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OZET

CETIN Sevan. Yiiksek yagh diyet ile beslenen sicanlarda, probiyotik
kullaniminin karaciger yaglanmasi ve metabolik endotoksemi iizerine etkisi.
Baskent Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Beslenme ve Diyetetik Anabilim
Dali, Doktora Tezi, 2018.
Non alkolik yagli karaciger hastaligi (NAFLD), patogenezi tam olarak
anlasilamayan, kompleks ve multifaktoriyel bir hastaliktir. Hastaligin patogenezi,
genetik polimorfizm, ¢evresel faktorler ve barsak mikrobiyotasinin degisimini iceren
kompleks bir siireci igermektedir. Hastaligin tedavisinde, yasam tarzi degisiklikleri
ve fiziksel aktivitenin artirilmasi birincil hedefler arasindadir. Bu ¢alismada, yiiksek
yagli diyetle beslenen siganlarda probiyotik kullaniminin karaciger yaglanmasi ve
metabolik endotoksemi {izerine etkisi incelenmistir. Caligmada 24 adet Spraque
Dawley tiirii sigan kullanilmig ve hayvanlar 3 gruba ayrilmistir. Kontrol grubuna
standart purifiye yem, diger iki gruba sirasiyla, yiiksek yagl yem + plasebo (NaCl
oral 1 damla) ve yiiksek yagl yem + probiyotik Lactobasillus rhamnasus GG (1x10°
cfu/l damla) 16 hafta siiresince verilmistir. Bu siire sonunda siganlarin kan 6rnekleri
alinmis, mezenterik, perirenal ve gonadal yag dokusu miktarlar1 Olglilmiis ve
histopatoloji igin karaciger dokusu gikartilmistir. Gruplarin serum AST diizeyleri
karsilagtirildiginda istatistiksel farklilik 6nemli bulunmus (p<0.05), en yiiksek serum
AST diizeyi yiliksek yagli yem + plasebo alan grupta saptanmistir. Gruplarin ortalama
serum ALT diizeyleri arasindaki fark anlamli bulunmus (p<0.05), en diisik ALT
diizeyi kontrol grubunda, en yiiksek, yiiksek yagli yem + probiyotik alan grupta
bulunmustur. Gruplar arasinda, kolesterol, TNF-a, CRP ve LPS diizeyleri agisindan
istatistiksel olarak onemli bir fark bulunmamistir (p>0.05). Siganlarin AST, ALT,
kolesterol ve CRP degerleri ile LPS diizeyleri arasinda bir iliski bulunmamustir.
Gruplar arasinda karaciger agirligi, perirenal ve mezenterik yag miktar1 ortalamalari
arasindaki fark onemli (p<0.05). Gruplar arasinda histopatojik incelemede, kontrol
grubunda steatoz negatif, yiiksek yagli yem + plasebo alan grupta % 62,5 ve yiiksek
yagli yem + probiyotik alan grupta % 12.5 oraninda hepatosteatoz+hepatoselliiler
balonlasma (1 hayvan) bulunmustur.

Sonug olarak, yiiksek yagl diyet ile olusturulan karaciger yaglanmasina

probiyotik desteginin koruyucu etkisi histopatolojik olarak gosterilmis ancak



karaciger enzimleri, inflamatuvar belirtecler ve metabolik endotoksin tizerindeki
etkisi tam olarak gozlenmemistir.

Non alkolik yagh karaciger hastaliginda probiyotik kullaniminin
onerilebilmesi igin hem doz hem de sus agisindan daha fazla ¢alismaya gereksinim
duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Probiyotik, endotoksin, non alkolik yagli karaciger, yiiksek

yagl diyet.

Bu calisma igin, Baskent Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulundan
14.08.2017 tarihli 17/19 sayili karar1 ile ‘Etik Kurul Onayr’ alinmigtir.
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ABSTRACT

CETIN Sevan. Effect of probiotics use on fatty liver and metabolic endotoxemia,
in rats fed with high fat diet. Baskent University Institute of Health Science,
Department of Nutrition and Dietetics. Phd Thesis, 2018.

Non alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is a complex and multifactorial disease,
it’s pathogenesis is not fully understood. The pathogenesis of disease is involves a
complex process, genetic polymorphism, enviromental factors and change of
intestinal microbiota. Lifestyle changes and physical activity are primary goals in the
treatment. In this study, the effect of probiotic use on the fatty liver and metabolic
endotoxemia in rats fed with high fat diet was invsetigated. Sprague Dawley rats
(n=24) were used in this study and animals were divided into 3 groups. The control
group received standard purified feed, the other two groups respectively, receieved
high fat feed+plasebo (1 drop of NaCl), high fat feed+probiotic Lactobasillus r. GG
(1x10'° cfu/ 1 drop) for 16 weeks. At the end of the period, blood samples were
taken from rats, mesenteric, perirenal, gonadal fat tissue levels were measured and
the liver was removed for the histopathology. When the serum AST levels of groups
were compared, statistical difference was found as significant, the highest level was
found in high fat feed+plasebo group. The difference between the mean serum ALT
levels of groups was found be significant and lowest ALT level was found in the
control, the highest level high fat feed+probiotic group. There was no statistical
difference between groups, cholesterol, TNF-a, CRP and LPS level (p>0.05). There
was no correlation between LPS with AST, ALT, cholesterol and CRP levels
(p>0.05). The difference between in gropups, mean of liver weight, perirenal and
mesenteric fat content was significant (p<0.05). At the histopathological examination
of the groups revealed steatosis negative in control group, 62.5 % of in high fat
feed+plasebo group and 12.5% hepatosteatosis + hepatocellular balloning in high fat
feed+probiotic group (1 animal). As a result, the protective effect of supplementation
with probiotics on high fat diet induced fatty liver was demonstrated as
histopathologically but its effects on liver enzymes, inflamatory markers and
metabolic endotoxemia has not been fully demonstrated. In order to recommend of
the use probiotics in NAFLD, more researches are needed in terms of both dose and

strain.
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Key Words: Probiotics, endotoxemia, non alcoholic fatty liver, high fat diet.
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ALT: Alanin amino transferaz
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AST: Aspartat amino transferaz

Bcl-2: B-hiicre lenfoma protein2

BKIi: Beden kiitle indeksi
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ChREBP: Karbonhidrat yanit element baglayici protein
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dL: Desilitre

DAMPs: Hasarla iliskili molekiiler yapilar
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DM: Diabetes mellitus
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DYA: Doymus yag asiti

EPA: Eikosapentaenoik asit

ER: Endoplazmik retikulum

F: Fibrozis evresi
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FATPs: Yag asidi transport proteinleri
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1. GIRIS

Non alkolik yagli karaciger hastaligt (NAFLD), obezite prevelansinin
artmastyla onemli bir halk sagligi sorunu haline gelmistir (1-4). Endiistrilesmis
tilkelerde yaklasik %20-30 arasinda bir prevelansa sahiptir (5). Non alkolik yagl
karaciger metabolik sendromun hepatik bir gostergesi kabul edilmekte; karacigerde
(>%5hepatositlerde) trigliserit formunda asir1 lipit birikimi olarak tanimlanmaktadir
(3, 5-7). Hastaligin patogenezi kompleks; genetik faktorler, ¢evresel etmenler ve
barsak mikrobiyal faktorlerini igeren etmenlerden olusmaktadir (5, 8, 9). Hastaligin
onayli bir tedavisi bulunmamakta, yasam tarzi degisiklikleri ve fiziksel aktivitenin
artirtlmasi tedavide temel hedefler arasinda yer almaktadir (3, 4, 10). Non alkolik
yagl karaciger hastaliginin patogenezinde giiniimiizde ¢oklu vurus hipotezi kabul
edilmekte, hepatosteatoza neden olan ve insiilin direncini igeren birinci vurus ve
inflamatuvar yolaklarin devreye girdigi, hepatosit hasar1 ve fibrogenezi iceren ikinci
vurusa ilaveten barsak mikrobiyotasinin degisimini i¢eren mekanizmalari
kapsamaktadir (4, 5, 8). Non alkolik yagl karaciger hastaliginda ince bagirsak
bakteriyel asiri biiylimesi hastalarin  %25-75’inde goriilmekte; probiyotikler
bagirsaktaki mikrobiyal dengeyi saglamalar1 ve kompozisyonu degistirmeleri
nedeniyle umut verici ajanlar olarak nitelendirilmektedir (1, 11). Ancak
probiyotiklerin etki mekanizmalarinin tam olarak anlagilamamasi nedeniyle
NAFLD’de profilaktik veya terapdtik onerimler i¢in daha fazla ¢aligmaya gereksinim
duyulmaktadir (2, 11, 12). Non alkolik yagh karaciger hastaliginin patogenezinin
aydinlatilmasinda hayvan c¢alismalar1 6nemli bir yer tutmaktadir (13). Bununla
birlikte probiyotiklerin hepatosteatoza ve metabolik endotoksemiye etkisini arastiran
cok fazla galisma bulunmamaktadir (14). Bu nedenle bu calismada yiiksek yagh
diyetle beslenen siganlarda probiyotigin karaciger yaglanmasi ve metabolik
endotoksemiye etkisi arastirilmistir. Elde edilen verilerle NAFLD’de probiyotik
kullaniminin etkisi ve yeni bir terapotik yaklasim olan lipopolisakkaritin (LPS)

maniplasyonu degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1.Non Alkolik Yagh Karaciger Hastahg (NAFLD)

Non alkolik yagl karaciger hastaligi (NAFLD), son yillarda obezite ve Tip 2
diabetes mellitus (DM) prevelansinin artmasiyla birlikte (1, 3, 15) geligsmis ve
gelismekte olan iilkelerde oOnemli bir halk saghigi sorunu olarak karsimiza
¢ikmaktadir (16). Son yirmi yil igerisinde diger kronik karaciger hastaliklarinin
(Hepatit B, C, primer sklerozan kolanjit) prevelansi stabil veya daha az bir artis
gosterirken, NAFLD ve non alkolik steatohepatit (NASH) hastaliklarinin
prevelansinin iki katina ¢iktigi belirtilmekte; cocuk ve yetiskinlerde artan obezite
insidans1 nedeniyle 6nemli bir halk saglig1 sorununu olusturmaktadir (1, 7). Ludwig
ve arkadaslar1 tarafindan (17) ilk olarak NASH’m 1980 yilinda isimlendirilmesiyle
ve NAFLD prevelansinin artmasiyla, bu alandaki caligmalar da paralellik
gostermistir (6).

Non alkolik yagli karaciger hastaligi, karaciger hastaliklarinin genis bir
yelpazesini igermekte ve histolojik olarak hepatositlerde> %5’den fazla trigliserit
formunda lipit damlaciklarinin birikimi olarak tanimlanmakta; basit steatozdan
inflamatuvar steatohepatite, siroza ve bazi vakalarda hepatoselliiler karsinomaya
ilerlemektedir (4, 6, 7, 18). Non alkolik yagli karaciger hastaligi i¢in kullanilan
terimler arasinda basit veya bening steatoz ve non alkolik yagli karaciger
kullanilmaktadir (19). Tablo 2.1’de NAFLD ile ilgili tanimlar verilmistir. Non
alkolik yagli karaciger hastaliginda, goriintiileme veya histolojik yontemlerle teshis
edilen steatozun yani sira, ciddi derecede alkol tiiketimi, uzun siire steatojenik tedavi
ve monojenik herediter bozukluklar gibi hepatik lipit birikimine neden olan ikincil
problemlerin olmamasi gerekmektedir (20).

Non alkolik yagh karaciger hastaligi, histolojik olarak iki sekilde
degerlendirilmektedir. Birincisi biyokimyasal veya hepatoselliiler hasar olmaksizin
non alkolik yagli karaciger, digeri ise, Siroz olup olmaksizin steatoz, inflamasyon ve
hepatik hasar (balonlagsma) ile non alkolik steatohepatittir (19-21). Non alkolik yagh
karaciger hastaligi, diyabet, obezite ve dislipidemi gibi kriterlerin biitiiniinii olusturan

metabolik sendromla iliskilendirilmektedir (6, 20-23).



Tablo 2.1. Non alkolik yagl karaciger hastalig1 ve iligkili tanimlar (20)

NAFLD Steatozdan, steatohepatite ve siroza kadar, alkol tiikketimi

olmaksizin yagl karaciger hastaliginin tlimiinii kapsar

NAFL Hepatoselliiler hasar veya fibrozis bulgusu olmaksizin

hepatositlerin balonlagsmasti, > %5 hepatosteatozun varligi

NASH Fibrozis ve/veya fibrozis olmaksizin hepatosit hasari

(balonlagma) ve inflamasyon ile > %5 hepato steatoz

NASH Siroz Gegmiste steatoz veya steatohepatitin histolojik kanitt

veya mevcut durumdaki sirozun varlig
Kriptojenik Siroz Belli olmayan etyoloji ile sirozun varlig:

Obezite ve metabolik sendrom gibi risk faktorleri

mevcuttur

NAS Steatozis, lobular inflamasyon ve balonlagsma skorlarinin
bilesimi. NAS, klinik ¢aligmalarda NAFLD’ li hastalarda
karaciger histolojisindeki degisiklikleri 6l¢gmek ig¢in

kullanilan bir aragtir. Fibrozis skorlamasi ayr1 yapilir.

Steatoz Aktivite Steatozis miktarinin yar1 nicel skorlamasi, aktivitesi

Fibrozis (SAF) Skoru  (lobular inflamasyon + balonlagma) ve fibrozis

2.1.2.Non alkolik yagh karaciger hastaliginin epidemiyolojisi

Obezite ve Diabetes Mellitus (DM) gibi hastaliklarin artmasiyla, NAFLD’nin
de paralel olarak artis gosterdigi belirtilmektedir (6, 24, 25). Diinyada NAFLD’nin,
Avrupa, Orta Dogu ve Asya’da prevelansinin daha ¢ok arttigi rapor edilmistir (26).
Geligsmekte olan iilkelerde, hastaligin yetiskin bireylerin %30’nu, ¢ocuklarin ise
%10’nu etkiledigi belirtilmektedir (27). Bat1 tilkelerinde insidansin %20-30, Asya’da
%5-18 arasinda oldugu saptanmistir (4). Toplam 22 iilke 6rneklemlerinin alindigt bir
calismada, global prevelansin %25.24 ile en fazla Orta Dogu ve Giiney Afrika’da
oldugu rapor edilirken; en diisiik oranin %13.48 Afrika’da oldugu belirtilmistir (28).
Non alkolik yagl karaciger hastaliginin klinik, demografik, biyokimyasal veriler ve
ultrasonografi ile birlikte ile degerlendirildigi National Health And Nutrition

Examination Survey Il (NHANES I1l) arastirmasindan elde edilen verilere goére



Amerika’da prevelansin %18.77 oldugu ve %11.78’nin NASH oldugu gosterilmistir
(26). Diinya genelinde metabolik sendromun artmasiyla paralellik gosteren
NAFLD’nin obez hastalardaki prevelansinin %75, NASH’in %19 oldugu
belirtilirken, morbid obezlerde %93 ve %26-49 oraninda olabilecegi belirtilmektedir
(21).

Ulkemizde NAFLD prevelansinin %20-25 oraninda oldugu belirtilmektedir
(29). Ankara’da 254 saglikli erkekte yapilan bir caligmada NAFLD prevelanst %10.6
bulunmustur (30). Ulkemizde non-obez ve non-diyabetik NAFLD’li bireylerde,
insiilin rezistansi ve metabolik sendromun saglikli bireylere gore farklilik gosterip
gostermedigini belirlemek amaciyla yapilan bir calismada, NAFLD’li hastalarda
metabolik sendrom, kontrol grubuna goére %32.2 (p<0.001) oraninda bulunurken,
insiilin direnci kontrol grubuna gore %46.2 oraninda (p<0.001) daha yiiksek
bulunmustur (31).

Non alkolik yagh karaciger hastalifinin Amerika’da, yillik olarak ekonomiye
103 milyon $ yiik getirdigi, bu oramin Almanya, Ingiltere, Fransa ve italya gibi
Avrupa iilkelerinde 35 milyon € oldugu belirtilmistir (3).

Non alkolik yagli karaciger hastaligi genellikle asemptomatik seyrederken,
klinik ve patolojik rotasi steatoz, fibrozis/siroz ve hepatoselliiler karsinoma (HCC)
seklinde seyretmektedir (9, 25). Non alkolik yagl karaciger hastaliginda hastalarin
%85’inde sadece steatoz goriilmekte ve hastalik ¢ok yavas ilerlemektedir; NASH
hastalarin yaklagik %10-15’inde gelismekte ve histolojik progresyonla bazi
vakalarda siroza, karaciger yetmezligine ve hepatoselliiler karsinomaya (HCC) neden
olmaktadir (21). Hepatosteatozda kisa donemde morbidite ve mortaliteyle iliski
bulunmazken, uzun doénemde siroz, karaciger yetmezligi, HCC ve karaciger
transplantasyonu gibi riskler ortaya ¢ikmaktadir. Dolayisiyla hastaligin ilerlemesiyle
gelisen NASH, morbidite, mortalite iligskilendirilmekte; bu hasta gruplarinda en
yaygin 6liim nedeni kardiyovaskiiler hastaliklar olarak belirtililmektedir (7,21).



2.1.3.Non alkolik yagh karaciger hastah@inin etiyolojisi ve risk faktorleri

Non alkolik yagh karaciger hastaliginin nedenleri iki grupta siralanmaktadir.
Birincisi dogustan veya sonradan kazanilan metabolik anormallikler, digerleri ise
toksinler ve ilaglardir (32). Tablo 2.2’de NAFLD’nin olasi nedenleri ve risk
faktorleri gosterilmektedir (7).

Non alkolik yagli karaciger hastalig1 ve metabolik sendrom arasindaki iliski,
metabolik sendromun bu hastaligin bir manifestasyonu yoniinde olup, obezite, Tip 2
DM, yas, cinsiyet, tedaviler ve yasam tarzi, hastalik i¢in birer risk faktorii olarak
degerlendirilmektedir (19, 33). Yaslanmayla beraber, NAFLD’nin hepatik ve
ekstrahepatik komplikasyon risklerinin artmasi nedeniyle, bu hasta popiilasyonunda
mortalite beklentisi yiiksektir (34). Ayrica, intrauterin hayatta asirt glukokortikoid
kullanimi, malniitrisyon veya overniitrisyon ve ¢evre kirliligine maruziyet NAFLD
ile iliskilendirilmektedir (35). Non alkolik yagl karaciger hastaliginin gelisiminde ve
ilerlemesinde genetik polimorfizmin hepatik yag iceriginin degisimi, oksidatif stres
ve inflamasyon aracilifiyla etkisinin olabilecegi diistiniilmektedir (18). Hepatik yag
iceriginde, genetik varyanslara etki eden farkliliklar1 belirlemek amactyla Hispanik,
Afrikan-Amerikali ve Avrupali-Amerikan olmak iizere ti¢ farkli etnik grupta yapilan
genom calismasinda, Patatin-benzeri fosfolipaz domain igeren 3 geninin (PNPLA3
rs738409), hepatik yag icerigini artirdigi, serum alanin aminotransferaz (ALT) ve
aspartat aminotransferaz (AST) diizeylerini yiikselttigi belirtilmistir (36). PNPLPA3
geni, karacigerde eksprese edilmekte, acglikla inhibasyonu, yiiksek karbonhidratlh bir
diyetle ekspresyonunun arttifi ve dolayisiyla beslenmeyle regiile edilebildigi
belirtilmektedir (37). PNPLA3 rs738409 geninin mutasyona ugradigi Kkisiler
sayesinde, NAFLD’nin bircok histolojik ozelligi aciga ¢ikartilmistir (4). Etnik
gruplar arasinda NAFLD’e yatkinligin lipit metabolizmasiyla iligkili olabilecegi
belirtilmektedir (6).



Tablo 2.2. Non alkolik yagl karaciger hastaliginin nedenleri ve risk faktorleri (7)

Risk Faktorleri Hastaligin flerlemesi Mliskili Durumlar
Insiilin rezistansi/Metabolik sendrom Obezite, artmig BK1I ve bel Hiperlipidemi
cevresi

Jejunoileal by-pass cerrahi Insiilin rezistans1 /

Kontrolsiiz DM, hiperglisemi, Metabolik sendrom

Yas-40-65 yas yiiksek risk
hipertrigliseridemi

Cocuklarda <10 yas alt1 Tip 2 DM
Sedanter yasam tarzi

Etnik koken — Hispanik ve Asyalilarda Hepatit C

yitksek risk Insiilin rezistansi

Hizli kilo kayb1
Metabolik sendrom

Afrikan-Amerikalilarda diisiik risk
Total parenteral

Aile 6ykiisii-genetik yatkinlik Yas niitrisyon

[laglar ve Toksinler (amiodaron, koralgil, Genetik faktrler Wilson’s hastaligi,

tamoksifen, perhexilin, sentetik Weber-Christian

Ostrojenler, kortikosteroidler, metoterksat, hastaligi, A beta

IV tetrasiklin, yiiksek aktif antiretroviral lipoprotenemia,

ilaglar) divertikiil, polikistik
over sendromu,
obstriiktif uyku
apnesi

2.1.4.Non alkolik yagh karaciger hastaliginin patogenezi

Non alkolik yagl karaciger hastaliginin patogenezi karmasiktir ve tamamen
anlasilabilmis degildir (1, 21). Bununla birlikte, genetik yapi, ¢evresel faktorler ve
barsaktaki mikrobiyal faktorlerin etkilesimi hastaligin multifaktoriyel ve daha
kompleks olmasina neden olmaktadir (5, 8, 9, 21). Non alkolik yagl karaciger
hastaliginin nedeni asir1 enerji alimi1 ve harcanmasi arasindaki enerji homoestazinin
bozulmasinin yanisira insiilin direnci (ID), adipokinler ve sitokinler araciliiyla
yiriitiilen inflamatuvar yolaklar, oksidatif stres, mitokondriyal disfonksiyon gibi
mekanizmalarin hastaligin gelisiminde rol almaktadir (9, 17).

Metabolik Sendrom, Tip Il Diyabet, aterosklerotik kardiyovaskiiler hastalik
gibi kardiyometabolik risk faktorlerini ve mekanizmalar1 barindan kompleks bir
durum olup; NAFLD ve metabolik sendrom arasindaki iliski, NAFLD’ nin, metabolik
sendromun hepatik bir bileseni olarak kabul edilmesidir (4, 38-40). Metabolik



sendromun temelinde yatan risk faktorleri, obezite, dislipidemi, hipertansiyon,
yiikselmis kan glukozu, inflamatuvar ve protrombik durumu kapsamaktadir (38).
Diagnostik kriterleri arasinda trigliseritin (TG) 150 mg/dl ve daha yiiksek olmasi,
yiiksek dansiteli lipoproteinin (HDL) erkeklerde 40 mg/dl, kadinlarda ise 50
mg/dl’den diisiik olmasi, aghk glukozunun 100 g/dl veya daha yiiksek olmasi,
hipergliseminin varligi, bel ¢evresinin artmasi ve hipertansiyon olup, bu kriterlerden
lic tanesinin bulunmasi durumunda metabolik sendromunun varligindan
bahsedilmektedir (4, 38).

Beden kiitle indeksinin (BKI) yiiksekligi ve visseral obezite, NAFLD i¢in bir
risk faktorii olmakla birlikte hepatosteatozlu hastalarda obezite prevelanst %30 ve
%100 oraninda gosterilmistir (20, 41). Tablo 2.3’te viicut agirlig1 ve hepatosteatoz
orant gosterilmistir (19). Kore’de baslangicta metabolik anormalligi olmayan ve
NAFLD gelismeyen bireylerde yapilan The Kangbuk Samsung Saglik kohort
calismasinda, 348193 kisi takip edilmis, bu kisilerden 10340 katilimcida NAFLD
gelismistir. Fazla kilolu ve obez bireylerde NAFLD, normal agirliga sahip bireylere
gore risk orani 2.15 ve 3.15 kat daha fazla bulunmustur (42).

Tablo 2.3.Viicut agirhigi ve hepatosteatoz orani (19)

Viicut Agirligi Hepatosteatoz (%)
Normal 21

> [deal viicut agirhigindan %10 fazla 75

Morbid obez 90-95

Tip 2 DM ve NAFLD sinerjik olarak birbirini etkileyebilen hastaliklar
olmakla birlikte obezite ve Tip 2 DM’un artmast NAFLD, siroz, HCC gibi
hastaliklar i¢in ciddi bir risk faktoridir (9, 43). Kwok ve arkadaslarinin (44)
vibrasyon kontrollii elastografi (Fibrosken) ile yaptig1 bir calismada, diyabetik
hastalarin karaciger sertligi %17.7 bulunurken, biyopsi yapilan hastalarin %50’sinde
steatohepatit tespit edilmistir. Tip 2 DM’li 392 hastada ultrason ve elastografi ile
yapilan bir caligmada, diyabetik hastalarin %30’unda karaciger sertligi, steatozlu

hastalarin %18.8’inde fibrozis, %13.4’tinde siroz tespit edilmistir (45)



2.1.4.1.Coklu vurus hipotezi

Hastalikla ilgili olarak ‘Two Hit Hypothesis’ iki vuru hipotezi 1998 yilinda
one siiriilmiistiir (18). Birincisi, sedanter yasam tarz1, yiiksek yagh diyet ve 1D nin
olusturdugu ilk vurus; ID’nin bir sonucu olarak hepatositlerde serbest yag asitleri ve
TG birikimi sonucu hepatosteatozun olusumudur. IIk vurus sonucu zarar goren
karaciger hiicrelerinde oksidatif hasar sonucu inflamatuvar yolaklarin devreye girdigi
ve karacigerde fibroziss/NASH gelisimiyle ilgili oldugu diisiiniilen ikinci vurus
hipotezidir (1, 2, 4, 5, 46). Hastaligin patogenezinde kabul gdrmis iki vurus
hipotezinin yerini glinimiizde ‘multiple-hit’, c¢oklu vurus hipotezi almis; bu
hipotezde, ID ve hiicresel inflamasyonun es zamanli olustugu; insiilin direnci,
beslenmeyle ilgili faktorler, adipoz doku hormonlari, genetik ve epigenetik
faktorlerin bu hipotezde rol aldig: belirtilmistir (47).

Hastaligin patogenezindeki klasik gorlis, enerji alimi ve harcanmasi
arasindaki dengesizlik sonucu olusan obezitenin NAFLD patogenezindeki etkisini
vurgularken, yenilik¢i akim barsak karaciger aksi araciligiyla barsak biitiinliigliniin
bozulmasi sonucu gelisen metabolik endotoksemi ve diisiikk dereceli

inflamasyonunun hastaligin gelisimine neden oldugunu vurgulamaktadir (48).

2.1.4.2. Birinci vurus hipotezi: Insiilin direnci ve hepatosteatoz gelisimi
Karaciger serbest yag asitlerini diyetle, adipoz dokudan lipoliz ve/veya de
novo lipogenezle elde etmekte ve normal kosullarda karacigerde TG depolanmasi
gerceklesmemektedir (49, 50). Yag asitleri plazmaya, oksidasyon araciligiyla TG
formunda esterifikasyona ugradiktan sonra ¢ok diisiik dansiteli lipoprotein (VLDL)
partikiillerine doniiserek hiicreden ayrilmakta veya hepatositlerde lipit damlaciklart
seklinde depolanmaktadir (49-52). Hepatositlere yag asitlerinin alimi, karacigerde
eksprese edilen yag asidi transport proteinleri (FATPS) ve yag asidi translokaz
(CD36) gibi membran proteinleri araciligiyla ger¢eklesmektedir (27, 49).
Karacigerde asir1 miktarda TG birikiminin temelinde karacigerden TG sentezi
ve kullanim1 arasindaki dengesizlik gosterilmekle birlikte altta yatan mekanizmalar;
adipoz dokudan fazla miktarda serbest yag asidinin tasinmasi, karacigerde VLDL
lretiminin  veya sekresyonun azalmasi sonucu karacigerden SYA’nin
uzaklastirilmasindaki azalma, de novo lipogenezde artma, yag asitlerinin beta

oksidasyonundaki bozulmadir (18, 27, 53). Cok diisikk dansiteli lipoproteinin,



karacigerden mobilizasyonu i¢in mikrozomal TG transfer proteini (MTP) ile VLDL
prekiirsorlerinden Apolipoprotein B-100 (ApoB) sentezlenmesi ve TG’den zengin
VLDL formunun olusmasi gerekmektedir. Hepatik VLDL sekresyonunun
bozulmasina, familyal hipobetalipoproteinemi, farmakolojik ajanlarla MTP’in
inhibisyonu veya CD36’nin azalmasi gosterilmektedir (54).

De novo lipogenezin, ilk asamas1 Asetil Co-a’nin, Asetil Co-A Karboksilaz
(ACC) enzimiyle Malonil Co-A’ya doniisiimiidiir. Malonil Co-A Karnitin palmitol
transferaz 1 (CPT1) enzimi ile yag oksidasyonunu regiile etmekte ve CPTI
mitokondriyaya girerek uzun zincirli yag asitlerine transporte olmaktadir. Asetil Co-
A Kkarboksilaz ve yag asidi sentetaz enzimi (FASN), insiilin sinyalizasyonuyla
upregiile olan sterol diizenleyici element baglayict proteinl (SREBP-1c) ve
postprandiyal aktive olan karbonhidrat yanit element baglayici protein (ChREBP) ile
de novo lipogenezin regiilasyonunu saglayan enzimlerdir (18, 55). Non alkolik yagh
karaciger hastaliginda de novo lipogenezin artmasina neden olarak,
hiperinsiilinemiyle es zamanli olugsmas: ve basit karbonhidratlarin asir1 tiiketimi
neden olarak gosterilmektedir (18). Non alkolik yagli karaciger hastaligi olan
bireylerde artmis de novo lipogenezi gostermek amaciyla karacigerdeki yag
miktarinin manyetik rezonans spektroskopi ile belirlendigi bir ¢aligmada, de novo
yag asiti sentezi, karacigerdeki yag miktar1 yiiksek olan bireylerde diisiik olanlara
gore 3 kat fazla bulunmustur (56).

Beta oksidasyon, koenzim A araciligi ile yag asitlerinin mitokondriyal
matrikse tasinmasini gerektirmektedir. Yag asil-CoA, CPT1 ile yag asil karnitine
dontismektedir (54). A¢lik durumunda, yag asitlerinin B-oksidasyonu viicut i¢in
baslica enerji kaynagi olup; B-oksidasyonun kullanilabilmesi i¢in uzun zincirli yag
asitlerinin mitokondriye tasinmasi ve CPTI1 ile katalize edilmesi gerekmektedir
Malonil Co-A ve insiilin araciligiyla CPT1’in inhibasyonu, endoplazmik retikulumda
CYP3A4 bagimhi w-oksidasyonun gerceklesmesine ve lipit akiimiilasyonuna neden
olmaktadir (18).

Yaklasik olarak, hepatik lipitlerin %60°’1 TG’lerin periferal lipolizi ile elde
edilirken, %35-40’nin  diyetle alinan karbonhidrat ve yaglardan geldigi
belirtilmektedir (9). Non alkolik yagli karaciger hastalarinda hepatik ve plazma

trigliseritlerin biyolojik kaynagini belirlemek amaciyla, gaz kromatografi ve kiitle



spektrometre kullanilarak yapilan bir calismada karacigerdeki triagilgliserol
miktarmin %60’1 serum non-esterifiye yag asitlerinden, %25’i de novo lipogenezden
ve %151 diyetten elde edildigi bulunmustur (57).

Hastaligin patogenezinde ID baslangic noktasi olarak gosterilmektedir (5, 41,
46). Bununla birlikte, hepatik ID’nin, NAFLD’da bir neden mi, sonu¢ mu veya her
ikisinin de birlikte oldugu bir durum mu oldugu bilinmemektedir (54). Cevresel
faktorler, genetik ve beslenme aligkanliklart ID’ne sebep olan faktérler arasindadir
(5, 46). Non alkolik yagl karaciger hastaliginda ID, genellikle periferal olmakla
birlikte iskelet kasinda ve adipoz dokuda meydana gelmektedir. Iskelet kasinda
olusan ID, hiperglisemiye neden olan glukoz aliminin azalmasma yol acarken,
adipoz dokuda meydana gelen ID, insiilin hormonunun antilipolitik aktivitesini
bozarak SY A’nin artmasina yol agmaktadir (47).

Endokrin ve sekresyon gorevlere sahip, bir endokrin organ olarak kabul
edilen adipoz doku, SYA’nin major kaynagidir ve TG’lerin yaklasik olarak %60
birikiminden sorumludur. (1, 5). Visseral adipoz doku interlokin 6 (IL-6), timor
nekrozis faktor alfa (TNF-a), plazminojen aktivator inhibitérii (PAI-1), leptin,
adiponektin gibi sitokin ve hormonlarin major bir kaynagidir (1). Visseral adipoz
dokunun artmasi, adipositlerde insiilinin etkisinin bozulmasina, lipolizde
baskilanmaya, adiposit stresine ve makrofajlar araciligiyla infiltrasyona neden
olmaktadir. Adipokinlerden TNF-a, IL-6, monosit kemoatraktan protein 1(MCP-1),
rezistin ve PAI-1 salinimi sonucu niikleer faktor kappa B (NF-kB) araciligiyla insiilin
sinyalizasyonu bozulurken, c-Jun N-terminal kinaz (JNK) yolagi, iD’ne neden
olmaktadir (18). Bununla birlikte insiilin, plazma insiilin bagimli hiicre membranina
baglanmast i¢in insiilin reseptor substrat-1(IRS-1) proteinine gereksinim
duymaktadir. Bu reseptoriin tirozin fosforilizasyonu ile fosfotidilinositol 3-kinaz,
protein kinaz B ve Ras-mitojen aktive edici protein kinaz yolaklar1 aktive olmaktadir
(38). Dolayisyla IRS-1 reseptorlerindeki bir bozuklugun da insiilin direncine neden
olabilecegi belirtilmektedir (51, 54). Hepatositlerdeki hiperinsiilinemi, yag asitlerinin
de novo sentezini artirmakta, hepatik TG sentezi hepatositlerde artan SYA tarafindan
ve peroksizom prolifere aktive edici reseptor gama (PPAR-y) ve SERBP-1 gibi

lipojenik enzimler yardimiyla yiiriitiilmektedir (38).
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Ciddi steatozu olan, ultrason ve bilgisayarli tomografiyle (BT) teshis
konulmus NAFLD’li hastalarda, BT ile 0lgiilen visseral yag alami ve steatoz
arasindaki iliskiyi aragtiran obez ve obez olmayan hastada yapilan bir galismada,
ciddi steatozun, visseral yag alan1 ve bel cevresiyle pozitif iliski gosterdigi
(p<0.0001) ve visseral yag birikiminin BKI’ne bakilmaksizin NAFLD’de hepatik
yag infiltrasyonunu etkiledigi belirtilmistir (58).

Kolin gerek diyet yoluyla gerekse endojen olarak firetilebilen bir niitrient
olup, NAFLD ile iligkisi 50 yil dnce kolin eksikligi ve hepatik lipit birikimi ile
gosterilmistir. Kolin-fosfatidilkolin metabolizmasimin degismesinde hepatosteotoza
neden olan yolaklar mevcuttur ve bu total parenteral beslenmede kolin takviyesi ile
yag infiltrasyonunun tersine ¢evrilmesiyle gdsterilmistir. Kolin fosfatidiletanolamin
(PEMT) yolag: ile sentezlenir ve kolinin PEMT’e oraninin azalmasinda: Diyetle
alimin azalmasi ve/veya fosfotidilkolin (PC) yolaginda kolin biyoyararlaniminin
azalmasi, PEMT aktivasyonunda genetik cesitlilikten dolay1r azalma ve metilasyon
kapasitesinin azalmast neden olarak gosterilmektedir (59). Non alkolik yagh
karaciger sliphesi olan hasta grubunda, lipidomik analizin yapildig: bir ¢alismada, PC
oraninin hem NAFLD hem de NASH grubunda diisiik bulundugu gosterilmistir (60).

Seramidler, hiicre membraninin bir kompartimani ve sfingolipit tlirevleri
olup, insiilin rezistansi, oksidatif stres ve inflamasyon gibi mekanizmalarda rol
almaktadirlar (61). Seramidler oksidatif stres sonrasi, palmitol Co-A ve serin
palmitol Co-A transferaz ve nétral sfingomiyelinazin aktivasyonuyla ve salvage
yolagiyla tiretilmektedir (61, 62). Sfingozinler ¢ogunlukla, seramidlerin {iretimi veya
tirevlerinden elde edilen re-agilleme araciligiyla kurtarilir. Sfingozinlerin bu geri
doniistimii ‘salvage-kurtarma yolagi’ olarak tanimlanmaktadir. Seramidlerin iskelet
kasinda ve karacigerde insiilinin sinyalizasyonunu azaltarak ve karacigerde birikerek
ID’ne neden oldugu diisiiniilmektedir. Bununla birlikte seramidlerin TNF-a ile
birlikte, reaktif oksijen tiirlerinin iiretimine katkida bulunmas1 apoptozise ve hepatik
inflmasyona yol agmaktadir (63). Kemirgenlerde tetrakloridkarbon maruziyeti
sonucu karacigerde seramid diizeylerinin artmastyla hepatik hiicre Oliimiiniin ve
plazma seramid diizeylerinin arttigi gosterilmistir (64). Ayrica insan ve hayvan
modellerinde lipopolisakkaritlerin (LPS) uyarilmasiyla olusan akut faz yanitinin

hepatik seramid {iretiminin artmasina neden oldugu gosterilmistir (65).
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2.1.4.3. ikinci Vurus: Mitokondriyal disfonksiyon ve oksidatif stres

Mitokondride gergeklesen disfonksiyonel durum NAFLD’nin patogenezini,
yapisal degisiklik olarak mitokondiriyal deoksiriboniikleik asitin (DNA) azalmasi,
fonksiyonel degisiklik olarak mitokondriyal B-oksidasyon yoniinde etkilemektedir (5,
46). Lipotoksisite terimi, Unger tarafindan pankreatik beta hiicrelerinde asir1
SY A’lerinin toksik etkisini tanimlamada kullanilmistir (66). Karacigere serbest yag
asidi akis1 sonucu gelisen inflamasyonun viicudun adaptif mekanizmasini
baskilamasi, ROS iiretimine, endoplazmik retikulum stresine, hepatoselliiler
disfonksiyona ve hasara neden olmakta ve bu siirece lipotoksisite denilmektedir (18).
Asirt ROS iiretiminin DNA, protein ve lipit hasarina neden oldugu, NK-kB,
p38MAPK ve JNK gibi sinyalizasyon yolaklarin1 aktive ederek hiicre 6liimiine yol
actigr belirtilmektedir (52). Hepatik lipotoksisiteye etkisi olan lipitler SYA’leri,
TG’ler, lisofosfatidilkolin, seramid, serbest kolesterol ve safra asitleridir (61).

Yag asitleri ve metabolitlerinin farkli biyolojik gorevleri ve hiicre yapisinda
bulunmalarinin yani sira bazilariin lipotoksik, bazilarinin ise protektif 6zelliklerinin
olmasi, metabolik ve davranigsal farkliliklarindan kaynaklanmaktadir. Doymus yag
asitleri (DYA) hiicre kiiltiirlerinde toksik iken, tekli doymamis yag asitlerinin
(TDYA) toksik veya sitoprotektif oldugu belirtilmektedir (67). In vitro oleik ve
palmitik asidin hepatositlere etkisini inceleyen ¢alismada; hepatosit hiicre kiiltiiriinde
oleik asitin, palmitik asitten daha fazla steatojenik ve daha az apoptotik oldugu
gosterilmistir (68). Tekli doymamis yag asitlerinin, DY A’lerinden PPAR i¢in daha
baskin ligandlar olmasi, PPAR aktivasyonunda hiicrenin viyabilitesinde
(vasayabilme yetenegi) TDYA’nin farkli etkileriyle agiklanmaktadir (67). Doymus
yag asitlerinin, JNK ve mitokondriyal yolaklar araciligiyla hepatik inflamasyonu ve
apoptozisi indiikledigi, JNK yolagmin insiilin direnci ve hepatotoksisitenin anahtar
medyatorii oldugu belirtilmektedir (9, 61). Hepatosit hiicrelerinde bulunan JNK1 ve
JNK2 genlerinden 6zellikle JNK1, proapoptotik B-hiicre lenfoma protein 2 (Bcl-2)
familyasindan BH-3 proteinlerinin ekpresyonunun regiile edilmesiyle, apoptozis
indiiksiyonunda 6nemli bir rol oynamaktadir (61).

Insiilin direnci ve mitokondriyal anormallikleri arastirmak igin, BKI >40
olan, NASH’l1 hastalarda yapilan bir ¢alismada karaciger hiicrelerinin elektron

mikroskopiyle degerlendirilmesi sonucu hiicresel morfoloji ve mitokondiriyal
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disfonksiyon gosterilmis; insiilin direncinin yag asidi p-oksidasyonunu ve oksidatif
stresi artirdigi belirtilmistir (69). Reaktif oksijen tiirleri ve okside olmus diisiik
dansiteli lipoproteinin, Kupffer ve yildiz hiicrelerini uyararak inflamasyon ve
fibrozise neden olabilecegi bu durumun NASH’in baslangic evresiyle
iliskilendirildigi belirtilmektedir (5, 18).

Adiponektin adipositlerden {iretilen bir sitokindir; adiposit boyutu ve insiilin
duyarliligi araciligiyla dokulardan ne miktarda adiponektin salinacagi belirlenir (70).
Adiponektin, karacigerde glukozun regiilasyonuna katilarak glikoneogenez
inhibisyonunu saglamakta, NF-xB ve TNF-o’y1 inhibe ederek lipogenezi
baskilamasiyla organizmada koruyucu bir rol almaktadir (1, 70,). Bu etki,
adiponektin reseptorleri araciligiyla, karacigerde adipokin sinyalizasyonunun
adenozin monofosfat aktive edici protein kinaz (AMPK) yolaginin ve peroksizom
prolifere aktive edici reseptor alfanin (PPAR-a) aktivasyonuyla saglanmaktadir (71).
Adenozin monofosfat aktive edici protein kinazin aktif duruma gelmesi, yag
asitlerinin oksidasyonunu uyarmakta, yag asidi akisini ve de novo lipogenezi
baskilamaktadir (1,72). Adiponektin diizeylerinin NAFLD’li hastalarda daha diisiik
olmasi, SYA birikimi ve lipid oksidasyonunun artmasiyla paralel olup, steatozdan

NASH’a ilerleyen siiregte negatif bir etkiye yol agabilmektedir (1, 5).

2.1.4.4. Non alkolik yagh karaciger hastalig1 ve endoplazmik retikulum stresi
Hepatosteatozdan NASH’a ilerleyen siire¢, endoplazmik retikulum stresi ile
karakterizedir. Endoplazmik retikulum intraseliiler, hiicre niikleusuna komsu bir
organeldir ve proteinlerin transportu, lipit sentezi ve kalsiyum homeostazi gibi hayati
gorevlerinin yani sira diger bir gorevi, proteinlerin katlanmasidir. Herhangi bir
fizyolojik veya patolojik durumda, hatali veya katlanmamis proteinlerin birikimi
‘katlanmamis protein yaniti1 (UPR)’ olarak tanimlanirken bu durum aynm1 zamanda
endoplazmik retikulum stresine neden olmaktadir (5, 61, 73). Non alkolik yagh
karaciger hastaliginda UPR aktivasyonu, hiperglisemi ve mitokondriyal hasari
indiikleyerek oksidatif strese neden olmakta ve uzamis UPR aktivasyonu hiicre
Olimiine neden olan apoptotik yolagin baglamasiyla sonuglanmaktadir (5, 61).
Endoplazmik retikulum stresinin diger bir tetikleyicisi de inflamasyon ve

apoptozisde bir aktivator olan JNK yolagidir (9).
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Cesitli ksenobiyotiklerin transformasyonundan sorumlu olan, yag asitlerinin
omega hidroksilasyonunu gergeklestiren ve endoplazmik retikulumun integral bir
membran proteini olan sitokrom P450 (CYP)2E1’in steatozdaki rolii, CYP2EI
monoksijenazin, lipotoksisitede ekspresyonunun ve aktivasyonunun artmasi
yoniindedir (52, 61). Metiyonin-kolin yetersiz diyetle beslenen farelerde NASH
gelisiminde CYP2EI etkisinin degerlendirildigi bir calismada, CYP2E1’in hepatik
mikrozomal lipit peroksidasyonuyla iliskisinin pozitif yonde oldugu ve lipit
peroksitlerinin 100 kat arttig1 gosterilmistir (74). Ayrica hepatosteatoz ve
steatohepatit slipheli hastalarda biyopsi araciligi ile, CYP2E1 ekspresyonu ve
aktivasyonun incelendigi bir arastirmada ise, BKI ve CYP2E1 arasinda pozitif ve

istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon bulunmustur (75).

2.1.4.5. Non alkolik yagh karaciger hastaligi ve inflamasyon

Hepatositlerde SYA’lerinin artig1 sonucu olusan lipotoksisite, insiilin direnci,
adipoz doku disfonksiyonu ve bagirsakta endotoksinlerin itiretimi, pro-inflamatuvar
sitokinlerin salinimina neden olmaktadir (5). Bu sitokinlerin en 6nemlileri hepatik
yildiz hiicreleri ile (crosstalk) iletisimi saglayan TNF-a ve IL-6’dir (5, 76). Iki
onemli inflamatuvar yolak, JINK-AP1 ve NF-kB, kronik inflamasyonda, NAFLD’de
etkinlik gostermektedir (5). Niikleer faktor kappa B yolagi, proinflamatuvar
sitokinlerin ve (sistein-sistein kemokin ligandi)) CCL2 kemokinlerin salimimiyla
hepatosit hasarini indiiklerken, mitojen aktive edici protein kinaz-JNK yolag: ise
inflamasyon ve apoptozisi indiiklemektedir (76, 77). Ayrica NF-kB yolaginin
inflamasyonu tetiklemesi, hepatosit proliferasyonu ve Oliimiine neden olarak
karsinogenezisin gelisimine katkida bulunmasi, hepatoselliiler karsinomada da rol
aldigin gostermektedir (5, 77).

Non alkolik yagh karaciger hastaliginin gelisimi ve TNF-a arasindaki iliskiyi
inceleyen, 363 saglikli bireyin dort yil siireyle takip edildigi kohort arastirmada,
NAFLD gelisen bireylerin insidans1 yiiksek bulunurken, AST, ALT, iD ve HOMA-
IR degerlerinde ise gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamlilik bulunmadigi
belirtilmistir. Yas, cinsiyet ve BKI ayarlandiktan sonra TNF-o diizeyleri, NAFLD

gelismeyen gruba gore daha yiiksek ve anlamli bulunmustur (78).
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2.1.4.6. Non alkolik yagh karaciger hastaligi ve inflamazom aktivasyonu

Inflamazomlar, endojen ve ekzojen uyaranlara kars1 inflamasyonu
indiikleyen, kaspaz igeren ve patojen mikroorganizmalardan veya serbest kalan
hasarli hiicrelerden elde edilen sitoplazmik multi-protein kompleksleridir (5, 79).
Mikroorganizmada, patojenle iligkili molekiiler yapilarin (PAMPS) veya hasarla
iliskili molekiiler yapilariin (DAMPs) algilayicilart olarak hareket etmektedirler (5).
Inflamazomlarin aktivasyonunu indiikleyen, Toll benzeri reseptérler (TLR), DAMPs
veya PAMPs gibi endojen tehlike sinyallerini tanimaya yardimci olurken, Kuffer
hiicreleri, hepatositler ve yildiz hiicreler gibi hepatik hiicrelerin aktivasyonunda rol
almaktadir (9). Nikleotid-baglayici oligomerizasyon domain-igeren protein NOD-
benzeri reseptorler, immun sensorlerin bir iiyesi olup, proinflamatuvar sitokinlerin
salimmmimi  uyaran sitoplazmik protein yapisindaki inflamazomlardir (21).
Inflamazomlarin birlesmesinde etkin olan NOD-benzeri resertdrler (NLR), NASH
patogenezinde Onemli bir rol oynamaktadir (9). Non alkolik yaglh karaciger
hastaliginda inflamazomlarin aktivasyonu, PPAR-o’nin baskilanmasiyla ve hiicre
6limiinii indiikleyen TNF-a’nin indirek etkisinin desteklenmesiyle sonuglanmaktadir
(5).

Leptin, adipoz dokulardan salinan ve bir sitokin tiirevi olan anoreksijenik bir
hormon olup, enerji homeostazinda, glukoz ve lipit metabolizmasinda gorev
almaktadir (70, 72). Leptin 16kDa proteini ilk tanimlanan adipokindir; dolagimdaki
miktar1 adipoz dokuya ve enerji dengesinin durumuna baglidir. Leptin ve NAFLD
arasindaki iliski net olmamakla birlikte, leptinin antisteatotik etkisinin oldugu ancak
leptinin  yiiksekliginin, hepatik inflamasyona ve fibrozise neden olabilecegi
belirtilmektedir (72). Leptin yetersizligi ve alkolle indiiklenen NAFLD arasindaki
iliskiyi farelerde arastiran ¢alismada, ilk basamakta hayvanlar etanol igeren diyetle 2,
4 veya 8 hafta siireyle alkole maruz birakilarak adipokin iiretimi arastirilmis,
calismanin ikinci fazinda farelere calismanin son iki haftas1 subkutandz 0.5
mg/giin/kg leptin verilmesiyle NAFLD ve leptin yetersizligi iligkisi incelenmistir.
Alkol maruziyetinin, adipokin konsantrasyonuna etkisi bulunmazken, adipoz doku
kiitlesinde ciddi derecede azalma oldugu belirlenmistir. Plazma leptin
konsantrasyonlarinin azalmasi ile alkolik yagli karaciger hastaligi, beyaz adipoz

doku ve viicut agirlig1 arasinda pozitif korelasyon bulunmustur (p<0.05) (71).
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Demirin hepatik diizeydeki artisinin NASH i gelisiminde etkin olabilecegi
belirtilmektedir. Insiilin direnci artmis hepatik demir diizeyleriyle iliskilendirilirken
tam tersi yoniinde diizelmis glisemik yanit, serum ferritin ve hepatik demir
konsantrasyonlarinda  diizelmeyle iliskilendirilmektedir. Bu mekanizmanin
nekroinflamasyondaki rolii tam olarak bilinmemekle birlikte, Fe™iin Fe+2’ye

doniistimii sonucu agiga ¢ikan ROS ile iliskili olabilecegi belirtilmektedir (53).

2.1.5. Non Alkolik Yagh Karaciger Hastalig1 Teshisi

Non alkolik yagli karaciger hastaligi, karaciger yetmezligine kadar
asemptomatik seyretmekte; biyokimyasal veya farkli amaglar igin goriintiileme
sonucunda karacigerde steatoza Ozgl isaretler ortaya c¢iktiginda tesadiifi
bulunmaktadir. Insiilin direnci, obezite gibi metabolik sendromla iliskili faktorlerin
ortaya c¢ikmasi teshiste erken tani igin basart saglamaktadir (1, 4). Klinik
semptomlar, spesifik ve hastaligin siddetini degerlendirmede giivenilir degildir. En
fazla goriilen semptomlar, sag iist kadranda agri ve yorgunluk belirtileridir.
Hastalarin %50’sinde obezite ve hepatomegali rapor edilmistir (38).

Biyokimyasal parametreler arasinda en fazla goriilen anormallikler AST ve
ALT diizeylerindedir ve nadiren normal limitin 3-4 kat dstiine ¢ikmaktadir. Cogu
vakada ALT diizeyinin AST diizeyinden yiiksek oldugu ancak siroz varliginda AST
diizeyinin daha yiiksek oldugu belirtilmistir (38). De Ritis Orani, AST ve ALT nin
serum diizeyleri arasindaki orandir ve hepatitin etyolojisinde dnemli bir indikator
olarak kabul edilmektedir (80). Hepatosteatozdan NASH’a ilerleyen siiregte AST
diizeyinin yiiksek olmasi, AST/ALT diizeyinin de yiiksek olmasinin bir sonucudur
(81). Non alkolik yaglh karaciger hastaliginda, transaminaz diizeyleri normal sinirlar
arasinda cikabilir ve AST/ALT oran1 genellikle <1 olmakla birlikte, ciddi karaciger
hasarlarinda bu oran artabilmektedir (82). Tablo 2.4’de NAFLD’in ve alkolik yagl
karaciger hastaliginin karakteristik ozellikleri verilmistir. Bununla birlikte ultrason
taramast, diisliik duyarlilikla <%30 steatozu belirleyebilirken, %93 duyarlikla >%33
orta derecede steatozu degerlendirmekte ve bu nedenle yalnizca baslangigtaki
diagnostik yaklasimi sergilemede 6nemli oldugu belirtilmektedir (2).

Coklu etnik gruplarla yapilan Dallas Kalp Calismasina gore, 2287 bireyin
%31’inde hepatosteatoz pozitif ve %79’unda ALT diizeyi normal sinirlarda

bulunmustur (83). Amerika’da 1999-2002 yillar1 arasinda 6823 katilimciyla yapilan
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Ulusal Saglik ve Beslenme Anketine (NHANES) gore, steatohepatitin diyagnozunda
rol oynayan diger bir biyokimyasal belirte¢ olan AST diizeyi %3.6 yiikselmistir (84).

Bir akut faz reaktan1 ve inflamatuvar durum belirteci olan C-reaktif protein
(CRP), NAFLD insidansinin giiclii bir gdstergecidir (85). Ulkemizde, NAFLD tanist
konulmus 296 hastada yapilan bir ¢alismada, tan1 almis hastalarin CRP diizeyleri
kontrol grubuyla kiyaslandiginda, istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek
bulunmug; CRP’nin non-invaziv bir belirte¢ olarak kullanilabilecegi dngoriilmiistiir
(86).

Tablo 2.4. Non alkolik yagl karaciger ve alkolik karaciger hastaliginin 6zellikleri
(81)

Ozellik Non Alkolik Yagli Karaciger Alkolik Yagli Karaciger
Hastalig1 Hastalig1

Viicut Agirhigi Artmis Degisken

Aclik plazma glukozu veya Artmis Normal

HbAlc

Giinliik alkol tiiketimi <20g-kadin, <30 g-erkek >20 g-kadin, >30g-erkek

ALT Artmig veya normal Artmig veya normal

AST Normal Artmig

AST/ALT orani <0,8(>0,8 hastaligin ilerlemesi) >1,5

GGT Artmig veya normal Oldukga yiiksek

TG Artmig Degisken, olduke¢a yiiksek

olabilir
HDL kolesterol Diistik Artmig
Korpiiskiiler voliim Normal Artmis

Non alkolik yagh karaciger hastaliginin teshisinde ultrason, bilgisayarl
tomografi, manyetik rezonans goriintilleme gibi tekniklerden faydalanilirken,
NASH’da inflamasyonun varligi, lokasyonu ve 6zelliklerinin teshis edilebilmesi ve
NAFLD’dan belirgin farkliligin ayirtedilebilmesi icin biyopsi gerekmektedir (3).
Bilgisayarl1 tomografi, ultrasonografiden daha pahalidir ancak daha hassas

olmamakla birlikte, diger karaciger patolojilerini belirlemede etkin oldugu
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belirtilmektedir (82). Baz1 bireylerde invaziv diagnostik teknikler uygulanmaz iken,
steatoz ve fibrozis i¢in non-invaziv belirtegler gereklidir (9).

Non alkolik yagh karaciger hastaliginin teshisinde kullanilan dortli yaklagim,
hepatosteatozun varlig1 (goriintiileme veya histoloji araciligiyla), alkol tiiketiminin,
viral etyolojilerin ve diger kronik karaciger hastaliklarinin olmamasidir. Alkol
kullanimi1, kronik hepatit B ve C ilag tedavisi, total parenteral nutrisyon, Wilson
hastaligi, malniitrisyon, otoimmun hepatit gibi hastaliklarda da hepatosteatoz
goriilebileceginden bu hastaliklarin tan1 koymada gz Oniinde bulundurulmasi
gerekmektedir (4).

Non alkolik yagl karaciger hastaliginin teshisinin konulmasinda karaciger
biyopsisi altin standart olarak kabul edilmektedir. Karaciger biyopsisi,
aminotransferaz diizeyleri normal oldugunda ve goriintileme yontemlerinde bir
bulgu olmadiginda 6nerilmemektedir (19). Diinya genelinde en ¢ok kullanilan teshis
metodu NASH Klinik Arastirma Agi skorlama sistemidir (15). Teshisin tutarli ve
tekrarlanabilir olmasi ve klinik ¢aligmalarda kullanilabilmesi i¢in yar1 nicel olmasi
gerektigi belirtilmektedir (4). Tablo 2.5’de aktivite skoru gdsterilmistir (4).

Non alkolik yagl karaciger hastaliginda aktivite derecesini belirlemek ig¢in
sayisal skorlamalar kullanilir: Steatoz 0-3 puan, hepatoselliiler balonlasma 0-2 puan
ve asiner inflamasyon 0-3 puani igermektedir. Esik degeri <3 aktivite skorlamasi,
NASH’1n histolojik teshis olarak bulunmamasiyla bir korelasyonu gosterirken, esik
degeri 5 veya >5 NASH’ 1n teshisinde i1yi bir korelasyon oldugunu gostermektedir.
Esik degerinin >4 olmasi durumunda NASH i¢in girisimsel yontemler onerilmektedir
(4). NASH CRN skorlamasi ile iligkilendirilmeyen NAFLD’li hastalardan elde edilen
386 karaciger biyopsisinin tek patolog tarafindan bu skorlamanin yeniden
incelenmesi amaciyla yapilan ¢alismada, NAFLD aktivite skoru ve histolojik teshis
arasindaki iligskinin klinik ¢alismalar i¢in iyi bir 6rnek oldugu; >4 NAFLD aktivite
skorunun NASH’ 1n 6ngoriisiinde hassas ve spesifik bir gosterge oldugu belirtilmistir
(88).

Obezite, DM ve OSA gibi hastaliklarin varliginda NAFLD’den
siiphelenilmesi vurgulanmaktadir (6). Fiziksel degerlendirmede BKi ve visseral
adipozite, NALFD’nin tanis1 konusunda ipuglar1 saglarken, zayif hastalarda tam

koyma zorlagsmaktadir. Taramanin yapilmasi risk altindaki hastalarda 6nemli olmakla
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birlikte, karaciger fonksiyon testlerinin normal degerler arasinda ¢ikmasi, ultrasonun
pahali olmas1 ve taramanin genis bir toplulukta yapilmasinin gii¢liigii tan1 koymadaki

zorluklar arasinda sayilmaktadir (4).

Tablo 2.5. Non alkolik yagl karaciger hastaliginda aktivite skoru (NAS) (4).

Steatoz Derecesi (0-3) Skor
<%5 0
%5-33 1
%34-66 2
>0%66 3

Lobular inflamasyon

Odak yok 0
<2 odak i¢in 20 x alan 1
2-4 odak i¢in 20 x alan 2
>4 odak i¢in 20 X alan 3

Hepatositlerde Balonlasma

Yok 0
Birkag balon hiicresi 1
Birgok balon hiicresi/belirgin balonlagma 2

Fibrozis Evresi

Yok 0
Perisinusoidal veya periportal 1
Hafif, 3 bolge, perisinusoidal 1A
Orta, 3 bolge/ perisinusoidal 1B
Portal/periportal 1C
Perisinusoidal ve portal/periportal 2
Kopriilesme fibrozisi 3
Siroz 4
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2.1.6.Non Alkolik Yagh Karaciger Hastahgimin Tedavi Ilkeleri

Non alkolik yaglh karaciger hastaligi onemli bir halk saglig1 sorunu olmasina
karsin, yetersiz bilimsel veriler nedeniyle Amerikan Besin ve Ilag Dairesi (FDA)
tarafindan onayl bir farmakolojik ajan1 bulunmamaktadir (2, 89). Tedavide temel
amac¢ hastaligin erken teshisi ile progresyonun ve miimkiin olabildigince hepatik
hasarin engellenmesidir (2). Non alkolik yagh karaciger hastaliginda, onaylanmis
terapdtik yaklagim diyet ve fiziksel aktiviteyi de igeren yasam tarzi degisikligidir. (7,
20, 41). Tablo 2.6°’da NAFLD’de stratejik yonetim yaklagimlar verilmistir (90).

Tablo 2.6. Non alkolik yagli karaciger hastaliginda stratejik yonetim yaklagimlari
(90)

Kategori Oneri

Diyet modifikasyonu Hipokalorik diyet ve/veya egzersiz ile en az %3-5 agirlik
kaybi saglanir ve hepatosteatoz azalir; nekroinflamasyonu

diizeltmek icin %10 kilo kayb1 gerekebilir
Fiziksel aktivitenin artirilmasi Orta yogunlukta 200 dak/hafta diizenli egzersiz programi

Davranigsal miidahaleler Kendini izleme, agirlik kaybi hedefi koyma, uzun dénem

yasam tarzindaki degisimi korumaya c¢aligma

Farmakolojik ajanlar Istah azaltici, yag emilimini engelleyici, mide hacmini
azaltict

Bariatrik Cerrahi Uygun obez NAFLD/NASH’11 hastalarda

Besin Destekleri Birgok besin destegi olmasina ragmen, uzun dénemde ¢ok

az1 etkindir ve saglikl kilo vermede 6nerilmez

2.1.6.1.Non alkolik yagh karaciger hastaliginda diyet ve yasam tarzi degisikligi
Farmakolojik ajanlar ve bariatrik cerrahiyle ilgili gelismeler s6z konusu
olmasina karsin, daha giivenilir ve ekonomik bir yontem olan ve obezite basta olmak
tizere diger metabolik hastaliklarin, NAFLD’nin gelisiminin ve progresyonunun
engellenebilmesi beslenme tarzinin degisimiyle miimkiin olmaktadir (90, 91).
Dengeli bir diyetle saglanan agirlik kaybi, obez ve obez olmayan NAFLD’li
hastalarin yonetiminde onemli bir faktordiir (90). Yasam tarzi degisikligi ile
hastalarin en az %5 ve ideal %10 agirlik kaybi, NAFLD’de rezoliisyon, NASH’da ise
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fibrozisin gerilemesi saglanmistir (2, 91). Agirlik kaybinin saglanmasinda enerji
aliminin enerji harcamasindan daha az olmasina ilaveten diizenli fiziksel aktivitenin
eklenmesi, viicut yag kiitlesinin azalmasi ve kontroliinde temel hedefler arasindadir
(91). Kilavuzlarda, giinliikk enerjinin 500-1000 kkal arasinda kisitlanmasinin yani
sira, diyetin Orlintlisii agisindan makroniitrient kompozisyonunun da saglanmasi
gerekmektedir (87, 90, 91).

Non alkolik yaglh karaciger hastaliginda glukoz metabolizmasi,
kardiyovaskiiler risk ve mevcut tedavilerin incelendigi sistematik derleme ve meta
analizde, en az %35 agirhik kaybinin hepatosteatozu diizelttigi, hastalarin ancak
<50’sinin bu hedefe ulasabildigi belirtilirken, > %7 agirlik kaybmin NASH’da
diizelmeyle iliskili oldugu gosterilmistir (92). Yasam tarz1 degisiklikleri ile saglanan
agirhik kaybinin, NASH’in histolojik 6zelliklerindeki degisime etkisini incelemeyi
hedefleyen prospektif bir ¢calismada, 293 hasta 52 hafta siireyle takip edilmis, disiik
yagli bir diyet ile giinliik enerji ihtiyaglarindan 750 kkal/giin azaltilmistir. Haftalik
200 dakika yiiriiyiis ile hastalarin %80’ninde agirlik kayb1 gézlemlenirken, %48’ inde
steatozda diizelme, %39’unda balonlasma skorunda azalma ve %>50’sinde lobular
inflamasyonda diizelme kaydedilmistir (93).

Non alkolik steatohepatitte agirlik kaybini hedefleyen bir arastirmada diyet,
egzersiz ve davranis degisikliginin iicli kombinasyonu uygulanmistir. Hastalar 48
hafta takip edilerek miidahale grubuna baslangi¢ kilolar1 91 kg’dan <ise 1000-1200
kkal /giin veya baslangi¢ kilolar1 91kg’dan>ise 1200-1500 kkal /giin enerji alimi
hedeflenmis, diyetin yag igerigi %25 olarak belirlenmistir. Kontrol grubuna ise,
saglikli beslenme, fiziksel aktivite ve NASH hakkinda egitim verilmistir. Calismanin
sonunda miidahale grubunda agirlik kaybi %9.3 bulunurken, bu oran kontrol
grubunda %0.2 (p<0.05) daha diisiik bulunmustur. Arastirmacilar, miidahale
grubunda > %7’den fazla kilo kaybimin, steatohepatitte (p<0.001), lobular
inflamasyonda (p=0.03) ve NAFLD aktivite skorunda (p<0.001) anlamli derecede
diizelmeye neden oldugunu gostermislerdir (94).

Non alkolik yagli karaciger hastaliginin tedavisinde enerji kisitlamasinin
etkinligine karsin, asir1 enerji kisitlamasinin ve hizli agirlik kaybinin hepatosteatoz
gelisimine ve bunun da inflamasyona veya periportal fibrozise neden olabilecegi

belirtilmektedir (95, 96). Roux-en-Y cerrahi prosediirii (RYGB) sonras1 hizli agirlik

21



kayb1 veya malniitrisyonlu (18-91kg) 8 hastada agresif gelisen NASH’1 inceleyen
calismada, biitiin hastalarda akut veya subakut hepatik disfonksiyon gerceklesmis;
hastalarin kaybina veya karaciger transplantasyonuna kadar agresif ilerleyen bir
stire¢ kaydedilmistir. Morbid obezlerde bariatrik cerrahi sonrasi hizli kilo kaybiyla
gelisen agresif steatohepatitin mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte, hizli
yag mobilizasyonunun oksidatif strese neden olabilecegi belirtilmistir (97).
Dolayistyla NAFLD’li, 6zellikle ilerlemis karaciger hastaligi olan bireylerde, agirlik
kaybinin yavas, kontrollii, belirli bir periyoda yayilmis ve siirdiiriilebilir olmasinin
onemli oldugu vurgulanmaktadir (90, 95).

Agirligin kaybedilmesi kadar, kaybedilen agirligin korunmasinda 60 dak/giin
orta derecede fiziksel aktivite, diizenli kahvalti alisgkanliginin kazanilmasi, manevi
destegin artirilmasi, asitli ve seker ilave edilmis igeceklerin azaltilmasi gibi
yontemlerin yani sira hastanin uzun donemli hedefler koymasi, agirlik yonetiminde
kendi sorumlulugunu, yonetimini ve izlemini alabilmesi tesvik edilemelidir. Buna
karsin bu hastalarda fiziksel, ekonomik ve diger bazi sebepler agirlik kaybinin
korunmasinda karsilarina engel olarak ¢ikmaktadir. Ozellikle ileri derecede karaciger
hastaliklarinda agirlik kaybindaki ani artis ve azalmalar karaciger hasarmi
tetikleyebileceginden, hastanin yavas ve siirdiiriilebilir agirlik kaybinin saglanmasi
onemlidir (95).

Egzersizin haftada 3-4 kez diizenli yapilmasi, NAFLD’nin gelisiminde ve
progresyonunun engellenmesinde olumlu etkileri bulunmakla birlikte, karaciger
histolojisine etkisi tam olarak bilinmemektedir (2). Egzersizin intrahepatik TG
icerigini azaltmadaki etkisinin minimal oldugu veya agirlik kaybi olusmadan bu
etkinin olusabilecegi, bu nedenle diyet ve fiziksel aktivitenin birlikte
kombinasyonunun farkli yolaklar araciligiyla etkin olacabilecegi belirtilmektedir
(98). Orta yasli obez 169 NAFLD’li hastada orta siddette fiziksel aktivite ve diyetin
12 hafta NAFLD’na etkisini arastiran bir ¢alismada, >250 dakika/hafta orta siddette
fiziksel aktivite yapan grupta, <250 dak/hafta fiziksel aktivite yapan diger gruba gore
hepatosetatozda o6nemli derecede azalma oldugu, agirlik kaybina bagli olarak

gosterilmistir (99).
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2.1.6.2. Non alkolik yagh karaciger hastahig ve karbonhidrat

Enerji kisitlamasi araciligiyla agirlik kaybinin, NAFLD {izerinde olumlu
etkisinin yaninda diger énemli bir faktor de diyet igeriginin kompozisyonudur (95,
96). Diisiik karbonhidratli (CHO) diyet, 1860 yilinda William Banting tarafindan
tanimlanmis ve bu diyetle aclik hissedilmedigi vurgulanmistir. Son zamanlarda
popiilaritesinin artmasiyla hizli kilo vermede, insiilin direncinde, potensiyel olarak da
NAFLD’nin tedavisinde kullanim1 s6z konusudur. Diisik CHO’Ll diyette CHO
miktart %40 iken, yiiksek CHO’l1 diyette bu oran %50-65 kabul edilmektedir (100).
Karbonhidratin  hipertrigliseridemiyi  indiikklemesinin 12 saglikli  goniilliide
arastirildig izokalorik diyetle yapilan bir ¢alismada, bireylere %60 ve %40 oraninda
CHO verildikten sonra, TG ve insiilin diizeylerine bakilmistir. Her iki diyet de aglik
kan glukoz ve SYA miktar1 benzer olmasina karsin, karbonhidrat miktar1 %60 olan
diyette, plazma TG konsantrasyonu (p<0.05) ve insiilin miktar1 (p<0.05) yiiksek
bulunmustur (101). Diisiik yagh, yiiksek CHO’lu diyetin de novo yag asidi sentezini
artirmasi araciligtyla steatoz gelisimine katki sagladigr belirtilmektedir (95). Ancak
uzun vadede diisik CHO’l1 diyetler konusunda dikkatli olunmasi gerektigi; NAFLD,
insiilin direnci ve metabolik risk faktorlerinin yeniden olusmasina neden olabilecegi
belirtilmektedir (100).

Karbonhidratlar kisaca basit ve kompleks CHO’lar olarak ikiye ayrilirken,
basit CHO’larin dolasimdaki insiilini ve TG’leri artirdig1, hepatik de novo lipogeneze
yol actig1 ve fruktozun karacigerde metabolize oldugu siire¢ boyunca lipojenik
olmasi nedeniyle hepatik insiilin hassasiyetini azalttigi bilinmektedir (90). Capraz
kesitsel, 26790 Cin’li, NAFLD’li bireyde yapilan bir ¢alismada soft igeceklerin
tiketimiyle NAFLD arasindaki iliski incelenmis; NAFLD prevelanst %27.1 olarak
bulunurken, ALT diizeyi %6.5 oraninda yiikselmistir. Hastalarin %26.9°’nun >
1/hafta bardaktan fazla soft icecekleri tiikettigi belirlenmis, Odds oram
>1bardak/hafta igenlerde 1.32 (p<0.05) bulunmustur (102).

Serbest fruktoz direk olarak intestinal liimenden emilirken, bilyik CHO
molekiillerindeki fruktoz liimenden ayrilir. Intestinal fruktozun, glukoz tasiyici 5
(GLUT 5/SLC2A5) ve GLUT 2 araciligiyla transportu kolaylasir ve portal dolagima
girdikten sonra hekzoz tasiyicilari ile karacigere taginir. Hepatik fruktoz

metabolizmasi,  fruktozun  ketohekzokinaz  aracihigiyla  fruktoz-1-fosfata
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fosforilasyonu ile gergeklesir. Fruktoz-1fosfat, aldolaz B ve trirokinazin
aktivasyonuyla, gliseralaldehit ve dihidroksiaseton fosfata dontsir. Glikoliz
basamaginda, fruktoliz bypass edilerek hizi azalir ve fruktozun sindirimi ara
metabolitlerle sonuglanir ve bu asamayla glikoz ve fruktoz metabolizmasi birlesir.
Gliserolaldehit  fosforlanarak  gliserolaldehit-3  fosfata doniisiir.  Fruktoliz,
glikoneogenez, glikojen sentezi, laktat tretimi veya asetil- CoA iretimi igin
kullanilabilir. Asetil-CoA da lipogenezde kullanilmak tizere okside olabilir. Subakut
donemden uzun déneme fruktozun de novo lipogenezi destekleyici etkisi, kronik
fruktoz maruziyetinin, prolipojenik mekanizmay1 indiikledigi yoniindedir (103).

Fruktozun, hepatik de novo lipogenezde ve insiilin duyarliliginda uyarici
roliinii degerlendiren ¢alismada, 16 Tip 2 DM’li bireylerin saglikli erkek ¢ocuklarina
yiiksek enerjili ve fruktozlu diyet (3.5 g fruktoz/kg yagsiz viicut kiitlesi-enerji
gereksinmesinin %35°1) verilirken, kontrol grubuna 7 giin siireyle izokalorik diyet
verilmistir. Fruktoz alan miidahale grubunda intrahepatik yag depolanmasi (%94) ve
toplam triacilgliseroller (%35) artarken, insiilin hassasiyeti (%27) azalmistir
(p<0.05). Fruktoz tiiketiminin proinflamatuvar olabilecegi ve hiicresel stres yolagini
aktive edebilecegi belirtilmistir (104).

Kohort Framingham Kalp Calismasinda, sekerli igeceklerle yagl karaciger
hastaliklar1 arasinda pozitif bir iliskinin oldugu gosterilirken, Finlandiya’da yapilan
calismada ise yiiksek fruktoz tiikketimiyle NAFLD arasindaki iliskiyi desteklemeyen
bir sonug gosterilmistir (105, 106). Dolayisiyla fruktoz tiiketimi ve NAFLD
arasindaki iliskiyi destekleyen kesin bir sonucun eksikligi s6z konusudur (103).

Glisemik indeks (Gl), 50 g CHO igeren bir test besininin iki saat igerisinde
olusturdugu kan glukoz artig alaninin, ayn1 miktarda CHO igeren referans bir besinin
olusturdugu kan glukoz artis alanina gore yiizde ifadesi olup, diisiik GI’li besinlerin
daha yavas sindirildimesi ve CHO emilim oranim1 yavaglatmasi nedeniyle saglik
tizerinde olumlu etkileri bulunmaktadir. Glisemik yiikk (GY) ise CHO igeren
besinlerin kalitesini ve tiiketilen besin miktarin1 kapsayan, besinin postprandiyal
instilin sekresyonu iizerine etkisini gosteren, graminda glikozun kesin miktarim
belirten bir l¢iittiir (107, 108). Ozellikle GI’in NAFLD iizerindeki etkisini arastiran

insan ¢alismalarinin  olmamasina karsin, NAFLD’li hastalarin diyetlerinde
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onerilmesinin, postprandiyal glikoz ve insiilin yanitin1 belirleyici olmasi nedeniyle
NAFLD ile iligkilendirilen komorbiditelerde etkili olacag: diistiniilmektedir (90, 95).
Bat1 Avrupa iilkelerinde GI, GY, diyet CHO’1 ve posa aliminin karaciger ve
safra kesesi kanserleriyle iliskisinin incelendigi kanser ve beslenmede kohort Avrupa
prospektif arastirmasinda, GI, GY ve toplam CHO alimu ile hepatoselliiler karsinoma
(HCC) arasinda bir iliski bulunmamistir. Ancak toplam seker tiiketimiyle HCC
arasinda (HR=1.88 %95 CI 1.16-3.03; p<0.05) pozitif bir iligski gosterilmistir (109).

2.1.6.3. Non alkolik yagh karaciger hastaligi ve yag

Bati tipi beslenmeyle birlikte artmis yag alimi, insiilin direnci ve lipit
metabolizmasinda bozulma NAFLD’nin gelisimiyle iliskilendirilmektedir (90, 95,
108). Bat1 tarz1 beslenmede daha fazla doymus yag, n-6 iceren CDY A ve daha az n-3
iceren CDY A bulunmaktadir (95).

Diyette yag miktari, demir ve enerji kisitlamasinin NAFLD iizerine etkisini
arastiran bir ¢alismada hastalar (17 NASH ve 10 basit steatoz) izlem grubu (n=2
NASH ve n=4 steatoz) ve diyet grubu (n=9 NASH ve n=3 basit steatoz) olarak ikiye
ayrilmis, izlem grubuna spesifik bir tedavi verilmemis ve en az 6 ay izlenmistir.
Diyet tedavisi verilen grup her ay takip edilmis, yag miktar1 toplam enerjinin %20’si,
demir < 6 mg/Fe ve protein 1.1-1.2 g/kg/giin olarak belirlenmistir. Calismanin
sonunda, baslangigta tiiketilen %27 yag miktar1 %19’a gerilemis, AST ve ALT
diizeyleri de anlamli derecede (p<0.001) azalmistir (110). Doymus yag asidi tiikketimi
(DYA), glikoz ve lipit homeostazi iizerine etkisinden dolay1r metabolik sendromla
iliskilendirilmekte ve postprandiyal TG diizeyini artirmaktadir (95, 111).

Israil Ulusal Saglik ve Beslenme arastirmasinda, NAFLD teshisi alanlarin
daha az n-3 yag asidi (p=0.056), daha fazla DYA tiikettigi bulunmustur (112).
Beslenme aligkanliginin NASH’da insiilin direncine ve postprandiyal lipemiye
etkisinin arastirildigi ¢alismada, NASH’l1 bireylerin, kontrol grubuna gére doymus
yaglar1 daha fazla tikettigi gosterilmistir (p=0.001) (113). Diyetle alinan farkli
tipteki yag asitlerinin, NASH {izerinde ¢esitli mekanizmalarda etkisinin oldugu ve
oksidatif stresin yag tipiyle iliskili oldugu vurgulanmistir (96). Diyetteki DYA
oraninin <10 diizeyinde tutulmasinin olumlu etkisi, ancak <%6 oraninda asir
kisitlamanin, plazma lipit diizeyinde zararli etkisinin olabilecegi belirtilmektedir (90,
95).
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Tekli doymamis yag asiti tiketiminin artmasi, Ozellikle DYA ile yer
degistirmesi, DY A’nin pro-inflamatuvar etkisini dengeleyebilecegi, lipit birikimi ve
postprandiyal adiponektin ekpresyonunu azaltarak lipit profilini olumlu yonde
etkileyebilecegi, ID’ni azaltarak metabolik sendrom, NAFLD ve NASH riskini
azaltabilecegi belirtilmistir (90, 96). Tekli doymamis yag asitlerinin (TDYA), PPAR-
o’nin aktivasyonu araciligiyla yag asidi oksidasyonunu artirarak veya SREBP
aktivasyonunun azalmasiyla veya lipogenezin inhibisyonu ile TG miktarini1 azalttig
belirtilmektedir (114). Ozellikle zeytin yagimin, postprandiyal TG diizeyini diizelttigi
gibi karacigerde TG birikimini azalttigi belirtilmektedir (95). Zeytinyagmin TG
igerigine etkisi, yag hiicrelerinin lipolitik etkisini degistirdigi ve viicut yag dagilimim
diizenlemesinden kaynaklandigi belirtilmektedir (114). Sigcanlarda TDYA’nin,
NAFLD hepatik lipit igerigine etkisini inceleyen bir ¢alismada si¢anlar, pelet diyet
alan 1.gup, metionin-kolinden fakir diyet (MKFD) verilen 2. grup, zeytin yagi
artirilmis MKFD 3. grup ve balik yagi ilave edilmis MKFD 4. grup, tereyagi ilave
edilmis MKFD olmak iizere 5 gruba ayrilmistir. Ciddi hepatosteatoz, MKFD +balik
yagi ve MKFD +tereyagi gruplarinda goriilirtken, MKFD ve MKFD+ zeytin yagi
alan grupta gézlenmemistir. Hepatik TG miktari, MKFD+zeytin yagi grubu, MKFD
grubu ile karsilastirildiginda %30, MKFD+zeytin yagi grubu MKFD+balik yag:
grubuyla karsilastirildiginda %37, MKFD+zeytin yag1 grubu, MKFD+tereyagi
grubuyla karsilastirildiginda %33 baskilanmis, serum TG diizeyi, MKFD+zeytin yagi
grubu MKFD ile karsilastirildiginda %10 daha diisiik bulunmustur (p<0,05) (115).

Esansiyel yag asidi olan n-3 ve n-6 serisi yag asitlerini iceren CDYA’nin
diyet ile alim1 zorunludur. Balik yagi, eikozapentaenoik asit (EPA) ve
dokosahekzaenoik asitten (DHA) zengin olup, PPAR-a’nin aktivasyonu ile yag
asitlerinin oksidasyonunu saglar ve yag asidi sentezini azaltarak diizenler (95). Non
alkolik yagl karaciger hastaliginda n-3 yag asidi suplementasyonunun etkisini
inceleyen bir meta analizde, n-3 CDYA karaciger yagim azaltirken, serum AST
diizeylerinde azalma olmadigi belirtilmistir (116). Dolasimda n-3 yag asitlerinin
diisiik seviyelerde olmasi, de novo lipogenezin artmasi, dolasimdaki yag asiti
aliminin artmasi ve yag asidi oksidasyonunun azalmasiyla iligkilendirilmektedir. Non
alkolik yagli karaciger hastalifi, yiikksek TG ve diisiik HDL diizeyi ile karakterize

oldugundan dolayi, n-3 yag asitlerinin supleman olarak verilmesi destekleyici
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goriilmektedir (95). Coklu doymamis yag asitlerinden n-3 yag asitlerinin koruyucu

olmasina karsin, daha fazla arastirmaya gereksinim duyulmaktadir (61)

2.1.6.4. Non alkolik yagh karaciger hastalhig ve protein

Non alkolik yagl karaciger hastaliginda protein tiiketiminin etkisi ile ilgili
cok fazla ¢alisma bulunmamaktadir (90, 95). Yiiksek miktarda protein tiiketiminin
agirlik kaybini destekledigi, ID olan bireylerde glikoz homeostazin1 dengelemede ve
intrahepatoseliiler lipitlerde yiiksek yagl diyetin etkisini azaltmada yardimci oldugu
ancak yiiksek protein tiiketiminin, bobrek fonksiyonlarini olumsuz etkileyebilecegi
belirtilmektedir (90). Kesin bir kanitin olmamasi nedeniyle NAFLD’da protein
tiiketiminin etkisinin degerlendirilmesi olanaksizdir (90, 95).

Yiksek proteinli diyetin hepatosteatoza etkisinin arastrildigi bir caligmada,
fareler diisiik yag (%8) + diisiik protein (%11) veya diisiik yag (%38) +yiiksek protein
(%35), yliksek yag (%42) +diisiik protein (%11), yiiksek yag (%42) + yiiksek protein
(%35) veya yiiksek yag + ekstra yiliksek proteinli (%58) diyetle {i¢ hafta siireyle
beslenmislerdir. Yiiksek proteinli (%35) diyet alan farelerde hepatik yag igerigi,
serbest yag asitleri, kolesterol ve fosfolipit igerigi, %11 protein alan farelere gore

%50 oraninda (p<0.01) azalmis ve her %210 protein ilavesinin hepatik yag igerigini
~%1.5 g azalttig1 bulunmustur (117).

Bazi mikroniitrientler ve besin destekleri, NAFLD’nin gelisimine neden
olmakta veya tedavisinde kullanilmaktadir (90). Yiiksek miktarda flavanoid igeren ve
antioksidant 6zelligi olan yesil cay (camellia sinensis) tiiketimi diinya genelinde
yiiksektir. Randomize ¢ift kor plasebo kontrollii NAFLD’li 80 hastada yapilan bir
calismada, bir gruba 500 mg/giin yesil ¢ay oziitii verilirken, diger gruba plasebo
verilmigtir. Oniki haftalik periyot sonunda yesil ¢ay alan grupta AST ve ALT
diizeylerinde anlamli derecede azalma (p<0.001) gozlenmis, alkalen fosfataz diizeyi
her iki grupta da azalma gostermistir (118). Kahve tiiketimi ve NAFLD riski
arasindaki iligkiyi inceleyen bir sistematik derleme ve meta analizde, kahve igen
hastalarda NAFLD riskinin ve NAFLD’li kahve i¢en hastalarda da fibrozis riskinin
onemli derecede azaldig1 belirtilmistir (119).

Zingiber kokii olan zencefil, gingerol, shogaol, zingeron ve B-bisabolen gibi

birgok aktif bilesen igermektedir. Zencefil suplementasyonunun NAFLD’de etkisini
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inceleyen randomize ¢ift kor plasebo (nisasta) kontrollii ¢alismada, hastalara 12 hafta
stireyle 2 g/giin zencefil suplementasyonu, %30 yag, %15-18 protein ve %52-55
CHO ve 20-30 g/giin posa iceren bir diyet ve >30 dakika/3 kez haftada egzersiz
onerilmistir. Inflamatuvar sitokinler, ALT, GGT gibi biyokimyasal parametrelerde
zencefil alan grupta onemli diizeyde azalma gosterilmistir. Ancak uzun donem

zencefil kullanimmin etkisini degerlendiren g¢alismalara gereksinim duyulmaktadir
(120).

2.1.6.5. Non alkolik yagh karaciger hastahig ve posa

Diyet posasi koroner kalp hastaligi, diyabet, gastrointestinal bozukluklar ve
obezite gibi hastaliklarin gelisme riskini azaltarak, saglik iizerinde olumlu etkiler
gostermektedir (121). Posa tiiketiminin artirilmasi, doygunlukta ve inkretin
sekresyonunda artma, glisemik kontroliin saglanmasi, mikrobiyotanin modiilasyonu,
karbonhidrat ve protein absorpsiyonunda azalma gibi birgok metabolik etkiye neden
olmaktadir (108). iran’da NAFLD’li hastalarda yapilan bir calismada, saglikli
bireylerde toplam diyet posast alimi NAFLD’li hastalara gore anlamli derecede
farklilik gostermis (p<0.04) ancak posanin ¢ozlniirligii acisindan herhangi bir
farklilik bulunmamistir (122).

2.1.7. Non Alkolik Yagh Karaciger Hastalig ve ila¢ Tedavisi
Non alkolik yaglh karaciger hastaliginda uygulanan tedavi yontemlerinin amact,
NASH’in olumsuz sonuglarimi diizeltebilmek, steatozdan NASH’a, siroza ve HCC’ye

ilerleyen siireci ve mortaliteyi azaltabilmeyi hedeflenmektedir (87).
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2.2.PROBIYOTIKLER

2.2.1.Probiyotiklerin Tamimi, Tarihcesi ve Tiirleri

Hipokrat (MO 370-460) ‘Biitiin hastaliklar barsakta baslar’ sdziiyle barsak ve
hastaliklar arasindaki iliskiye dikkat ¢ekmistir. Modern arastirmalar, 1886 yilinda
Theodor Escherich’in infantlarda sindirim fizyolojisinin intestinal bakterilerle
iliskisini  gostermesiyle baslamig; 1892 yilinda Ludwig Doderlein vajinal
enfeksiyonlarda Laktobasillerin kullanilabilecegini 6nermis ve 1907 yilinda Eli
Metchnnikoff kolonik bakterilerin yaglanmada ve saglikta 6nemli bir rol oynadigini,
eksi siitlin ve laktik asit tireten bakterilerin tiikketimiyle yararli mikroorganizmalarin
saglanabilecegi ve barsak florasinin degistirilebilecegi gorisiinii yayinladigi bir
Kitapta belirtmis ve probiyotiklerin babasi kabul edilmistir. Eli Metchnnikoff’un bu
teorisi Bulgar koyliilerinin uzun yasam siireleriyle desteklenmistir. Birinci Diinya
Savaginda, Alfred Nissle, askerlerin gaitasindan Escherichia Coli’nin non-patojenik
susunu izole etmis, bu sus gastrointestinal shigella ve salmonella tedavisinde
kullanilmustir (123).

Yunancadan gelen probiyotik kelimesi ‘yasam i¢in’ anlamina gelmektedir
(124, 125). Diinya Saglik Orgiitii ve Gida ve Tarim Orgiitii probiyotikleri, yeterli
miktarda tiiketildiginde konaga fayda saglayan canli organizmalar olarak
tanimlamaktadir (123, 126).

Probiyotikler, cins, tiir ve suslarina gére tanimlanmakta ve protiyotik amach
kullanilan birgok mikroorganizma bulunmaktadir (123, 124). Probiyotik suslari,
familya, tiir ve alt tirler araciligiyla belirlenmektedir (127). Diinya Saglik
Orgiitii/Gida ve Tarim Orgiitii, Uluslararas1 Yasam Bilimleri Enstitiisii ve Avrupa
Besin ve Beslenme Birligi, probiyotikler icin birtakim kriterler belirlemistir.
Giivenirlik, teknolojik ve fonksiyonellik 6zelliklerine gore probiyotiklerin segilme
kriterleri: Insan orijinli olmali, gram (+) organizma olmali, gastrik ve safra asidine
kars1 direngli olmali, barsakta mukozaya ve epitelyal ylizeylere tutunabilmeli,
barsakta ¢ogalabilmeli, dozaj ve kullanim siiresi tanimlanmali, patojenik ve
karsinojenik bakterilere karsi antagonistik aktiviteye sahip olmali, sagliga yararh
etkisi, in vitro/hayvan ve /veya insan testleriyle belirlenmis olmali, klinik olarak

saglik etkisi kanitlanmis olmalidir (125, 128).
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Probiyotiklerin tanimlanmasinda polimeraz zincir rekasiyonu (PCR), 16S
rRNA dizilimi ve DNA parmak baski teknigi gibi mevcut yontemler
kullanilanilmaktadir (128).

En yaygin kullanilan probiyotik tiirleri, laktobasilller, bifidobakteriler ve
saccharomyces tiirleridir (123, 124). Laktobasiller, non-spor formunda fakiiltatif
anaerob veya zorunlu olarak laktik asit iireten gram (+) ve insan mikroflarasinda
dogal olarak bulunan yararli bakterilerdir (123-125). Glukoz iitilizasyonu sonucu
olusan laktik asitle birlikte, asetik asit ve hidrojen peroksit gibi maddeleri
tiretmektedir (125). Saglikli bir bireyin agzinda 103-10* cfu/g, ileumda 103-107
cfu/g ve kolonda 10* -10® cfu/g laktobasil bulunmaktadir ve en yaygin olarak
vajinada yer almaktadir. Gram (+), anaerobik, cubuksu veya catalli bir organizma
olan Bifidobakteriler, insan intestinal florasinda ve anne siitlinde dogal olarak
bulunmaktadir. Yaslanmayla azalan bifidobakteriler kolonda 10'° -10" cfu/gram
bulunmaktadir (125). Siit, peynir, yogurt ve dondurma gibi besinlerde bulunan
bifidobakterilerin probiyotik olarak kullanilan tiirleri, Bifidobakterium bifidum,
longum, lactis, breve, infantis, thermophilum ve pseudolongumdur (123).
Saccharomycesler, S. cerevisiae gibi patojenik olmayan bir¢ok maya tiiriini

icermektedir (123-125). Diyarenin Onlenmesinde ve tedavisinde kullanilmaktadir

(125, 127).

2.2.2.Probiyotiklerin Mekanizmasi

Probiyotiklerin barsak iizerinde olumlu etkileri bulunmakla birlikte,
molekiiler detaylar1 netlik kazanmamustir (124, 129). Probiyotiklerin mekanizmalari
arasinda, epitelyal bariyer fonksiyonunun gii¢lendirilmesi, antimikrobiyal maddelerin
tiretimi, intestinal mukozaya adezyonda rekabet, immun sistemin modiilasyonu
bulunmaktadir (123, 130). intestinal bariyer, epitel biitiinliigiinii saglayan ve ¢evresel
organizmalara karsi koruyucu bir savunma mekanizmasidir (130). Barsak epiteli
bariyer goreviyle segici davranarak niitrientlerin, iyonlarin ve su gibi maddelerin
gegcisine izin verirken zararlt mikroorganizmalarin ve diger maddelerin gegisini tight
junction proteinlerle engellemektedir (131). Probiyotikler, goblet hiicreleri
araciligiyla mukus sekresyonunu indiikleyerek, tight junction proteinleri ve hiicre
iskeletini koruyarak, antimikrobiyal maddeler iireterek ve sekretuvar IgA salinimin

artirarak korumaktadir (129, 130).
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Probiyotikler, intestinal hiicrelerin  apoptozisini  azaltarak  bariyeri
etkilemektedirler. Lactobasillus rhamnosus GG’nin, timor nekrozis faktori inhibe
etmesiyle, apoptozis-indiikleyici sitokini engelleyerek anti-apoptotik etki gosterdigi
belirtilmistir (130, 132).

Probiyotikler, patojenik organizmalarin virulansini ve bilylimesini inhibe
eden bakteriosin, rutein, hidrojen peroksit, nitrik oksit ve kisa zincirli yag asiti
(KZYA) gibi maddeler iireterek antimikrobiyal etki gostermekte ve barsak mikro
cevresini degistirebilmektedir (123,124,129,133,134). Probiyotikler, antibakteriyel
gbrev yapan miisin iiretimini ve bazilar1 antibakteriyel peptit olan defensinlerin
salinimini artirmaktadir (123). Laktik asit ve asetik asit gibi KZYA’leri, barsak
limeninin pH’sin1 azaltarak antimikrobiyal bir ortam yaratmakta ve gram (-)
bakterilerin biiyiimesini engellemektedir (123, 129, 133, 134, 135).

Probiyotikler, safra tuzlarindan elde edilen organizma i¢in giiglii bir
antimiktobiyal aktivite sergileyen de-konjuge safra asitlerini tiretebilmektedir (136).
Safra asitleri araciligiyla forsenoid X reseptorii (FXR) tarafindan kontrol edilen gen
ekspresyonunun, mikrobiyotada degisimine neden oldugu belirtilmekte ve safra
havuzunun biiyiikliigii, metabolit icerigi ve hiicre konsantrasyonu mikrobiyotayla
iliskilendirilmektedir (137).

Probiyotikler barsakta kolonize olduktan sonra patojen mikroorganizmalarla
adezyon alanlar icin rekabete girmekte; bu mikroorganizmalarin barsak yiizeyine
tutunmasin1 ve dolayisiyla disbiyozisi engellemekte (123, 124, 135), patojen
bakterilerin reseptorlerini engelleyerek yiizeye baglanmasini inhibe etmektedirler
(130). Yapilan bir ¢alismada, Lactobasillus helveticus R0052°den elde edilen yiizey
katman proteinlerinin, Eschrechia coli O157:H7 nin epitelyal ylizeye baglanmasini
inhibe ettigi gosterilmistir (138).

Immun sistem, dogustan ve adaptif immunite olarak ikiye ayrilmakta;
dogustan gelen immun sistem PAMPs’lara yanit olustururken, adaptif immun yanit B
ve T lenfositlerle iligkilidir (130). Probiyotikler, metabolitler, DNA ve hiicre duvari
bilesenleri ile immun sistemi etkilemektedir (136). Probiyotiklerin etkilesime girdigi
hiicreler, dentritik hiicreler (DCs), epitelyal hiicreler, T hiicreleri ve diizenleyici T
(Treg) hiicreleri, IgA {ireten hiicreler, dogal oldiirlicii hiicreler, monositler ve

makrofajlardir (139). Patojenlere karsi ilk yanit1 pattern taniyici reseptorler (PPRs)
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olusturmakta ve ekstraselliiler C-tip lektin reseptorleri (CLRs) ve intraselliiller NOD-
benzeri reseptorler de (NLRs) bakterilerle etkilesimde sinyal iletiminde rol
almaktadir (130). Probiyotikler, Toll benzeri reseptorlerden (TLR) 6zellikle TLR2,
TLR4 araciligiyla ve pattern taniyici reseptorler ile intestinal epiteli etkilemekte, bu
olay IL-10 ve degistirici bityiime faktorii (TGF-B) gibi anti-inflamatuvar sitokinlerin
salinimin1 uyarabilmekte ve bdylece epitelyal hiicrelerin apoptozisi inhibe edilirken
hiicre yenilenmesi saglanabilmektedir (139). Lipopolisakkarit (LPS) ve
lipoteikoikasit gibi patojenler, TLR araciligiyla taninmakla birlikte, pro-inflamatuvar
ve anti-inflamatuvar sitokinlerin salinimi sonucu immiinolojik savunma kaskatini
baslatmaktadir. Toll benzeri reseptorlerin aktivasyonu, dendritik hiicrelerin yanit
olusturmasina yol agmaktadir (140). Toll benzeri reseptorlerin ekspresyonunun
azalmasi, probiyotiklerden olusan metabolitlerin TNF-o’nin inhibisyonu ve
enterositlerde NF-«B’nin inhibisyonu ile intestinal inflamasyon baskilanmaktadir
(130).

Dendritik hiicreler, immun sistem yanit1 araciligiyla bakterileri tanimakta; T
ve B hiicre yanitin1 olusturmaktadirlar. Bazi probiyotikler tarafindan uyarilan Treg
hiicreleri anti-inflamatuvar etkiyi ortaya ¢ikarmaktadir (139).

Probiyotikler, sekretuvar IgA salinimini artirarak, immun sistemi stimule
etmektedirler (123, 124). Randomize kontrolld, ¢ift kor, prospektif 12 hafta yapilan
bir ¢calismada, probiyotiklerin (L. paracasei ve L. casei 431® en az 3x107 cfu/ml™,
L. fermentum PCC® en az 3x10° cfu/ml™) oral yolla verilmesiyle sekretuvar IgA
diizeylerinde artis (p<0.010) oldugu gosterilmistir (141). Baz1 probiyotik suslarinin,
bakterilerin sinyal molekiil salinimi ve yogunlugunu O6l¢en ‘quarum algilamasini-
yeterli cogunlugu algilamay1’ engelledigi belirtilmektedir (123, 142). Tablo 2.7°de

insan intestinal hiicrelerinde probiyotiklerin mekanizmalar1 gosterilmistir (133).

2.2.3. Probiyotik Miktar:

Probiyotiklerin optimal kullanim miktar1 hakkinda bilgi kesin olmamakla
birlikte; bu miktarin belirlenmesi de zor bir siirectir (132). Besinlerde ve ticari
tirlinlerde bulunan probiyotik dozu, iirlinde mevcut olan canli bakteri sayisina
baghdir (124). Probiyotik miktarinin kullanimi, kullanim alanina gore farkh

miktarlar gerektirebileceginden, probiyotigin susu, tiirii ve hangi klinik etki i¢in
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kullanildigr 6nemlidir (132, 143). Ayni tiirlin farkli suslar1 dahi klinik agidan farkli

sonuglarin ¢ikmasina neden olmaktadir (143).

Tablo 2.7. insan intestinal hiicrelerinde probiyotiklerin mekanzimalari (133).

Bicim Proses (islem) Mekanizma Ornekler
Bariyer Epitelyal TNF-a tiretiminde  Lactobasillus
Fonksiyonu hiicrelerin azalma rhamnasus GG
apoptozisinde Mucin 2
azalma ekspresyonunun Lactobasillus
Musin Uiretiminin ~ artmast sp
artmasi
Konak Hiicre Defensinler Defensinlerin
Antimikrobiyal (Hbd protein) upregiilasyonunun E. coli sus
Peptitler artmasi DSM 17252S2
Kathelisidinler Biitirat iiretiminin
artmasiyla
Probiyotik Liimen pH’sinin KZYA’nin
Antimikrobiyal azalmasi sekresyonu ile Probiyotik
Faktorler Bakteriosin tiretimi  Gram (+) bakterilerin
probiyotikler ile cogu
Mikrosin tiretimi Gram (-)
probiyotikler ile
Epitelyal Patojenlerle Protein tiretimi ile
Baglanma rekabet direk veya indirek
Immun Pro-inflamatuvar IL-8 Salmonella
Modiilasyon molekiillerin sekresyonunun tyhimurium
engellenmesi azalmasi veya VSL#3
kars1 diizenleyici  probiotikler
faktor (inhibitor
kB) IxB’nin
Mukozal degredasyonuyla  Laktobasllus
immunitenin ImmunglobulinA  paracesi
artmasi (IgA) tiretiminin
artmasi
Quarum Patojenik Quarum
Algilamasi bakteriler algilamasi Lactobasillus
Sinyalizasyonunun arasindaki sinyalizasyonunu  asidophilus
Engellenmesi iletisimin engelleyen
engellenmesi molekiillerin

salgilanmasi ile
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2.2.4.Bagirsak Karaciger AKksi

Non alkolik yagli karaciger hastaliginin patogenezinde mikrobiyotanin rolii
karmagiktir (5, 48). Insan fizyolojisine mikrobiyomlarin etkisinin farkedilmesi,
hastaliklarin patogenezinde rol alan mikrobiyotanin daha iyi anlagilmasi igin bir

baslangi¢ kabul edilmistir (25).

2.2.4.1.Intestinal mikrobiyota

Mikrobiyota terimi, oOkaryotlar, bakteriler, virlisler gibi kompleks bir
ekosistemi i¢ceren mikroorganizmalarin tiimiinii i¢ceren ve bulundugu yeri belirten bir
kavramdir (144-146). Yetiskin bir insan bagirsaginda 500-1000 farkl: tiirden 10-100
trilyon mikroorganizma bulunmakta ve bu mikroorganizmalar metabolik ve biyolojik
fonksiyonlar1 agisindan konaga fayda saglamaktadir (2, 9, 144).

Intestinal mikrobiyota (IM) her insanda heterojen bir yapiya sahiptir.
Dogumla birlikte hizla sekillenmeye baslayan bu heterojeniteye, genetik yapi, yas,
immun sistem, cografik yapi, diyet, antibiyotik kullanimi, dogum sekli gibi faktorler
neden olmaktadir (25, 131, 147). Insan viicudunda bakteri miktarlar1 farklilik
gostermekle birlikte midede pH nedeniyle diisiiktiir ve laktobasilleri, streptekoklari,
stafilokoklar1, enterobakterleri ve mantarlar1 igermektedir. Gastrointestinal sistemde,
0-10° cfu/g olan miktar duodenumdan ileuma 108 artig gstermekte ve kolonda pH,
niitrientlerin varhig1 ve transit gegisin yavaslamasi nedeniyle 10'° , maksimum 10'*
cfu/g birime ulasmaktadir (2, 148). Intestinal mikrobiyotada mikrobiyal anlamda
bircok cesitliligin olmasina karsin temelde baskin olarak bulunan bakteriler
firmucutesler, bakteriodesler, actinobakteriler ve proteobakterilerdir (21,149).

Intestinal mikrobiyotanin, enerji alimi, immunite, prokarsinojenik maddelerin
doniistimil, safra asitlerinin yikimi, niitrientlerin emilimi, patojenlere kars1 bariyer
olusturma ve metabolizmadan uzaklastirma, duyusal motor fonksiyonlarla iliskili
olan ve bagirsagin kasilmasini saglayan bagirsak motilitesi gibi birgok gorevi
bulunmakta ve homeostazi korumada 6nemli bir rol iistlenmektedir (18, 146, 148,
150-152). Mikrobiyota, mukus salinimi ile intestinal bariyerin korunmasini,
mikrobiyomlarin Paneth hiicreleri ile etkilesimi ile intestinal villis yapisinin
korunmasini ve sekretuvar IgA salinmini artirarak organizmayi patojenlere karsi

korumayi saglamaktadir. Paneth hiicrelerinden salgilanan, anjiogenin 4 ve o-
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defensinler  gibi  antimikrobiyal peptitleri  indiikleyerek  mikrobiyotanin
sekillenmesine katikida bulunmaktadir (153).

Mikrobiyotanin kompozisyonunu belirlemede kiiltiire dayali ve kiiltiir
bagimsiz gibi iki farkli metadolojik yontem kullanilmaktadir. Mikrobiyota analizinde
kullanilan en yaygin teknik kiiltiir bazli olup, mikrobiyomlarin %30’u hakkinda bilgi
vermektedir. Kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (qPCR) ve yerinde floresan
melezleme teknikleri, spesifik bakterileri belirlemede hassas tekniklerdir. Filogenetik

mikro dizilim teknigi yeni gelismis, kullanigli, hizli ve yari nicel bir tekniktir (147).

2.2.4.2. Intestinal mikrobiyota ve non alkolik yagh karaciger hastalig

Non alkolik yagl karaciger hastaliginin (NAFLD) pathogenezi ve IM iliskisi
kompleks, multifaktoriyel ve tek bir mekanizmaya bagh degildir (18). Hastaligin
patogenezi ve mikrobiyotanin iliskisi, mikrobiyota ile karaciger reseptorleri
arasindadir ve bu durum ‘Bagirsak-karaciger ekseni’ olarak tanimlanmustir (5, 148,
153, 154). Karaciger ve bagirsak arasinda portal kan akisiyla gerceklesen
fonksiyonel iliski, karacigerin yaklasik olarak %75 oraninda kani, intestinal portal
dolasimdan almasiyla gergeklesmektedir (25, 144, 154). Karacigere kan akiminin
intetinal bolgeden gelmesi, bariyerde bir bozulma s6z konusu oldugunda, karacigerin
toksik maddelere maruziyetine neden olmaktadir (154).

Saglikli bir IM’da homeostazin korunmasi hedeflenirken, faydali ve patojen
bakteriler arasindaki dengesizlik ve sonucunda olusan patoloji ‘disbiyozis’ olarak
adlandirilmaktadir (2, 144). Disbiyozisin obezite, metabolik sendrom, malniitrisyon,
kanser, inflamatuvar barsak hastaliklari, karaciger hastaliklar1 ve norolojik
hastaliklarla iligkili oldugu belirtilmektedir (9, 155). Disbiyoziste gergeklesen durum,
mikrobiyal yapinin biiyiikk bir kismini olusturan Firmucutes ve Bacteriodeslerin
oranindaki degisim olarak belirtilmektedir (9). Yiiksek yagh diyetle indiiklenen obez
siganlarda yapilan bir ¢alismada, hayvanlar 8 veya 12 hafta siireyle diisiik ve yliksek
yagh diyetle beslendikten sonra PCR yontemiyle yapilan mikrobiyal analizde,
yiikksek yagli diyetle beslenen siganlarda toplam bakteri sayisinda azalma,
Bacteriodales ve Clostridiales oraninda artis gosterilmis; obezitenin TLR4’{in
aktivasyonuna, plazma LPS’nin artmasina, inflamasyona ve mikrobiyal degisime
neden oldugu belirtilmistir (156). Non alkolik yagl karaciger hastaliginin patogenezi

ile disbiyozis iligkisini inceleyen bir ¢calismada, 47 insan fegesi incelenmis, NAFLD
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olan grupta, Proteobakterilerin (%13.50) ve Fusobakterilerin (%2.76), Eshrerichia-
shigellanin (%10.84), Enterobakterilerin (%12.02), Streptekoklarin (1.39) ve diger
tirlerin kontrol grubuna goére anlamli derecede (p<0.01) daha fazla oldugu
gosterilmistir (157). Disbiyozisle ilgili diger bir ¢aliyjmada NAFLD’li hastalarin
mikrobiyotasinin taksonomik kompozisyonu ¢ikartilmis, NASH’l1 ve perisinusoidal
ve portal/periportal fibrozisi olan hastalarda Bacteriodeslerin orani artarken,
Prevotella miktarinin azaldigi, perisinusoidal ve portal/periportal fibrozisi olan
hastalarda ise Ruminococcus miktarinin arttig1 gosterilmistir (158).

Hastaligin patogenezinde, bakteriyel translokasyon da onemli bir rol
oynamaktadir (18). Normal kosullarda dogal bir bariyer olarak gérev yapan intestinal
mukoza, patojen bakterilerden ve endotoksinlerden mikroorganizmay: korumakla
gorevli iken, bariyerin bozulmast sonucu bakterilerin ve endotoksinlerin
gastrointestinal kanala invazyonu, organ ve dokulara patojenlerin ulagsmasi bakteriyel
translokasyon olarak adlandirilmaktadir (1). Intestinal motilitenin ve permeabilitenin
bozulmasiyla, mikrobiyotanin kalitetif ve kantitatif olarak mikrobiyal degisimi ince
barsak bakteriyel asir1 bilyiimesi (SIBO) olarak adlandiriimaktadir (146, 148).
Bakteriyel ¢oglama ile PAMPs’larin miktarindaki yiikseligin paralellik gosterdigi;
SIBO’nun NAFLD’de endotoksemiye katkida bulundugu belirtilmektedir (146, 148,
155). Non alkolik yaglh karaciger hastaliginda olusan disbiyozis nedenleri arasinda
intestinal permabilitede artis ve diyetle degisen metabolizma sonucu toksik
maddelere ve endotoksinlere (LPS, etanol) maruziyetin artmasi gosterilmektedir
(21). Intestinal permeabilitedeki artis, dinamik yapida olan ve &zellikle zonula
okludin-1 ve okludin gibi tight junction proteinleri ile epitelyal hiicreler arasindaki
iletisim aginin bozulmasina ve ‘Sizdiran Bagirsak’ olarak adlandirilan bakterilerin
portal sistem kanaliyla viicudun diger alanlarina yayilmasina yol agan bakteriyel
translokasyona neden olmaktadir (25, 154). Non alkolik steatohepatitli hastalarda,
SIBO prevelansini, intestinal permeabilitenin artigmi, entotoksin ve TNF-a
diizeylerindeki yiikselisi arastiran c¢alismada, SIBO’nun NASH’li hastalarin
%350’sinde, saglikli kontrol grubunun %22’sinde tespit edilmistir. Kontrol grubuyla
karsilastirildiginda, TNF-a diizeyinin NASH’l1 hastalarda daha yiiksek oldugu
(p<0.01), intestinal permeabilite ve endotoksin diizeylerinin her iki grupta da

farklilik gostermedigi belirtilmistir (159).
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Intestinal mikrobiyotanin degisiminde etkili olan ve kendi bolgesinde ilk
karsilagtigi etmenlerden biri niitrientler olup (160), beslenmenin mikrobiyotay1
genetik faktorlerden daha fazla etkiledigi belirtilmektedir (149). Mikrobiyotada,
bakteriler enerjiyi diyetten saglamaktadir ve disbiyozis sonucu Firmucuteslerin
artmasi, Bakteriodeslerin azalmasi, yaklasik olarak 150 kkal’lik bir enerji artisiyla
iliskilendirilmekte; diyetten gelen enerjinin, bakterilerin kolonizasyonuna ve
artmasma etki eden bir faktor oldugu belirtilmektedir (155). Ayrica mikrobiyal
kolonizasyondaki herhangi bir degisimin, bagirsak-beyin ekseninin hormonlara etkisi
nedeniyle enerji homeostazini da etkiledigi belirtilmektedir (149). Enerji alimi ve
harcanmasi arasindaki dengesizlik hepatosteatoza yol agmaktadir (149, 160). Hepatik
TG {iretiminin uyarilmasi, lipoprotein lipaz inhibitdrii olan aglik-indiikleyici adipoz
faktoriin (FIAF) baskilanmasina, lipoproteinlipazin siirekli ekpresyonuna ve
karacigerden yag asidi salimimina neden olmaktadir (146, 149). Aclik-indiikleyici
adipoz faktoriin azalmasi, obezite ve metabolik sendromun bir gdstergesi olarak
kabul edilmektedir (148).

Yiiksek yagl diyet ve fruktozun asir tiikketimi intestinal permeabilitede artisa
ve bakterilerden LPS iiretimine neden olmaktadir. Metabolik endotoksemi, diyet
faktorti gibi bir etken ile intestinal bariyer yapisinin degismesi sonucu kanda LPS
diizeylerinin artmasi ve diger organlara taginmasidir (48, 131). Lipopolisakkaritler,
gram (-) bakteriler tarafindan iretilmekte, mukozada eser miktarda bulunmakta ve
karaciger tarafindan viicuttan detoksifiye edilmektedir (11). Lipopolisakkaritler,
lipoprotein baglayici proteinlere baglanarak tasinmakta ve Kupffer hiicrelerinde
bulunan (farklilastirma kiimesi) CD14 ile etkilesime girerek Toll benzeri reseptor 4
(TLR4) mekanizmasini aktive etmektedirler (21, 131). Patojenleri taniyan TLRlerin
aktivasyonu, niikleer faktor kappa B (NF-xB) sentezinin aktivasyonuna, inflamatuvar
sitokinlerin iiretimine, TNF-a’nin ve interlokin (IL)10’un artmasina, hepatik hasara
ve inflamatuvar yanita neden olmaktadir (25, 48, 131). Metabolik endotoksemiyi
tetikleyen diger bir sistem endokannobinoid reseptorlerinin LPS ile etkilesime
girmesidir. Endokannabionidler intestinal permeabilitede degisime ve LPS’nin
translokasyonuna neden olmakta ve metabolik endotoksemiyi indiiklemektedir (161).

Yiiksek yagl ve kolesterollii diyetin C57B1/6 farelerde LPS’ye inflamatuvar

yanitint ve plazma LPS konsantasyon artisin1 géstermek i¢in yapilan bir ¢aligmada
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hayvanlar, yiiksek yagli diyet ve kontrol diyeti ile 4 hafta beslenmislerdir. Bu siirenin
sonunda hayvanlara, intraperitoneal olarak 0 veya 1 mg LPS/kg steril salin soliisyonu
icerisinde enjekte edilmistir. Tedavinin sonunda, kolesterol diizeyi ve karaciger
agirhig yiiksek yagl diyetle beslenen grupta kontrol grubuna gore anlamli derecede
(p<0.0001) yiiksek bulunurken, viicut agirliklart ve besin tiiketimleri arasinda
farklilik gozlenmemistir. Plazma CD14 diizeyi yiliksek yaglh diyet alan grupta,
kontrol grubuna gore 4.1 kat artarken (p<0.05), diyetin LPS-plazma konsantrasyon
zamanina etkisi bulunmamis, dolasimdaki CDI14iin LPS aktivasyonunu
engelleyebilecegi  belirtilmistir  (162). Zucker cinsi siganlarda, NAFLD’nin
patogenezinde LPS’nin roliinii degerlendirmek amaciyla yapilan ¢alismada siganlar,
12 hafta siiresince beslenenler, 12 hafta disakkaritten zengin diyet+LPS
(intraperitoneal-100 pc/kg/2 hafta) enjekte edilenler ve 24 hafta disakkaritten zengin
diyetle beslenenler olarak 3 gruba ayrilmistir. Hepatosteatoz, LPS enjekte edilen ve
24 hafta siiresince disakkaritten zengin diyetle beslenen sicanlarda histopatolojik
goriintiilemede belirlenmistir. Lipit damlaciklarinin birikimi, LPS enjekte edilen
grupta, 24 hafta beslenen sicanlara gore 6nemli derecede fazla bulunmus (p<0.05),
LPS’nin hepatosteatozu hizlandirabilecegi belirtilmistir (163).

Polisakkaritler, intestinal bakteriler tarafindan sakkarolitik fermentasyona
ugrayarak, kisa zincirli yag asitlerini (KZYA), asetat, propiyonat ve enterositlerin
major enerji kaynagi olan, hiicre proliferasyonunu ve farklilagsmasini etkileyen,
mukus sekresyonunu artiran ve inflamasyonun azalmasina yardimci olan biitirati
iretmektedirler (2, 5, 25, 148). Mikrobiyotada olusan KZYA’leri, timor nekrozis
faktor (TNF-a), IL-2 ve IL-10 gibi inflamatuvar belirteglerin modiilasyonunda rol
alan, viicut agirlimin korunmasinda, glukoz ve lipit metabolizmasinda, intestinal
homeostazda, peptit YY ve glukagon benzeri peptit artisin1 indiiklemesi nedeniyle
intestinal hormon metabolizmasinda rolii olan bilesenlerdir ve epitelyal hiicreler igin
bir besin kaynagidir (2, 25, 153).

Safra asitleri, karacigerde kolesterolden sentezlenen molekiillerdir (137).
Glisin veya taurine rekonjuge olduktan sonra ince barsaga ulasirlar ve diger safra
bilesenleri ile diyetle elde edilen yag, kolesterol ve yagda eriyen vitaminlerin
emilimine yardimi sonrast bir kismi tekrar karacigere tasinmaktadir. Karacigerin

safra asitlerinin geri donilisimiinii saglamasi ve safra kanalinda tekrar salgilanmasi
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enterohepatik dolasim olarak tamimlanmaktadir (164). Safra asitleri, ileum ve
karacigerde forsenoid X reseptorii (FXR) aktivasyonuyla sentezlenmekte, FXR’i
glikoz ve lipit metabolizmasini etkilemektedir (18, 164, 165). Safra asitlerinin
FXR’ne baglanmasi, antimikrobiyal peptitlerin iiretimine, patojen bakterilerin ve
bariyer disfonksiyonunun inhibisyonuna yol agmaktadir. Mikrobiyal bozulma, primer
ve sekonder safra asitleri arasindaki dengesizlige kisaca enterohepatik dolasimin

bozulmasina yol agmaktadir (137, 164).

2.2.5. Probiyotikler ve Non Alkolik Yagh Karaciger Hastahgi

Farmakolojik miidahelelere karsin NAFLD’da, hastaliga yonelik spesifik ilag
tedavisi bulunmamakla birlikte, intestinal mikrobiyotanin maniiplasyonu yeni
yaklagimlar arasinda yer almaktadir (166). Bu yeni yaklasimlarin diisiik maliyetli,
yenilik¢i, 6zgiin, kolay ve sagliga faydasi beklenirken, probiyotikler, prebiyotikler ve
sinbiyotikler bu hedefte umut verici ajanlar olarak degerlendirilmektedir (134, 166).
Prebiyotikler, olugofruktoz, fruktooligosakkarit (FOS) gibi sindirilemeyen, faydali
bakterilerin biiylimesini ve artisini saglayan besin maddeleri olarak tanimlanirken
sinbiyotiklerin, prebiyotik ve probiyotiklerin beraber kullanimi sonucu sinerjetik bir
etkilesimle saglik tizerine olumlu etki yarattiklari belirtilmektedir (2, 134). Bununla
birlikte antibiyotiklere alternatif olarak gosterilen, toksik ve patojenik olmayan,
enzimlere kars1 direng gosterebilen ve bariyer fonksiyonu ve yolaklarinda koruyucu
etki gosteren, bakteriosinler, organik asitler, etanol, asetaldehit gibi bakteriyel
biyoiirlinler ~ ‘postbiyotik’ olarak  tanimlanmaktadir. Ancak bu {riinler
probiyotiklerden elde edilen metabolik biyoiiriin veya uygulanabilirligi olmayan
bakteriyel iiriinlerdir (134).

Non alkolik yagl karaciger hastalig1 i¢in, Amerikan Karaciger Hastaliklar1
Calisma Dernegi, Amerikan Gastroenteroloji  Akademisi ve  Amerikan
Gastroenteroloji Derneginin 2013 yilinda yayinladigi kilavuzda probiyotik kullanimi
ile ilgili her hangibir kamit ve éneri bulunmamaktadir (167). Ayrica Ingiltere’nin
2016 yilinda ¢ikardigi kilavuzda, NAFLD’de probiyotik kullanimi ile ilgili olarak
calismalarin yetersiz oldugu ve ¢ift kor, randomize plasebo kontrollii ¢alismalara
gereksinim duyuldugu belirtmistir (168). Diinya Gastroenteroloji Organizasyonu
tarafindan 2017 yilinda yaymlanan Global Kilavuzda probiyotiklerin, HOMA,
kolesterol, TNF-a, AST ve ALT degerlerinde diizelme sagladig1 ancak saglik {izerine

39



uzun donem etkisinin degerlendirilebilmesi i¢in daha fazla calismaya gerekinim
duyuldugunu belirtilmistir (127). Ulkemizde Tiik Gastroenteroloji Dernegi de
Amerikan kilavuzlarina atifta bulunarak, NAFLD’de rutin probiyotik kullanimindan
bahsetmemektedir (169).

Probiyotiklerin, NAFLD’nin  o6nlenmesi ve tedavisinde etkisinin
degerlendirilmesi, farkli hayvan tiirleri ve suslarin kullanimi nedeniyle zor olarak
kabul edilmektedir (11). Probiyotikle yapilan insan ¢alismalarinda ise probiyotiklerin
etkin oldugu ancak daha fazla galismaya gereksinim duyuldugu belirtilmektedir
(170).

2.2.6.Probiyotiklerde Giivenlik, Advers Reaksiyonlar ve fla¢ Etkilesimleri

Mikrobiyal tiriinlerin giivenirliligi diizenleyici otoriteler tarafindan énemli bir
konudur (124). Probiyotikler ilaglar gibi diizenleyici siireglerden geg¢memeleri
nedeniyle, kalite standartlar1 diizenleyici otoriteler tarafindan denetlenmemektedir
(127). Avrupa Besin Giivenligi Otoritesi (EFSA), bu tiriinlerin ‘Nitelikli Giivenlik
Varsayimi-Qualified Presumption of Safety’ sinifinda degerlendirilmesi i¢in uygun
olmadig1 goriisiinii belirtmistir (171). Amerikan Besin ve Ilag Dairesi, probiyotikleri
bir ilag gibi degerlendirmeyip, besin destekleri sinifinda degerlediriken, kullanimi bir
ilag gibi kullanilmaya yonelik ise bu durumda ilag i¢in gerekli diizenleyici siirecleri
yerine getirmesi gerektigini vurgulamaktadir (172, 173). Probiyotik iiriinlerin kaliteli
olmasi, iiriiniin raf dmrii sonundaki canli bakteri sayisina (koloni forming birimine)
ve iriin igerisindeki organizmalarin tiir, familya ve suslarin belirlenmesi igin
nomenklatiiriin kullanilmasina baghdir (127).

Probiyotiklere iliskin advers etkilerin yaygin olmadig1 belirtilmistir (124). Bir
vaka derleme c¢aligmasinda, LGG’nin hastalarda sepsis, karaciger apsesi ve
endokardite neden oldugu (124), S. boulardii’nin fungemiye neden oldugu
belirtilmistir (123). Probiyotiklerle ilgili diger bir etkilesimin antibiyotiklerle iliskili
oldugu beliritilmektedir (123, 124). Genel olarak advers etkilerin semptomlari gaz ve
siskinlik olup, immunsupresif ve ciddi hastaligi olan bireylerin probiyotik

kullanmamalari 6nerilmektedir (124, 174).
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3.GEREC VE YONTEM

3.1.Arastirma yeri zamani ve 6rneklem sec¢imi

Arastirmaya, Baskent Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan 14.08.2017 tarihli ve 17/19 sayili karari ile baslanmustir. Arastirma
orneklem biyiikligii ve giic analizinin hesaplanmasi i¢in G-Power 3.1.3 paket
programi kullanilmustir. Baskent Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma
Merkezinde {iretilen 24 adet, 6-8 haftalik Sprague Dawley erkek sicanlar
kullanilmistir. Sigcanlar 10 giinliik alistirma donemi i¢in deney hayvanlari iiretim
merkezinden deney hayvanlart laboratuvarina tasinmis ve bu siire igerisinde pelet

yemden purifiye yeme gegis siireci Tablo 3.1’de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Hayvanlarda pelet yemden purifiye yeme gegis siireci

GUN VERILEN YEM

1. Giin %75 pelet yem +%25 purifiye yem
2. Giin %50 pelet yem +%50 purifiye yem
3. Giin %25 pelet yem +%75 purifiye yem
4. Giin %2100 purifiye yem

5. Giin %100 purifiye yem

6. Giin %100 purifiye yem

7. Gilin %100 purifiye yem

8. Giin %100 purifiye yem

9. Giin %200 purifiye yem

10. Giin %100 purifiye yem

11. Giin Deney Baslangig

Siganlar deney siiresince 20 + °C oda sicaklhiginda, 12 saat aydinlik/12 saat
karanlik 151k dongiisiinde ve havalandirma sisteminin mevcut oldugu bir ortamda
barindirilmiglardir. Siganlar her grupta toplam 8 sican olacak sekilde 3 gruba
ayrilmis ve ikiserli olarak kafeslere yerlestirilmis; yem ve su ihtiyaglari ad libitum

olarak saglanmistir. Siganlarin viicut agirliklari, yem tiikketim miktarlari, bazi
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biyokimyasal bulgular1 (AST, ALT, GGT, kolesterol, TNF-a, CRP) ile metabolik
endotoksemi icin LPS diizeyine bakilmigs ve karaciger histopatolojik olarak
degerlendirilmistir. Siganlardan kan 6rnegi 16 haftanin sonunda ve her gruptan 1 kez

alimmustir.

3.1.2. Deney gruplari ve besin destegi

Ug gruba ayrilan siganlar 16 hafta siireyle izlenmistir.
1. Grup: Purifiye yem (Kontrol grubu)
2. Grup: Yiiksek yagh purifiye yem + plasebo (YYY+plasebo, %0.9’luk NaCl, 1
damla oral yolla damlalik ile verilmistir)
3. Grup: Yiksek yagl purifiye yem + probiyotik (YYY+probiyotik, Lactobasillus
rhamnasus GG 1x10° cfu/sican/giin = 1damla, oral yolla damlalik ile verilmistir)

Calismaya baslamadan 6nce hayvan yemleri standart ve yiiksek yagl purifiye
yem seklinde iki tiirde, Arden Arastirma Deneysel Tip Malzemeleri firmasi
tarafindan Ankara’da hazirlanmistir. Sicanlarin yem 6zellikleri Tablo 3.2°de
gosterilmistir. Yiiksek yagl purifiye yemin diyet Oriintiisii %20 karbonhidrat, %20
protein ve %60 yag iken purifiye yemin diyet oriintiisii %70 karbonhidrat, %20
protein ve %10 yag icerecek sekilde ayarlanmistir. Uretici firma tarafindan vitamin
ilavesi olarak Premix V 10001 ve mineral takviyesi olarak S 10026 karisimi yemlere
ilave edilmistir.

Calisma siiresince siganlarin yem tiiketimi, giinliikk verilen yem miktarindan
artan yem miktar1 ¢ikartilarak tiiketilen yem miktar1 bulunmus ve 16 hafta siireyle
kayit altina alinmistir. Sicanlarin viicut agirhigi haftada 1 kez ayni saatte olciilmiis ve

kaydedilmistir.
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Tablo 3.2. Standart ve yiiksek yagl purifiye yemin diyet oriintiisii

Yem icerigi Standart Purifiye Yem Yiiksek Yagh Purifiye Yem
Protein 19.2¢ % 20 26.2¢9 % 20
Karbonhidrat 67.3¢ % 70 26.3¢9 % 20
Yag 43¢ % 10 349¢g % 60
Kazein 2004 800 kkal 2009 800 kkal
L-sistin 39 12 kkal 309 12 kkal
Misir nigastasi 550 ¢ 2200 kkal 0 0
Maltodekstrin 1509 600 kkal 125¢g 500 kkal
Stikroz 0 0 68.8¢g 275.2 kkal
Selliiloz 509 0 50 0
Aygicek 259 225 kKkal 25 225 Kkal
Koyun kuyruk yagi* 20¢g 157 kkal 245¢ 1928 kkal

*Kolesterol: Ortalama 68 mg/100 g (175).

Ad libitum beslenen siganlara verilen probiyotik takviyesi icin ticari bir
firmanin {iriinii kullamlmgtir. Uriindeki probiyotik igerigi Lactobasillus Rhamnasus
GG 12 x 10'° /5 ml canli bakteri icermektedir. Uriin 1s1ktan korunmus ve 20 °C’nin
altinda muhafaza edilmistir. Siganlara probiyotik uygulamas: 1 damla (1x10° ) ve
oral yolla her giin ayn1 saate/16 hafta siireyle uygulanmistir. Bu calismada
Laktobasillus rhamnasus GG, intestinal mukozada uzun siire kalabilme yetenegi,
mukozaya adezyonu ve mukus ile etkilesime girmesi, intestinal epitelyumu bariyer
olusturarak korumasi, antibakteriyal maddeleri iiretebilmesi ve intestinal iflamasyonu
Onleyebilmesi nedeniyle kullanilmistir (176, 177). Plasebo uygulanan gruba ise
serum fizyolojik damlalik ile 1 damla/giin oral yolla verilmistir. Probiyotik ve serum
fizyolojik uygulamalar1 her giin ayn1 saate ve ayn1 grup sirasi izlenerek yapilimistir.

Hayvanlarin yemlerinde {iretici firma tarafindan koyun kuyruk yagi
kullanilmistir. Ancak kokusunun keskin olmasi ve hayvanlarin yem tiiketimlerinin
normalden biraz diisiik olmasi nedeniyle 7. haftanin sonunda sigir kuyruk yagina

gecilmis bu haftadan itibaren hayvanlarin yem tiiketimleri artmustir.
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3.1.3. Verilerin toplanmasi ve 6l¢iim yontemleri

Calismanin 6. haftasinda hepatosetatozu degerlendirmek amaciyla ‘kontrol
grubu’ ve ‘‘yiikksek yaglh yem-+plasebo’” alan gruptan 1’er hayvana histopatolojik
degerlendirme  igin  Gtenazi  yapilmustir.  Histopatolojik  degerlendirmenin
hepatosetatoz acisindan negatif ¢ikmasi iizerine ‘Baskent Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kuruluna’ basvurularak 4 hafta ek siire istenmis ve kurul
karariin uygun gérmesiyle ¢alisma siiresi 16 haftaya ¢ikartilmistir. Kontrol grubu ve
YYY+plasebo grubunun biyokimyasal bulgulari, karaciger histopatolojijk bulgulari
ve organ agirliklari, yag dokusu agirliklar1 7 hayvan iizerenden degerlendirmistir.
Onalt1 haftalik ¢alisma sonunda hayvanlara 150 mg/kg ketamine intreperitoneal
uygularak otenazi yapilmistir. Hayvanlarin biyiklarindan veya ayagindan uyaranlar
vererek olim durumu kontrol edilmistir. Tiraglanan hayvanlardan intrakardiyak
olarak 5cc kan oOrnekleri alindiktan sonra batin bolgesi batikonlanarak cerrahi
prosediire gecilmistir. Histopatolojik degerlendirme i¢in karaciger rezeksiyonu
yapilmis, karaciger %10 formalin soliisyonuna konulmustur. Ayrica sicanlarin
perirenal, gonadal, mezenterik doku agirliklar1 ve karacigerin organ agirligi tartilarak

kayit altina alinmistir.

Resim 3.1. Siganlarin 6tenazi sonrasi batin bolgesinin agilmasi

3.1.4.Kan orneklerinin incelenmesi
Sicanlardan 16 haftanin sonunda alinan kan 6rnegi, 45 dakika bekledikten
sonra 4000 devirde 15 dakika santrifiij edilmis, serum kismi ayrildiktan sonra

biyokimya ve mikrobiyoloji i¢in ayri tiiplere koyulmustur. Biyokimya i¢in -20
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C° °de, mikrobiyoloji igin -80 C°’de muhafaza edilmistir. Hepatosteatozu
degerlendirmek i¢in serum AST ve ALT diizeyleri Abbot® Architect C8000 (Abbot,
Wiesbaden Almanya) Analizor ile standardize edilmis metoda gore UV testi ile
degerlendirilmistir. Serum kolesterol ve GGT diizeyleri ayn1 firmanin standardize
edilmis metodlarina gore enzimatik test aracilifiyla ol¢iimleri yapilmigtir. Gama
glutamil transferaz diizeyleri kategorik olarak degerlendirilmis ve tiim siganlarda <4
bulundugu igin istatistiksel degerlendirme yapilmamistir. Timor nekrozis faktor
(TNF-a), C reaktif protein (CRP) diizeyleri, enzim baglantili bagisiklik testi (ELISA)
kiti ile (Sunredbio, Shangai, Cin) belirlenmistir. ELISA kiti, sicanlarda test edilmek
istenen belirteg, ¢ift-antikor sandvig teknigi prensibine dayali yapilmistir

Metabolik endotoksemiyi degerlendirmek amaciyla; sicanlarin serumlarinda
lipopolisakkarit diizeyleri ticari ELISA kiti ile (Sunredbio, Shangai, Cin)
belirlenmistir. -80°C saklanan serumlar eritilerek 3 grup tek kor olarak ¢alisilmugtir.

Sican lipopolisakkarit/lipooligosakkaritine (LPS/LOS) 06zgiil monoklonal
antikorlarla kapli kuyucuklara, LPS/LOS konsantrasyonlar1 bilinen standartlar ve
serum Ornekleri eklenmistir. Ardindan kuyucuklara biotinle isaretlenmis LPS/LOS
antikorlar1 ile enzimle isaretli streptavidin eklenmistir. 37°C'de 60 dakika
inkiibasyonun ardindan 6zgiil olmayan baglanmalarin giderilmesi amaciyla yikama
islemi yapilmistir. Yikama isleminin ardindan kuyucuklara kromojen/substrat
solusyonu ilave edilmigtir. 37°C'de 10 dakika inkiibasyonun ardindan tiim
kuyucuklara stop solusyonu eklenmistir. Her bir kuyucugun absorbans degerleri

belirlenmistir.

3.1.5.Histopatolojik 6rneklemlerin incelenmesi

Yiiksek yagli diyetle indiiklenen hepatosteatozu degerlendirmek amaciyla
karaciger cikartilarak %10’luk formalinde bekletildikten sonra doku testi yapilmistir.
Dokular rutin takibe alinarak parafin bloklara gomiilmiistiir. Parafin bloklardan 3-
Su’luk kesitler alinarak hemotoksilen eozin ile boyanmis, fibrozisi degerlendirmek
icin masson trikrom boyasi yapilmistir. Caligmanin 6. haftasinda yiiksek yagl diyetin
hepatosteatozu indiiklemesini degerlendirmek amaciyla purifiye yem alan ve
YYY+plasebo alan gruplardan birer hayvana 6tenazi yapilmis, dolayisiyla denek
sayis1 7 lizerinden istatistiksel analizler yapilimistir. Histopatolojik skorlama NASH

Klinik Aragtirma Agi Skorlama Sistemine ve Fibrozis belirleme sistemine gore
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yapilimis ve Tablo 3.3 ve Tablo 3.4’te gosterilmistir (4). Histopatolojik incelemeler

korleme yapilmustir.

Tablo 3.3. Non Alkolik Steatohepatit Klinik Aragtirma Agi1 Skorlama Sistemi (4).

Steatoz Lobular inflamasyon Hepoatoselliiler Balonlagsma

0 <%5 0 Yok 0 Yok

1 %5-33 1 <2 odak / x 20 alan 1 Hafif (az)

2 %34-66 2 2-4 odak /x 20 alan 2 Orta (belirgin)
3 >%66 3 >4 odak / x 20 alan

Tablo 3.4. Fibrozis Belirleme Sistemi (4).

0 Yok

la Hafif Zone 3 perisinusoidal fibrozis (ipucu gerektirir)
1b Orta (yogun) 3 perisinusoidal fibrozis

1c Sadece portal fibrozis

2 Zone 3 perisinusoidal fibrozis ile periportal fibrozis
3 Kopriilesme fibrozisi

4 Siroz

3.1.6. Istatistiksel analiz ve raporlama

Istatistiksel analizlerde SPSS 22 paket programi kullamlmistir. Agirlik ve
besin tiiketiminin baglangi¢c ve son hafta arasindaki degisimlerini analiz etmek igin
bagimli  gruplarda t-testi  kullamilmustir.  Gruplar arasinda degiskenlerin
karsilagtirilmas1 amaciyla yapilan varyans analizinde tek yonlii varyans analizi,
deney gruplarinin birbirleriyle ¢oklu karsilastirmalarda post hoc test analizleri
(Bonferroni, Tukey HSD) kullanilmistir. Gruplarin haftalara gore yem tiiketim
miktarlarin1 degerlendirmede tekrarli Olglimlerde varyans analizi kullanilmistir.
Tekrarlayan Ol¢timlerde Patoloji sonuglar1 capraz tablolar olusturularak istatistiksel
analiz yapilmistir. Orneklem sayisinin az olmasi nedeniyle bagimsiz gruplar arasinda
Fisher’s Exact Ki-kare testi uygulanmis, p degeri olarak ‘Exact Sig. (-2 sided)’
degeri alinmigtir. p<0.05 degeri istatistiksel olarak Onemli kabul edilmistir.

Tanimlayici istatistiklerin bir kismu grafiklerle gosterilmistir.
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4 BULGULAR

Calismaya, 24 adet erkek Sprague Dawley soyu siganlar alinmis ve
calismanin baslangicinda ortalama agirliklart 104.7 g (77-119 g) belirlenmistir.
Siganlar 3 gruba ayrilarak, 16 hafta siireyle purifiye yem (kontrol), yiiksek yagh
yem+plasebo ve yiiksek yagli yem+probiyotikle beslenmistir. Siganlarin besin
tiketimleri, viicut agirliklari, biyokimyasal bulgular1 (AST, ALT, GGT, kolesterol,
LPS) ve hispatolojik degerlendirmeleri yapilmistir.

4.1.Sicanlarin viicut agirhiklarinin degerlendirilmesi

Siganlarin baglangi¢ ve son hafta (16. hafta) arasindaki agirlik degisimleri
Tablo 4.1°’de gosterilmistir. Yiksek yagli yem+plasebo alan gruptaki hayvanlarin
baglangic ve 16. hafta sonundaki agirlik degisimleri arasindaki fark ortalamasi
istatistiksel acidan onemli bulunmustur (p<0.05). Yiiksek yagl yem-+plasebo alan
gruptaki agirlik kazanimi ortalama 180.2 g olarak belirlenmistir. Ortalama agirlik
kazanimi 198.325 g olan yiiksek yagli yem+probiyotik alan hayvanlarin baslangic ve
son agirlik degisimleri arasindaki fark ortalamasi istatistiksel agidan Onemli
bulunmustur (p<0.05). En fazla agirlik kazanim1 kontrol grubunda ortalama 288.69 g
olmustur ve istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0.05). Deney gruplarinin
biribirlerine gére 16 hafta sonundaki agirlik degisimleri karsilagtirildiginda farklilik
istatistiksel olarak 6nemli (F=16.62; p <0.05) bulunmustur.

Tablo 4.1. Deney gruplarina gore viicut agirligi ve agirlik farkinin ortalama degerleri

Gruplar Baslangi¢ Son Fark pt

Agirlik, g Agirlik, g Ortalamasi g

X+ SS X+ SS X + SS

Kontrol Grup
(n=7) 101.85 +9.66 390.54% + 50.79 288.69 + 42.53 0.000*
YYY-+plasebo F=16.62"
(n=7) 106.43 + 1464  286.63°+44.20 p=0.000  180.20 + 42.01 0.000*
YYY+probiyotik ~ 105.75+10.44  304.08" + 32.53 198.33 + 30.88 0.000*
(n=8)

+Bagim gruplarda t-testi *p<0.05. *Gruplar arasinda son agirlik ortalamalarinin karsilastiriimast
ANOVA (F testi) (Analize baglangi¢ agirliklari dahil edilmistir)

PFarkl iistle ayni siitunda gosterilen harfler istatistiksel olarak énemli farklilik gostermektedir
(Bonferonni Coklu Karsilastirma Testi)
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4.2. Sicanlarm yem tiiketimlerinin degerlendirilmesi

Biitiin deney gruplarinda 8 hayvandan olusan sicanlar 2’serli kafeslerde
beslenerek yem tiiketimleri verilen ve artan yem miktar1 farki bulunarak
kaydedilmistir. Kafeslerde ikigerli hayvanlarin yem tiiketim ortalamalar1 Grafik
4.1°de gosterilmistir.

Deney gruplar1 arasinda baslangi¢ ve 16. hafta sonunda tiiketilen yem
miktarlar1 incelendiginde yiiksek yagli yem (YYY)+probiyotik alan grubun ilk hafta
yem tiiketim ortalamasi 23.94 g’dan, 8. haftada 39.96 g’a yiikselmis, 16. haftada ise
35.06 g olarak bulunmustur. Tekrarli 6lgiimlerde yapilan varyans analizi sonucuna
gore YYY+probiyotik alan grubun 16 hafta siiresince tiikettikleri yem miktar
istatistiksel acidan Onemli bulunmustur (F=41.721 ve p<0.05). Yiiksek yagh
yem+plasebo alan grupta baslangi¢ yem tiikketimi 23.27 g’dan, 8.haftada 31.26 g’a
yiikselmis, 16. haftada ise 31.20 g olarak bulunmustur. Tekrarli 6l¢limlerde yapilan
varyans analizi sonucuna gore Y'Y Y+plasebo alan grupta 16 hafta icerisinde tiiketilen
yem miktar1 istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (F=4.5, p<0.05). Kontrol
grubunda baslangi¢ yem tiikketimi 55.33 g bulunmus, yedinci haftadan itibaren
azalmistir. Ancak 16 hafta igerisinde tekrarli 6lgiimlerde yapilan varyans analizi

sonucuna gore istatistiksel olarak farklilik belirlenmemistir (F=0.886, p>0.05).
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Grafik 4.1. Deney gruplarinda 16 hafta siiresince tiiketilen yem miktarinin ortalama
dagilim1
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4.3. Siganlarin karaciger enzimlerinin ve serum Kolesterol diizeylerinin
degerlendirilmesi

Hayvanlardan 16 hafta sonunda alinan kan Orneklerinin istatistiksel analizi
Tablo 4.2°de ve Grafik 4.2 ve 4.3’te gosterilmistir. Deney gruplarinin ortalama AST
diizeyleri karsilastirildiginda fark istatistiksel olarak onemli bulunmustur (p<0.05).
Farklilig1 yaratan grubu bulmak igin yapilan istatistiksel analiz sonucuna gore
YYY+plasebo grubu (147.44 + 43.01 U/L), kontrol (93.63 + 13.07 U/L) ve
YYY+probiyotik alan grupla (112.25 + 12.49 U/L) Karsilastirildiginda en yiiksek
AST diizeyine sahip oldugu gosterilmistir. En diisiik AST diizeyi kontrol grubunda
bulunmustur. Deney gruplarinin ortalama ALT diizeyleri arasindaki fark istatistiksel
olarak 6nemli bulunmustur (p<0.05). Farkliligi yaratan grubu bulmak i¢in yapilan
istatistiksel analiz sonucuna gore gruplar arasinda kontrol grubunun (38.38 + 6.05
U/L), YYY+plasebo (57.75 + 13.27 U/L) ve YYY+probiyotik alan gruba (60.13 +
12.44 U/L) gore en diisiik ALT diizeyine sahip oldugu gosterilmistir. En yiiksek ALT
diizeyi YY'Y+probiyotik grubunda (60.13 + 12.44 U/L) bulunmustur.

Deney gruplar arasinda kolesterol diizeyleri agisindan aralarindaki farklilik

o6nemli bulunmamistir (p>0.05).

Tablo 4.2. Deney gruplarina gore karaciger enzimleri ve serum kolesterol diizeyinin
ortalama degerleri

Gruplar

Biyokimyasal Kontrol YYY+plasebo YYY+probiyotik pt

(n=8) (n=8) (n=8)
Bulgular

X + S5 X + S5 X + S5
AST (U/L) 93.63 +13.07°  147.44 + 43.01° 112.25 + 12.49° 0.002*
ALT (U/L) 38.38 + 6.05° 57.75 + 13.27° 60.13 + 12.44° 0.001*
Kolesterol 57.13+9.30 50.38 + 6.95 54.00 + 6.02 0.225
(mg/dl)

+ANOVA, p<0.05

“DFarklr st ile ayni satirda gosterilen harfler istatistiksel olarak 6nemli farklilik gostermektedir
(Tukey HSD Coklu Karsilagtirma Testi)
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Grafik 4.2. Gruplar arasinda serum AST diizeyinin ortalama degerleri
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Grafik 4.3. Gruplar arasinda serum ALT diizeyinin ortalama degerleri
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4.4. Deney gruplarina gore inflamatuvar belirteclerin degerlendirilmesi

Deney gruplar1 arasinda serum inflamatuvar belirteglerin degerlendirilmesi
Tablo 4.3 ve Grafik 4.4’te gosterilmistir. Serum TNF-a diizeyleri agisindan gruplar
karsilagtirildiginda TNF-a diizeyi, en yiiksek YYY+plasebo alan grupta (288.29 +
107.42 ng/L) ve en diisiik kontrol grubunda (262.27 + 49.28 ng/L) bulunmus ancak
gruplar arasindaki fark istatistiksel agidan onemli bulunmamustir (p>0.05). Serum
CRP diizeyleri agisindan gruplar karsilastirildiginda en yiikksek CRP diizeyi,
YYY+plasebo (199.30 + 69.20 ng/mL), en diisiik CRP diizeyi YYY+probiyotik alan
grupta (157.39 + 62.66 ng/mL) bulunmus ancak gruplar arasindaki fark istatistiksel
ac¢idan 6nemli bulunmamustir (p>0.05). Lipopolisakkarit diizeyleri agisindan gruplar
karsilastirildiginda en yiiksek LPS diizeyi kontrol grubunda (88.86+5.88 EU/L), en
diisiik LPS diizeyi ise YYY+probiyotik alan (76.96 + 25.04 EU/L) bulunmus ancak

gruplar arasindaki fark istatistiksel agidan 6nemli bulunmamistir (p>0.05).

Tablo 4.3. Deney gruplarina gore inflamatuvar belirteglerin ortalama degerleri

Gruplar

Biyokimyasal Kontrol YYY+plasebo YYY+probiyotik pt
Bulgular (n=8) (n=8) (n=8)

X+ sS X+ sS X+ sS
TNF-a (ng/L) 262.27 +49.28  288.29+ 107.42 270.44 + 46.34 0.771
CRP (ng/mL) 193.79 +37.56  199.30 + 69.20 157.39 + 62.66 0.313
LPS (EU/L) 88.86 + 5.88 83.36 + 18.80 76.96 + 25.04 0.446
7 ANOVA
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Grafik 4.4. Gruplar arast serum TNF-o, CRP ve LPS diizeylerinin ortalama
degerleri.



4.4.1. Deney gruplarma gore LPS diizeyi ile inflamatuvar belirtecler ve
biyokimyasal bulgulari arasindaki iliski

Deney gruplar1 arasinda AST, ALT, kolesterol ve CRP degerleri ile LPS
diizeyleri ag¢isindan bir iligki bulunmamustir (Tablo 4.4). Purifiye yem alan kontrol
grubunda TNF-a ve LPS diizeyi arasinda negatif bir iligski bulunmustur (r=-0.835 ve
p<0.05). Lipopolisakkarit diizeyi arttikga, TNF-a diizeyi azalmistir.

Tablo 4.4. Deney gruplarma gore LPS diizeyi ile inflamatuvar belirtegler ve
biyokimyasal bulgular arasindaki iligKi

Biyokimyasal Gruplar
Bulgular Kontrol (n=8) YYY+plasebo (n=8) YYY+probiyotik (n=8)
LPS (EU/L) LPS (EU/L) LPS (EU/L)
r p r p r p
AST (U/L) -0.436 0.280 0.076 0.859 -0.359 0.376
ALT (U/L) 0.047 0.912 -0.740 0.862 -0.262 0.451
Kolesterol(mg/dl) 0.681 0.063 0.658 0.076 -0.315 0.408
TNF-a(ng/L) -0.825 0.012* -0.190 0.651 0.303 0.418
CRP (ng/mL) -0.519 0.187 0.020 0.962 0.483 0.292

*p<0.05, Pearson Korelasyon Analizi

4.5. Deney gruplarina gore organ ve yag dokusu agirhiklarinin degerlendirilmesi

Otenazi sonrasi sicanlardan alinan karaciger agirliklari, perirenal, gonadal ve
mezenterik yag miktar1 Tablo 4.5’de ve Grafik 45 ve 4.6°da gosterilmistir.
Siganlarin Karaciger agirlik ortalamalari arasindaki farklilik dnemli bulunmustur
(p<0.05). Karaciger agirhigr YYY+plasebo alan grupta (9.27 + 1.34 g) en diisiik,
purifiye yemle beslenen kontrol grubunda en yiiksek (11.24 + 1.35 g) bulunmustur.
Farkliligin yaratan grubu bulmak igin yapilan post-hoc test analizi sonucuna goére
kontrol grubu ile YYY-+plasebo alan grupta karaciger agirliklari arasindaki fark
o6nemli bulunmustur (p<0.05).

Gruplar arasinda karaciger agirliginin viicut agirligina oranit incelendiginde,
karaciger agirligi viicut agirligt oranma gore en diisiik kontrol grubu, en yiiksek
YYY+plasebo alan grupta bulunmustur. Farklilig1 yaratan grubu bulmak igin yapilan
post-hoc test analizine gore (Tukey) YYY+probiyotik alan grup ile YYY+plasebo
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alan grup arasinda fark bulunmazken (p>0.05), kontrol grubu ile YYY+plasebo ve

YYY+probiyotik alan gruplar arasindaki fark 6nemli bulunmustur (p<0.05).

Tablo 4.5. Deney gruplarina gore organ ve yag dokusu agirliklarmin ortalama

degerleri
Gruplar

Organ ve Doku Kontrol YYY+plasebo YYY+probiyotik pt
Agirhg (g) (n=7) (n=7) (n=8)

X+SS X +SS X+SS
Karaciger agirhgn ~ 11.24 + 1.35 9.27 +1.34° 9.7 +1.31%° 0.029*
Karaciger 2.89+0.13° 3.24+0.21 3.19+0.23%¢ 0.005*
Agirh@/Viicut
Agirhg
Perirenal yag 9.73 +3.90° 439 +1.47° 6.93 + 3.02%" 0.012*
miktar1
Gonodal yag 7.17 +2.40 456 +1.43 5.33+1.91 0.058
miktari
Mezenterik yag 5.56 + 2.36° 2.74 +0.96° 3.35+1.28° 0.010*
miktar

FANOVA * p<0.05. **° Farkli iistle aym satirda gosterilen harfler istatistiksel olarak énemli farklilik
gostermektedir (Tukey HSD Coklu Karsilagtirma Testi)

Deney gruplart arasinda perirenal agirlik ortalamalar1 arasinda farklilik
onemli bulunmustur (p<0.05). Kontrol grubu ve YYY+plasebo alan grup arasinda
perirenal agirlik ortalamalari agisindan farklilik 6nemli bulunmustur (p<0.05). En

yiiksek perirenal agirlik (9.73 + 3.90 g) kontrol grubunda belirlenmistir.

Deney gruplar arasinda, gonadal agirlik miktarlari agisindan istatistiksel
olarak farklilik o6nemli bulunmamis (p>0.05), mezenterik agirlik ortalamalari
arasinda farklilik o6nemli bulunmustur (p<0.05). Kontrol grubunun mezenterik
agirhigl, YYY+plasebo alan ve YYY-+probiyotik alan grupla karsilastirildiginda
istatistiksel olarak farkli bulunmustur (p<0.05). En yiiksek mezenterik agirlik (5.56 +
2.36 g) kontrol grubunda, en disik (2.74 + 0.96 g) YYY+plasebo grubunda

bulunmustur.
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Grafik 4.5. Deney gruplarina gore karaciger agirligi ve perirenal doku agirliginin

ortalama degerleri
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Grafik 4.6. Deney gruplarina goére gonodal ve mezenterik doku agirliginin ortalama

degerleri.
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4.5.1. Deney gruplarina gore viicut, organ ve yag dokusu agirhklar: ile LPS

diizeyleri arasindaki iliski

Tiim gruplarda 16. hafta sonunda viicut agirliklar1 ve serum LPS diizeyleri

arasinda bir iligki bulunmamistir (Tablo 4.6). Kontrol grubundaki hayvanlarin

karaciger agirliklart ve LPS diizeyi arasinda pozitif bir iligki bulunmaktadir (p<0.05).

Karaciger agirhig1 arttikca, LPS diizeyi artmistir. Diger yag dokusu agirliklar1 ve

deney gruplar1 arasinda anlamli bir iliski bulunmamustir.

Tablo 4.6. Deney gruplarina gore viicut, organ ve yag dokusu agirliklar ile LPS
diizeyi arasindaki iliski

Organ ve Yag
Dokusu
Agirliklar (g)

Viicut agirhg

Karaciger

agirhgi

Perirenal yag

miktar1

Gonodal yag

miktar1

Mezenterik

yag miktari

Gruplar
Kontrol YYY+plasebo YYY+probiyotik
(n=7) (n=7) (n=8)
LPS (EU/L) LPS (EU/L) LPS (EU/L)

r p r r p
0.684 0.090 -0.017 0.972 0.157 0.711
0.793 0.033* -0.262 0.571 0.380 0.353
0.606 0.149 0.376 0.406 0.010 0.981
0.687 0.088 0.207 0.656 -0.535 0.172
0.732 0.061 0.197 0.671 0.443 0.272

*p<0.05, Pearson Korelasyon Analizi

4.6. Sicanlarin karaciger histopatolojisinin degerlendirilmesi

Deney gruplarina ait histopatolik degerlendirme Tablo 4.7’de ve Resim 4.1,

42 ve 4.3te gosterilmistir.

Gruplar

arasindaki histopatolojik

incelemede

hepatosteatoz olugsma diizeyi 6nemli (p<0.05) bulunmustur. En fazla steatoz sikligi

YYY +plasebo ile beslenen grupta %62.5 oraninda, en az hepatosteatoz sikligi
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kontrol grubunda belirlenmistir (%0). Probiyotik + yiliksek yagl yem ile beslenen
grupta 1 hayvanda (%12.5) steatoz (balonlasma) belirlenmistir.

Tablo 4.7. Deney gruplarina gore karacigerdeki histopatolojik degisimlerin dagilimi

Gruplar
Histopatolojik Kontrol YYY+plasebo  YYY+probiyotik (n=8)
Degisim (n=8) (n=8) Say1 %
Say1 % Sayi %
Steatoz  Var 0 0 5 62.5 1 12.5
Yok 8 100 3 375 7 87.5

*p<0.05, Fisher’s Exact Ki-kare Testi

N sayilarmin farkliligi, 6. haftada kontrol grubu ve YYY+plasebo grubundan 1

hayvana 0tenazi yapilmasindan kaynaklanmaktadir.

Resim 4.1. Purifiye yem alan kontrol grubuna ait karaciger kesiti. Hepatosteatoza
rastlanmamustir.
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Resim 4.2.Yiiksek yagh yem+tplasebo alan gruba ait hepatosteatozlu (A) (okla gosterilen beyaz
alanlar) ve masson trikom boyali (B) karaciger kesiti. (C) Yiiksek yagli yem+probiyotik alan grupta
bir hayvanda olusan hepatosteatoz+balonlagma (siyah daire i¢indeki alan) ve nekroinflamatuvar (siyah

okla gosterilen) odak izlenen karaciger dokusu
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4.6.1. Sicanlarin organ ve yag dokusu agirhk ortalamalarina gore karaciger
histopatolojisinin degerlendirilmesi

Deney gruplarinda organ ve doku agirlik ortalamalarina gore hepatosteatozun
degerlendirilmesi Tablo 4.8, Tablo 4.9 ve Grafik 4.8 ve 4.9°da gosterilmistir. Yiiksek
yaglh diyett+plasebo alan grupta hepatosteatozu olan 5 hayvanin karaciger
agirliklariin ortalamasi 9.98 g, hepatosteatozu olmayan 3 hayvandan ikisinin (1
hayvana 6.haftada Otenazi sebebiyle) karaciger agirlik ortalamast 7.75 g
bulunmustur. Probiyotik verilen grupta, balonlagsma goriilen 1 hayvanin karaciger
agirhigi 11.30 g bulunmus, bu grupta hepatosteatozu olmayan hayvanlarin karaciger
agirliklart ortalamasit 9.47 g bulunmustur. Kontrol grubunda 8 hayvanda
hepatosteatoz negatif olup, 7 (6.haftada 6tenazi sebebiyle) hayvanin karaciger agirlik
ortalamasi 11.24 g bulunmustur.

Tablo 4.8. Deney gruplarinda histopatolojik degerlendirmeye gore karaciger agirlig

Karaciger Agirhg:
Hepatosteatoz Kontrol YYY+plasebo YYY+probiyotik
n:7 n:7 n:8
X + SS X + SS X + SS
Var - 9.88+1.00 11.30
Yok 11.24+1.35 7.75+0.49 9.47+1.24

N sayilarinin farklihigi, 6. haftada kontrol grubu ve YYY+plasebo grubundan

1 hayvana 6tenazi yapilmasindan kaynaklanmaktadir.
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Grafik 4.7. Deney gruplarinda histopatolojik degerlendirmeye gore karaciger agirligi

Hepatosteatoz bulunmayan kontrol grubunda 7 hayvanin perirenal agirlik
ortalamasit 9.73 g bulunmustur. Yiiksek yagl diyet+plasebo alan grupta steatozu olan
5 hayvanin perirenal agirlik ortalamasi 4.80 g, steatozu olmayan 2 hayvanin perirenal
agirliklarimin ortalamasi 3.35 g bulunmustur. Probiyotik alan grupta hepatoselliiler
balonlagma gelisen bir hayvanin perirenal agirlik ortalamasi 8.90 g, hepatosteatoz
bulunmayan 7 hayvanin perirenal agirlik ortalamasi 6.43 g bulunmustur. Gonodal
agirlik ortalamasi hepatosteatozu olmayan kontrol grubundaki hayvanlarda 7.17 g
bulunmustur. Yiiksek yagli diyet+plasebo alan grupta hepatosteatozu olan 5
hayvanin gonodal agirlik ortalamasi 5.06 g, hepatosteatozu olmayan diger 2
hayvanin 3.30 g bulunmustur. Probiyotik alan grupta hepatoselliiler balonlagmasi
olan bir hayvanin gonodal agirlik ortalamasi 6.40 g, hepatosteatoz bulunmayan 7

hayvanin gonodal agirlik ortalamasi 5.17 g bulunmustur.

Mezenterik agirlik ve hepatosteatoz arasindaki iligkiyi inceleyen Grafik 4.5’e
gore, hepatosteatozu olmayan kontrol grubunun tiim hayvanlarinda mezenterik
agirlik ortalamast 5.58 g bulunmustur. Yiiksek yagli diyet+plasebo alan grupta
steatozu olan 5 hayvanin mezenterik agirlik ortalamas: 2.88 g, steatozu olmayan 2

hayvanin mezenterik agirlik ortalamasi 2.40 g bulunmustur.
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Tablo 4.9. Deney gruplarinda histopatolojik degerlendirmeye gore perirenal, gonodal
ve mezenterik agirliklar

Gruplar- Perirenal Agirhk  Gonodal Agirhk Mezenterik
Hepatosteatoz (9) (9) Agirhik (g)
X+ SS X+ SS X+ SS
Kontrol Var - - -
Yok  9.73+3.90 7.17+2.40 5.56+2.36
YYY+plasebo Var  4.80+1.49 5.06+1.34 2.88+1.08
Yok  3.35+£1.06 3.30+0.85 2.40+0.71
YYY+probiyotik Var  8.90 6.40 4.2
Yok 6.64+3.14 5.17£2.00 3.23+1.33

10,00

&,00—

&,00=

4,00

Ortalama Perirenal Agirlik

2,00

00—

YYY+Plasehao YYY+Prohivotik Kontrol
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Grafik 4.8. Deney gruplarinda histopatolojik degerlendirmeye gore gonodal,

perirenal ve mezenterik agirlik
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5. TARTISMA

Non alkolik yagli karaciger hastaligi (NAFLD), obezite ve obeziteyle iliskili
hastaliklarin artmasiyla beraber diinya genelinde prevelansi artan bir hastaliktir (3, 8,
32). Hastaligin patogenezi, g¢evresel, metabolik, genetik ve bagirsak mikrobiyal
faktorlere bagl olmakla birlikte tam olarak ¢oziimlenememistir (8).

Hastaligin tedavisinde agirlik kaybi, saglikli beslenme ve fiziksel aktivitenin
artirilmast gibi yasam tarzi degisiklikleri birinci basamagi olusturmaktadir (8, 9).
Non alkolik steatohepatitin tedavisinde Amerikan Besin ve Ila¢ Dairesi (FDA)
tarafindan onaylanmis bir ilag tedavisi bulunmamaktadir (3, 8, 9). Mevcut ilag
tedavileri steatozu azaltmaya, inflamasyonu ve fibrozisi 6nlemeye yoneliktir (9).

Literatiirde NAFLD’nin gelisiminde bagirsagin 6énemli bir rol oynadigi ve
disbiyozisin intestinal permeabiliteyi artirmasiyla endotoksemiye zemin hazirladigi
belirtilmektedir (131, 164, 178). Probiyotiklerin mikrobiyota iizerindeki
maniplasyonu sayesinde NALFD’de umut verici bir etkiye sahip oldugu
diistiniilmektedir. Bu bilgilere paralel olarak bu ¢alismada sicanlarda yiiksek yagh
diyetle beslenmenin indiikledigi hepatosteatoz ve metabolik endotoksemiye

probiyotik destetginin etkileri incelenmistir.

5.1.Agirhk degisimi

Kemirgen hayvan modellerinde yiiksek yagli diyet uygulamasmin etkileri
farkliliklar icermektedir (179). Beslenmeyle ilgili modeller, insan beslenmesini taklit
etmekte ve karaciger hasari, steatoz, lobular inflamasyon ve fibrozis olusumu
hedeflemektedir (180). Bu ¢alismada agirlik degisim farki her 3 grupta (Kontrol,
YYY+plasebo ve YYY+probiyotik) baslangica gore 16 haftanin sonunda artmis ve
bu artig istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05; Tablo 4.1). En fazla agirlik
degisimi kontrol grubunda gozlenmistir (F=16.62, p<0.05).

De La Serre ve ark.’nin (156) yiiksek ve diisiik yagh diyetle, baslangig
agirliklar1 262 g olan Sprague Dawley sicanlarla, 8 veya 12 hafta siireyle yaptiklar
calismada, obezite yatkinlig1 olan sicanlar, obezite direncli siganlarla veya diisiik
yagl beslenen sicanlarla karsilastirildiginda viicut agirliklarinda 6nemli derecede

art1s goézlenmistir.
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Lieber ve ark.’nin (181), yiiksek yagl likit diyet ve standart diyet ile Sprague
Dawley sicanlarda 3 hafta siireyle yaptiklar1 ¢alismada, her iki grup arasinda
baglangi¢ ve bitis viicut agirliklarinda anlamli bir farklilik bulunmamustir. Liang ve
ark.’nin (182), ayn tiir siganlarla (6 haftalik) 16 hafta siire ve yiiksek yagh diyetle
indiiklenen NAFLD’da, probiyotiklerin etkisini arastiran ¢alismada ise, yiiksek yagh
diyet alan grubun viicut agirliginin kontrol grubuna goére onemli derecede arttig

gosterilirken, probiyotik alan grupta 6nemli derecede azalma oldugu gdsterilmistir.

Sprague Dawley ve Wistar tiirii sicanlarda yiiksek yagli diyetle indiiklenen
obezite modelinin arastirildigi bir calismada 17 hafta siireyle her iki gruba da
standart ve yiiksek yagh diyet verilmistir. Bu siirenin sonunda yiiksek yagh diyetle
beslenen Wistar si¢anlarda agirlik artis1 4. haftadan itibaren gozlemlenirken, yiiksek
yagl diyetle beslenen Sprague Dawley si¢anlarda bu etki 7. haftadan itibaren
gerceklesmistir  (183). Calismalarda kullanilan hayvanlarin  fenotipi 6nem
tasimaktadir. Fareler ve si¢anlar, NAFLD’de sik kullanilan modellerdir (13).

Bu ¢alismada agirlik kazaniminin yiiksek yagli yemde bulunan koyun kuyruk
yagmin agir kokusu nedeniyle yem tiiketimini etkiledigi disiiniilmektedir. Koyun
kuyruk yagmin sigir kuyruk yagiyla degisimi sonucu yem tiikketimlerinin arttigi
Grafik 4.1°de gosterilmistir. Ilaveten 6. haftada hepatosteatozu degerlendirmek
kontrol ve yiiksek yagli yem (YYY)+plasebo gruplarindan 1’er hayvana Gtenazi
yapilmig, bu gruplardaki istatistikler 7 hayvan {izerinden, yiliksek yagh
yem+probiyotik alan grubunda ise 8 hayvan tizerinden yapilmistir. Yiiksek yagh
yem-+probiyotik alan gruptaki agirlik artisinin kontrol grubundan daha diisiik olmas1
bu grupta kullanilan probiyotigin istah azaltict etkisine, YYY+plasebo alan ve
kontrol grubunun denek sayilarinin farkliligina dayandirilmaktadir. Probiyotiklerin
antiobezite etkisi, bagirsak mikrobiyotasinin degisimi ve glukoz, lipit metabolizmasi
ve enerji homeostazi lizerinden gerceklestirdigi belirtilmektedir (184). Agirlik kaybu,
sempatik sinir sisteminin uyarilmasi sonucu termojenik ve lipolitik yanitin

olusmasiyla ger¢eklesmektedir (134).

Literatiirde deney gruplarinda homojenizasyonun saglanabilmesi igin
miidahele ve kontrol gruplarina ayni tiir yem verilmesi gerektigi belirtilmektedir.

Purifiye yeme kars1 kontrol grubunda pelet yemin kullanilmasi ¢aligmalarda farkli
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sonuglarin ¢ikmasma neden olmaktadir (185). Igerigi bilinmeyen pelet yem ve
tanimlanmis diyet iki agidan farklilik gostermektedir. Birincisi pelet yemde soya
kaynakli fitodstrojen igerigi, digeri ise tanimlanmis diyette bulunan siikrozdur.
Fitoostrojenler, leptin ve tiroid hormon diizeylerini, lipogenez ve lipoliz gibi
metabolik fonksiyonlari, besin alimin1 ve lokomotor aktiviteyi etkilemekte; siikroz
alimi ise agirlik kazanimi, insiilin direnci ve dislipidemi gibi etkileri ortaya
cikarmaktadir (186). Bununla birlikte deneysel ¢alismalarda diyetin yalnizca besin
olarak goriilmesi, farkli sonuglarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (187). Bu

nedenle bu ¢alismada her 3 grupta da purifiye yem kullanilmistir.

Ayrica outbred soydan tlireyen Spargue Dawley ratlarda, yiiksek yagh diyetle
indiiklenen obezitede farkliliklar olabilecegi gosterilmistir. Bazi siganlarin ytiksek
yagh diyete karsi hiperfaji ve agirlik artist gibi obezojenik bir etki-yatkinlik
gosterirken digerlerinin direng gosterdigi belirtilmektedir (156).

Probiyotigin oral yolla 16 hafta siireyle verildigi yiiksek yagl diyetle yapilan
calismada, probiyotik alan grubun agirlik kazanimi diger yiiksek yagl diyet alan
gruba gore daha diisiik bulunmustur (182).

Probiyotigin supleman olarak 12 hafta siireyle verildigi diger bir ¢aligmada
ise yiiksek yagh diyet alan 3 grup, kontrol grubuyla karsilastirildiginda agirlik
kazanimu istatistiksel olarak énemli bulunmus ancak yiiksek yagli diyet alan gruplar
arasinda anlamli bir farklilik bulunmamustir (188). Bu ¢alismada benzer sonug
bulunmus, yiiksek yagli yem+plasebo ve yiiksek yagli yem+probiyotik alan gruplar

arasinda istatistiksel olarak dnemli bir farklilik bulunmamastir.

Non alkolik yagli karaciger hastalifinda 06zellikle kemirgen grubu
hayvanlarda yapilan c¢alismalarda ‘Bati Tarzi Beslenmeye’ benzemesi nedeniyle
yiikksek yagl diyet uygulamasi insan beslenmesine yakin oldugu igin tercih
edilmektedir (180). Ancak NAFLD’de kullanilan tekli doymamis, ¢oklu doymamis

veya doymus yag asidi tiirlerinin etkisi bilinmemektedir (24).

Pelet yem ve tanimlanmis diyet arasindaki farklardan bir digeri de diyetin yag
igerigidir. Diyetteki yag tiirtiniin diger bilesiklerle farkli etkiler ortaya ¢ikarmasi
muhtemel goriilmektedir (186). Diyette doymus yag asidine (DYA) fazla miktarda

maruziyet, proinflamatuvar sitokinlerin salinimmna, insiilin sinyalizasyonunda
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bozulmaya, endoplazmik retikulum ve oksidatif stresin olusumuyla apoptozisin
indiiklemesine ve lipotoksik kaskatin baslamasina neden olmaktadir (189). Kontrol
grubunun yeminde bulunan ay¢igek yagi tekli doymamis yag asidi (TDYA) (%21) ve
¢oklu doymamis yag asidinden (CDYA) (%66) zengin olup, n-6/n-3 oraninin
yuksekligi, hepatik lipit ve insiilin metabolizmasinda bozulmaya, inflamatuvar
yolaklarda diizensizlige neden olmaktadir (190). Coklu doymamis yag asitlerinin
oksidasyona ugramasi, inflamatuvar yolaklarda rol almasti NAFLD ile
iliskilendirilmektedir (190). Yiiksek yaglh yem+probiyotik ve iiksek yagh
yem+plasebo alan grubun yemlerinde bulunan kuyruk yagi ise %57 DYA ve %38
TDYA orintiisiinii igermektedir (191). Doymus ve doymamis yag asitlerinin
alimindaki dengesizlik hepatositlerde trigliserit (TG) sentezinin artmasi Ve
depolanmasiyla sonuglanirken, 6zelikle DY A’nin tiimor nekrozis faktor (TNF-o)
tiretimini uyaran toll benzeri reseptor 4 (TLR4) aktivasyonu, c-Jun N-terminal kinaz
(JNK) yolagi ve proapoptotic BH3-tek protein PUMA’nin (apoptozisin upregiile

edici modiilatorii p53) upregiilasyonuna neden olmaktadir (52, 111).

Yapilan diger calismalarda kullanilan domuz yaginin kolesterol miktarinin
sigir kuyruk yagina gore daha fazla olmasi, sonuglarin farkli g¢ikmasindaki
etkenlerden biri oldugunu diistindiirmektedir (domuz kolesterol=0.72/100 g, sigir
kuyruk yagi1 =0.68 g/100g) (175).

Yemlerde kullanilan karbonhidrat tiirii farkl etkilerin ortaya ¢ikmasina neden
olabilebilmektedir. Bu ¢alismada karbonhidrat kaynagi olarak maltodekstrin ve muisir
nisastast kullanilmistir. Kendig ve ark.’nin (192) Wistar sicanlarda farkli
karbonhidrat kaynaklarinin, metabolik ve davranigsal etkilerini inceledikleri
calismada, sicanlar baslangi¢ agirliklarina gore 3 gruba ayrilmistir. Birinci gruba 78
giin boyunca ve 2 saat siireyle, karbonhidrat kaynagi olarak siikroz soliisyonu veya
maltodekstrin soliisyonu veya standart pelet diyet izokalorik verilmistir. ikinci ve
ticiincli gruba zaman kisitlamasi olmaksizin ayni diyetler uygulanmigtir. Calismanin
sonunda viicut agirliklari, toplam enerji alimlar1 ve kan glukoz diizeyleri arasinda
farklilik bulunmamigtir. Ancak maltodekstrin alan grupta retroperitoneal yag miktari,
kontrol grubuna gore (p<0.01) istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
bulunurken, siikroz grubuyla aralarinda farklilhik bulunmamistir. Siikroz gibi asir

maltodekstirin tiiketiminin, hizli agirlik artisina ve retroperitoneal yaglanmada artisa
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neden olabilecegi gosterilmistir. Bu ¢alismada ise kontrol grubunun daha fazla
agirhik kazanimimin ve perirenal, gonadal ve mezenterik yag dokusunun diger
gruplara gore yiiksek olmasinin, maltodekstirinin bu etkisiyle iligkili olabilecegini

distindiirmektedir.

5.2.Yem tiiketimi

Birgok hayvan galismasinda yem tiiketim miktar1 degerlendirilmemis; ancak
agirlik kazanimi veya biyokimyasal veriler tizerindeki etkisi degerlendirilmistir (163,
182, 193-195). Bu caligmada gruplar arasinda yem tiiketiminin degiskenligi standart
purifiye yem ile yiliksek yagl purifiye yem igeriklerinin, yag ¢esidi ve Oriintiistiniin
farkliligindan kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Kontrol grubunda prufiye yeme karsi
yiiksek yagli yemde bulunan koyun kuyruk yaginin, tiikketimi etkiledigi Grafik 4.1°de
gosterilmis, koyun kuyruk yaginin sigir kuyruk yagi ile yer degistirmesiyle bu
gruplardaki yem tiiketiminin ivmelenmesi artmistir. Hayvanlarin yemlere alisma
doneminin de yem tiiketimindeki artisa etkisinin olacag: disiiniilmektedir. Yaglar
enerji yogunlugu yiiksek olan bir besin grubu oldugu i¢in (196) yiiksek yagli yem
tiiketen plasebo ve probiyotik gruplarinin kontrol grubuna gore daha diisiik miktarda

yem tiiketmeleri yaglarin bu 6zelligine dayandirilmaktadir.

5.3. Biyokimyasal belirtecler

Klinikte aspartat aminotransferaz (AST) ve alanin aminotransferaz (ALT)
diizeylerindeki anormallikler hepatik hasarin gostergesi olarak kabul edilmektedir
(82, 85). AST /ALT oraninin >2’den olmasi karaciger hasarinin gostergesidir (82).
Bu calismada, yiiksek yagli yem+plasebo alan grubun, kontrol ve yiiksek yagh
yem+probiyotik alan gruplara gore istatistiksel olarak daha yiiksek AST diizeyine
sahip oldugu bulunmustur. Bu durum histopatolojik olarak NAFLD’nin bir
yansimasi olarak degerlendirilmektedir. Bu ¢alismanin benzer sonuglari, ESposito ve
ark.’nin (193) Sprague Dawley siganlarda, 3 hafta siireyle standart ve yiiksek yagh
likit diyet uygulayarak karaciger inflamasyonuna probitotiklerin etkisini
degerlendiridigi caligmada gosterilmis, yiiksek yagh diyet alan grupta AST orani

diger gruplara gore istatistiksel olarak anlamli derecede artmistir.
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Umbreen ve ark’ninn (197) %71 likit diyet yaginin NAFLD’ye etkisini
arastirdig1 calismada, sicanlarin AST ve ALT diizeylerinde 3 ve 5 haftalik

periyotlarda istatistiksel olarak bir 6nemlilik bulunmamustir.

Liang ve ark.’nin (182) oral probiyotik kullaniminin yiiksek yaglh diyetle
indiiklenen disbiyozise ve kronik metabolik inflamasyona etkisinin 16 hafta siireyle
arastirilldigi ¢alismada, probiyotik alan grupta ALT diizeyleri, standart diyet alan
kontrol grubuna gore anlamli derecede diisiik bulunmus, probiyotigin inflamatuvar

yanit1 ve hepatik hasar1 azalttig1 belirtilmistir.

Xu ve ark.’nin (188) probiyotik suplementasyonunun mikrobiyal flora ve
hepatik lipit akiimiilasyonuna etksini 12 hafta siireyle arastirdig1 diger bir ¢caligmada,
kontrol grubu (standart diyet), model grubu (yiiksek yaglh diyet), Lactobasillus grubu
(yliksek yagli diyet+ Lactobasillus asidophilus10'®/ml) ve Bifidobakteri grubu
(yliksek yagl diyet+Bifidobacterium longum 10'°/ml) arasinda serum ALT diizeyleri

acgisindan istatistiksel olarak bir fark bulunmamustir.

Esapasito ve ark.’nin (193), VSL#3 probiyotik susunun yiiksek yagl likit
diyetle indiiklenen inflamasyona etkisini arastirdigi ¢aligmada, yiiksek yagl likit
diyet alan grupta ALT diizeyleri, probiyotik alan gruba ve kontrol grubuna gore daha
yuksek bulunmustur. Calismada VSL#3’1in, antiinflamatuvar ve antioksidatif aktivite
gosterdigi, bu koruyucu etkisinin barsak biitiinliigiinii korumasindan kaynaklandigi

belirtilmistir.

Bu calismada yukarida bahsedilen c¢alismadan farkli bir sonu¢ bulunmus,
(Tablo 4.2) kontrol grubunun ALT diizeyinin, yiiksek yagl yem+probiyotik ve
yiiksek yagli yem+plasebo alan gruba gore daha diisiik oldugu, ALT diizeyinin en
yiiksek probiyotik alan grupta oldugu bulunmustur. Yiiksek yagli yem alan gruplar
arasinda anlamli bir farklilk bulunmamustir. Probiyotik alan grupta hepatosit
hasarinin bir gostergesi olan ALT diizeyinin yiiksekligi, Lactobaslillus rhamnasus
GG’nin karaciger fonksiyonlarini koruyamadigi yoniindedir. Ayrica bu sonucun

probiyotik dozu veya laboratuvar analizleriyle ilgili oldugu diisiiniilmektedir.

Xu ve ark’nin (198) yaptig1 diger bir ¢alismada, Sprague Dawley siganlarda
4,8,12,16,24,36 ve 48 hafta siireyle yiiksek yagli ve pair-fed diyete maruziyetin

fibrozise etkisini arastiran ¢aligmada hayvanlarin serum ALT diizeyleri yiiksek yagh

70



diyet alan grupta 12. haftadan itibaren artmaya baglamis ve 48. haftada en st diizeye

ulagmustir.

Non alkolik yagl karaciger hastaliginda, karacigerde trigliserit (TG) birikimi
sonucu serbest kolesterol miktarinin ve sentezinin artmasi, safra asit sentezinin ve
tasinmasinin  azalmasiyla paraleldir (5, 61). Serbest kolesteroliin artmasi,
membrandaki kolesterol/fosfolipit oranimmi degistirerek endoplazmik retikulum
stresine yol agmaktadir (199). Bu ¢aligmada serum kolestrol diizeyleri (Tablo 4.2)
acisindan gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunmadigindan, yiiksek yagli yemin
ve verilen probiyotigin lipit diizeylerine etkisi gdzlenmemistir. Espasito ve ark.’nin
(193) calismasinda farkli bir sonug¢ olarak yiiksek yagli yem alan grupta serum
kolesterol diizeylerinin daha yiiksek bulundugu gosterilmistir. Al-muzafar ve ark.’nin
(195), yagh karaciger hastaliginda probiyotik kullaniminin lipit profili, leptin ve
inflamatuvar belirteglere etkisini arastirdigi ¢alismada albino siganlarin 16 hafta
sonunda kolesterol miktari, yliksek yagli-siikrozlu yem alan grupta yiiksek yagl-
stikrozlut+probiyotik alan ve standart pelet yemle beslenen gruba goére anlamli
derecede yiiksek ¢iktig1 gosterilmistir. Probiyotigin lipit profilini diizelttigi
belirtilmistir.

Non alkolik yagli karaciger hastaliginda serbest yag asitlerinin birikimi,
inslilin direncinin olusmasi ve barsak mikrobiyatasinin bozulmasi sonucu olusan
endotokseminin (LPS) portal venle karacigere ulasmasi, Kupffer hiicrelerinden ve
hepatositlerden immun resertorlerin aktivasyonu, pro-inflamatuvar sitokinlerin
(TNF-a, IL-8 ve IL-1P) iiretimiyle sonuglanmaktadir (5, 182, 200). Non alkolik yaglh
karaciger hastaliginda bir endotoksin olan LPS’nin, barsak mikroflorasinda 6nemli

bir rol aldig1 ve inflamatuvar hasara neden oldugu belirtilmiktedir (5, 23).

Esposito ve ark.’nin (193) yaptig1 ¢alismada, yiiksek yagli diyet alan grupta
TNF-a diizeyi yiiksek bulunmus, yiksek yagli diyet ile inflamatuvar yanitin
indiiklendigi, VSL#3 probiyotik alan grupta ise TNF-o’nin baskilandigi belirtilmistir.
Benzer sekilde Liang ve ark.’nin (182) yiiksek yaglh diyetle probiyotik ve prebiyotik
kullandig1 ¢alismada, TNF-a diizeyi, yiiksek yaglh diyet alan grupta, kontrol grubuna
gore yliksek bulunurken, probiyotik alan grup yiliksek yagl diyet alan grupla

karsilagtirildiginda  azalma  gOstermis ancak  istatistiksel olarak anlaml
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bulunmamistir. Lipopolisakkarit diizeyi yiiksek yaglh diyet alan grupta kontrol
grubuna gore 6nemli derecede yliksek ¢ikmis, probiyotik alan grupta ise yiiksek yagh

diyet alan gruba gore 6nemli derecede diisiik bulunmustur.

Bu g¢alismada TNF-0, CRP ve LPS diizeyleri (Tablo 4.3) agisindan gruplar
arasinda istatistiksel olarak onemli bir farklihk bulunmamistir. Yiiksek yagh
yem+plasebo alan grubun TNF-a diizeyi, diger gruplara gore yiiksek goriilse de
istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir. Liposakkarit diizeylerinin yiiksek
bulunmamasi, siganlarda bariyer bitiinliginiin bozulmadigini, TLR’in aktive
olmamasi nedeniyle inflamatuvar kaskatinin baslamadigin1 ve paralel olarak TNF-a
salmmminin olusmadigini gostermektedir (1, 161). C-reaktif protein ve NAFLD

arasinda pozitif iligki olduguna iligskin insan ¢alismalari mevcuttur (200-203).

Tablo 4.4°de siganlarin LPS diizeyi ile inflamatuvar belirtecler arasindaki
iligki incelendiginde, LPS diizeyi artttkca TNF-o miktar1 azalmaktadir. Ancak
literatiirde LPS’nin indiiklenmesi, NF-kB ve p38 yolagininin aktive ederek TNF-
a’'nin salinmasina neden olmakta; ancak mekanizmanin tam anlasilamadigi
belirtilmektedir (204). Bu ¢alismada LPS ve TNF-a diizeyi arasindaki negatif iliski
literatiirde ‘Endotoksemi Tolerans1” ile aciklanmaktadir. Organizmanin LPS
maruziyetine yanitt pro inflamatuvar sitokin iretimiyle ger¢eklesmektedir. Ancak
makrofajlar, LPS dozlarina maruziyette azalmis bir sitokin yanit1 olurturmakta, bu
durum endotoksemi toleransi olarak adlandirilmaktadir (205). Endotoksinin patolojik
etkisine, organizma karsi toleransi olusturarak TNF-o, IL-6, IL-1 ve IL-10 gibi
sitokinleri azaltmaktadir (206). Bu calismada LPS’nin 16 hafta siiren kronik

maruziyetine karsi, endotoksemi toleransinin olustugu diisiiniilmektedir.

Bu ¢aligmada yiiksek yagli yemin ve probiyotigin organ yag dokusu agirlik
ortalamalarina etkisi degerlendirildiginde (Tablo 4.5) karaciger agirhigi en fazla
kontrol grubunda bulunmustur. Agirlik kazanimmin en fazla kontrol grubunda
olmasi, bu sonuglara paralel olarak karaciger agirliginin artisiyla sonuglanmustir.
Ancak Liang ve ark’nin (182) yaptig1 ¢alismada, yiiksek yagli diyet alan grupta
karaciger agirligi, indeksi ve yag orani kontrol grubuna gore onemli derecede
artmigtir. Benzer sekilde Esposito ve ark.’nin (193) yiiksek yagl likit diyetle yaptigi
calismada da yiiksek yagl likit diyet alan grupta karaciger agirligi, standart pelet

72



yem alan ve yiiksek yagh likit diyet +probiyotik alan gruba goére onemli derecede
arttigr  gosterilmis, yiksek yagli diyetin inflamatuvar yolaklar1 tetikledigi
belirtilmistir. Kimn ve ark.’nin (177) farelere, 13 hafta yiiksek yagh diyet ve oral
yolla Lactobasillus rhamnasus GG (1X10® ) uygulamasmin adipoziteye ve
adiponektin tiretimine etkisini arastiran bir calismasinda karaciger ve epididimal
adipoz doku, yiiksek yagli diyet+LGG tedavisi alan grupta, kontrol grubuna gore

onemli derecede diisiik bulunmustur.

Bu c¢aligmada karaciger agirliginin viicut agirhigina orani incelendiginde
(Tablo 4.5) yiiksek yagh diyet+plasebo alan grupta yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu
durum non alkolik yaglh karaciger hastaliginin klinik gdstergesi olan hepatositlerde
>%5’ten fazla trigliserit birikimiyle paralel olarak karaciger agirligimin viicut
agirhigina gore artisinin bir gostergersidir (7). Probiyotik alan grup ile plasebo grubu
arasindaki farklilik probiyotigin antiobezite ve Lactobasillus rhamnosus GG’nin
antiiflamatuvar etkisine dayandirilmaktadir (176, 184). Bu galismaya benzer sekilde
Esposito ve ark.’min (193) yaptig1 calismada da yiliksek yagl diyet alan kontrol
grubunda karaciger agirliginin viicut agirligina orani, standart diyet alan ve yiiksek

yagl diyet+VSL#3 probiyotik alan gruba gore daha yiiksek bulunmustur.

Bu ¢aligmada perirenal ve mezenterik yag dokusu miktar1 kontrol grubunda,
YYY+plasebo ve YYY+probiyotik alan gruplara gore 6nemli derecede artmustir.
Visseral adipoz doku insiilin direnci lizerinden NAFLD’de etkinlik gdsterirken,
visseral adipoz dokunun bir pargasi olan mezenterik yag dokusunun etkisi tam olarak
bilinmemektedir (207). Dolayisiyla bu galismada mezenterik dokunun kontrol
grubunda artiginin, diyetteki yag ve Kkarbonhidrat tiiriine bagh oldugu

distiniilmektedir.

Siganlarin LPS diizeyleri ile viicut, organ ve perirenal, gonadal, mezenterik,
yag dokusu agirliklar1 arasindaki iligskide (Tablo 4.6), karaciger agirhigi disinda diger
parametrelerde 6nemlilik bulunmamistir. Obezite diisiik dereceli bir inflamasyon
olarak kabul edilmektedir. Bagirsakta olusan endotoksin (LPS) diizeyinin artmasi
obeziyteyle iliskilendirilmekte, LPS’nin TLR-4’e baglanarak pro ve anti
inflamatuvar sinyalizasyon kaskatini baslattig1 belirtilmektedir (208). Bu ¢alismada

en fazla agirlik kazanimi ve yem tiiketimi kontrol grubunda olmasina karsin, viicut
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agirh@ ve LPS diizeyi diizeyi arasinda bu hipotezi destekleyici bir sonug
bulunamamistir. Kontrol grubunda karaciger agirligi arttikga, LPS diizeyi
artmaktadir. Karaciger agirliginin artmasi, hepatik lipit iceriginin artmasiyla
iliskilendirilmektedir. Hepatik trigliserit miktarindaki artis, histopatolojik olarak
biyopsi ile veya karaciger hacminin veya agirliginin>%5 fazlasi olmast durumunda
gerceklesmektedir (209). Dolayisiyla kontrol grubunda karaciger agirliginin artmasi
teorik olarak intrahepatik TG miktarmin arttigini gostermekte, histopatolojik

degerlendirme bu hipotezi desteklememektedir.

5.4.Histopatoloji

Literatiirde  siganlarda  probiyotikle yapilan ¢alismalarda steatozu
degerlendiren ¢ok fazla g¢alisma bulunmamaktadir (210). Xu ve ark.’nin (188)
probiyotik suplementasyonunun mikrobiyal flora ve hepatik lipit birikimine etksini
arastirdig1 bir caligmada, Laktobasil grubunda mikrovezikiiler steatoz olusmus ve
lobun yapisina harabiyet verdigi gosterilmistir. Bididobakteri grubunda ise dagmik
mikrovezikiiler steatoz gosterilmistir. Yiiksek yagli diyet alan model grubunda,
santral ven g¢evresinde lipit birikimi ile mikro ve makrovezikiiler steatoz olugsmustur.
Kontrol grubunda, hayvanlarin karacigerinde hepatik lipit birikimi olusmamis ve
karaciger loblar1 normal yapida degerlendirilmistir.

Vajro ve ark.’nin (211), Lactobasillus rhamnasus GG’nin (LGG) pediatrik
obeziteyle iliskili karaciger hastaligina etkisini aragtirdiklar1 ¢alismada, ¢ocuklarda,
LGG ve plasebo alan grupta ALT diizeyi 6nemli derecede azalmistir. Ancak
probiyotik grubundan 10 hastanin 8’inde ve plasebo grubundan 10 hastanin 3’{inde
ALT diizeyi azalmis ancak istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir. Probiyotik alan
grupta peptidoglikan-polisakkarit IgA nemli derecede azalmus, vissreal yag, TNF-a,
hepatorenal ultrasonografi orani, BMIz skorunda herhangi bir degisiklik
bulunmamuistir. Ince bagirsak bakteriyel asir1 biiyiimesi probiyotik alan grupta énemli
derecede azalmistir. Calismanin sonucu olarak LGG’nin hipertransaminasemiada
terapotik bir arag olabilecegi ancak, NAFLD’nin patogeniznde rol oynayan TNF-
a’daki etkisinin degerlendirilmesi i¢in uzun siireli ¢alismaya ihtiya¢ duyuldugu
belirtilmistir.

Bu calismada, Xu ve ark’nin (188) yaptig1 calismaya benzer sonuglar

bulunmusg; Tablo 4.7°de gosterilmistir. Kontrol grubunda tamaminda steatoz
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olusmazken, yiiksek yagl yem+plasebo grupta 7 hayvandan (1 hayvana 6. haftada
Otenazi yapildi ve steatoz negatif ¢ikt1) 5’inde steatoz olusmustur. Yiiksek yagli yem
+probiyotik alan grupta yalnizca 1 hayvanda %20 oraninda steatoz+hepatoselliiler
balonlasma tespit edilmistir. Yiiksek yagli yemin AST yiiksekligine etkisi yalnizca
kontrol grubunda biyokimyasal belirteglere yansirken, karacigerde steatoz olusumu
histopatolojik olarak %62,5 oraninda olmustur. Literatiirde hayvan g¢alismalarinin
cok az bir kisminda steatoz olusumunun gosterildigi ve bu farkliliklarin
kemirgenlerin tiirinden kaynaklandig belirtilmistir (179).

Aller ve ark.’nin (212), probiyotigin (Lactobasillus bulgaricus+Streptecoccus
thermophilus 500x10° /giin) NAFLD’li hastalarda ALT’ye etkisini arastiran
calismada, baslangic ve 3 ay sonundaki BKI, viicut agirhig, yag kiitlesi, bel/kalga
orani, glukoz, insillin, HOMA-IR, kolesterol, trigliserit, IL-6 ve TNF-a
parametrelerinde istatistiksel bir 6nemlilik bulunmamistir. Besin tiikketim kaydina
gore baslangi¢ ve 3 ay sonundaki enerji alimlari, besin 6geleri, posa ve kolesterol
alimlar1 arasinda da anlamli bir fark bulunmamistir. Probiyotik alan grupta AST,
ALT ve GGT diizeyleri istatistiksel olarak Onemli derecede azalirken, plasebo
grubunda degisiklik olmamustir. Probiyotigin karaciger enzimleri tizerinde olumlu bir
etkisi oldugu belirtilirken, hastaligin patogenezinde rol oynadigi belirtilen TNF-a ve
IL-6"nin degismedigi gosterilmistir.

Plaza-Diaz ve ark.’nin (194) Zucker si¢anlarda probiyotiklerin hepatosteatoza
etkisini arastiran bir ¢alismada, Lactobasillus rhamnasus CNCM [1-4036,
Bifidocacterium Breve CNCM 1-4035 ve Lactobasillus paracasei CNCM [-4034
kullanilmistir.  Zucker ratlarmn, fa alleli genetik olarak leptin reseptoriinde
mutasyonuna ugramistir ve homozigottur. Kontrol grubu olarak heterozigot fa (zay1f)
siganlar kullanilmaktadir (180). Zucker-Lepr/«[If« siganlara Lactobasillus paracasei
CNCM 1-4030, Bifidocacterium breve CNCM 1-4035 ve Lactobasillus rhamnasus
CNCM 1-4036 suslarindan biri veya Lactobasillus paracasei CNCM 1-4030 ve
Bifidocacterium breve CNCM 1-4035 karisim olarak 10'° cfu/30 giin siireyle veya

plasebo verilmistir. Zucker-lean*™

grubuna da plasebo verilmistir. Calismanin
sonunda, Lactobasillus suslarini alan biitiin obez Zucker-lepr/[1f« grubunda ve
Zucker-lean*™ gruplarinda LPS konsantrasyonlar1 benzer bulunmus, serum TNF-a,

diizeyleri Zucker-lepr/«[1f« Bifidocacterium bereve, Lactobasillus rhamnasus veya
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karisim alan gruplarda azalirken, IL-6 diizeyi Lactobasillus paracasei alan Zucker-
lepr/e[1f« grubunda azalmistir. AST ve ALT diizeyleri, her 2 grup siganda farklilik
gosterirken, plasebo alan Zucker-lepr/e[if« grubunda Onemli derecede artis
gostermistir. Ancak Lactobasillus suglar1 alan gruplarin higbirinde biyokimyasal
belirtecler acisindan (HOMA-IR, AST, ALT, kolesterol, non esterifiye yag asiti,
insiilin) 6nemli bir farklihik bulunmamistir. Lactobasillus suslar1 alan Zucker-
lepr/elJfe gruplarinda, karaciger TG igerigi lizerinden yapilan degerlendirmeyle
steatozun Zucker-lepr/«[if« plasebo grubuna 6nemli derecede azaldigi gosterilmistir
(194).

Probiyotiklerin NAFLD’daki koruyucu etkisini, bakteriyel translokasyonu ve
patojenlerin mukozal ylizeye invazyonunu engelleyerek, antimikrobiyal peptitler
tireterek, inflamasyonu azaltarak kronik karaciger hasarim1  engelledigi
belirtilmektedir (130, 133, 210). Ayrica bir¢ok ¢alismada probiyotigin farkli suslar
kullanirken, tek sus kullanan g¢alismalar ¢ok azdir (188, 193-195). Bu ¢alismada
kullanilna Lactobasillus rhamnasus GG’nin, yiiksek yagli yem-+probiyotik alan
grupta hepatosteatoz olusumunu engelledigi gosterilmistir. Ancak klinik olarak
biyokimyasal bulgulara bu durumun yansimadigi goriilmektedir.

Sicanlarin histopatolik degerlendirmeye gore karaciger agirliklar1 Tablo 4.8
ve Grafik 4.7°de gosterilmistir. Bu sonuglara gore steatoz gelismeyen kontrol grubu
ile yiiksek yagli yem+probiyotik alan grupta karaciger agirliklari birbirine ¢ok yakin
bulunmustur. Yiiksek yagli yem+probiyotik alan grupta, steatoz gelismeyen
sicanlarin toplam karaciger agirhigi 9.47 g bulunurken, balonlagsma goriilen 1
hayvanin karaciger agirhgr 11.30 g, kontrol grubunda 11.24 g bulunmustur.
Probiyotik 7 hayvanda olumlu sonu¢ gdostermistir. Ancak balonlasma gelisen
hayvanda karaciger agirhi@ artmistir. Kontrol ve yiiksek yagli yem+plasebo alan
grupta 6. haftada 1’er hayvana 6tenazi yapilmasi nedeniyle, bu hayvanlarin karaciger
agirhiklart tartilmadigindan, bu gruplarda istatistiksel hesaplama 7 hayvan iizerinden
yapilmistir.

Histopatolojik degerlendirmeye goére perirenal, gonodal ve mezenterik
agirliklara yapildigi Tablo 4.9°de ve Grafik 4.8’da hepatosteatoz gelisen kontrol ve
yiiksek yagli yem+probiyotik alan grup karsilastirildiginda, LGG’nin koruyucu etkisi

goriilmektedir. Mezenterik agirlik hepatosteatoz gelisen yiiksek yagli yem+plasebo
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alan grupta 2.88 g, yiiksek yagli yem+probiyotik alan grupta balonlagsma goriilen 1
hayvanda 4.2 g bulunmustur. Ancak hepatosteatoz goériillmeyen kontrol grubunda
perirenal, gonodal ve mezenterik agirligin artmasi, bu grubun daha fazla yem
tiketimi ve agirlik kazanimina dayandirilmakta, bu artisa ragmen hepatosteatoz
gelismemesi diyetin igerigiyle veya farkli bir mekanizmayla iliskilendirilmektedir.
Kontrol ve yiiksek yagli yem+plasebo alan grupta 6. haftada 1’er hayvanin 6tenazi
yapildiginda bu hayvanlarin perirenal, gonodal ve mezenterik yag dokulari
tartilmadigindan dolayr bu gruplarda istatistiksel hesaplama 7 denek {iizerinden
yapilmistir.

Bu ¢alismada 16 haftalik siire igerisinde LGG uygulamasi sirasinda, yiiksek
yagli yem+probiyotik alan grupta 3 hayvanda gogiis bolgesinde tily dokiimii
gozlenmis, bunun disinda herhangi bir ters etki goézlenmemistir. Yiiksek yagh
diyet+plasebo alan grupta calismanin 10. haftasinda bir hayvanda bir abse tespit
edilmistir. Veteriner hekim tarafindan eksizyon yapilarak siitur atilmis ve
antibiyotikli krem uygulmasi sonrasi diger sicana zarar vermemesi i¢in bu sican 5
giin siresince tekli kafesde barindirilmistir. Ancak siganlar tekrar bir araya
getirildiginde, aralarinda uyum problemi yasandigindan dolayr ¢alismanin sonuna

kadar 2 hayvan tekli kafeslerde barindirilmstir.
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6. SONUC VE ONERILER

6.1. Sonuc¢

Non alkolik yagh karaciger hastaliginda hayvan deneylerinde uygulanan
modellerin, insan NAFLD modeline tanimlanmasinda giigliikkler bulunmaktadir.
Insan modellerine gére ¢alismalarin bazilarinda morfolojik uyum bazilarinda ise
patofizyolojik farkliliklar bulunmaktadir. Klinik pratikte probiyotik kullaniminin
artmasi ancak sonuclarin heterojen olmasi bu konuda net bir karara varilmasin
zorlagtirmaktadir. Calismalarda kullanilan hayvan cinsi ve tiirii, probiyotiklerin tiirii
ve dozu, ¢alismanin siiresi sonuglarin heterojenligine neden olmaktadir.

Yiiksek yagli diyet ile beslenen siganlarda, probiyotik kullaniminin karaciger
yaglanmasi1 ve metabolik endotoksemiye etkisini arastiran bu calismada asagidaki
sonuglar belirlenmistir.

1. Her 3 grupta baslangica gore agirlik kazanimi anlamli bulunmustur

(p=0.000). En fazla agirlik kazaniminin kontrol grubunda oldugu saptanmistir

(F=16.62, p=0.000).

2. Yiiksek yagl yem+probiyotik ve yiiksek yagli yem+plasebo alan gruplarda

haftalar arasindaki yem tiilketim miktar1 istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (sirasiyla F=41.721, p<0.05; F=4.5, p<0.05). Kontrol grubunda
ise haftalar aras1 tiiketilen yem miktar1 istatistiksel olarak anlaml
bulunmamaistir (F=0.886, p>0.05).

3. Gruplar aras1 AST diizey farklilig istatistiksel olarak anlamli bulunmustur

(p=0.002). En yiiksek AST diizeyinin, kontrol ve yiiksek yagh

yem+probiyotik alan grupla karsilastirildiginda yiiksek yagli yem+plasebo

alan grupta (147.44 + 43.01 U/L) oldugu belirlenmistir. Gruplar arasinda

ALT diizeyleri arasindaki fark anlamli bulunmustur (p=0.001). Kontrol

grubunun, yiiksek yagl yem+tplasebo alan ve yiiksek yagli yem+probiyotik

alan gruba gore en diisiik ALT diizeyine sahip oldugu saptanmustir. Gruplar
arasinda kolesterol diizeyleri agisindan istatistiksel olarak onemli bir fark

bulunmamaistir (p=0.225).
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4. Gruplar arasinda, TNF-o, CRP ve LPS diizeyleri arasinda istatistiksel
olarak 6nemli bir farklilik bulunmamustir (sirasiyla p=0.771, p=0.313 ve
p=0.446).

5. Lipopolisakkarit diizeyi ile inflamatuvar belirtecler ve biyokimyasal
bulgular degerlendirildiginde, kontrol grubunda, TNF-a ve LPS diizeyi
arasinda negatif bir iliski saptanmis; LPS diizeyi arttikga TNF-o diizeyi
azalmistir (r=-0.835 ve p=0.012).

6.Sicanlarin  karaciger agirlik ortalamalar1 arasindaki farklihik Onemli
bulunmustur. En fazla karaciger agirligi kontrol grubunda saptanmistir (11.24
+1.35 g, p=0.029). Yiiksek yagh yem+plasebo alan grup ile kontrol
grubunda, karaciger agirliklar1 arasindaki farklilik 6nemli bulunmustur
(p=0.031). Sicanlarin perirenal yag miktar1 arasindaki farklilik Onemli
bulunmustur (p=0.012). Gruplar arasinda karaciger agirliginin viicut
agirhi@ina oram istatistiksel olarak anlamli bulunmus (p<0.05), bu oran en
fazla, yiiksek yagli yem+plasebo alan grupta bulunmustur.

En fazla perirenal agirlik kontrol grubunda (9.73+3.90 g) saptanmis ve
yiiksek yagli yem+plasebo alan grupla perirenal agirlik agisindan farklilik
onemli bulunmustur (p=0.009). Gruplar arasinda gonadal yag miktari
acisindan istatistiksel olarak Onemli bir fark bulunmamistir (p=0.058).
Mezeterik yag miktar1 acisindan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak
onemli bulunmustur (p=0.010). En fazla mezenterik yag miktar1 yiiksek yagh
yem-+probiyotik ve yiiksek yagli yem+plasebo alan grupla karsilastirildiginda
kontrol grubunda (5.56+2.36 g) bulunmustur (sirasiyla p=0.012 ve p=0.043).
7. Viicut ve organ agirliklar1 ile plazma LPS diizeyi arasindaki iligki
degerlendirildiginde sadece kontrol grubunda karaciger agirhigi ile LPS
diizeyi arasinda pozitif bir iliski belirlenmistir (r=0.793, p=0.033).

8. Gruplar arasinda histopatolojik incelemede hepatosteatoz olusma diizeyi
onemli bulunmustur (p=0.021). En fazla hepatosteatoz orani %62,5 ile
ylksek yagl yem+plasebo alan gruptadir.

9.  Histopatolojik degerlendirmeye goére en fazla karaciger agirligi
hepatosteatoz olusan tek hayvanin karaciger agirligi 11.30 g ile yiiksek yagh
yem+probiyotik alan grupta bulunmustur. En diisiik karaciger agirlig1 yiiksek
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yagli yem-tplasebo alan grupta bulunmustur. Hepatosteatoz olusmayan
kontrol grubunda karaciger agirhg toplam 11.24 g olarak bulunmustur.
Perirenal, gonodal ve mezenterik agirlik en fazla hepatosteatoz olusmayan
kontrol grubunda (n=7 ve sirasiyla 9.73+43.90 g, 7.17+2.40, 5.56+2.36)

bulunmustur.

6.2. Oneriler

Non alkolik yaglh karaciger hastaligi, patogenezi tam olarak anlagilamayan,
kompleks ve multifaktoriyel bir hastaliktir. Hastaligin patogenezinin anlasilmasi ve
insan patogenezine uyarlanabilmesi i¢in hayvan calismalar1 6nem tasimaktadir.
Ancak bu modellemelerde kullanilan hayvan tiiri, diyetin igerigi ve ¢alisma
sirelerinin  farkli olmasi, sonuglarin da farkli ¢ikmasimma neden olmaktadir.
Dolayistyla modellemelerin, hastaligin klinik seyrini ve patolojisini birlikte
yansitmalari ileride olusacak tedavi protokolleri i¢in 6nem tasimaktadir.

Probiyotik ajanlar, NAFLD’da umut verici ajanlar olarak kabul edilmektedir.
Probiyotik olarak kullanilan tiirlerin ve suslarin sayica fazlalig1 ve etki alanlarinin
farkli olmasi sonuglarin farkli ¢ikmasina etki eden diger faktorlerdendir. Kullanilan
suslarin yani sira verilen doz, siire ve uygulama ydntemi, uzun doénem etkileri
bilinmeyen probiyotiklerin bu konuda aydinlatilmasina 1s1k tutacaktir.

Literatiirde probiyotiklerin metabolik endotoksemiye etkileri ile ilgili
calismalar mevcut iken, steatoza etkisini arastiran ¢alisma azdir. Lactobasillus
rhamnasus GG ile yapilan bu ¢alismada, karaciger histopatolojisi hastaligin
patogenezini yansitirken, metabolik yansima tam anlamiyla gerceklesmemistir.
Gelecekte Lactobasillus rhamnasusun alt tiirleriyle yapilacak g¢alismalar, yiiksek
yagl diyetin gerek metabolik gerekse patolojik etkilerini aydinlatmaya yardimci
olacaktir. Bununla birlikte probiyotiklerin non alkolik yagli karaciger hastaliginda

rutin kullanimini destekleyen ¢aligmalara gereksinim duyulmaktadir.
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