parametreler

Damar ceperlerinde yag birikimi ile enflamasyon olusumuna eslik eden
ateroskeroz, atardamar sertlesmesiyle plak olusumunu hizlandirarak kan akigini
etkileyebilmektedir ve kardiyovaskiiler hastalik riskini artirmaktadir (5). Obezitede
hemodinamik parametreler, viicut agirhgindaki artisa bagl olarak énemli degisiklikler
gostermektedir. Bu degisiklikler, kalp hizi, kan basinci, kardiyak c¢iktilar ve periferik
direng gibi temel hemodinamik dl¢timleri icermektedir. Obez bireylerde kalp hizi ve kan
basinct genellikle artmaktadir (73). Bazi ¢alismalarda da obez bireylerde kalp hiz1 ve
ortalama arteriyel basingta belirgin azalmalar gézlemlenmistir (74). Obez bireylerde
kardiyak ¢ikt1 artarken, periferik direng genellikle azalmaktadir ve bu durum, obezite ile
iligkili hipertansiyonun temel nedenlerinden biri olarak goriilmektedir (73). Calismalar,
obezitenin elektrokardiyogram (EKG)'de sol ventrikiil hipertrofisi, diisiik QRS voltaji,
QTc uzamasi, T dalgas: diizlesmesi ve eksen kaymalar1 gibi ¢esitli anormalliklere yol
actigmi ve bu degisikliklerin kilo kaybiyla diizeltilebilecegini 6ne siirmektedir (75).

Bununla birlikte, obez hayvanlarda lipid ve endokrin farkliliklar gézlenirken kan basinci
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ve kalp atis hizi gibi hemodinamik o6l¢iimlerde anlamli farklilik bulunmadigr da
gosterilmistir (76). Baska bir arastirmada obez sicanlarda mekanik miyokardiyal
fonksiyonda bozulma ile birlikte kardiyak oksidatif streste artisg tespit edilmistir (77).

2.7. Obezite ve Genetik

Geligen teknoloji ile birlikte tek niikleotid degisimlerinin incelenmesi, genom
haritalamalar1 ve deney modelleri ile epigenetik etkilerin incelenmesi ile obezitenin
genetik ayrimi netlesmistir ve genel olarak ti¢ tipe ayrilmistir (78, 79). Monogenik tip
obezite, ozellikle leptin-melanokortin yolagmi etkileyen tek gen mutasyonu sonucu
olusmaktadir. Sendromik tip obezite ise nérogelisimsel bozukluklar ve diger organ/sistem
malformasyon fenotipleri ile iligkili olarak gelisen siddetli bir tipdir. Otozomal resesif
Bardet-Biedel sendromu, Frajil-X sendromu ve Prader-Willi sendromuna sahip bireyler
bu grup i¢in birincil Ornekleri teskil etmektedir. Sendromlarin getirdigi islev
bozukluklarinin yani sira, asir1 yeme ile klinik seyirlerini kotiilestiren bir etkiye sahiptir
ve bireylerin 6limiinii hizlandiran 6nemli bir etmendir (79). Poligenik tip obezite kilo
alimini tesvik eden ¢ok sayida genin toplam katkisi ile meydana gelmektedir. Genom
capl baglanti calismalar1 (GWAS) ile birgok obezite yatkinlik gen ve tek niikleotid
polimorfizmi (SNP) kesfedilmis ve bireylerde genetik birikim analizleri i¢in modeller
olusturulmustur (80). Monogenik tip obeziteye neden olan, istah ve beslenme diizenini
sekteye ugratan ve ¢ogunlukla iki kopya olarak bulundugunda etkin olan baglica genler
tabloda verilmistir (Tablo 2.1) (78, 81).

Tablo 2.1. Siddetli monogenik obeziteye katkisi olan baglica genler.

Gen adi Lokasyon Obezite fliskili klinik durum
Adenilat siklaz 3 Siddetli-
2p23.3 erken Tip-2 diyabet
(ADCY3) baglangig
Beyin-kokenli . )
Siddetli- hi Ktivite. bozuk
norotrofik faktor 11p14.1 erken Asir yeme, hipera tivite, bozu
' bilissel islev
(BDNF) baslangig
Kinaz supressor ras 2 12q24.22- Siddetli Cocuklukta agir1 yeme, insiilin
(KSR2) q24.23 1 direnci, azalan bazal metabolik hiz
) Siddetli- Asir yeme, hipogonadizm,
Leptin (LEP) 7932.1 erken néroendokrin/metabolik ve immiin
baslangig bozukluk
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Siddetli- Asirt yeme, hipogonadizm,

Leptin reseptor (LEPR) 1p31.3 erken noroendokrin/metabolik ve immiin
baslangic bozukluk
Melanokortin 4 reseptor Siddetli- Artan bliylime hizi, aglik instilin
(MC4R) 18g21.32 erken yiiksekligi, eksik baskilanmig
baslangi¢ biiylime hormonu
Proprotein konvertaz Siddeli- Astri yeme, bozuk glukoz
subtilisin/kexin tip 1 5g15 ¢ocuklukta homeostazi, azalmus biiytime,
baslanet hipotiroidi, hipokortizol,
(PCSK1) Fangle hipogonadizm
Proopiomelanokortin 2p23.3 Slgcﬁ(:rlgalllk Adrenokortikotropik hormon
(POMC) pes. ba);langlg eksikligi, kirmizi sag¢ ve soluk ten

Obezitede ozellikle yag dokusu ve kas olmak tiizere c¢esitli dokularda gen
ifadesinde 6nemli degisiklikler olabilmektedir. IL-6, TNFa ve IL-15 gibi enflamasyon
iliskili genlerin obez bireylerin yag hiicrelerinde, obez olmayan bireylerin yag hiicrelerine
gore anlamli derecede daha diisiikk seviyelerde ifade edildigi tespit edilmistir.
Enflamasyonla iliskili diger genlerin ifadelerini arastiran ¢aligmalar, bu genlerin obez
bireylerde daha yiiksek ifade edildigini bildirmistir (82). Arastirmalar, indiiklenebilir
sinir biiylime faktorii (VGF) ve komplement 3a reseptor 1 (C3aR1) gibi belirli genlerin
obez bireylerde metabolik diizensizlige katkida bulunabilecek sekilde degismis ifade
seviyeleri gosterdigini ortaya koymaktadir. Obez bireylerdeyag dokusu VGF gen ifadesi
daha diisiikken, C3aR1 gen ifadesi daha yiiksek olup, bu bulgu VGF ve C3aR1 genlerinin
obeziteyle olasi bir metabolik baglantis1 oldugunu diistindiirmektedir (83). Adiponektin
gen ifadesinin obeziteyle birlikte azaldigi bildirilmistir (84). Yag asidi sentaz1 (FASN) ve
niikleer solunum faktorii 1 (NRF1) gibi genlerin obez bireylerde 6nemli 6lgiide ifade
edildigi ve bu genlerin obezite lipid metabolizmasinda 6nemli rolleri olabilecegi
bildirilmigtir (85). Obez bireylerde kilo azalmasi i¢in yapilan diyetle birlikte meydana
gelen kilo kaybinda, 17p-hidroksisteroid dehidrogenaz-1 (HSD17B1) ve leptin (LEP)
genlerinin ifadelerinin azaldigi, dstrojen reseptorii-1 (ESR1) ve insiilin benzeri biiylime
faktorii baglayict protein 3 (IGFBP3) genlerinin ifadesinde diisiik oranda anlamli artis
oldugu tespit edilmistir (86).

Belirli mikroRNA'larin obezite gostergeleriyle negatif iligkisi bulunmus ve
metabolik yollarla ilgili ¢ok sayida mRNA'nin ifadesini etkiledikleri gésterilmistir (87).
Obezitede arteriyel dokularda ifadesi devamli degisebilen 20 gen tespit edilmis ve bu
genlerin ifade degisimlerinin obezitede damar sagligini etkileyebilecegi bildirilmistir
(88).
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Endiistrilesen diinyada bireylerin yiyecege ulasim sartlariyla birlikte cevresel
faktorlerin de degismesi epigenetik ve obezite iligkisine dair bilgileri artirmaktadir. DNA
metilasyonu, histon modifikasyonu ve gen-gevre iliskisi ¢alismalar1 daha ¢ok analizi
yapilan popiilasyonla sinirli olmasina ragmen, ¢ocukluktan itibaren GWAS arastirma

sonuglarinin da yardimiyla obezite risk oranini ortaya koymaktadir (80, 89).

2.8. TRP Kanal Proteinleri ve TRPM2

Memelilere ait 28 iiyesi olan TRP kanal proteinleri secici olmayan katyon
kanallar1 olup iki grup ve yedi alt sinifa ayrilmaktadir (Sekil 2.3) (13). Drosophila’da ilk
TRP kanal proteini oksijensiz bir siirecte Ca *? yogunlugunu artirmasiyla kesfedilmistir.
Mayalardan birgok memeliye kadar ¢esitli organizmalarda ¢alisilmiglardir. Siiper aile
olarak isimlendirilen TRP kanal proteinleri TRPC (kanonik), TRPA (ankrin), TRPV
(valinoid), TRPN (NOMPC) ve TRPM (melastatin) olarak 5 ana alt aileye ayrilmaktadir.
Ikinci aile grubu da TRPP (polisistin) ve TRPML (mukolipin) olarak gruplanmaktadir.
Transmembran gegisi alt: segment olan tiim TRP kanallar1 Ca *? tasima yetenegine sahip
olup tipleri arasinda kapasite farklilig1 géstermektedir. Tiim tiyelerden TRPC, TRPV ve
TRPM alt aileleri oksidatif stres ile aktiflestigi gosterilmistir (9, 90).
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Sekil 2.3. TRP siiper ailesi (91).

TRPM alt grubu 8 tip memeli homologa sahiptir ve bunlardan TRPM2 kanal
proteininin transmembran segmentlerinin her iki ucu da sitozole bakarken karboksi ucu
enzimatik aktivitede gorev almaktadir. ROT tarafindan aktive edilen Ca*?‘ye gegirgen
TRPM2 ve TRPMY kanallar1 oksidatif strese bagli hiicre dliimiinde rol almaktadirlar.
TRPM2 kanalinin Ca*? gecirgenligini aktive eden unsurlar olarak ADPR, nikotinamid
adenin diniikleotid (NAD) molekiilleri ve H202", oksidan tertbiitilhidroperoksit gibi
ROT’lar tespit edilmistir (9). Bu siireg, hiicrenin stres durumlarina karsi adaptasyonunu
ve hiicresel sinyal yolaklarini etkileyebilmektedir. TRPM2 gen ifadesi en fazla beyin
dokuda olmak iizere kemik iligi, dalak, karaciger, kalp, akciger dokularinda ve pankreatik
B ve immiin sistem hiicrelerinde tespit edilmistir. Bazi ¢alismalar TRPM2’nin fagositoz
ve saliniminda rol aldigini1 géstermistir (92). TRPM2 kanalinin disfonksiyonu veya asiri
aktivasyonu, norodejeneratif hastaliklarin (6rnegin, Alzheimer hastaligi) patogenezinde
rol oynayabilmekte ve oksidatif stres kosullarinda TRPM2 kanali aktivasyonunun

artmasina bagli olarak hiicresel hasarlara neden olabilmektedir (93). TRPM2 knock-out
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fareler yiiksek yagli diyetle beslendiginde dogal tip farelere oranla daha az obez olduklari
ve yaglanmaya direng gosterdikleri gdzlenmis bununla birlikte knock-out farelerin yag
ve karaciger dokularinda enflamasyon orani daha yiiksek bulunmustur. Yagli beslenen
TRPM2™ farelerin beyaz yag dokusunda IL-1B ve IL-6 seviyeleri azalirken, karaciger
sitokin enflamasyonunda da diisiis gozlenmistir (94). Yiiksek yagh diyetle beslenmede,
TRPM2’nin glukoz metabolizmasinda yer alan c¢evresel organlarda insiilin direnci ve

enflamasyonda 6nemli rolii olabilecegi ongoriilmektedir (Sekil 2.4).

a Normal b Tip-1 Diyabet ¢ Tip-2 Diyabet

2+
Ca* makrofaj Ca®

. .TRPMz : ‘ .TRPMz
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| Ca? \ .

e \
N f & —
pankreatik B hicresi \0 o/ o a5 insulin salinimi

5 o = Caq makrois @ ¢ O @ @
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® ® ° - i O @
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Oliimii ? ¢o ™"
instlin hassas doku & @ v l

@ insilln O sitokin (TNFa gibi) insiilin direnci

@ glukoz taglyic  me insiilin reseptori

a) Normal fizyolojik kosullar altinda, pankreas B hiicrelerinde ifade edilen TRPM2, insiilin
salgilanmasinda rol oynamaktadir. b) Tip-1 diyabet gelisimi sirasinda TRPM2, pankreas hiicrelerinde ve
immiinositlerde ifade edilmekte ve bu da enflamasyon ve B hiicre dliimiinde rol oynadigini
gdstermektedir. ¢) Immiinositlerde ifade edilen TRPM2, tip-2 diyabette beyaz yag dokusu ve karaciger
(insiiline duyarli dokular) gibi insiiline bagimli glukoz metabolizmasinda rol oynayan dokularda insiilin
duyarliliginin diizenlenmesinde rol oynamaktadir (92).

Sekil 2.4. TRPM2'nin diyabet gelisimindeki dngdriilen rolleri.

Yagl diyetle beslenen yabanil tip farelerin kalp ve iskelet kasinda kalmodulin
ifadesinin TRPM2” farelere oranla artmis oldugu ve TRPM2” farelerde yag dokuda
beslenme indiikli enflamasyonun zayifladigi tespit edilmisticr (94). Yapilan
aragtirmalarda enflamasyonu agirlagtiran kemokin iiretiminden sorumlu sinyallesmeyi

TRPM2’nin kontrol ettigi bulunmustur (95).
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Yiiksek yagh diyetle beslenen si¢anlarda diger TRP kanallar1 ile TRPM2 gen
ifadesi diizensizliginin metabolik olarak genis bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir
(96). TRPM2 proteinini hedef alan ¢alismalar, obez bireylerde insiilin salgilanmasini ve
glikoz metabolizmasini iyilestirerek tip-2 diyabet i¢in yeni tedaviler gelistirebilmeyi
hedeflemektedir (92). TRPM2'nin bir Ca*? kanal1 ve bir redoks sensorii olarak ¢ift rolii,
diizenlenmesinin obezitenin hem metabolik hem de enflamatuvar yonlerini ele
alabilecegini diisiindiirmektedir (97). TRPM2 aracili kalsiyum sinyallemesi, insiilin
direncini ve enerji metabolizmasin1 etkileyerek obez sicanlarda metabolik islev
bozuklugunda 6nemli bir rol oynamaktadir. Oksidatif stresle aktive olan bu iyon kanali,
obeziteyle iligkili metabolik bozukluklarda kritik olan glikoz metabolizmasinin ve

enflamasyonun diizensizligine katkida bulunmaktadir (92, 94).

2.9. Kurkumin

Zerdegal adiyla bilinen Curcuma longa bitkisinin kdklerinden elde edilen
Kurkumin, hidrofobik bir polifenoldiir (Sekil 2.5, Sekil 2.7) (98). Zerdegal; sar1 gigekleri
ve basit yesil yapraklari olan, ¢ok yillik yumrulu bir bitkidir (Sekil.2.6). Kurkuminoidler,
anti-enflamatuvar  aktiviteye sahip olup organizmanin antioksidan savunma
mekanizmasint indiiklemektedir (10). Kurkumin’in antioksidan aktivitesi, ozellikle
reaktivitesini artiran metoksi ve fenolik gruplar gibi fonksiyonel gruplarin varligi olmak

tizere molekiiler yapisindan 6nemli dlgtide etkilenmektedir (99).

0 o

HO OH

Sekil 2.5. Kurkumin’in kimyasal yapisi (100).
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Sekil 2.6. Zerdegal bitkisine ait ¢izim (101).

Sekil 2.7. Zerdecal kokii ve kokten elde edilen toz zerdecal

Bir¢ok arastirmada Kurkumin’in SOD, GSH, glutatyon-s-transferaz (GST) ve
GPx gibi antioksidan enzim ve biyomolekiillerin aktivitelerini artirdigi ve kanserde
Kurkumin’in lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi rapor edilmistir (11). Adipositlerde
mitojen aktive protein kinaz (MAPK) ve devaminda (ERK, JNK ve p38) fosforilasyonunu
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inhibe ettigi ve leptin reseptdriiniin fosforilasyonunu azaltarak leptin sinyallesmesini
bertaraf ettigi ortaya konmustur (102). Kurkumin’in bir diger mekanizmasi da yag dokuda
onciil enflamatuvar sitokin olan monosit kemo-gekici protein-1 (MCP-1)’i bloklayarak
makrofaj birikimini 6nlemesidir (103). Kurkumin’in TRPM2 kanal proteini gen ifadesini
hepatositlerde inhibe ettigi ayrica beyin TRPM2 gen ifadesini de azaltan bir etki
gosterdigi calismalarda tespit edilmistir (13).

2.10. Kurkumin ve Obezite

Obezitenin enflamasyonla birlikte seyrettigi ortaya konduktan sonra enflamasyon
Onleyici ya da azaltici diyetlerle ilgili ¢alismalar 6nem kazanmistir. Kurkumin’in
hipolipidemik ve plazma trigliserit seviyesini azaltan etkisi in vivo caligmalarda
gosterilmistir (104). Yiiksek yagh diyetle beslenen siganlarda serumda yiikselen
triacilgliserit seviyesinin Kurkumin takviyesiyle azaldigi ve hepatik triacilgliserit
konsantrasyonunu diisiirdiigii tespit edilmistir (105, 106). Kurkumin’in anti-obezite etkisi
esas olarak yag birikimini azaltma ve enerji harcanmasini artirma olarak kendini
gostermektedir (107, 108).

Diyete katki olarak anti-enflamatuvar takviye edici gidalarin eklenmesi, obezite
ve metabolik hastaliklara kars1 bir tedavi yaklasimi olabilmektedir. Ornegin, omega-3
poli-doymamis yag asitleri (n-3 PUFA) yiiksek yagl diyetle birlikte uygulandiginda
enflamatuvar sitokinlerin azaldigi ve insiilin direncinin zayifladigi gozlenmistir (109).
Obez ya da asir1 kilolu yetigkin gruplarda yapilan 10 haftalik Kurkumin takviyesinin,
obezitenin enflamasyon belirteglerinden yiiksek duyarli C-reaktif protein (CRP) ve IL-6
seviyelerinde azalma sagladigi tespit edilmistir (110). Kurkumin’in farelerde yag
agirhigini ve plazma leptin seviyesini azaltirken, plazma adiponektin seviyesini artirdigi
da bildirilmistir (111). Kurkumin, yag hiicrelerindeki mitokondriyal islevi destekleyerek
oksijen tiiketimini ve enerji harcamasi i¢in hayati 6nem tasiyan ATP iretimini
fazlalastirmakta ayrica beyaz yag dokusunun kahverengilesmesini kolaylastirirarak
UCPI’in ve enerji metabolizmasinin diger diizenleyicilerinin ifadesini artirmaktadir

(112).

2.11. Obezite Hayvan Modelleri

Hayvanlarda, YYD ile olusturulan obezite deneylerinde c¢ogunlukla genetik
homojenlikleri nedeniyle belirli bir irktan (6rnegin, Sprague-Dawley) deney hayvanlari
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kullanilmaktadir (113). Obez hayvan olusturma modelleri arasinda yer alan beslenme
manipiilasyon modellerinde hayvanlar, insanlarda yaygin olan obezogenik ortami taklit
etmek icin genellikle yag ve seker acgisindan zengin, yiiksek kalorili diyetlerle
beslenmektedir. Bu model ilk defa 1949 yilinda yari-sivi yiiksek lezzetli bir diyetle
beslenen siganlarda denenmistir. 1953 yilinda anne siitiinden ayrilmis fareler, yem
iceriginin % 50’si yag olarak beslenmis ve ilk kez beslenme indiiklii obez hayvan modeli
yapilmistir (114). Bir diger model olan kisitli diyet modelinde, hayvanlarin fiziksel
aktiviteye erisimi kisitlanmis veya yliksek kalorili yiyeceklere sinirsiz erigim saglanarak
obezite olusturulmustur. Genetik tip obezite modelinde ise genetigi degistirilmis
hayvanlar (6r. leptin eksikligi olan ob/ob si¢anlari) obezite mekanizmalarini incelemek
icin kullanilmaktadir (115). Obezite modelinde hayvan se¢iminde fare ve siganlarin 6ne
¢ikmasinin nedenleri arasinda insanlar gibi omnivor olmalari, genis tat algisi ile benzer
sinir ve sindirim sitemlerine sahip olmalart gibi nedenler sayilabilmektedir. Calisma igin
sec¢ilen modelde obezite takibi icin ilk ve temel olarak kilo artisi takibi diizenli olarak
Olciilmekte ve viicut agirligi birincil parametre olarak kabul edilmektedir. Hayvanlarin
yag kiitlesinin ¢ift enerjili X-151n1 absorbsiyometri veya manyetik rezonans goriintiileme
Olctimleri ile yag-yagsiz kiitle oran1 hesaplanarak viicut bilesimi hesaba katilmaktadir.
Obezite modellerinde standart olarak analiz edilen insiilin, kolesterol ve trigliserit gibi
metabolik parametreler kan testleri ile incelenebilmektedir. Modelin bir diger dogrulama
teknigi de gida alim ve hareket-etkinlik takibi ile olabilmektedir (116).

YYD hayvan besleme modellerinde, normal diyet yemi igerigine gore yag icerigi
cogunlukla doymus yaglar (Hindistan cevizi yagi gibi), tekli doymamais yaglar (zeytinyagi
gibi) ve ¢coklu doymamis yaglar (aycicegi yagi gibi) % 30 ile % 60 oraninda daha yiiksek
olan yemler tercih edilmektedir (117). Yiiksek yagli diyetler, hayvanlarda hizla kilo
alimina neden olabilmektedir ve metabolik sendrom belirtilerini tetikleyebilmektedir. Bu
sendrom genellikle obezite, insiilin direnci, dislipidemi (anormal kan lipid seviyeleri),

hipertansiyon ve karaciger yaglanmasi gibi durumlari icermektedir.
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3. MATERYAL VE METOT

Bu tez calismasi indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Uretim
Merkezi’nde (INUTF-DEHUM) ve Inonii Universitesi Biyoteknoloji Arastirma ve
Uygulama Merkezi’'nde gerceklestirildi. Bu ¢alismada tiim uygulamalar Inénii
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu tarafindan onaylanan (19/ 10/
2020 tarihli ve 2020/14-2 protokol no’lu karar) etik kurul protokoliine uygun sekilde
yapildi.

3.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Kurkumin (Sigma), Uretan (Etil Karbamat, TCI), Etilendiamintetraasetik Asit
(EDTA, Sigma-Aldrich), Ksantin (Sigma), Ksantin oksidaz (5UN-Sigma),
Nitrotetrazolium Blue Klor (Sigma), Sigir Serum Albiimin (Sigma), Trikloroasetik asit
(AppliChem), N-Butanol (Fluka), Potasyum Kloriir (KCI, Merck), Sodyum Kloriir
(NaCl, Sigma), 2-Tiyobarbiitirik Asit (Sigma), 5,5’-ditiyobis-2 nitrobenzoik asit (DTNB,
Sigma), Sodyum Dihidrojen Fosfat (NaH:POs. H20, Riedel-de-Haen), Disodyum
Hidrojen Fosfat (Na2HPOs4. 7H20, Riedelde-Haen), Fosforik Asit (H3sPOs, %85’lik,
Riedel-de-Haen), 1,1,3,3, Tetramethoksipropan (Sigma-Aldrich), sodyum hidroksit
(NaOH, Sigma-Aldrich), tri sodyum sitrat (Sigma-Aldrich), potasyum dihidrojen fosfat
(KH2PO4, Sigma-Aldrich), Dipotasyum Hidrojen Fosfat (K:HPO4, Sigma-Aldrich),
Hidrojen Peroksit (H20., Sigma-Aldrich) Na-K-tartarat (Sigma-Aldrich), bakir stilfat
(CuSOQg4, Sigma), Etidyum bromid (EtBr, Fisher Scientific), Agaroz (Sigma), Sodyum
Sitrat Tri-bazik Dihidrat (Sigma), Sodyum Asetat (Sigma), Guanidin Tiyosiyanat
(Sigma), Hidroklorik Asit (HCI, Sigma), IL-6 ve IL-1B ELISA analizleri ELK
Biotechnology, TRPM2 ELISA analizi Sunlong Biotech, CRP, insiilin ve TNFa ELISA
analizleri Elabscience firmalarindan temin edilmistir. RNA saflastirma kitleri, cDNA

sentez kiti, gQPZT i¢in gerekli master mix ve primerler Qiagen firmasindan tedarik edildi.

3.2. Kullanilan Alet ve Gerecler

Hemodinami ve EKG analizlerinde BIOPAC MP-100 cihazi (BIOPAC Systems,
Inc., Santa Barbara, CA), seker 6l¢iimiinde Contour Plus marka glikometre cihazi, gergek
zamanli gPZT analizlerinde Roche marka LC96 model ger¢ek zamanli qPZT cihazi,

tartimlarda Denver Instrument marka terazi, Ohaus marka hassas terazi, Biorad marka
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elektroforez gii¢c kaynagi, Retsch marka MM400 model bilyeli par¢alama sistemi, Mettler
Toledo marka EL20 model pH metre, Hettich-zetrifugen marka 200 model sogutmali
masalistli santrifiij cihazi, Hermle marka Z216MK model mikro santrifiij, EpochBiotek
marka spektrofotometre cihazi, Heidolph marka vorteks, Heidolph marka manyetik
karistirici, Scotsmann marka buz makinesi, Leica marka mikrotom ve mikroskop
kullanildi.

3.3. Gruplarin ve Beslenme Modelinin Olusturulmasi

INU-DEHUM tarafindan temin edilen 60 adet erkek Sprague Dawley soyundan
sigan, anne siitiinden ayrildigindan itibaren (21 giinliik-3 hafta) beslenme modeli igin tekli
kafeslere alindi. Hayvanlar, yapilan gii¢ analizine gore tip I hata miktari (alfa) 0.05, testin
gilicli (1-beta) 0.8 oldugundan her grupta en az 12 hayvan olmak iizere toplamda 60
hayvandan olusan 5 deney grubu rastgele atama yontemiyle asagidaki gibi ayrildi (Tablo
3.1).

Tablo 3.1. Deney gruplar1 ve semasi.

1;%%22 gg?rl:]gfa ‘/ 9 > 12 haftanin sonunda
yemle beslendi. = Gtenazi yapildi.
12 hafta normal
emle beslenen 0%
gr)l/,lba Kurkumin'in ‘/ jf, 12 haftanin sonunda
¢oziicii oral yolla — otenazi yapildi.
verildi. e
12 hafta normal A
ygTulbeabgrlﬁgi%%u / ‘ / P 12 haftanin sonunda
mg/kg Kurkumin NN Otenazi yapildi.
oral yolla verildi. —_
12 hafta yagh yemle K ~ 52
< beslenip bagka , > 12 haftanin sonunda
e uygulama ZNDANE Gtenazi yapildi.
yapilmadi. <
12 hafta yagh yemle &
Yagh be?rlg}'r%e 3{,‘;'60 ﬁ \ AN haftanin sonunda
Yem+Kurkumin R AN E Gtenazi yapildi.
uygulandi. —
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1. Kontrol grubu: Bu gruptaki siganlar 12 hafta boyunca normal yem ile beslendi ve
herhangi bir uygulama yapilmadi.

2. Tasit grubu: Bu gruptaki siganlar 12 hafta boyunca normal yem ile beslendi ve
siganlara deney siiresince Kurkumin’in ¢oziiciisii olan musir yagi 1 ml olarak oral
yolla uygulanda.

3. Kurkumin (Kur) grubu: Bu gruptaki siganlar 12 hafta boyunca normal yem ile
beslendi ve siganlara 12 hafta boyunca 60 mg/kg viicut agirliginda (v.a) gavaj yoluyla
misir yaginda ¢oziilen Kurkumin uygulamasi yapildi.

4. Yagh Yem (YY) grubu: Bu gruptaki siganlara 12 hafta boyunca yiiksek yagli yem
verildi.

5. Yagh Yem + Kurkumin (YY + Kur) grubu: Bu gruptaki si¢anlara 12 hafta boyunca

hem yagli yem hem de 60 mg/kg v.a Kurkumin oral yolla verildi.

Tiim siganlar, tiikketim yarist ve verilerin dogru olmasi adina bireysel olarak tekli
kafeslerde 12 hafta boyunca giinliik tiikettikleri yem ve agirlik 6l¢iimii yapilarak takip
edildi. Deney siiresince siganlar sicakligin 21 °C ve ortam neminin % 55-60 oldugu, 12
saat aydinlik-karanlik uygulanan odalarda, ad libitum olarak normal musluk suyu ve besin
saglanarak ayn1 bakim sartlar1 altinda tutuldu. Kontrol diyeti standart laboratuvar sigan
yeminden (chow) olusturuldu (ARDEN Arastirma & Deney, Ankara). Kullanilan standart
yemin metabolize edilebilir enerjisi 2.6 kkal/gr’di. Yiiksek yagh yem; standart yemin %
60 oraninda palm yag1 icerdigi sekilde hazirlandi (ARDEN Arastirma & Deney, Ankara).
Standart yem ve yiiksek yagli yem igerik bilgileri Tablo 3.2’de verildi. Beslenme siiresi
boyunca her hafta sicanlarin kuyruk kanlarindan glikometre cihazi (Contour, Bayer

Ascensia) ve tek kullanimlik uglari ile kan glukoz 6l¢timleri yapildi.

Tablo 3.2. Standart ve yiiksek yagl yem igerikleri.

Enerji ve Besin Ogesi Standart Yem Yiiksek Yagh Yem
%gr %kkal %agr % kkal

Protein 541 59.6 26.2 20
Karbonhidrat 20.0 30.8 26.3 20
Yag 2.7 9.3 34.9 60
Toplam enerji (kkal/gr) 2.6 5.24
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Obezitenin belirlenmesinde Lee indeksi kullanildi. 12 haftanin sonunda siganlarin
nazo-anal uzunluklar ve agirliklar kullanilarak her bir hayvanin Lee indeksi hesaplandi
(118).

Lee indeksi formulii:

VVicut agirligy (gr)

: e
Lee Indek =
ee Indeksi (cm3) Nazo — anal uzunluk (cm)

Siganlarin hemodinami analizlerinin ardindan 6tenazi yapilarak dokular alindi.

3.4. Kurkumin Hazirlamsi

Kurkumin, 1 ml misir yagi i¢inde en az 5 dakika vortekslenerek iyice ¢oziildii ve
giinliik olarak hazirlandi. Siganlarin giinliik tartimiyla agirlik oranlaria gore belirlenen

miktari oral gavaj yontemiyle uygulandi (119).

3.5. Hemodinami, Elektokardiyogram ve Elektrofizyolojik Analizler

Siganlar 1.2 gr / kg v.a iiretan (etil karbamat) ile anestezi altina alindiktan sonra
sol Kkarotid arterleri dikkatlice kaniile edilerek 3 elektrotlu EKG ile hemodinamik
parametreler olarak sistolik, diyastolik, ortalama kan basinct ve EKG patolojileri 6l¢iildii
(Sekil 3.1). Lambeth Convention kriterlerine gére hem aritmi ¢esitliligi hem de PR, QRS
ve QT siireleri hesaplandi. Deney protokolii tamamlandiktan sonra vena kava inferiordan

kan ornekleri ve diger analizler i¢in doku 6rnekleri alindi.
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Sekil 3.1. EKG 6l¢iimii i¢in kaniile edilen sigan

3.6. Biyokimyasal Analizler

Hayvanlardan toplanan kan ornekleri 10 ml’lik kan ayirma tiiplerine alinip
santrifiij edildi ve serumun ayrilmasi saglandi. Elde edilen serum 6rnekleri mikro santrifiij
tiiplerine ayrilarak analiz edilinceye kadar -80 °C’de saklandi. Serum 6rneklerinin bir
kismindan Inonii Universitesi Merkez Laboratuvari'nda Beckmann Coulter AU5800
cihazi ile glukoz, aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT), alkalen
fosfataz (ALP), total protein, albiimin, iire, kreatinin, trigliserid, kolesterol, yiiksek
yogunluklu lipoprotein (HDL), diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) ve ¢ok diisiik
yogunluklu lipoprotein (VLDL) analizleri yapildi.
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3.6.1. Malondialdehit Analizi (MDA)

Sican karaciger doku 6rnekleri Mihara ve Uchiyama’nin yontemine gore ¢aligildi
(120). Doku ornekleri % 1.15 KCI ¢ozeltisi ile %10 konsantrasyonda olacak sekilde
15000 devir/dakika homojenizatdr kullanilarak 1 dakika siiresince buz {izerinde

pargalandi. Homojenat 6rnekleri dogrudan analiz i¢in kullanildi.

Tablo 3.3. MDA analiz reaksiyon tablosu.

Reaktifler Miktar
Homojenat 250 ul
%1 Fosforik Asit 15004

500 ul

% 0.6 (Tiyobarbiitirik Asit) TBA

Tablo 3.3’te belirtilen oranlara goére cam tiiplerde hazirlanan karisimlar
vortekslendikten sonra en az 95 derecede 1 saat suda birakildi. Siire sonunda sogutulan
tiiplere 2 ml n-butanol eklendi, sonra en az 5 dakika kuvvetlice vortekslendi. Ornek tiipleri
1500 x g hizinda faz ayrimini saglamak amaciyla en az 20 dakika santrifiij edildi. Renkli
faz kisimlarin absorbans degerleri sprektrofotometrik olarak 520 ve 535 nm dalga
boyunda okundu ve 1,1°,3,3° tetrametoksipropan ile hazirlanmig standart grafiginden
MDA konsantrasyonlar1 degerlendirildi ve nmol/gram yas doku (g.y.d) olarak sonug

hesaplandi.

3.6.2. Bakir-Cinko Siiperoksit Dismutaz Analizi (Cu-Zn SOD)

Karaciger doku orneklerindeki SOD aktivitesi Sun ve arkadaslarinin metoduna
gore analiz edildi (121). Doku 6rnekleri distile su ile %10 konsantrasyonda olacak sekilde
15000 devir/dakika homojenizator kullanilarak 1 dakika siiresince buz iizerinde
pargalandi. Mikrosantrifiij tiiplerine alinan homojenatlar 8000 x g hizinda 20 dakika
boyunca santrifiij edildi. Elde edilen siipernatan iizerine 3:5 oraninda hazirlanan
kloroform/etanol karisimindan 1:1 oraninda eklendi ve bu karigim 1500 X g hizinda 20
dakika santrifiij edildi. En iistte olusan berrak kloroform fazindan alinan 6rnekler CuZn-

SOD analizi i¢in kullanildi.
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Tablo 3.4. SOD analiz reaksiyon tablosu.

Reaktifler Ornek  Kor

Analiz reaktifi (0.3 mM/L ksantin,

0.6 MM/L NazEDTA, 150 pmol/L, NBT, 242 Ml 2.45ml

400 mmol/L Na2COs, 1 g/L BSA)

Siipernatan 0.5ml )

Distile Su 0.5 ml )
0.05ml 0.05ml

Ksantin Oksidaz (167 U/L)

Tablo 3.4’te yer alan tiim reaktifler eklendikten sonra vortekslenip oda
sicakliginda, karanlikta 20 dakika boyunca inkiibasyona birakildi. Siire sonunda tiiplere
1 ml CuCl> (0.8 mmol/L) eklenerek reaksiyon durduruldu. Spektrofotometrede distile su
ile sifirlama yapildiktan sonra 560 nm dalga boyunda absorbans degerleri oOlciildii ve

enzim aktivitesi U/gr protein olarak asagidaki formiile gore hesaplandi.

Absorbans (kér)—Absorbans (numune)

Absorbans (kér) x 100

% inhibisyon =

% inhibisyon

U/ml SOD = ———
% 50 inhibisyon

3.6.3. Rediikte Glutatyon Analizi (GSH)

Sican karaciger doku orneklerinden glutatyon tayini Ellman’in yontemine gore
analiz edildi (122). Doku ornekleri distile su ile %10 konsantrasyonda olacak sekilde
mekanik olarak 15000 devir/dakika homojenizator kullanilarak 1 dakika stiresince buz
tizerinde pargalandi. Homojenatlar mikro santrifiij tiiplerinde 1500 X g hiz1 4 °C’de 15
dakika santrifiij edildi. Stipernatanlar farkli tiiplerde 1:1 oraninda %10 trikloroasetik asit
(TCA) ile karistirilarak tekrar santrifiij edildi ve elde edilen siipernatanlar GSH analizi

i¢in kullanildi.
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Tablo 3.5. GSH analiz reaksiyon tablosu.

Reaktifler Ornek Kor
%10’luk Homojenat 500l -
Aml 4ml

0.3 M NazHPO4

5,5-ditiyo-bis-(2-nitrobenzoik asit)-DTNB 500 ul - 500 pl
(4 mg DTNB+10 ml %1°lik trisodyum sitrat)

Distile Su i 500 ul

Tablo 3.5’te verilen GSH reaktif karigimlarina 6rnekler ve ayn1 miktarda DTNB
eklendikten sonra vortekslenip oda sicakliginda, karanlikta 5-10 dakika inkiibasyona
birakildi. Hazirlanan glutatyon standart grafigi ile 410 nm’de okunan absorbans degerleri

karsilastirildi ve sonuglar pmol/gram yas doku (umol/gyd) olarak verildi.
3.6.4. Katalaz (CAT) Analizi

Karaciger doku orneklerindeki CAT aktivitesi Luck’un metoduna gore analiz
edildi (123). Doku 6rnekleri distile su ile %10 konsantrasyon olacak sekilde mekanik
olarak 15000 devir/dakika homojenizator kullanilarak 1 dakika siiresince buz {lizerinde
parcalandi. Mikrosantrifiij tiiplerine alinan homojenatlar 8000 x g hizinda 20 dakika
boyunca santrifiij edildi.

Tablo 3.6. Katalaz analiz reaksiyon tablosu.

Reaktifler Ornek  Kér

Fosfat Tamponu (50 mM, ph: 7.0) 2.99 mi

H202’li Fosfat Tamponu 299ml 0.01ml
0.01 ml -

Siipernatant

Spektrofotometre kinetik okuma i¢in 240 nm dalga boyuna ayarlanip kor ile

stfirland1 ve ornekler eklendikten sonra absorbans ol¢iimleri 15 saniyede bir olacak
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sekilde 90 saniye boyunca 6l¢iildii. Azalan absorbans degerleri kaydedildi ve dogrusal
azalma aralig1 degerlendirilerek enzim aktivitesi K / gr protein olarak asagida verilen
formiil ile hesaplandi.

2.3xlog (ilk absorbans/Son absorbans) L
K= x sulandirma faktori

At (6l¢lim siiresi, sn)

K/ gr protein = Py

K = katalaz aktivite sabitesi

3.6.5. Protein Tayini

Orneklerde bulunan protein miktar hesab: standart olarak sigir serum albiimin

kullanilan Biiiret yontemi ile hesaplandi (124).

3.6.6. ELISA Analizleri

Hayvanlardan alinan kan dokuya ait serumlarin diger bir kismi1 ELISA analizi i¢in
kullanildi. Serum Grneklerinden C-Reaktif protein (CRP- Elabscience, Lot:
61FW7UWEUK), insiilin (Elabscience, Lot: Q97CJ96G2U) ve tiimor nekroz faktor alfa
(TNFo, Elabscience, Lot: YCYRDT3Z9Y) protokole uygun bir sekilde galisildi.

ELISA plate kuyucuklarina serum érneklerinden 100 pl numune eklendi ve 37
°C’de 90 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi kuyucuklar pipetle tamamen
temizlendi, hizli bir sekilde kitte bulunan Biotinli Antikor tespit soliisyonundan
(Biotinylated Detection Ab working solution) 100 ul eklendi, plate tekrar 1 saat 37 °C’de
inkiibasyona birakildi. Bu islemlerden sonra tiim kuyucuklar aspire edildi ve her
kuyucuga 350 pl kitte hazir bulunan yikama soliisyonu (Wash Buffer) eklendi ve daha
sonra soliisyon aspire edildi. Bu yitkama islemi 3 kez tekrar edildi, sonra kuyucuklara 100
ul HRP bagli ¢alisma soliisyonu (HRP Conjugate Work Solution) eklenip plate 37 °C’de
30 dakika inkiibasyona birakildi. Daha 6nceki yikama iglemi ile ayni olacak sekilde 5 kez
daha yikama yapildi. Daha sonra kuyucuklara 90 ul ayrag soliisyonu (Substrate Reagent)
eklenip tekrar 37 °C’de 15 dakika inkiibasyona birakildi. Son olarak kuyucuklara 50 pl
reaksiyon durdurma soliisyonu (Stop Solution) eklendi ve 450 nm’de spektrofotometre

cihazinda 6lgiim alindi.
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Hayvanlardan elde edilen karaciger dokularinin bir kismindan ELISA yontemi ile
interlokin-6 (IL-6, ELK Biotechnology, Lot: 17561106), interlokin 1 beta (IL-1p8, ELK
Biotechnology, Lot: 17561270) ve Transient Receptor Potential Melastatin-2 (TRPM2,
Sunlong Biotech, Lot: 20240520) kit protokollerine uygun olarak protein analizleri
yapildi. Doku oOrnekleri % 10’luk fosfat-salin tamponu (PBS) iginde buz iizerinde
homojenize edildikten sonra 1000 x g hizinda 20 dakika boyunca santrifiij edildi.
Stipernatantlar ¢alisma 6ncesi 1/5 oraninda kit i¢inde bulunan su ile diliie edildi ve
TRPM2 kuyucuklarmma 50 ul, IL-6 ve IL-1B kuyucuklarma 100’er pl eklendi. Kit
protokollerine gére numuneler sirasiyla 30 dakika ve 80 dakika 37°C’de inkiibasyona
birakildi ve ardindan yikama protokolii uygulandi. Sirasiyla HRP-bagli ve Biotinli antikor
soliisyonu eklenip 30 dakika ve 50 dakika 37 °C’de inkiibasyona birakildi ve ardindan
yikama protokolii uygulandi. Interlokin kitleri igin yikama sonrasi Streptavidinli soliisyon
eklendikten sonra 50 dakika 37 °C’de inkiibasyon tekrarlandi. Sirasiyla kromojen
soliisyonlar eklendikten sonra tekrar 37 °C’de inkiibasyon 30 dakikayi ge¢meyecek
sekilde tekrarlandi ve siire sonunda durdurma (stop) soliisyonu eklenerek olusan sar1 renk
450 nm’de spektrofotometrede Sl¢iildii.

Standart soliisyonlardan elde edilen 6l¢iimler ile analiz sonuglarinda 6rneklerde

bulunan protein miktarlar1 hesaplandi.

3.7. Molekiiler Genetik Analizler
3.7.1. RNA Saflastirilmasi

Dokulardan RNA saflastirilmast Qiagen izolasyon kitleri (RNeasy Fibrous Tissue Mini
Kit, AllPrep RNA FFPE Kit, Lot: 172038092) protokoliine gore gerceklestirildi. Elde
edilen karaciger doku ornekleri % 10 homojenat olacak sekilde RLT soliisyonu i¢inde
toplam 1 dakika boyunca 30 Hz hiz ile bilyeli pargalayicida (Retsch MM 400, Almanya)
homojenize edildi Elde edilen homojenatlar 3 dakika 15000 x g hizinda santrifiij edildi
ve sonrasinda siipernatanlar farkli tiiplere aktarildi. Numuneler 1:1 oraninda % 70 etanol
ile karistir1ldi, spin-kolon tiiplerine alindi. Spin-kolon tiipleri 8000 x g’de 15 saniye (sn)
santrifiij edildikten sonra kolonda biriken sivi dokiildii kalan 6rnek i¢in bu islem
tekrarlandi. Bu asamada DNA kontaminasyonunu 6nlemek amaciyla DNaz soliisyonu
filtre lizerine eklenip 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Filtreli tiipe 700 pl RW1
soliisyonu eklenip 8000 x g hizinda 15 saniye santrifiij edildi ve kolonda biriken sivi

atildi. Daha sonra filtreli tiipe 500 pul RPE soliisyonu eklenip 8000 X g hizinda 15 saniye
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santrifiij edildi ve kolonda biriken siv1 atildi. Tekrar filtreli tiipe 500 ul RPE soliisyonu
eklenip 8000 x g hizinda 2 dakika santrifiij edildi ve kolonda biriken siv1 atild1. Filtreli
tiipler steril RNaz-DNaz temiz mikro santrifiij tiiplerine alinarak tizerine 30-50 ul RNaz-
DNaz temiz su eklenip 8000 x g hizinda 1 dakika santrifiij edildi. Tiiplerde toplanan
stvilardaki RNA miktarlar1 spektrofotometrik olarak Biotek-Gen5 programinda ng/ul
olarak ¢lgiildi (Tablo 3.7) ve % 1 agaroz jelinde kosturularak elde edilen RNA safligi
kontrol edildi (Sekil 3.2).

Tablo 3.7. Doku 6rneklerinden elde edilen toplam RNA 6l¢tim sonuglari.

Karaciger
Ornekno  doku toglam 28%21?10
RNA (ng/nl)
1 621.61 2.03
2 1231.75 2.04
3 873.04 2.03
4 2000.11 2.02
5 131541 2.04
6 1287.58 2.04
7 1101.71 2.04
8 1470.17 2.05
9 975.36 2.03
10 1663.29 2.04
11 1688.34 2.03
12 1374.59 2.04
13 2788.12 1.82
14 1009.34 2.03
15 2543.34 1.97
16 1641.43 2.03
17 1576.89 2.04
18 2006.35 2.02
19 2390.13 2.00
20 1214.75 2.04
21 1738.33 2.04
22 1746.50 2.04
23 794.89 2.03
24 884.02 2.04
25 1162.45 2.05
26 1026.88 2.02
27 1090.63 2.01
28 1130.39 2.04
29 1105.24 2.03
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30 1167.71 2.04
31 2227.23 2.01
32 1214.28 2.03
33 2310.55 2.01
34 1619.98 2.03
35 895.11 2.06
36 703.13 2.05
37 993.43 2.07
38 435.43 2.04
39 793.20 2.06
40 1582.34 2.06
41 656.23 2.05
42 585.03 2.06
43 638.23 2.04
44 1018.64 2.03
45 463.86 2.04
46 1104.49 2.07
47 1381.88 2.03
48 1105.49 2.02
49 692.20 2.02
50 1610.72 201
51 1890.45 2.02
52 1166.17 2.02
53 2126.49 2.01
54 1506.70 2.04
55 1297.12 2.04
56 1540.57 2.02
57 2173.81 2.00
58 1652.26 2.02
59 2077.26 2.00
60 1264.76 2.02

Sekil 3.2. Gruplara ait toplam RNA % 1 agaroz jel goriintiisii

Yy

YY+Kur

Kur

Tasit

Kontrol
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3.7.2. cDNA Sentezi

Karaciger doku orneklerinden saflastirilan toplam RNA’dan 1000 ng miktarlar
kullanilarak Qiagen- Quantitect Reverse Transcription Kit (Lot: 175027255) protokoliine
uygun olarak cDNA sentezi gerceklestirildi. Ornek basma 2 pl cDNA Wipeout buffer
eklendikten sonra belirlenen konsatrasyonlara gore her bir 6rnek igin RNA ve saf su ile
hacim 14 pl olarak tamamlandi. Ornekler 2 dakika boyunca 42 °C’de inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonras1 her bir tiipe 1 pl Quantiscript Reverse Transcriptase, 4 pl
Quantiscript RT Buffer ve 1 pl RT Primer Mix eklenerek toplam hacim 20 ul’ye
tamamlandi ve numuneler 15 dakika boyunca 42 °C ve 3 dakika boyunca 95 °C’de inkiibe
edildi. Elde edilen cDNA 6rnekleri analize kadar -80 °C’de sakland.

3.7.3. Ger¢ek Zamanh Kantitatif Polimeraz Zincir Tepkimesi (RT-gqPZT)

Analizi

TRPM2 ve p-aktin cDNA 6rnekleri kullanilarak Roche Light Cycler 96 RT-qPZT
cihazinda Qiagen marka RT? SYBR Green pPCR Master Mix Kiti (Lot: 77502015) ile
gen ifadelerine bakildi. Kit protokoliine gore her bir reaksiyon igin 12.5 ul SYBR Green
master mix, 1 ul cDNA, 1 pl primer ve 10.5 pl saf su ile toplamda 25 pl PZT karigimi
hazirlandi. 10 dakika 95 °C’de denaturasyonun ardindan, 15 saniye 95 °C ve 1 dakika 60
°C dongiist ile 45 dongii olarak ¢ogaltim saglandi. Her 6rnegin ¢cDNA’s1 f-aktin ve
TRPM2 genlerine 6zgii primerler ile ¢ogaltilarak, sonuglar f-aktin genine oranland: ve
Livak’mn 2-*CT metodu ile gen ifadesi hesapland: (125). Cogaltilan genlere ait primer
bilgileri asagidaki tabloda verildi (Tablo 3.8).

Tablo 3.8. Primer bilgileri. Ileri primer (F), geri primer (R).

Uriin
G ] S Ref. Sekans
en Primer dizileri bityiikliigii
Number
F:5’GCTCCTAGCACCATGAAGAT 3’
NM_031144.3 127

B-aktin R:5’GATCAGCAAGCAGGAGTACG 3’
F: 5 AGGAACACGGACAATGCCTG 3> NM_001011559
TRPM2  R.5° GAAGTCGAGGTGTAGTAAGA 3’ 1
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3.8. Histopatolojik Analizler

Deneysel uygulamalar sonrasinda si¢anlarin nekropsileri gergeklestirilerek
karaciger, bobrek, kalp, kas ve yag dokularindan elde edilen 6rnekleri % 10’luk PBS
tamponlu formalin igerisine alindilar. Rutin islemlerin ardindan hazirlanan doku parafin
bloklarindan 5 um kalinliginda alinan kesitler hematoksilen-eozin (H-E) ile boyanarak

mikroskopta degerlendirildi.

3.9. istatistiksel Analizler

Verilerin analizlerinde IBM SPSS Versiyon 26.0 Istatistik programi ile MedCalc
Versiyon 23.0.9 Istatistik programi kullanildi. Verilerin normal dagilima uygunluklar
Shapiro Wilk testiyle varyans homojenligi Levene testi ile incelendi. Dagilimlarin
parametrik ve non parametrik olma durumlarina goére sirasiyla, istatistik analizlerde
ANOVA, tek yonlii varyans analizi ile Tuksey HSD ya da Tamhane post hoc testleri ve
Kruskal Wallis ile Conover post hoc testleri uygun olan yerlerde kullanildi. Hayvanlarin
viicut ve tiikettikleri yem agirliklar1 ile kan sekeri ol¢lim ve Lee indeksi sonuglari
ANOVA, Tukey HSD post hoc testleri ile analiz edildi. Organ agirliklar1 verilerinin
analizinde karaciger i¢in Tukey HSD, kalp ve bobrek i¢in Tamhane post hoc testleri
yapildi. EKG 6l¢iim sonuglari, serum biyokimya parametreleri, MDA ve GSH seviyeleri
ile SOD ve CAT aktivitelerinin gruplar arasi karsilastirilmasinda parametrik dagilim
gosteren veriler icin ANOVA, tek yonlil varyans analizi ile Tukey HSD post hoc testi
yapilirken, non parametrik veriler i¢in Kruskal Wallis, Conover post hoc test yapildi.
ELISA sonuglarinin gruplar arasi karsilastiritlmasinda ANOVA testi sonras1t TRPM2, IL-
6, IL-1B ve TNFa igin Tamhane post hoc testi, CRP, insiilin, TRPM?2 / -aktin gen ifadesi
analizeri i¢in Tukey HSD post hoc testleri kullanildi. Normal dagilim gosteren veriler
ortalama (X) =+ standart sapma (ss), normal dagilim gostermeyen veriler ise ortanca (min-

maks) olarak gosterildi. P < 0.05 degeri istatiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hayvan Agirhiklar ve Tiiketilen Yem Miktarlar

Tekli kafeslerde barinan hayvanlarin kilo 6l¢timleri giinliik olarak yapildi ve
haftalik agirlik ortalama degerleri 12 hafta icin karsilastirild1 (Tablo 4. 1). i1k hafta alinan
agirlik 6lgiimlerinde gruplar arasinda anlamli bir fark goriilmedi (P > 0.05), 2. haftadan
itibaren Y'Y grubu hayvanlarin agirligi ile diger gruplara gore istatistiki olarak anlamli bir
artig gosterdi (P < 0.05). 3. haftadan itibaren 11. haftaya kadar Y'Y grubu ile birlikte Y'Y
+ Kur grubu hayvanlarin viicut agirliginin diger gruplardan daha yiiksek oldugu tespit
edildi (P < 0.05). 11 ve 12. haftalarda Y'Y grubu hayvanlarin viicut agirhgindaki artis,
YY + Kur grubuna kiyasla daha yiiksek bulundu (P < 0.05). Gruplarin agirliklarina ait

ortalama degisim ve karsilagtirmalar1 grafik tizerinde goriilmektedir (Sekil 4.1).

500 Gruplar
YY
— YY+Kur
500 Kur

400

§/ Tasit
Kontrol
o ¥ %

5 §// % : g ¢
i;‘ 300 =% é/ : e .. f 3 8
: I
200 A
100 ?f/ -
//,

Hafta

Kurkumin (Kur), Yiiksek Yagli Yem (YY). (Hata ¢ubuklari; % 95 giiven araligin1 ifade
etmektedir).

Sekil 4.1. Gruplara ait haftalik viicut agirlig1 degisim grafigi.

Gruplarin 1. ve 12. hafta viicut agirliklar1 karsilastirildiklarinda 12. hafta YY
grubu hayvanlarin viicut agirliklarinin diger tiim gruplardan daha yiiksek oldugu tespit
edildi (P < 0.05). 12. hafta YY + Kur grubu hayvanlarin viicut agirhg YY grubu
hayvanlarin viicut agirligindan daha diistik idi (P < 0.05) (Sekil 4.2).
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Kurkumin (Kur), Yiiksek Yagli Yem (YY). Gruplar arasi farkli olan harfler birbirlerinden
istatistiki olarak anlamlidir (P < 0.05). (ANOVA, Tukey HSD post hoc testi yapildr).

Sekil 4.2. Gruplarin 1. ve 12. hafta viicut agirliklar1 karsilastirmalari.

Hayvanlarin tiikettigi standart ve yagl yemler giinliik olarak o6l¢iildii, haftalik
ortalama degerleri 12 hafta igin gruplar arasinda karsilagtirildi (Tablo 4.2 ve Sekil 4.3).
Buna gore gruplar arasinda, ilk iki hafta yem tiikketimi miktarinda anlamli bir fark
goriilmedi (P > 0.05), 3. haftadan itibaren gruplarin yem tiiketim miktarlari arasinda
farkliliklar bulundu. 3. haftadan itibaren YY grubu hayvanlarin tasit ve YY + Kur
grubuna gore daha yiiksek miktarda yem tiikketimine sahip oldugu gézlendi (P < 0.05).
YY grubu hayvanlar 12. haftanin sonuna kadar tiim gruplardan daha yiiksek miktarda
yem tiikketti (P < 0.05). 12. hafta kontrol grubu ve YY + Kur grubu yem tiiketiminde
birbirinden farkli degildi (P > 0.05) (Sekil 4.4).
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Kurkumin (Kur), Yiiksek Yagli Yem (YY). (Hata ¢ubuklari; % 95 giiven araligini ifade etmektedir).

Sekil 4.3. Gruplara ait haftalik tiiketilen yem miktar1 degisim grafigi.
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35
30 b,c
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ruplar

Kontrol
Kur
Tasit
YY
YY+Kur

o
o

1.hafta

12.hafta

Kurkumin (Kur), Yiksek Yagli Yem (YY). Gruplar arasi farkli olan harfler birbirlerinden istatistiki
olarak anlamlidir (P < 0.05). (ANOVA, Tukey B post hoc testi yapildi).

Sekil 4.4. Gruplarin 1. ve 12. hafta yem tiiketim karsilagtirmalari.
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Tablo 4.1. Gruplara ait haftalik viicut agirliklar1 ortalamasi (g).

Gruplar pafta1 Hafta2 Hafta3

Hafta4 Hafta5 Hafta6 Hafta7 Hafta8 Hafta9 Haftal0 Haftall Haftal2
(n=12)
Kontrol 41+12 73+£19 117+26 164+31 211+34 254+33 287+32 315+29 336+30 352+33 367=+34 396=+35
Tasit 40+12 71+18 113+£22 158+27 200+31 238+33 264+34 285+31 300+34 313+36 325+38 365+38
Kur 40+6  72+11 115+£14 162+19 209+23 249+24 276+23 300+27 317+27 332+26 343+25 375427
YY 414 90+8 149+11 210£15 271+19 325+24 374+£32 415+37 444+£45 477+£50 505+£53 561=+60
YY+Kur 40+6 86+12 141+£15 194+16 249+19 300+£20 343+23 370+35 397+33 423+36 438+36 486+41

Kurkumin (Kur), Yiiksek Yagh Yem (YY). Veriler X + ss olarak gosterildi.
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Tablo 4.2. Gruplara ait haftalik yem tiiketim miktarlar1 ortalamasi (g).

Gruplar  pafta1 Hafta2 Hafta3 Hafta4 Hafta5 Hafta6 Hafta7 Hafta8 Hafta9 Hafta10 Haftall Hafta 12
(n=12)

20£3  20+4 24+3 28+3 30+£3 313 29+£3 303 29+3 30+£2 25+3 25+3

Kontrol

Tagit 13+4 173 22+2 23+£2 263 25+4 22+2 23+3 23+3 20£5 18+ 4 205
Kur 12+1 182 22+£2 24+£3 2842 27+2 24+£2 24+£3 2442 20+ 7 19+3 19+3
VY 152 201 25+2 27+3 33+£3 32+4 33+£3 316 31+4 28+5 25+6 29+4
YY+Kur 12+2  19+£3 202 22+3 28+3 26+4 25+£9 25+3 25%4 22+6 20+3 23+5

Kurkumin (Kur), Yiksek Yagl Yem (YY). Veriler X + ss olarak gosterildi.



Sicanlar i¢in obezite-asir1 kilo 6l¢limii olarak temel alinan Lee indeksi hayvanlarin

son giin kilo ve nazo-anal boy oOlgiimleri verilerinin oranlanip kiip kokii alinarak

hesaplandi. Buna gore YY grubu hayvanlarin Lee Indeks orami diger gruplara gére daha

yiiksek bulundu (P < 0.05) (Sekil 4.5 ve Tablo 4.3).

0.50 -
0.45 <

0.40

a

0.35 <

%)

0.30

0.25 4

0.20

0.15 <

0.10

0.05

0.00

Kontrol

Kurkumin (Kur), Yiiksek Yagl Yem (YY). Gruplar aras1 farkli olan harfler birbirlerinden istatistiki
olarak anlamlidir (P < 0.05). (ANOVA, Tukey HSD post hoc testi yapildi).

Sekil 4.5. Gruplara ait Lee Indeks oranlari.

Tablo 4.3. Gruplara ait Lee index oranlar1 (gr/cm?®).

Gruplar (n=12) Lee indeksi (g/cm?®)
Kontrol 0.33+0.012

Tasit 0.33+0.01%

Kur 0.33+0.01%P

YY 0.36 £ 0.01°

YY +Kur 0.34 +0.02°

Kurkumin (Kur), Yiiksek Yagl Yem (YY). Veriler X + ss olarak gosterildi.

40



4.2. Kan Glukoz Seviyeleri ve Organ Agirhiklar:

Hayvanlarin haftalik olarak kuyruklarindan alinan kan ile glukometrede kan
glukoz olgtimii yapildi. Haftalik kan sekeri miktarlar1 grup ortalamalar ile karsilastirildi
(Tablo 4.4 ve Sekil 4.6).

Kandan o6lgiilen glukoz seviyelerinde ilk hafta gruplar arasinda anlamli bir fark
goriilmezken, 3. haftadan itibaren YY ve YY + Kur gruplarn kan glukoz diizeylerinin

diger gruplardan istatistiksel olarak yiiksek oldugu tespit edildi (P < 0.05).
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5
|
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80

Hafta
Kurkumin (Kur), Yiiksek Yagh Yem (YY). (Hata ¢ubuklari; % 95 gliven araligini ifade etmektedir).

Sekil 4.6. Gruplarin haftalik kan glukoz seviyelerine ait degisim grafigi.
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Kurkumin (Kur), Yiiksek Yagli Yem (YY). Gruplar arasi farkli olan harfler birbirlerinden
istatistiki olarak anlamlidir (P < 0.05) (ANOVA, Tukey HSD post hoc testi yapildi).

Sekil 4.7. Gruplarin 1. ve 12. hafta kan glukoz seviyeleri karsilastirmasi



Tablo 4.4. Gruplarin haftalik kan glukoz seviyesi ortalama sonuglar1 (mg/dl).

Gruplar (n=12) Haftal Hafta2 Hafta3 Hafta4 Hafta5 Hafta6 Hafta7 Hafta8 Hafta9 Haftal0 Haftall Haftal12
Kontrol 11715 114+6 112+9 112+6 1166 10510 11310 10810 101+9 91 +8 97+9 95+6
Tasit 11716 1109 114+15 1107 10911 106+10 113+27 99+9 90+10 89+10 91<£5 88+9
Kur 127+10 114+8 122+10 1186 114+10 110+13 105+10 102+8 100+21 99+9 98 £8 97 £ 10
Y 125+10 116+13 127+6 138+19 132+13 119411 127+£28 123+13 121 +£17 122+25 120+13 112=+11
vVY+Kur 121+6 123+16 123+15 133+14 132+15 116+14 126+18 114+8 116+12 11514 117+13 103+14

Kurkumin (Kur), Yiiksek Yagh Yem (YY). Veriler X £ ss olarak gosterildi.
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Otenazi sonras1 hayvanlara ait karaciger, kalp ve bdbrek (tek) organlarma ait

agirlik 6l¢timleri yapildi (Tablo 4.5), istatistiki karsilastirmalar sekil 4.8’de verildi.

Tablo 4.5. Gruplara ait karaciger, kalp, bobrek organ agirliklari (gr).

Gruplar (n=12)  Karaciger Kalp Bobrek

Kontrol 15.07 + 1.40° 1.47+0.198 1.55+0.222
Tasit 12.33+2.06 1.30+0.16° 1.66+0.31?
Kur 12.43+1.378 1.59+0.59* 1.71+0.61%P
YY + Kur 15.83+1.32° 2.24+0.33° 2.29+0.31°
YY 17.05+ 1.85°¢ 2.70+0.72° 2.64 +0.84°¢

Kurkumin (Kur), Yiiksek Yagh Yem (YY). Veriler X + ss olarak gosterildi.

YY grubu karaciger organ agirligi kontrol grubu karaciger organ agirligina gore
anlamli olarak fazla iken (P < 0.05), kontrol grubuna gore YY + Kur grubu karaciger

organ agirliginda bir fark tespit edilmedi (P < 0.05).

YY ve YY+Kur gruplart kalp organ agirligi Kontrol, Tasit ve Kur gruplarina gore
istatistiksel olarak fazla idi (P < 0.05).

Kontrol, tasit ve Kur gruplarma gore Y'Y grubu bobrek agirliklar istatistiki olarak
anlamli yiiksek idi (P < 0.05), YY + Kur grubu bobrek agirliklart Kontrol ve Tasit
grubuna gore istatistiki olarak anlamli bir agirliga sahipti (P < 0.05).
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Kurkumin (Kur), Yiiksek Yaglh Yem (YY). Her bir grupta farkli olan harfler birbirlerinden istatistiki
olarak anlamlidir (P < 0.05). (ANOVA, Karaciger i¢in Tukey HSD, Kalp ve Bobrek i¢gin Tamhane post
hoc testleri yapildi).

Sekil 4.8. Karaciger, kalp ve bobrek organ agirliklarinin gruplar arasinda

karsilastirilmasi.

4.3. Hemodinami ve Elektrokardiyogram Sonuglari

EKG kayit videolar1 gorsel olarak analiz edildi ve ST depresyonu, ST elevasyonu,
T negatif ve blok degerlendirmesi yapildi. Tabloda yiizde olarak gruplara ait sonuglar
verildi (Tablo 4.6). EKG anomalileri gruplar arasi kalp hizi ve kan basinci farkliliklart,
QR, QT ve QRS degiskenliklerindeki siire ve dalgalanmalarin yiliksek hassasiyetli
Olgtimleri Lambeth Sozlesmesi (126) kriterlerine gore yapilmustir.

EKG kayitlarina gore YY ve YY + Kur gruplarinda % 8.30 aritmi gozlenirken,
gruplarda ST depresyonu ve elevasyonu izlenmedi. T negatiflik yiizdesi en fazla YY +
Kur grubunda tespit edildi ve blok yilizdesi ise Kur grubunda en yiiksek 6lg¢iildii (Tablo
4.6).
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Tablo 4.6. Gruplarda gozlenen EKG degisimleri.

Gruplar Aritmi ST ST T negatiflik Blok
(n=12) (gozlenen depresyonu elevasyonu (gozlenen  (gozlenen
%) (gozlenen %) (gozlenen %0) %) %)
Kontrol 0.00 0.00 0.00 0.00 33.30
Tasit 0.00 0.00 0.00 16.70 33.30
Kur 0.00 0.00 0.00 16.70 41.70
YY 8.30 0.00 0.00 8.30 33.30
YY+Kur 8.30 0.00 0.00 33.30 25.00

Kurkumin (Kur), Yiiksek Yagh Yem (YY).

Ortalama kan basinci ve diastolik kan basinci kontrol ve tasit gruplarinda YY
grubuna kiyasla anlamli olarak daha yiiksek bulundu ve Y'Y grubu da kurkumin grubuna
gore istatistiksel olarak olarak daha diisiik tespit edildi (P <0.05). PR 6l¢tim degerleri tim
gruplarda kontrol grubuna goére anlamli bir disis gosterdi (P < 0.05). QRS
degerlendirmesinde YY+Kur grubu, Kur grubuna gore istatistiksel olarak yiiksek iken,
kontrol, tasit ve YY gruplart Kur grubuna gore farkli bulundu (P < 0.05) (Tablo 4.7).
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Tablo 4.7. Gruplar aras1t EKG 6l¢iim sonuglart.

Gruplar Kan Basic1 Kan basinci Kan basinci Kalp hiz1
) ) PR QRS QT
(n=12) Sistol Diastol ortalamasi (atig/dakika)
i 59.7+7.9 108 (90-142)
Kontrol 843+15.4 79.5 (51-106) 82.5 (53-107) 265.7+92.3 . 168 (130-202)
164.5 (138-
Tasit 79.8 +15.0 75.5 (53-104) ° 76.5 (55-105) 265.7 +37.7 49.8 * 51 104 (668-126) 204)
53+3.0°% . d
Kur 83.3+85 81.5 (61-94) 83.5 (63-95) 264.3+ 535 82 (68-106) 150 (112-186)
48.7 £ 6.5
- - 2 110 (60-130
YY 732+ 6.4 67 (55-75) © 69.5 (59-80) 259.7 +28.5 ( ( ) 166 (138-214)
52.8+3.9
YY + Kur 83+25.7% 69 (48-132) 70 (6-134) 273.4£101.7 112 (78-130) 160 (138-194)

3 Kontrole gére farklidir, ®: YY grubuna gére farklidir, ¢ Kur grubuna gére farklidir, 9: YY + Kur grubuna gore farklidir. Kurkumin (Kur), Yiiksek Yaglh Yem (YY). Veriler X
+ ss Ve ortanca (min-maks) olarak gosterildi (Parametrik dagilim gosteren veriler igin ANOVA, Tukey HSD post hoc testi yapildi, non parametrik dagilim gosteren veriler i¢in

Kruskal Wallis, Conover post hoc test yapildi).
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Sekil 4.9. Normal ve aritmi EKG gorselleri.
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Sekil 4.10. ST depresyonu ve elevasyonu EKG gorselleri.
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A) Dal blok, B) T negatifligi

Sekil 4.11. Dal blok ve T negatifligi EKG gorselleri.

4.4. Biyokimyasal Analizler

4.4.1. Serum Biyokimya Sonuc¢lar:

YY ve YY + Kur gruplar1 ALP enzim aktivitesi kontrol, tasit ve Kur gruplarina
kiyasla yiiksekti (P < 0.05). YY + Kur grubu AST aktivitesi Y'Y, Kur ve tasit grubuna
gore istatistiki olarak anlamli bir yiikselis gosterdi (P < 0.05). YY + Kur grubu ALT

enzim aktivitesi Y'Y, Tasit ve Kontrol grubuna gére anlamli olarak yiiksek tespit edildi
(P < 0.05) (Tablo 4.8).

Tablo 4.8. Serum ALP, AST ve ALT sonuglari.

Gruplar (n=12)  ALP (U/L)  AST(U/L) ALT (U/L)
Kontrol 191 (150-214)2 200+662° 56 (33-90)°
Tasit 174 (131-357)2  127+30% 46 (24-56)°"
Kur 168 (139-318)® 176 +47% 62 (44-96) 9
YY 439 (252-724)® 177 +50% 48 (36-111) °¢
YY + Kur 453 (267-1512)° 254 +114° 72 (48-151)3¢

Her bir grupta farkli olan harfler birbirlerinden istatistiki olarak anlamlidir (P < 0.05). Kurkumin (Kur),

Yiiksek Yagl Yem (YY). Veriler X + ss ve ortanca (min-maks) olarak gosterildi. (AST aktiviteleri igin
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ANOVA, Tukey HSD post hoc testi, ALP ve ALT aktiviteleri igin Kruskal Wallis, Conover post hoc test
yapildi).

Serum iire azotu ve BUN seviyesi YY ve YY + Kur gruplarinda kontrol, tasit ve
Kur gruplarina kiyasla diisiiktii (P < 0.05). Y'Y ve YY+Kur grubu serum albiimin miktar1
diger tiim gruplardan yiiksek bulundu (P < 0.05) (Tablo 4.9).

Tablo 4.9. Gruplarda serum iire azotu, BUN, kreatinin ve albiimin sonuglari.

Gruplar Ure azotu BUN Kreatinin Albiimin
(n=12) (mg/dl) (mg/dl) (mg/d) (mg/dl)
Kontrol 57 (53-64)° 27 (25-30)*  0.7(06-11)2 28(27-29°
Tasit 47 (35-53)° 22(16-25)°  07(05-09)° 28(26-30)%
Kur 51 (38-60) ° 24 (18-28)" 0.6 (0.5-0.7)" 2.8 (2.6-2.9)2¢
Yy 40(3243)¢  19(1521)¢  07(06:08)° 329327
YY +Kur 43 (37-56)° 20 (17-26)° 0.8 (06-08)° 29(2531)°

Her bir grupta farkli olan harfler birbirlerinden istatistiki olarak anlamlidir (P < 0.05). Kurkumin (Kur),
Yiiksek Yagh Yem (YY) Veriler ortanca (min-maks) olarak gosterildi. (Kruskal Wallis, Conover post hoc
test yapildi).

Serum trigliserit ve VLDL miktarlar1 kontrol grubuna gére Kur grubunda diisiik
iken (P <0.05) YY ve YY + Kur gruplarinda bir fark tespit edilmedi (P > 0.05). Serum
kolesterol ve HDL miktarlar1 YY ve Y'Y + Kur gruplarinda diger gruplara gore istatistiki
olarak yiiksek bulundu (P < 0.05). YY+Kur grubu kolestrol ve HDL miktarlar1 Y'Y
grubuna gore anlaml bir diisiis gosterdi (P < 0.05). Serum LDL sonuglarinda gruplar

arast istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (P > 0.05) (Tablo 4.10).

Tablo 4.10. Serum trigliserit, kolesterol, LDL, HDL ve VLDL sonuglari.

Gruplar Trigliserit Kolesterol LDL HDL VLDL
(n=12) (mg/dl) (mgy/dl) (mg/dl)  (mg/dl)  (mg/dl)
Kontrol 70 (54-116) ® 524102 11(3-15)  29+52 1411237
Tasit 38 (22-70)° s5=11° 10(5-24) 346 S@ALA)F
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10 (6-18)b¢

Kur 50 (42-71) ¢ 53+9a 14(521)  29=52
- b
YY 53 (41-138) 2 83+ 10" 16 (6-26)  s6+ob 11(8-28)°
. a,b
YY +Kur 60 (27-96)2" T1£11° 13(6-23)  46+9c 12(5-19)

Her bir grupta farkli olan harfler birbirlerinden istatistiki olarak anlamlidir (P <0.05). Kurkumin (Kur),
Yiiksek Yagli Yem (YY). Veriler X & ss ve ortanca (min-maks) olarak gosterildi. (Parametrik dagilim
gosteren veriler icin ANOVA, Tukey HSD post hoc testi yapildi, non parametrik veriler i¢in Kruskal Wallis,
Conover post hoc test yapildi).

4.4.2. Karaciger Dokusu MDA, GSH Seviyeleri, SOD ve CAT aktiviteleri

Karaciger doku orneklerinden analiz edilen MDA diizeylerine bakildiginda Y'Y
grubu MDA seviyesi kontrol, tasit, Kur ve YY + Kur gruplarina gore istatistiksel olarak
anlamli bir artis gosterdi (P < 0.05). YY + Kur grubu MDA seviyesi ise ayn1 zamanda
tasit grubu ile istatistiki olarak anlamli bir sekilde farkli bulundu (P < 0.05) (Sekil 4.12).
Karaciger doku YY + Kur grubu GSH seviyeleri tasit, Kur ve YY grubuna kiyasla
istatistiksel olarak daha yiiksek ol¢iildii (P <0.05) (Sekil 4. 13). YY ve YY + Kur gruplari
karaciger SOD aktivitesi kontrol, tasit ve Kur gruplarindan istatistiksel olarak diisiik
bulundu (P < 0.005) (Sekil 4.14). Karaciger CAT aktivitesi bakmindan gruplar arasinda
anlamli bir farklilik tespit edilmedi (P > 0.05) (Sekil 4.15) (Tablo 4.11).

Tablo 4.11. Gruplara ait karaciger MDA ve GSH miktarlar1 ile SOD ve CAT aktiviteleri

sonuglart.
Gruplar MDA GSH (nmol/ SOD (U/gr CAT (K/gr
(n=12) (nmol/gyd) gyd) protein) protein)
Kontrol 4309 (2378- 0.73 (0.60- i
24 (17-58)°4 ( ( 6 (2-40)
6178)2P 1.32)?
Tasit 3309 (1165- 0.67 (0.47- )
' 20 (8-39)° ( ( 15 (2-30)
5203)° 1.26)
Kur 3234 (2365- 0.53 (0.37-
23 (15-45) ( ( 13 (7-33)
6353)° 0.76)°
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YY 3565 (1515- 0.4 (0.20- 11 (4-21)

31 (24-42)°
5915)° 0.50)¢
YY + Kur 25 (2035 5028 (2865- 0.45 (0.30- 14 (7-25)
6190)? 0.55)°

Kurkumin (Kur), Yiiksek Yagli Yem (YY). Veriler ortanca (min-maks) olarak verildi. ANOVA, Kruskal
Wallis, Conover post hoc testi.

50 —
45 -

35

30 _

25 4 —_
.:W ) - %

20

15 4

10

0 | | | | |
Kontrol Kur Tasit YY YY+Kur

Kurkumin (Kur), Yiiksek Yagli Yem (YY). Her bir grupta farkli olan harfler birbirlerinden
istatistiki olarak anlamhidir (P < 0.05). (Kruskal Wallis, Conover post hoc testi yapildi).

Sekil 4.12. Gruplara ait karaciger MDA seviyeleri
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Kurkumin (Kur), Yiiksek Yagli Yem (YY).Her bir grupta farkli olan harfler birbirlerinden
istatistiki olarak anlamhdir (P < 0.05). (Kruskal-Wallis, Conover post hoc testi yapildi).
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Sekil 4.13. Gruplara ait karaciger GSH seviyeleri.

s

Kontrol Kur Tas1t

YY

1
YY+Kur

Kurkumin (Kur), Yiiksek Yagli Yem (YY). Her bir grupta farkli olan harfler birbirlerinden
istatistiki olarak anlamlidir (P < 0.05). (Kruskal-Wallis, Conover post hoc testi yapildr).

Sekil 4.14. Gruplara ait karaciger SOD aktiviteleri.
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Kurkumin (Kur), Yiiksek Yagli Yem (YY). (Kruskal-Wallis, Conover post hoc testi yapild).

Sekil 4.15. Gruplara ait karaciger CAT aktiviteleri.

4.4.3. Doku ve Serum ELISA Analiz Sonuglar:

Karaciger doku 6rneklerinde ELISA yontemi ile dl¢lilen TRPM2 protein miktari
kontrol, tagit ve Kur gruplari arasinda farkli degilken (P > 0.05), Y'Y grubu ve YY + Kur
grubu TRPM2 protein miktar1 diger gruplardan anlamli olarak yiiksek bulundu (P <0.05),
YY grubu TRPM2 protein seviyesi, YY + Kur grubuna gore yiiksek idi (P <0.05) (Sekil
4.16). Gruplar arast IL-6 miktarlar1 karsilagtirildiginda istatistiksel olarak bir fark
gozlenmedi (P > 0.05). YY ve YY+Kur gruplari IL-1p miktarlar1 kontrol, tagit ve Kur
gruplarina gore anlamli olarak yiiksek tespit edildi (P < 0.05) (Sekil 4.17) (Tablo 4.12).
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Tablo 4.12. Karaciger dokusu TRPM2, IL-6, IL-1p ELISA sonuglar

Gruplar (n=12) TRPM2 (ng/ml)

IL - 6 (pg/ml)

IL-1p (pg/ml)

Kontrol 69.94+£2.97% 26532+ 11.56 505.46+ 51.842
Tasit 68.34+3.042  267.45+9.50 567.15+39.65"
Kur 66.63 £2.63%  262.58+9.56 563.44+ 26.20°
YY 116.40 £21.20° 276.71 +44.01 673.63 +34.97°
YY + Kur 75.60 £3.94° 27042 +7.32 64632 +41.34°

Kurkumin (Kur), Yiiksek Yagli Yem (YY). Veriler X + ss olarak gosterildi.

160 —
140 §
120 §
100 §

80 §
60 —
40 —

20 -

o -

R

SR

S

=

SR

SR

0

1
Kontrol

Kur

Tasit

YY YY+Kur

Kurkumin (Kur), Yiiksek Yaglt Yem (YY). Her bir grupta farkli olan harfler birbirlerinden istatistiki

olarak anlamlidir (P <0.05). (ANOVA,Tamhane post hoc testi yapildi).

Sekil 4.16. Gruplara ait karaciger TRPM2 seviyeleri.
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Kurkumin (Kur), Yiiksek Yagli Yem (YY). Her bir grupta farkli olan harfler birbirlerinden istatistiki

olarak anlamlidir (P <0.05). (ANOV A, Tamhane post hoc testi yapildr).

Sekil 4.17. Gruplara ait karaciger IL-6 ve IL-18 seviyeleri.

Gruplar arasinda serum CRP miktarlar1 karsilastirildiginda, Kur grubu CRP

seviyesi, YY grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu (P < 0.05) (Sekil 4.18).

Gruplar aras1 serum insiilin miktarlarinda istatistiki olarak anlamli bir fark tespit edilmedi
(P > 0.05) (Sekil 4.19). TNFa miktarlar1 karsilastirildiginda tasit grubu ile YY ve kontrol
grubu arasinda istatistiki olarak anlaml bir fark mevcuttu (P < 0.05) (Sekil 4. 20) (Tablo

4.13).
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Tablo 4.13. Serum TNFa, CRP, Insiilin ELISA sonuglar

Gruplar (n=12) TNFa (pg/ml) CRP (ng/ml) Insiilin (pg/ml)

Kontrol 2033 +8.01* 2.50+0.14% 279.94 +53.17
Tasit 47.67 +21.40° 2.51+0.40*° 287.84 +53.70
Kur 32.17+2423% 259+0.18° 275.50+41.21
YY 2542+ 11.18 228+022% 306.92+25.11
YY + Kur 36.75+19.40%° 2.35+0.26%° 315.49 +49.90

Kurkumin (Kur), Yiksek Yagli Yem (YY). Veriler X + ss olarak gosterildi.

5,0 5
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1,0 S

0,5 4
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Kontrol Kur Tas1t YY  YY+Kur

Kurkumin (Kur), Yiiksek Yagli Yem (YY). Her bir grupta farkli olan harfler birbirlerinden istatistiki
olarak anlamlidir (P < 0.05). (ANOVA,Tukey HSD post hoc testi yapildi).

Sekil 4.18. Gruplara ait serum CRP seviyeleri.
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Kurkumin (Kur), Yiiksek Yagli Yem (YY). (ANOVA, Tukey HSD post hoc testi yapildr).

Sekil 4.19. Gruplara ait serum insiilin seviyeleri.
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Kurkumin (Kur), Yiiksek Yagl Yem (YY). Her bir grupta farkli olan harfler birbirlerinden
istatistiki olarak anlamlidir (P < 0.05). (ANOVA, Tamhane post hoc testi yapildi).

Sekil 4.20. Gruplara ait serum TNFa seviyeleri.



4.5. Ger¢ek-Zamanh gPZT Sonuglari

Karaciger doku 6rneklerinden elde edilen cDNA’lar qPZT yontemi ile TRPM2 ve
p-aktin genleri igin ¢ogaltildi (Sekil 4.21).

3.900 e —
3.600
3.300 I}-aktill y A
3.000 / TRPM2mp
2700 4
2400
§ 2.100
1.800
1500
1200
0.900
0.600
0.300 ,//.

Negatif kontrol

0.000 200

2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 1400 1600 18.00 20.00 22.00 2400 26.00 28.00 30.00 32.00 3400 3600 38.00 40.00 4200 44.00
Cycle

Sekil 4.21. Karaciger cDNA oOrneklerinden qPZT ile ¢cogaltilan TRPM2 ve f-

aktin egrileri.

Cogaltilan iirlinler primer 6zgiilliigliniin kontrolii i¢in agaroz jel elektroforezi ile

yuriitiilmiis ve her bir gene ait tek bant gozlenmistir (Sekil 4.22).

Marker f3-aktin (+) B-aktin (-) TRPM2 (+) TRPM2 (-) Marker
bs

T A—

500
200 N
350 Ty
2300 S——
250
200
150
100
50

Kurkumin (Kur), Yiksek Yagli Yem (YY). (DNA Marker bilgisi; Bioron, 50 bg, catalog no: 304007, %
1.5 agaroz jeli).

Sekil 4.22. p-aktin ve TRPM2 genlerinin qPZT ile ¢ogaltilan iiriinlere ait agaroz

jel goriintiisti.
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Karaciger 6rneklerinden calisilan qPZT sonuglara bakildiginda gruplar arasinda

TRPM2 gen ifadesi bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (P >

0.05) (Sekil 4.23) (Tablo 4.14).

0,02

0,01 A

b

0,00 1 T 1 I I
Kontrol ~ Kur Tasit YY YY+Kur

Kurkumin (Kur), Yiiksek Yagli Yem (YY). (P > 0.05). (ANOVA, Tukey HSD post hoc testi
yapildi).

Sekil 4.23. Gruplarda karaciger 6rneklerine ait TRPM?2 gen ifade seviyeleri.

Tablo 4.14. Karaciger dokusu TRPM2 gen ifadesi.

Gruplar (n=12) TRPM2 / p-aktin oram

Kontrol 0.0106 + 0.0050
Tasit 0.0089 + 0.0025
Kurkumin 0.0092 + 0.0033
YY + Kur 0.0075 + 0.0029
YY 0.0092 + 0.0043

Kurkumin (Kur), Yiiksek Yagh Yem (YY). Veriler X + ss olarak gosterildi.
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4.6. Histopatoloji

Otenazi sonrasi gruplaa ait karaciger, bobrek, kalp, damar, kas ve yag dokular
patolojik olarak mikroskobik yontemle incelenmistir. YY grubuna ait karaciger
dokularmin mikroskobik incelemesinde, hafif dereceli olmak iizere hepatositlerde steatoz
belirlenmistir. Baz1 hepatositlerde ayrica hidropik dejenerasyonun mevcut oldugu ve
steatoz ile birlikte seyrettigi dikkati ¢ekmistir (Sekil 4.24, 1d). Yagh diyet ile beslenen
deneklerde karacigerde lipid birikiminin belirgin bir zonal yayilimi gozlemlenmemistir.
Yagli diyet ile birlikte kurkumin verilen deneklerde steatoz belli belirsiz olarak az sayida
hepatositlerde gozlemlenmistir (Sekil 4.24, 1e). Kontrol (Sekil 4.24, 1a), tasit (Sekil 4.24,
1b) ve sadece kurkumin (Sekil 4.24, 1c) uygulanan gruplarda karaciger dokusu normal

histomorfolojik goriiniise sahip olarak goriintiilenmistir.

a) Kontrol grubu, b) Tasit grubu, ¢) Kur grubu, d) YY grubu, ) YY + Kur grubu (Kurkumin
(Kur), Yiiksek Yagh Yem (YY).

Sekil 4.24. Karaciger dokularina ait H-E boyanmis mikroskobik goriintiiler.
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Bobrek dokularinda, yagli diyet uygulanan deneklerde belirgin bir patolojik
degisiklik gozlemlenmemistir (Sekil 4.25, 2d). Yagh diyet ile birlikte Kurkumin
uygulanan deneklerde (Sekil 4.25, 2e) ayrica kontrol (Sekil 4.25, 2a), tasit (Sekil 4.25,
2b) ve sadece Kurkumin (Sekil 4.25, 2c) verilen hayvanlarda bobrek dokularinin normal

histomorfolojik yapida olduklar1 gozlemlenmistir.

a) Kontrol grubu, b) Tasit grubu, ¢) Kur grubu, d) YY grubu, €) YY + Kur grubu (Kurkumin
(Kur), Yiiksek Yaghh Yem (YY).

Sekil 4.25. Bobrek dokularina ait H-E boyanmis mikroskobik goriintiiler.
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Kalp kasinda, Kontrol (Sekil 4.26, 3a), Tasit (Sekil 4.26, 3b), Kurkumin (Sekil
4.26, 3c), YY grubu (Sekil 4.26, 3d) ve YY + Kur grubu (Sekil 4.26, 3e) deneklerde
dikkati ¢eken bir degisiklik gézlemlenmedi. Herhangi bir patolojik bulguya rastlanmadi.

a) Kontrol grubu, b) Tasit grubu, ¢) Kur grubu, d) YY grubu, ) YY + Kur grubu (Kurkumin
(Kur), Yiiksek Yagh Yem (YY).

Sekil 4.26. Kalp dokularina ait H-E boyanmis mikroskobik goriintiiler.

Torasik aort damar dokusu incelendiginde, kontrol (Sekil 4.27, 5a), tasit (Sekil
4.27,5b), Kurkumin (Sekil 4.27, 5¢), YYY grubu (Sekil 4.27, 5d) ve Y'Y + Kur grubu (Sekil
4.27, 5e) deneklerde herhangi bir patolojik degisikligin bulunmadigi belirlenmistir.

Damarin intima, media ve adventisya katmanlarinda normal histomorfolojik yapilarin
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mevcut oldugu gozlemlenmistir ve damarda yag depozizasyonuna iligskin herhangi bir

bulguya yagli diyet uygulanan deneklerde rastlanmamustir.

a) Kontrol grubu, b) Tasit grubu, ¢) Kur grubu, d) YY grubu, ) YY + Kur grubu (Kurkumin
(Kur), Yiiksek Yagh Yem (YY).

Sekil 4.27. Damar dokularina ait H-E boyanmis mikroskobik goriintiiler.

Cizgili kas dokusunda, kontrol (Sekil 4.28, 4a), tasit (Sekil 4.28, 4b), Kurkumin
(Sekil 4.28, 4c), YY grubu (Sekil 4.28,4d) ve Y'Y + Kur grubu (Sekil 4.28, 4e) deneklerde
normal histomorfolojik yapi1 gozlemlenirken herhangi bir patolojik degisiklige

rastlanmamuistir.
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a) Kontrol grubu, b) Tasit grubu, ¢) Kur grubu, d) YY grubu, ) YY + Kur grubu (Kurkumin
(Kur), Yiiksek Yagh Yem (YY).

Sekil 4.28. Kas dokularina ait H-E boyanmis mikroskobik goriintiiler.

Beyaz yag dokularinin incelenmesinde kontrol (Sekil 4.29, 6a), tasit (Sekil 4.29,
6b), Kurkumin (Sekil 4.29, 6c¢), YY grubu (Sekil 4.29, 6d) ve YY + Kur grubu (Sekil
4.29, 6e) deneklerde hiicresel bazda herhangi bir farkliligin ve patolojik degisikligin
olmadig1 gozlemlenmistir. Herhangi bir hiperplastik veya hipertrofik durum gruplar

arasinda fark edilmemistir.
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a) Kontrol grubu, b) Tasit grubu, ¢) Kur grubu, d) YY grubu, €) YY + Kur grubu (Kurkumin
(Kur), Yiiksek Yagh Yem (YY).

Sekil 4.29. Beyaz yag dokularina ait H-E boyanmis mikroskobik goriintiiler.
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5. TARTISMA

Gida iretiminin endistrilesmeye baslamasi ve islenmis gidaya ulasimin
kolaylagsmasiyla birlikte diinyada obezite giin gectikce yayginlasmaya baslamistir.
Obezitenin metabolik mekanizmasini aydinlatmak adina ¢ogunlukla insanlarda olusan
obeziteyi taklit etmek i¢in YYD tiiketen kemirgen modelleri kullanilmaktadir (127).
Arastirmamizda 12 hafta boyunca YYD ile beslenen sicanlarin viicut agirliklarinin
standart yem tiiketen gruplara kiyasla daha fazla arttig1 gozlemlendi. Insanlarda obezite
derecesini belirten VKI oranmin sicanlarda karsiligi olan hesaplama modeli Lee
indeksidir. Aragtirmamizda Lee indeksinin en fazla oldugu grup yiiksek yagli yemle
beslenen grup idi. Bu sonuglar yiiksek yagl yemle beslenen grupta obezite modelinin
olustugunu dogrular niteliktedir. Zerdegal bitkisinin antioksidan aktiviteye sahip fenolik
bileseni olan Kurkumin uygulamasi YYD beslenmesinde kilo alimini yavaslatmaktadir
(128). Calismamizda YYD ile birlikte Kurkumin verilen grubun vuciit agirliginin YYD
tiiketen gruba kiyasla daha diisiik oldugu tespit edildi. Ayni sekilde tiim gruplarin haftalik
yem tiiketim miktarlari karsilastirildiginda kontrol grubu ile YYD ile beslenen gruplarin
diger gruplardan daha fazla yem tiiketimi yaptigi gézlendi. Yapilan bir arastirma; yag
oran1 yiiksek beslenme seklinin zamanla istah tizerinde yeme miktarini artirdigini buna
mukabil Kurkumin tiiketiminin istah yolaklarinda etkili olarak kilo alimin1 yavaslattigini
bildirmistir (111). Obezitede Kurkumin’in etkilerini derleyen bir g¢alismada, lipid
sentezini, depolamasin1 ve birikimini baskilayabilecegi ve lipid metabolizmasinda yer
alan enzimleri diizenleyerek yag asidi yikimini tesvik edebilecegini gostermektedir (103).
Arastirmamizda Kurkumin’in yiiksek yagl diyetle uygulanmasinin viicut agirhigr gibi
yem tiikketme egilimininde azalmaya neden oldugunu gozlemledik. Bu bulgu diger
arastirmalar ile paralellik gostermekte ve Kurkumin’in istah azaltict ve bazal
metabolizma hizini artirict etkilerinin olabilecegini desteklemektedir.

Aragtirmamizda kalp, karaciger ve bobrek organ agirliklarinin yiiksek yagl yem
tilketen obez grupta anlamli olarak daha fazla oldugunu tespit ettik. Kurkumin
verilmesinin organ agirliklari agisindan anlamli bir farklilik olusturmadig: da tespit edildi.

Obezite, insiilin direncini tetikleyerek kan glukoz diizeyini 6nemli Olgiide
etkilemekte ve bu da aglik kan glukozunun yiikselmesine yol agmaktadir (129, 130).

Yiiksek yagli diyetin hem insan hem de hayvan calismalarina ait derlemelere
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bakildiginda, ozellikle karin bolgesinde biriken yag dokunun insiilin direnci riskini
artirdigi ve tip-2 diyabete yol agtigi ortaya konmustur (44, 50). Obezite durumunda
dolasimda artan serbest yag asitleri ve gliserol ile birlikte insiilin yolaginin etkilendigi ve
devaminda obez bireylerde insiilin direncinin, dolayisiyla da tip-2 diyabetin gelistigi
bilinmektedir (61, 130). Calismamizda serum insiilin seviyelerinde anlamli bir fark
olmamakla birlikte haftalik kan glukoz 6l¢iim sonuglarinda YYD tiiketen gruplarda kan
glukoz seviyesinde artis tespit edilmistir. Ancak serum insiilin seviyeleri incelendiginde
gruplar arasinda anlamli bir fark tespit edilemedi. Yapilan arastirmalar, ¢ogunlukla
abdominal bolgede yag dokusunda meydana gelen artisin karacigerden glukoz iiretimini
artirdigini, buna bagl olarak meydana gelen insiilin direnci nedeni ile kan glukoz
seviyesindeki yiikselmenin durmadigini bildirmislerdir. Buna mukabil yag dokunun daha
¢ok deri altinda arttig1 durumlarda insiilin direncinin gelismedigi ve obezite ile saglikli
gruplar arasinda insiilin seviyeleri agisidan bir fark bulunamadigini da ortaya koyan
arastirmalarda mevcut olup bizim bulgularimizi destekler niteliktedir (131).

Obezite insiilin direnci, tip-2 diyabet ve metabolik sendromun gelisiminde
nedensel bir rol oynayan kronik enflamasyonla da iliskilendirilmektedir. Calismalar,
Kurkumin uygulamasinin diyabetik sicanlarda aclik kan sekeri diizeylerinde bir azalmaya
yol agtigini ve bunun da glukoz metabolizmasinin diizenlenmesinde rolii oldugunu iddia
etmektedir (132). Asirt kilolu veya obez erkekler {izerinde yapilan bir ¢alisma,
Kurkumin’in prednizolon ile birlikte uygulandiginda, Kurkumin’in prednizolon kaynakli
ortaya ¢ikan insiilin direnci veya diger glikometabolik bozukluklar {izerinde koruyucu bir
etkiye sahip olmadigini da ortaya ¢ikarmistir (133). Biz de benzer olarak ¢alismamizda
Kurkumin’in obez grupta kan glukoz seviyesi iizerine bir etkisini tespit edemedik.
Obezitede artan yag doku insiilin direncine katkida bulunurken, Kurkumin’in artan lipid
tirtinlerine etkisi ile insiilin ve kan glukoz seviyelerinin diizenlenmesinde etkili oldugu
gosterilmistir (104, 132). Obezite durumunda artan yag doku miktari ile kardiyovaskiiler
problemlerin meydana gelme riski de artmaktadir (60, 134). Kalp aritmisi genel olarak
kardiyolojik  bozukluklarla seyrederken, obezite ve yag metabolizmasindaki
diizensizlikler bu riski artirirmaktadir ancak, zayiflama ile aritmi problemlerinde de
azalma gozlenmektedir (135). Calismamizda aritmi sadece YYD tiiketen gruplardaki
hayvanlarda tespit edilmis ve diger gruplarda aritmi seyredilmemistir. EKG
incelemelerinde gruplar arasinda ve tek bagina tiim hayvanlarda ST segment Ol¢iim

farkliligr ve anlaml bir degisim gozlenmemistir. Bununla birlikte T negatifligi YYD
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tiiketen gruplarda daha belirgin iken kontrol grubunda rastlanmamaistir. Ani 6liim ve kalp
yapisindaki bozukluklarla iliskilendirilen bu degerler i¢in obezite ¢aligmalarinda diizenli
sonuglar elde edilememis goriilmektedir (136). Obez ve saglikli bireyler arasinda
karsilastirmaya dayanan arastirmalarin sonuglarina gore, Ozellikle karn bolgesinde
biriken yag kiitlesi ve beraberinde gelisen enflamasyon, damarlarda kan basincinda artisa
yol agarak hipertansiyon riskini yiikseltmektedir (60, 134). Obez bireylerde yapilan
caligmalarda QRS siirelerinde uzamalar, T dalgasinda degisimler tespit edilmistir ancak
bu calismalar diger kardiyolojik bozukluklarla kiyaslanarak genisletilmelidir (137).
Arastirmamizda YYD gruplarinda beklenenin aksine daha diisiik kan basinci 6l¢tilmiistiir.
Ayn1 zamanda damar ve kalp dokularinda histopatolojik olarak yaglanma izlenmemistir.
Ancak YY + Kur grubunda Kur grubundan daha uzun QRS siiresi izlenmesi,
Kurkumin’in metabolik yolaklarin aktive oldugu durumlarda kardiyak parametrelere
daha az etki ettigini diigiindiirmektedir. Atriyal ve ventrikiiler depolarizasyon arasindaki
zaman1 yansitan PR degerlerine bakildiginda ise YYD tiiketen gruplarda anlamli bir
farklillk bulunamamis olup Kurkumin’in etkisi de gozlenememistir. Kurkumin’in
kardiyovaskiiler operasyonlarin iyilesme siirecinde hizlanma sagladigi, kardiyotoksik
etkili ilaglarin yan etkilerini azalttig1 ve kardiyak 6l¢timlerde iyilesmeye yol actigi bir¢ok
calismada gosterilmistir (138, 139). Arastirmamizin 12 hafta olan siiresinin kisa olmasi
kardiyolojik parametrelerde degisimin gézlenmemesinin nedenlerinden biri olabilir.
ALT, AST ve ALP enzimleri karaciger hiicre hasar1 ve Kkaraciger
enflamasyonunun tespiti i¢in 6nem arz etmektedir (140). Hem insanlarda hem
hayvanlarda birgok dokuda {iretilerek metabolik diizeni saglayan bu enzimlerin
seviyelerinde meydana gelen % 50’den fazla artis karaciger enflamasyonu igin
incelemeye On ayak olmaktadir (141). Yapilan galigmalarda genel olarak serum ALP,
AST ve ALT degerleri obezitede daha yiiksek tespit edilmektedir (141, 142).
Arastirmamizda YY ve YY + Kur gruplart ALP enzim aktivitesi kontrol, tagit ve Kur
gruplarina kiyasla yiiksek bulundu. YY + Kur grubu AST aktivitesi YY, Kur ve tasit
grubuna gore istatistiki olarak anlamli bir yiikselis gosterdi. Y'Y + Kur grubu ALT enzim
aktivitesi YY, tasit ve Kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek tespit edildi.
Aragtirmamizda obez grubun ALP seviyesinin diger gruplardan Onemli bir artis
gostermesi histopatolojik incelemede karacigerde gézlenen yaglanma ile iliskili olabilir.
Kurkumin’in, AYKH olan bireylere takviye olarak verildiginde ALT ve AST enzim
aktivitelerinde diisiis sagladig1 gosterilmistir (143). Kurkumin’in AYKH durumuna da
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onciiliik eden viseral yaglanma durumunda artmis karaciger enzimlerini diisiirme etkisi
calismamizda gozlenememis aksine, YYD ile beslenen gruplara verilen Kurkumin bu
enzimleri artirmig bulundu. Chang ve arkadaslarinin YYD ile beslenen fare ¢alismasinda
oldugu gibi, Kurkumin’in kan glukoz seviyesine etki ederken hiperlipidemiye bagli artan
AST ve ALT enzimlerinde diisis gostermesi beklenmekteydi (144). Imam ve
arkadaslarinin olgu raporuna gore saglikli bir kadinin bir ay boyunca yiiksek dozda (500
mg/giin) Kurkumin takviyesi aldiktan sonra hepatit semptomlar1 gosterdigi, bununla
birlikte AST ve ALT enzimlerinin normal iist sinirdan 20 kat fazla oldugu gozlenmistir
(145). Kurkumin’in yiiksek dozda veya uzun siireli kullaniminda, karacigere olan toksik
etkileri bazi derlemelerde bir arada sunulmustur (146, 147). YYD ile birlikte Kurkumin
verilmesinin karacigerde yag artisi ile birlikte enzimlerde yiikselmeye neden oldugunu
sOyleyebiliriz.

Plazma kolesterol seviyeleri ve bununla birlikte 6l¢timleri yapilan HDL, LDL ve
VLDL degerleri dolasim problemlerinin riskini belirlemek amacl kullanilirken, artmis
kolesterol ve tlirevleri kardiyovaskiiler riskler olusturabilmektedir (148). Arastirmamizda
Serum kolesterol ve HDL miktarlar1 YY ve YY + Kur gruplarinda diger gruplara gore
yiiksek bulundu. YY+Kur grubu kolestrol ve HDL miktarlar1 YY grubuna gore anlamli
bir diislis gosterdi. Serum LDL sonuglarinda gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmadi.

Calismamizda YYD tiiketen gruplarda 6lgiilen kolesterol ve HDL seviyeleri
aragtirmalarla uyumlu olarak diger gruplara kiyasla yiiksek bulunmustur (149, 150).
HDL, kandaki fazla kolesterolii karacigere tasiyip atilimini saglamaya yardimci
olmaktadir ve Kurkumin’in de yapilan ¢alismalarda HDL miktarin1 artirdig1 gosterilmistir
(104). Sonuglarimiza gére YYD ile artan kolesterol ve HDL seviyeleri, Kurkumin
araciligiyla ortak bir sekilde azalmistir. Bu durumda Kurkumin’in kolesterol seviyesini
azalttigit ve buna bagl olarak kolesterol ile dogru orantili miktarda bulunan HDL
seviyesini de distirdiigli One siiriilebilir. Bir meta analiz ¢alismasinda bireylerin
beslenmesine takviye olarak kullanilan Kurkumin’in kolesterolii 6nemli dlgiide azalttig
ancak HDL seviyeleri lizerinde 6nemli bir etkisi olmadig1 gosterilirken (151), Alwi ve
arkadaslarinin ¢alismasinda diisiik dozda Kurkumin’in HDL seviyelerini artirabilecegi
gosterilmistir  (152). Kurkumin, hepatik enzimlerden agil-CoA kolesteril astetil
transferazi inhibe edebilmekte ve bodylece kolesteroliin azalmasini saglayabilmektedir

(153). Karacigerde artan kolesterol, yag asidi enzimi FAS genini inhibe ederek yag
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asitlerinin oksidasyonunu artirabilir ve Kurkumin kolesterol taginmasindan sorumlu HDL
seviyesini artirarak bu oksidasyona miidahil olabilir (153). Calismamizda LDL
seviyesinin kolesterol degisimleriyle etkilenmedigi, HDL seviyesinin kolesterol ile
uyumlu olarak YYD beslenmesinde artip Kurkumin destegiyle azaldig1 gosterilmistir.

Obez bireylerde yapilan galismalarda kolesteroliin yani sira trigliserit ve VLDL
miktarlart da yiiksek bulunurken, bunun kardiyovaskiiler hastaliklarla birlikte seyrettigi
ve riski artirdigi da ortaya konmustur (148, 150). Obezite ile dolasimda artan lipid
metabolitlerinin karaciger ve kas dokusunda birikmesi ile insiilin yolaginda bozulmalar
meydana gelmektedir ve insiilin direnci olugsmaktadir (154, 155). YYD tiiketen gruplarda
trigliserit ve VLDL miktarlar i¢in anlamli bir fark bulunamasa da, tek bagina Kurkumin
veilen grup kontrol grubuna kiyasla bu degerlerde azalma saglamistir. Kurkuminin
lipidemi diizenlenmesinde olumlu etkisi oldugunu belirten ¢alismalarla birlikte (12, 104,
151) yiiksek yagli beslenme calismalarinda plazma yag seviyesine anlamli etki
gostermedigi de bildirilmistir (156).

Bu tezde, serum iire azotu ve BUN seviyesi YY ve YY + Kur gruplarinda kontrol,
tasit ve Kur gruplarina kiyasla diisiikk bulundu. YY ve YY+Kur grubu serum albiimin
miktart diger tiim gruplardan yiiksek tespit edildi. Obezite ile birlikte meydana gelen
instilin direnci ve kardiyovaskiiler bozukluklar bobrek saglhigini da etkileyerek iire ve
BUN seviyelerinde degisimlere neden olabilmektedir (157). Obezitede artan yag doku ile
kas dokusundaki azalma proteinin metabolize edilmesini zorlastirabilecegi ve kas i¢i yag
dokunun artistyla insiilin metabolizmasinin zarar gorecegi Hegarty ve arkadaslarinin
YYD ile beslenen sigan ¢aligmasinda gosterilmistir (158). Kronik bobrek hastaligi olan
bireylerle yapilan bir ¢alismada artan yag dokunun, bobregin temizleme islevinde
bozulmaya ve bunun iire birikimine yol agmasina, azalan kas dokunun protein
metabolizmasinda azalmaya ve daha diisiik iire iiretimiyle sonuglandigi gosterilmistir
(159). Nitekim ¢alismamizda YYD tiiketen gruplarin serum iire azotu ve BUN seviyeleri
daha diistikken, albiimin miktarlarinda artis meydana gelmistir. Histopatolojik olarak
bobreklere ait incelemede bir farklilik bulunmamasi da, bu degisimlerin daha ¢ok
serumda artan yag ve protein miktariyla iligkili oldugunu diisiindiirmektedir. Albiimin
karaciger tarafindan iiretilen bir plazma proteini olarak, yag dokuda serbest yag asitlerinin
tasinmasini kolaylastirirken, insanlarda diisiik plazma albiimin konsantrasyonlar: artan
kilo ile enerji diizenlenmesi ile iliskilidir (160, 161). Albiimin nakavt farelerde yapilan

bir ¢aligmada plazmada serbest yag asidi miktarinin azaldigi ve insiilin duyarliliginin
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arttig1 gosterilmis ve albiimin lipid metabolizmasinda rol aldigi belirtilmistir (161).
Calismamizdan elde ettigimiz sonuglarla birlikte YYD tliketiminin artan yag asidi
miktariyla birlikte karacigerden iiretimini artirabilecegini, bunun yaninda yag
metabolizmasiin protein metabolizmasimi kisitlayarak serumda iire azotu ve BUN
seviyesini diiglirebilecegini One siirebiliriz. Arastirmalar, serum kreatinin diizeylerinin
asir1 kilolu ve obez bireylerde normal kilolu kisilere kiyasla 6nemli 6l¢lide daha yiiksek
oldugunu ve yetiskinlerde gézlemlenen kreatinin ile VKI arasinda pozitif bir korelasyon
oldugunu goéstermistir (157, 162). Kurkuminin nefrotoksisite koruyuculugu ve serum
kreatinin seviyesini diisiirdiigii ¢alismalarda gosterilmistir (163, 164). Calismamizda
sadece Kurkumin grubunda anlamli kreatin seviyesi disiikliigii gozlenirken YYD ile
beslenen grupta Kurkumin’in kreatini azaltma etkisinin yetersiz kaldigi goériilmektedir.
Ayrica YYD tiiketen gruplarda nefrotoksisite ile iligskilendirilecek bir kreatinin artis1 da
izlenmemistir ve bobrek dokusunun histopatolojik incelemesinde patolojik bir bulgu
olmamasi da bu sonuglar1 desteklemektedir.

Bu tezde, karaciger doku oOrneklerinden analiz edilen MDA diizeylerine
bakildiginda obez grubu MDA seviyesi kontrol, tasit, Kur ve YY + Kur gruplarina gore
artig gosterirken, obez grubuna Kurkumin uygulamasinin MDA seviyesini kontrol grubu
seviyesine dusiirdiigi tespit edildi. Obeziteyle birlikte metabolik yolaklar i¢inde artan
serbest yag asitleri ile lipid oksidasyon mekanizmasi da tetiklenmektedir ve artan
seviyelerde oksidatif stres tespit edilmektedir (69). Arastirmalar, obez bireylerin MDA
diizeylerinde artis ile SOD ve CAT gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerinde degisimler
olabilecegini gostermektedir (165). Obezite ile viicutta yiiksek oksidatif stres olusumu
gozlenmekte, hiicrelerde lipid peroksidasyonu ile MDA gibi zararl bilesikler meydana
gelebilmektedir (166, 167). Arastirmamizda obez grupta tespit edilen yiikksek MDA
seviyesi, hiicresel ve doku diizeyinde oksidatif hasarin bir sonucu olarak lipid
peroksidasyonunun basladigini gésteren onemli bir bulgu olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Karaciger MDA diizeyinde obezite ile meydana gelen artis Kurkumin ile azalmistir.
Kurkuminin antioksidan 6zelligi ile bu durum gézlenmis olabilir. Nitekim, birgok klinik
calismada obez insanlara Kurkumin takviyesi ile MDA seviyelerinde diisiis gosterilmis
ve oksidatif stresin azalarak metabolik sagligin diizelmesinde faydali oldugu one
striilmistiir (167-169). YYD ile beslenen hayvan ¢aligmalarinin da bir¢ogu, artan lipid
metabolizmasi ile ortaya ¢ikan yiiksek MDA diizeylerinin Kurkumin’in antioksidan

etkisiyle azaldigini gostermektedir (69, 170).
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Karaciger doku YY + Kur grubu GSH seviyeleri tasit, Kur ve YY grubuna kiyasla
istatistiksel olarak daha yiiksek 6lgiildii. Obez sicanlarda GSH diizeylerinin bdbrek ve
karaciger dokularinda azaldig1 ve kalp dokularinda arttig1 gosterilmistir (69, 171). Diger
yandan obez ¢ocuklarda GSH diizeyleri diisiik, metabolik sendromu tespit edilen obez
hastalarda ise yiiksek GSH diizeyleri gosterilmektedir (171). Calismamizda YYD ile
beslenen gruplardan YY + Kur grubunun kontrol ile benzer seviyede ve diger gruplardan
yiiksek GSH seviyesinde olmas1 Noeman ve arkadaslarinin bulgulariyla benzesmektedir
(171). 4 hafta boyunca YYD uygulanan siganlara ait GSH seviyelerini inceleyen Noeman
ve arkadaglari, yiiksek yagli yem tiiketen hayvanlara ait karaciger oOrneklerinde
yiikseldigini tespit etmistir (171). Viicudun antioksidan savunma sistemlerinden biri olan
GSH, yiiksek oksidatif stres durumunda yetersiz kalabilir ve bu durumda seviyesi
diisebilir (69). Kurkumin, YYD ile beslenmede lipid metabolizmasi etkisiyle artan MDA
seviyesini diistiriirken, azalan GSH seviyesini de yiikseltmistir. Obez grubunda gézlenen
Kurkumin uygulamasi ile artan GSH seviyesi, Kurkumin’in antioksidan etkisi nedeniyle
gOriilmiis olabilir.

Obezitede artan yag doku ile birlikte ortaya ¢ikan oksijen radikallerine karsi
vicudun savunma mekanizmalarindan biri olan SOD enzimi aktivitesinin, bazi
calismalarda arttif1 gosterilirken diger yandan, insiilin direnci ile oksidatif strese
adaptasyon saglayarak zamanla SOD aktivitesinin azaldig1 ve artan diger biyokimyasal
parametrelerle iligkili oldugu one siiriilmektedir (68, 172). Calismamizda YYD ile
beslenen gruplarin karaciger SOD enzim aktivitelerinde azalma olmasi da literatiirle
benzerdir. Torkanlou ve arkadaslar1 obez bireylerde yaptiklar1 arastirmalarinda, serum
¢inko ve SOD seviyelerinin birlikte azaldigini ve bu durumun azalan antioksidan tepki
nedeniyle bir risk olusturabilecegini 6ne stirmiistiir (67). SOD enzimi obezitenin neden
oldugu oksidatif stresi dengelemede baslangicta olumlu etki gosterirken, zamanla
bunun yeterli olmadigi da gosterilmistir (173). Kurkumin uygulamasi SOD enzim
aktivitesini artirabilmektedir. Nitekim, Hassan ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada da
YYD ile beslenen siganlarda SOD aktivitesinde azalma goriirken, YYD ile Kurkumin
verilen grupta SOD aktivitesini YYD grubuna kiyasla artmis bulmuslardir (174). Buna
karsin Gabr ve arkadaslarinin kanser hiicreleriyle yaptigi c¢alismada yiiksek
konsantrasyonda Kurkumin’in SOD aktivitesini azalttigi ve diisilk konsantrasyonda
artirdigt da tespit edilmistir (172, 175). Calismamizda yalnizca Kurkumin

uygulmasinda kontrol ve tasit grubuna kiyasla diisiik SOD aktivitesi goriilmesinin
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uygulanan Kurkumin dozu nedeni ile olabilecegini diisiinmekteyiz. Obezite
calismalarinda katalaz aktivitesinin genellikle artan oksidatif strese karsilik azaldigi
ortaya konmustur (176). Obezitede azalan katalaz aktivitesi nedeni ile birlikte karaciger
hasarinin siddetlenebilecegi ifade edilmistir. Nitekim Piao ve arkadaslar1 obez farelerde
olugan AYKH siirecinin katalaz aktivitesinin azalmasiyla hizlandigin1 gostermislerdir
(177). Bazi calismalar da, yiiksek yagli diyetlerin belirli fare tiirlerinde katalaz
aktivitesini veya oksidatif hasar1 6nemli Olglide degistirmedigi, bunun da katalaz
aktivitesinin her zaman diyetten etkilenmebilecegini diisiindiirmektedir (178, 179).
Calismamizda katalaz enzim aktivitesinde gruplar arasinda anlamli bir farklilik
bulunmamasi da yagl diyetin enzim aktivitesine yeterine etki etmedigi sonuglarina
katki saglayabilir.

Obezitede beyaz adipoz dokuda meydana gelen enflamasyonun CRP artisina
katkis1 oldugu, ancak bunun cinsiyet, yas, yag kitle oran1 ve VKI gibi parametrelere
bakilarak yorumlanmasi gerektigi arastirmacilar tarafindan belirtilmektedir (180). Lipid
birikimiyle birlikte karaciger, kas ve adipositokinlerde CRP artis1 6zellikle viseral yag
dokudan kaynakli IL-6 ve TNFa gibi sitokinlerin artmasina neden olurken, bu sitokinlerin
artigt da CRP tiretimini indiiklemektedir (181, 182). Obezite ile birlikte seyreden kronik
enflamasyon belirteglerinden biri olan CRP seviyesi YYD grubu serumlarinda farkli
bulunamadi. Kurkumin’in obeziteye bagl adipoz doku enflamasyonunu azalttigi ve
bununla iligkili proteinlerin seviyelerine olumlu yonde etki ettigi gosterilmistir (119, 128,
183, 184). Arastirmamizda YYD ile beslenmenin serum CRP seviyelerinde etkisini
gosterecek kadar enflamasyon olusmadigi ve ¢alisma siiresinin daha uzun olmasi halinde
farklilik gozlenebilecegi ihtimali diislintilmuistiir.

TNFa, obez hayvan modellerinde yag dokudan indiiklenerek diyabet olusumuna
ve insillin direncine katkida bulunmakta, obezitede IL-6 gibi diger enflamatuvar
sitokinlerle artis1 gozlenmektedir. Plazma seviyeleri i¢in obez bireylerde tespit
edilemeyecek kadar az oldugu da gosterilmistir (59, 185). Calismamizda YYD tiiketen
gruplarda serum TNFo seviyelerinde anlamli bir farklilik goriilmemistir. YYD ile
beslenen hayvanlarin serum trigliseritlerinde de farklilik bulunmamasi, adipokinde TNFa
ve CRP gibi obezite enflamasyonu belirteclerine etki edecek kadar artis olmadigini
diisiindiirmektedir. TNFa, obezitede insiilin direnci ve viseral yag artisina bagli 6ne ¢ikan
sitokinlerden biri olup ¢aligmamizdaki hayvanlarin yag kiitlesinin bu sitokinin seviyesine

etki edecek kadar artmadigi sonucuna varmaktayiz. Kurkumin onciil enflamatuvar
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sitokinlerin yag dokudan iiretimini azaltmakta etkili bir molekiil olarak ortaya konmustur
(186). Serum TNFa miktarlarina bakildiginda, Kurkumin verilen gruplarda bir denge
saglandigini, ancak musir yagi verilen tasit grubunda Kurkumin verilmeyen gruplara
kiyasla goriilen artisin normal diyete eklenmis musir yaginin enflamatuvar bir risk
olusturdugunu gosterebilir. Rusyn ve arkadaslari Kupffer hiicrelerine verilen misir yagi
ile TNFa tiretiminde 6nemli bir artis bulmustur ve arastirmamizda gozlemledigimiz tasit
grubunda TNFa artisinin da benzer sekilde 12 hafta boyunca misir yagi tiiketimi nedeni
ile ilgili olabilecegini diisiindiirmektedir (187). Buna ragmen Kurkuminle birlikte misir
yagt verilen gruplarda bu artisin  goriilmemesi, Kurkumin’in yagdan kaynakl
enflamatuvar riski bertaraf edebilecegini diisiindiirmektedir.

Obezite enflamasyonunda 6ne ¢ikan bir diger sitokin olan IL-6’nin da artmis yag
doku ve VKI ile dogru orantili olarak arttign gosterilmistir (48, 185). Karaciger
dokusundan ELISA yontemi ile dlgiilen IL-6 seviyeleri i¢in ¢alismamizda anlamli bir fark
bulunmamistir. Arasgtirmalar ¢cogunlukla plazma ve yag doku IL-6 seviyelerinde farklilik
tespit etmistir. Bu aragtirmalar azalan IL-6 seviyesi ile steatozun ve dolasimdaki lipid ile
leptin seviyesinin arttigin1  gostermistir (188, 189). Hayvanlarin histopatolojik
incelemesinde karaciger dokusunda yaglanma oraninin az oldugu ve yag doku
incelemesinde patolojik bir bulgu olmadigi goz Oniine alindiginda IL-6 iiretimini
etkileyecek kadar enflamasyon olugmadigini sdyleyebiliriz. Baz1 ¢alismalarda IL-6’nin
obezite iliskili insiilin direncine katkida bulundugu 6ne siiriilse de, IL-6’nin genetik
olarak eksik oldugu farelerde obezite gelisimi gozlenmemistir (190, 191). Gruplarin
instilin seviyesinde fark goriilmemesi ile IL-6’nin insiilin direncine olan katkisi paralellik
gostermektedir. Bu durum, viseral yagin yeterince artmamasi ve buna bagli olarak insiilin
direnci gelisimine katkida bulunan sitokinlerde de bir artis olmadigini diistindiirmektedir.

Bir diger metabolik enflamasyon belirteglerinden olan IL-1B’nin obezitede artis
ile birlikte tip-2 diyabete yol agan insiilin direncine katki sagladig1 gosterilmistir (5, 58,
192). Calismada IL-1p seviyesi en fazla YY grubunda tespit edilmis ve YY ile YY + Kur
gruplar1 IL-1P seviyesi diger gruplara gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur. IL-18
sinyali, obezitede hepatik lipogenezi diizenler ve obez farelerde patojenik hepatik
steatozun indiiklenmesi igin gerekli sitokinlerdendir (193). Obezitede IL-1p, insiilin
direncinine ek olarak AYKH gelisimini tetikleyerek devaminda tip-2 diyabet olugsmasina
katkida bulunmaktadir (194). Serum CRP ve karaciger IL-6 seviyelerinde fark goriilmese

de IL-1B seviyesi karacigerde histopatolojik steatoz goriintiisiiyle uyumlu olarak
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artmistir. Kurkuminin IL-18 adipoz doku seviyesinde, bazi ¢aligmalarda da plazma
seviyesinde azalmaya neden oldugu ve birlikte enflamasyonu diisiirdiigi, bazi
calismalarda da etkisinin olmadig1 gosterilmistir (48, 193, 195). Niikleer faktor kappa B
(NF-xB) ve p38 MAPK sinyal yolaklari, IL-13’nin hem mRNA hem de protein seviyesini
karaciger lizerinde kontrol eden mekanizmalardandir ve Kurkumin’in bu yolaklari inhibe
ederek IL-1B seviyesine etki ettigi gosterilmistir (196). YYD gruplarinda artan IL-1§
seviyesi Kurkumin uygulamasi ile azalmamistir. Calismamizda obezitede tiim
sitokinlerde artisin gériillememesinin nedeni bu sitokinlerin tiretiminde etkili olan NF-xB
ve MAPK yolaklarinin yeterince enflamasyon olusup tetiklenmemesinden kaynaklanmis
olabilir. IL-1B seviyeleri tasit ve Kur gruplarinda kontrol grubuna gore artmis bulundu,
bu duruma Kurkumin’in ¢dziiciisii olarak kullanilan misir yaginin neden olabilecegini
diisiinmekteyiz. Nitekim yapilan bir ¢aligmada misir yagi agisindan zengin diyetin
enflamatuvar yolaklar tetikleyerek dolayl bir sekilde IL-1p seviyesinde artisa neden
oldugu gosterilmistir (197). Bu ¢alismada da YY + Kur grubunda IL-1p seviyesinde
yeterince azalma goriilmemesinin bir diger nedeni olabilecegi kanaatini tasimaktayiz.
Obezitede TRPM2, oksidatif stres ve enflamasyon gibi faktorlerle tetiklenen Ca*?
girisinin diizenlenmesinde rol almaktir. TRPM2 kanal proteininin tiretimindeki artiginin
obezite enflamasyonuna katkida bulundugu ve inhibe edilmesinin yag doku
enflamasyonunda azalma sagladigi gosterilmistir (94, 95). Bu arastirmada karaciger
dokusunda incelenen TRPM2 mRNA seviyesi i¢in gruplar arasinda anlamli bir fark
bulunmamakla birlikte, TRPM2 protein seviyeleri karsilastirildiginda YY grubuna ait
karaciger TRPM2 protein seviyesi diger gruplara kiyasla yiiksek bulunmustur.
Arastirmalar TRPM2 gen ifadesinin obez farelere ait endotel hiicrelerde arttigini ve
bunun insiilin direnci ile endotel bozukluga neden oldugunu gostermektedir (198). Ayni
zamanda artan TRPM?2 proteininin endotel hiicrelerine Ca*? beraberinde NO girisini
artirarak gevsemeye ve kan basincinda azalmaya neden olabilecegi de gosterilmistir
(199). Karaciger TRPM2 gen ifadesinde bir farklilik bulunmasa da Y'Y grubunda yiiksek
miktarda TRPM2 proteini tespit edilmesi ve hemodinamik parametrelerde tespit edilen
kan basincinin azalmis olmasi Alves-Lopes ve arkadaglarinin bulgulari ile 6rtiismektedir
(199). Obeziteye ait yag doku kaynakli enflamasyon ile ADPR ve H20- gibi radikallerin
artistyla TRPM2 aktivasyonunun artmasi beklenmektedir (13) Calismamizda bu artisi
gen seviyesinde izleyemesek de protein seviyesinde tespit edebildik. Kurkuminin sigan

hepatosit hiicrelerinde TRPM2’yi in vitro olarak inhibe ettigi ve bunun da oksidatif stresi
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azalttigi bulunmustur (13). Bu ¢alismada YYD uygulanan gruba Kurkumin uygulmasinin
TRPM2 protein miktarinin azalttig1 tespit edilmistir. Kurkumin’in TRPM2’yi inhibe etme
Ozelligi protein seviyesinde gozlenmistir. Benzer olarak yapilan bir arastirmada
Khedrahpezhouh ve arkadaslari, hepatosit hiicrelerinde oksidatif stres ile aktive edilen
TRPM2 kanali tizerinde Kurkumin’in inhibe edici etkisini bildirmislerdir (13).

Standart yem ile Kurkumin verilen grupta TRPM2’nin farkli olmamasi, bu
caligmaya paralel olarak oksidatif stresin artmadigi kosullarda TRPM2’nin
aktivasyonunun olmadigini gésteren bir bulgu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Buna ek
olarak TRPM2’nin mRNA ifadesinden bagimsiz olarak protein miktarinda degisim
goriilmesi bu kanal proteinin transkripsiyon sonrast1 ya da translasyon sonrasi
diizenlemelerden etkilenebilecegini gostermektedir. Benzer sekilde yapilan bir ¢alismada
kanser hiicrelerinde TRPM2 gen ifadesinde bir degisim olmasa bile protein olarak
miktarinda bir artig gorildigi bildirilmistir (200). Obezite grubuna Kurkumin
uygulamasinin artan oksidatif stresi ile indiiklenen TRPM2 protein miktarini azalttigini
bununda Kurkumin’in antioksidan 6zelligi nedeni ile oldugunu ifade edebiliriz. TRPM2
gen ifadesinde gruplarda herhangi bir degisimin olmama nedenlerinden biri de
histopatolojik olarak gozlemlenen yag dokusu artisinin gruplarda az olmasinin oksidatif
stresi fazlaca alevlendirmemesi nedeni ile olabilecegini diistinmekteyiz.

Bu tez ¢alismasi; YYD ile beslenme ile obezite olusabilecegini, bununla birlikte
organizmada histopatolojik, hemodinamik, biyokimyasal, molekiiler parametrelerde
degisiklikler meydana gelebilecegini, Kurkumin uygulamasmin bu etkileri kismen
hafiletebilecegini ortaya koymaktadir. Kurkumin uygulamasi, 6zellikle oksidatif stresin
zararlarmin  giderilmesinde ve bazi enflamatuvar sitokinlerin  seviyelerinin
diizenlenmesinde olumlu etkiler gostermistir. Kurkuminin obezite ve onun
komplikasyonlarin1  azaltmada lipid metabolizmasin1 diizenleyerek ve anti-
enflamatuvar potansiyeli dahil olmak iizere gesitli mekanizmalar araciligiyla etkili ve
giivenli bir alternatif olabilecegini 6ne siiriilmektedir (183).

Kurkumin TRPM2 proteini iizerinde hiicresel dengeyi koruyucu bir diizenleme
etkisi ile asir1 aktivasyonunu engelleyerek hiicresel zararin Onlenmesinde etkili
olabilmektedir. Kurkumin’in bu ¢alismada da goriilen antioksidan ve anti-enflamatuvar
ozellikleri, TRPM2’nin asir1 uyarilmasini baskilayarak oksidatif hasar ve enflamasyonu

azaltabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizin bulgulan yiiksek yagli diyetin obezite ve buna bagli metabolik
bozukluklar tizerinde dnemli etkiler yarattigini ortaya koymustur. YYD ile beslenen
siganlarda gozlemlenen viicut agirligr artisi, kan glukoz seviyelerinde degisiklikler ve
oksidatif stres artis1 gibi obeziteyi tetikleyen ve obezite sonrasi ortaya g¢ikabilecek
mekanizmalarin anlasilmasi agisindan 6nemli veriler sunmustur.

Kurkumin’in yiiksek yagl diyetle birlikte uygulanmasi, viicut agirligini ve istahi
kontrol altina alarak, kan glukoz seviyesinin dengelenmesi, kolesteroliin diisiirtilmesi gibi
baz1 metabolik parametreleri olumlu yonde etkileyebilmektedir. Ayrica, Kurkumin’in
oksidatif stresle basa ¢ikma konusundaki potansiyel faydalari, 6zellikle MDA ve GSH
seviyeleri lizerindeki etkileriyle gozlemlenmistir. Kurkumin hiicresel dengeyi saglarken,
dolayli olarak TRPM2 protein ifadesini diizenleyebilmektedir. Kurkumin ile TRPM2
arasinda ki bu iligki terapotik bir potansiyele sahip olabilir.

Calismamiz, Kurkumin’in obeziteye bagli bazi metabolik bozukluklarin
tedavisinde potansiyel bir yardimer bilesik olarak degerlendirilebilecegini, ancak daha
fazla arastirma ve uzun siireli deneylerin yapilmasi gerektigini gdstermektedir. Sonuglar,
Kurkumin’in oksidatif stresle miicadelede etkili olabilecegi, ancak enflamasyon ve lipid
metabolizmasindaki derin etkileri agisindan daha fazla incelemeye ihtiya¢ duyuldugunu

ortaya koymaktadir.
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EK.3. Primer Dizileri

1. Beta aktin

Sican f-aktin geninin 1293 baz ciftinden olusan mRNA dizilimi ve primerlerin
dizilimdeki yerleri gosterilmistir. Gen Bankas1 Kayit No: NM 031144.3

1 gtcgagtceg cgtccacceg cgagtacaac cttcttgeag ctecteegte gecggtecac

61 acccgecace agttcgecat ggatgacgat atcgetgege tegtcgtcga caacggcetec
121 ggcatgtgca aggccggctt cgcgggegac gatgetceee gggecegtctt cccctecatce
181 gtgggccgcce ctaggcacca gggtgtgatg gtgggtatgg gtcagaagga ctcctacgtg
241 ggcgacgagg cccagagcaa gagaggeatce ctgaccctga agtaccccat tgaacacgge
301 attgtcacca actgggacga tatggagaag atttggcacc acactttcta caatgagctg

361 cgtgtggccec ctgaggagca ccctgtgetg ctcaccgagg ccectctgaa ccctaaggec
421 aaccgtgaaa agatgaccca gatcatgttt gagaccttca acaccccagc catgtacgta
481 gccatccagg ctgtgttgte cctgtatgec tetggtegta ccactggeat tgtgatggac

541 tccggagacg gggtcacecea cactgtgece atctatgagg gttacgeget ccctcatgec
601 atcctgcegtc tggacctggce tggecgggac ctgacagact acctcatgaa gatcctgacc
661 gagcgtggct acagcttcac caccacagct gagagggaaa tcgtgcgtga cattaaagag
721 aagctgtgct atgttgcect agacttcgag caagagatgg ccactgeegc atcctettee
781 tcecctggaga agagetatga getgectgac ggtcaggtea tcactatcgg caatgagegg
841 ttccgatgec ccgaggcetct cttccagcect tecttectgg gtatggaatce ctgtggeatc

901 catgaaacta cattcaattc catcatgaag tgtgacgttg acatccgtaa agacctctat

961 gccaacacag tgetgtctgg tggcaccacc atgtacccag geattgetga caggatgcag
>S>>>>>>>>>

1021 aaggagatta ctgccctggce tectagecacce atgaagatca agatcattgce tcctcctgag
1081 cgcaagtact ctgtgtggat tggtggctct atcctggect cactgtccac cttccageag

1141 atgtggatca gcaagcagga gtacgatgag tccggeccct ccatcgtgea ccgcaaatge
<L L L KL

1201 ttctaggcgg actgttactg agetgegttt tacacccttt ctttgacaaa acctaacttg
1261 cgcaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaa

>>>>>>> [leri primer, <<<<<<<< Geri primer
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2. TRPM2
Sican TRPM2 geninin 4527 baz ¢iftinden olusan mRNA dizilimi ve primerlerin
dizilimdeki yerleri gosterilmistir. Gen Bankasi Kayit No: NM 001011559.1
1 atggagccct tggaccagag aagaactgac tctgatcaag aggagggctt tggggtgeag
61 tcccggaggg ccactgatct gggceatggte cccaatctce gacgaagcaa tagcagtctt
121 tgcaagagca ggaggcttct gtgctccttc agcagtgaga agcaagaaaa ccttagctca
181 tggattcccg agaacatcaa gaagaaggaa tgtgtgtatt tcgtggaaag ttccaagctc
241 tcggatgcag ggaaggtagt gtgtgagtgt ggttacaccc acgagcagcea cattgaagtg
301 gccatcaagce ctcacacctt ccagggcaag gagtgggacc caaagaaaca cgtccatgag
361 atgcctacag atgcctttgg tgacattgtc ttcaccggec tgagccagaa agtggggaag
421 tatgtccgac tctcccagga cacgtegtee attgtcatct accagcttat gacacagcac
481 tggggcctgg atgtccecag cctectcate tetgtgaccg gtggggecaa gaacttcaac
541 atgaagctga ggttgaagag catcttccgg agaggcectgg ttaaggtgge ccaaaccacg
601 ggggcctgga tcatcactgg gggttceccac accggtgtga tgaagcaggt gggegaggeg
661 gtacgggact tcagcctaag cagcagcetge aaagaaggcg acgtcatcac catcggcata
721 gccacgtggg gcaccatcca caaccgtgag geactgatcc atcccatggg aggettcece
781 gctgagtaca tgctggatga ggaaggccaa gggaacctga cctgectgga cagcaaccac
841 tcccacttca tcctggtgga tgatgggacce cacgggeagt atggtgtgga gattcegetg
901 aggactaagc tggagaagtt catatcggag caaacgaagg aaagaggggg tgtggcecatt
961 aagatcccca ttgtctgegt ggtgttggag ggtggecctg geactctgcea taccatctac
1021 aacgccatca ccaatggcac accctgegtg atagtggagg getccggecg agtggetgac
1081 gtcatcgcetc aggtggecegce tetgeecegte tetgagatea ccatcteect gatccageag
1141 aagctcagcg tcttcttcca ggagatgttt gagactttca ccgaaaacca gattgtggaa
1201 tggaccaaaa agatccaaga tattgtcagg aggcggceagc tgctgacggt cttccgggaa
1261 ggcaaggatg gtcagcagga tgtggatgtt gccattctge aagctttact gaaagectct
1321 cgaagccaag atcacttcgg ccacgagaac tgggaccatc agctgaagcet ggecgtggec
1381 tggaaccgtg tggacatcge ccgeagtgag atcttcactg atgagtggcea gtggaagect
1441 tcagacctgc atcccatgat gacagctgcc ctcatctcca acaagcectga gtttgtgagg
1501 ctctttctgg agaacggggt gcggctgaag gagtttgtca cctgggatac tettctctge
1561 ctctacgaga acctggagcc atcctgectt ttccacagca agctgcagaa ggtgctggea
1621 gaagagcatg aacgcttagc ctatgcatct gagacacccc ggctgcaaat gecaccacgtg
1681 gcccaggtge tgegtgagcet cectcggagac tccacacagce tgetgtatce ccggecccgg

1741 tacactgacc ggccacggct ctcgetgeee atgccacaca tcaaactcaa cgtgcaagga
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1801 gtgagcctce ggtctctcta taagcgatca acaggcecacy ttaccttcac cattgaccca
1861 gtccgcegatc ttctcatttg ggecatcatc cagaaccaca gggagcetgge gggceatcate
1921 tgggctcaga gccaggactg cacagcagcec geactggect gcagcaagat cctgaaggag
1981 ctgtccaagg aggaggaaga tacagacagc tctgaggaga tgctggeact cgecggatgag
2041 tttgagcata gagctatcgg tgtcttcacc gagtgctaca gaaaggatga ggaaagagcc
2101 cagaagctgc ttgtcegtgt gtctgaggece tgggggaaga ccacctgect geagetggee
2161 ctcgaggcca aggacatgaa attcgtgtct cacggaggga tccaggcttt cctaacgaag
2221 gtgtggtggg gtcagcetctg cgtggacaat ggectgtgga ggatcatcct gtgcatgetg
2281 gcectteectc tgetcttcac cggctteatce tecttcaggg aaaagaggct geaggeactg
2341 tgcegeeegg ceegegteeg cgecttette aacgegeegg tggtcatctt ctacctcaat
2401 attctctcct actttgectt cctetgectg tttgectacg tgetcatggt ggacttccag

2461 ccctcaccat cctggtgega gtacctcatc tacctgtggce tettctcect ggtgtgcgag
2521 gagacacggc agctattcta cgatcccgat ggetgegggce tcatgaagat ggegtecctg
2581 tacttcagtg acttctggaa caaactggac gttggggcca ttctgetctt tatagcagga
2641 ctgacctgcec gactcatcec agcgacgctg taccctggge geatcatcct gtetttggac
2701 ttcattatgt tctgecteeg cctcatgeac atcttcacca ttagcaagac actggggecc
2761 aagataatca tcgtgaagcg gatgatgaag gacgtcttct tcttectett tetectggeg
2821 gtgtggotgg tgtccttcgg agtggecaag caggecatcec tcatccacaa tgagagecge
2881 gtggactgga tcttccgegg agttatctat cactcttacc ttaccatctt cgggcagatc
2941 ccgacctaca ttgacggcgt gaatttcagc atggaccagt gcagccccaa tggtacagac
3001 ccctacaagc ccaagtgtce tgagagtgac tggacagggc aggcaccegc cttccecgag
3061 tggctgacag tcacccttct ctgectctac ctgetcttcg ccaacatcct getgcttaat

3121 ttgctcatcg ccatgttcaa ctacaccttc caggaggtgc aggagcacac agaccagatc
3181 tggaagttcc agcgecacga cctgattgag gagtaccacg geecggeecce ggececcteee
3241 ccactcatcc tcctcagceca cctgecagctce ctgatcaaga ggattgtcct gaagatcecc
3301 gccaagaggc acaagcagct caagaacaag ctggagaaga atgaggaggc agcecctectg
3361 tcctgggagc tctacctgaa ggagaattac ctgcagaacc aacagtacca gcacaaacag
3421 cggccagagc agaagatcca ggacatcagt gagaaagtgg acaccatggt ggatctgttg
3481 gacatggacc gtgtgaagag atcaggctcc acagagcaga ggctggectce ccttgaggaa
3541 caggtgactc agatgggcag atctttgcac tggatcgtga cgaccctgaa ggacagtgge
3601 tttggctcag gggecggtgce actgacccetg gcageccaaa gggcecttcga cgagecagat
3661 gctgagctga gtatcaggaa gaaaggagag gagggaggag atggctatca tgtgagegee
3721 cggcacctcc tctaccctga tgeecgcatce atgegcttee cecgtgectaa tgagaaggtg
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3781 ccttgggagg cagagtttct gatctacgac cctcegtttt acacagctga gaagaaggat
3841 gcgactctca cagaccctgt gggagacact gcagaacctc tgtctaagat caattacaac
3901 gtcgtggacg gactgatgga ccgttgcagc ttccatggga cctatgtggt ccaatatgga
3961 ttccctttga accccatggg ccgeaccggg ttgegtggte gtgggagect cagetggttt
4021 ggtcccaacc acactctgca gecagttgtt acccggtgga agaggaacca gggtggagge
4081 atctgccgga agagtgtcag gaagatgttg gaggtgctgg tcatgaagtt gectcaatcc
4141 gagcactggg ccttgectgg gggetctcgg gagecaggga agatgcetace acggaagcetg

4201 aaacaggtcc tccagcagga gtactgggtg acctttgaga ccttgctaag gcaaggtaca
S>S>5>5>>>

4261 gaggtgtaca aaggatacgt ggatgaccca aggaacacgg acaatgectg gatcgagacg
<L L LK

4321 gtggctgtca gcatccattt ccaggaccag aatgatgtgg agctgaagag gctggaagag
4381 aacctgcaaa ctcatgatcc aaaggagtcg gecegtggcet tggagatgtce tactgaatgg

4441 caggttgtag accggceggat ccctctgtat gtgaaccaca agaagatcct ccaaaaggtg

4501 gcctegcetgt ttggegctca cttetga

>>>>>>> [leri primer, <<<<<<<< Geri primer
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