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KISALTMALAR

AP-1 : Aktivator Protein-1

APS : Amonyum Perstilfat Cozeltisi
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TEMED :N, N, N’, N’, -Tetrametil-Ethilendiamin
VKIi : Viicut Kitle Indeksi

YYD : Yiiksek Yagh Diyet

YYD+KAP  :Yiiksek Yagl Diyet + Kapsaisinoit



1.0ZET

Yiiksek yaglh diyetle (YYD) beslenen ratlarda, kapsaisinoit takviyesinin insiilin
direnci, lipid profili, antioksidan durum ve glikoz tastyicilar1 tizerine etKileri
aragtirtlmistir. Bu amagla, 8 haftalik yasta 28 adet erkek wistar Albino rat dort
gruba ayrild1 (1) Kontrol; ratlar standart yemle beslendi; (2) KAP; ratlar standart
diyet ile beslendi ve 10 mg/kg CA/giin dozunda kapsaisinoit oral yolla verildi; (3)
YYD; ratlar yiiksek yagli diyetle beslendi, (4) YYD + KAP; ratlar yiiksek yagl
diyetle beslendi ve 10 mg/kg CA/giin dozunda kapsaisinoit oral yolla verildi.
Deneme 12 hafta boyunca devam etti. Kapsaisinoit uygulamasi ile yiiksek yagl
diyetle beslenen hayvanlarda bitis canli agirligi, i¢c yagi miktar1 ve karaciger
agirhigr sirast ile %16.5, %29.5 ve %22.1 oraninda azaldi (P < 0.001). YYD
gruplarinda kapsaisinoit ekstraktinin verilmesi ile serum glukoz, insiilin, toplam
kolesterol, trigliserit, serbest yag asidi diizeyleri siras1 ile %18.8, %15.5, %18.2,
%24.9 ve %34.2 oraninda diisiis gosterdi (P < 0.05). Yiiksek yagli diyetle
beslenen ratlara kapsaisinoit verilmesi ile serum ve karaciger MDA
konsantrasyonunda %27.5 ve %38.0 oraninda azalma tespit edilmis ve ayn
sicanlarda serum TAK diizeylerinde ise %30.4 artis bulunmustur (P < 0.05). YYD
gruplarinda kapsaisinoit ekstrakti verilmesi ile karaciger GLUT-2, PPAR-y ve
IRS-1 diizeyleri sirasi ile %42.5, %21.5 ve %47.9 oraninda artmistir (P <0.001).
Ancak, ayni ratlarda karaciger NF-xB ekspresyon seviyeleri kapsaisinoit
uygulmasi ile %10.2 dismistiir (P <0.05). Sonug olarak, kapsaisinoitler yiiksek
yagl diyete bagl olarak goriilen olumsuz etkileri, glikoz ile yag metabolizmas1 ve
oksidatif stresi diizenleyerek azaltmistir.

Anahtar Kelimeler: Kapsaisinoit, Yiiksek Yagli Diyet, Obezite



2. ABSTRACT

Effects of Capsaicinoids on PPAR-y, IRS-1 and GLUT-2 Expressions in Rats
Fed High Fat Diet

The effects of capsaicinoids supplementation on insulin resistance, lipid profile,
antioxidant status and glucose transport were investigated in rats fed high fat diet
(HFD). For this purpose, 28 male Wistar rats (8 weeks of age) were divided into
four groups as follows: (1) Control; rats fed with standard diet; (2) CAP; rats were
fed with standard diet and capsicinoid was administered orally at a dose of 10
mg/kg BW/day; (3) HFD; rats fed with high fat diet, (4) HFD+CAP; rats were fed
with high fat diet and capsaicinoids at a dose of 10 mg/kg BW/day was
administered orally. The trial lasted for 12 weeks. With capsaicinoids
administration, final body weight, viseral fat and liver weight were decreased by
16.5%, 29.5% and 22.1% in the animals fed with HFD (P <0.001). In the HFD
group by capsaicinoids supplementation, serum levels of glucose, insulin, total
cholesterol, triglyceride, free fatty acid decreased by %18.8, %15.5, %18.2,
%24.9 and %34.2, respectively (P <0.05). Serum and liver MDA concentrations
were decreased by %27.5 and %38.0, and serum TAC levels were increased by
%30.4 (P <0.05) in rats fed high fat diets by capsaicinoids administration.
Capsaicinoids supplementation were increased liver GLUT-2, PPAR-y and IRS-1
levels by %42.5, %21.5 and %47.9, respectively (P <0.001). However, liver NF-
kB levels in the same rats decreased by %10.2 (P <0.05) with capsaicinoids
administration. As a result, capsaicinoids administration has reduced adverse
effects due to high fat diets through regulation of glucose and lipid metabolism
and oxidative stress.

Keywords: Capsaicinoid, High fed diet, Obesity



3. GIRIS

Beslenme yasamin siirdiiriilmesi, biliylime, sagligin iyilestirilmesi,
korunmasi1 ve gelistirilmesi, yasam Kkalitesinin iyilestirilmesi, Ttretkenligin
saglanmas1 i¢in gerekli olan besin 6geleri ile biyoaktif bilesenleri saglayan
besinlerin tliketilmesi ve viicutta kullanilmasidir. Son yillarda ucuz, lezzetli ve
yiiksek yag iceren bircok gida maddesinin sofralarimiza girmesinin etkisiyle
diyetteki yag miktar1 hizla artmistir. Yiiksek yagli diyetle (YYD) beslenen
ratlarda viicut yag orani artis1 ile birlikte insiilin direnci, hiperlipidemi ve oksidatif
stres meydana gelmektedir (1-4). YYD ile beslenilmesi sonucu olusan
hiperlipidemi, erken dénemde endotel disfonksiyonuna, ge¢ donemde ateroskleroz
olusumuna neden olur (5). Ornegin hipertrigliserideminin endotel hasar1
olusturmasi gibi, bilinen tiim ateroskleroz risk faktorleri endotelyal disfonksiyonla
iligkilendirilmistir (5).

Diinyada ve Tirkiyede goriilme sikligi giderek artan obezitenin sebep
oldugu kalp-damar hastaliklari, diyabet, hipertansiyon, kas-iskelet sistemi
hastaliklarmin goriilme sikligini azaltmak amaciyla, Diinya Saglik Orgiitii basta
olmak {izere, pek ¢ok uluslararasi kurulus, beslenme aligkanliklarinin
degistirilmesi ve hareketli yasam bi¢iminin benimsenmesi konularinda cesitli
programlar gelistirerek Onciiliilk etmektedir. Obezite, yag tliketimi ile enerji
fazlalig1 arasindaki enerji dengesinin bozulmasi sonucu ortaya ¢ikar ve ekstra
enerjinin adipogenez ve yag dokusu, karaciger ve diger organlarda lipit birikimi

yoluyla trigliserit olarak depolanir (6).



Diinya genelinde oldugu gibi, Tiirkiye’de de ekonomik degere sahip
bitkiler, besin ve tibbi ag¢idan ¢ok uzun yillardan beri halk arasinda hastaliklarin
tedavisi amactyla kullanilmaktadir. Son yillarda yapilan caligmalar, obezite ile
miicadelede dogal firiinlerin kullaniminin olumlu sonuglar verdigini rapor

etmektedir (7, 8).

3.1. Yiiksek Yagh Diyet

Asirt kilolu ve sismanligin kiiresel prevalansi, son yillarda 6nemli 6l¢iide
artmustir. Diinya Saghk Orgiitii, 2014 yilinda diinya ¢apinda 1,9 milyardan fazla
yetiskinin viicut kitle indeksinin (VKI) 25.0 -29.9 kg/m 2 arasinda oldugunu ve
bunlarin fazla kilolu olarak siniflandirildigini (%39) ve 600 milyon yetiskinin ise

obez (VKI >30 kg/m 2) oldugunu (%13) rapor etmistir (9).

Gelisen teknoloji ve sanayilesmeyle beraber, insanlarin yasam sekilleri
hizla degismis, bu degisimin sonuclarindan biriside obeziteye yatkinlik seklinde
ortaya ¢ikmistir. Buna neden olan ¢ok sayida faktérden bazilari; gida maddelerine
ulagsmaktaki kolaylik, acele yemek yeme aliskanligi, fiziksel etkinliklerimizin son
derece sinirli olmasi, paketlenmis gida tiiketimine egilimin artis gdstermesi ve
gidalarmn igerisinde bulunan maddelerin yiiksek oranda yag ve seker igermesi ve
fazla kalori alimmi artirmaktadir. Alinan kalorinin yukarida bahsedilen
nedenlerden dolayr harcanmamasi sonucunda her gecen giin obez kisi sayisi artis
gostermektedir (10). Toplumlarda obezitenin artmasina paralel olarak

hipertansiyon, solunum, dolasim sistemi hastaliklari, diyabet, kanser gibi



komplike hastaliklarin prevalansi da artmaktadir (11). Obezitenin ayn1 zamanda

patalojik olarak hafif dereceli bir inflamasyon oldugu da bildirilmistir (12).

Organizma tiikketmis oldugu gida tiirlerine ¢ok siiratli bir sekilde uyum
saglamaktadir. Diyette bulunan karbonhidrat miktar1 diiser, yag miktar1 artarsa
organizma buna tepki olarak daha fazla yag tiiketir. Bunun tam tersi olarak diisiik
yagl, yiksek karbonhidratli bir diyet tiiketildigi takdirde, viicut enerji kullanimi

icin daha fazla karbonhidrat kullanmak zorunda kalir (13, 14, 15, 16).

3.2. Fitokimyasallar

Sebze, meyve, tane ve tahillarin yani sira baklagiller gibi genis bir
yelpazeye sahip olan gida maddeleri yagama enerji katan binlerce kimyasal madde
icermektedirler. Bu maddelere kisaca fitokimyasallar denmektedir (17).

Fitokimyasallar giinliik yasamda beslenmemiz, hayatin devamliligi,
fizyolojik aktivitelerimizin yerine getirilmesine olan etkilerinin yani sira
hastaliklarin tedavi ve kontrollerinde de Onemli bir role sahiptirler. Yasam
konforumuzu bozup, hayatimizi tehdit eden kanser, hipertansiyon, endokrinal
bozukluklar, diyabet gibi hastaliklarin ¢oziimiinde kapsaisin, ellagik asit, fitatlar,
likopen, gibi fitokimyasalar ¢esitli bitkiler ve tirlinlerinin tiiketilmesiyle dnemli
etkiler meydana getirmektedirler. Bu nedenle son yillarda gida ve yem sektoriiniin
yaninda bilimsel ¢gevrelerinde dikkatleri fitokimyasallar tizerine yogunlagmistir.

Uzun yillar 6nce kesfedilen kapsaisin gida katki maddesi olmasinin yani

sira Okstirlik, dis agrisi, paraziter enfeksiyonlar, bogaz agrisi, romatizma, yara



iyilesmesi ve antiseptik, istah acici, immiinmodilator, antibakteriyel, gibi
patofizyolojik unsurlarin tedavisi amaciyla da kullanilmigtir (18). Bu etkilere ek

olarak kapsaisinin pepsin ve safra asidi sekresyonunu arttirdigi bildirilmistir (19).

3.3. Kapsaisinoitler

Baharat grubunun en Onemli iiyeleri arasinda yer alan kirmizibiberler,
lezzete kattiklart act ve uyarict etkisi nedeniyle ‘kapsaisinoit’ ortak ismiyle
anilirlar. Kapsaisinoitler oldukca stabil bilesikler olduklari igin yiiksek sicakliga
ihtiyag duyulan islemlere ve uzun siireli muhafazalarda dahi parcalanmazlar.
Kurutulmus tiriinlerdeki stabilite nisbeten azalabildigi gibi kurutma sicakliklarinin
kapsaisinoit icerigini etkiledigi bilinmektedir. Biberlerdeki sari, turuncu ve
kirmizi gibi renklerin varligi karotenoit pigmentlerden kaynaklanmaktadir.
Olgunlasma doneminde biber meyvelerinde tiretilmis 30'dan fazla farkli pigment
tespit edilmistir. Capsicum cinsine bagl bitkiler, kapsaisine benzeyen ve
kapsaisinoitler olarak adlandirilan ¢ok sayida bilesik iiretirler. Bunlar; capsaisin,
dihidrokapsaisin, nordihidrokapsaicin, homodihydrokapsaicin ve
homokapsaicindir (Sekil 1). Bu molekiiller kapsaisin ile yap1 ve islev bakimindan
benzer olmalarina karsilik miktar bakimindan kapsaisin kadar fazla degillerdir.
Biberdeki kapsaisin oranmin yaklasik olarak %80 civarinda oldugu tahmin

edilmektedir.
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Sekil 1. Kapsaisinoitlerin kimyasal yapisi.

Kapsaisinoitler igerisinde en cok {lizerinde arastirma yapilan molekiil
kapsaisindir. Kirmiz1 ac1 bibere tadini veren kapsaisin alkaloid yapida [N-vanillyl-
8-methyl-alphanonenamide -C18H27NO3-] bir maddedir (20, 21, 22). Ana vatani
tropikal Amerika olan Chili biberi, patlicangiller (Solanaceae) familyasinin
kapsikum cinsine bagli, 1lik iklimlerde bir yillik, tropik iklimlerde ise ¢ok yillik
olarak yetigen bir kiiltiir bitkisidir (23). Baharat piyasasinda tatli ve az aci olarak
kabul goren iki biber tiirli vardir. Bunlardan tath olan biberler "paprika", ac1 olan
biber tiirii ise "Chilli" ad1 altinda islem goérmektedir. Tiirkiye’nin 6zellikle gliney
bolgelerinde yetisen kirmizibiber tiirleri acidir. Kirmizibiber askorbik asit ve
karoten igerigi yoniinden zengindir. Buna bagli olarak yem maddesi, baharat,

antibiyotik hammaddesi, yemek, salata, tursu, meze ve konserve igeriklerinde



aromatik besin maddesi olarak kullanilmaktadir. Gida sanayinde ticari olarak
kullanilan biberin C. annuum L. tiiriiniin meyvelerinden elde edilmektedir.
Baharat olarak kullanimi1 daha ¢ok cesitli biiyiikliiklerde pargalanmis ya
da ogiitiilmiis pul veya toz formdadir. Biber aym1 zamanda c¢esitli ilaglarin
terkibinde, boya endiistrisinde, cesitli gida maddelerinin boyanmasinda, yumurta
sarisint  koyulastirict  etkisinden dolayr ise tavuk yemlerinde, kozmetik
endiistrisinde ve toplumsal olaylarda biber gazi olarak kullanilmaktadir(24, 25).
Acibiberde bulunan ana etken madde “Kapsaisin”dir. Capsicum cinsindeki
tim bitkiler, Capsicum annum hari¢ c¢esitli miktarlarda kapsaisin firetirler.
Kapsaisin miktari, biberlerin kiitlesinin %1'ine varan oranda bulunabilir.
Arastirmacilar kirmizi aci biberden ziyade onun etken maddesi kapsaisine

odaklanmislar ve ¢aligmalarini bu yonde yapmislardir (26, 27, 28).

3.3.1. Kapsaisinoitlerin Analjezik ve Antiinflamatuar Etkisi

Literatiirlerde yapilan ¢aligmalarin biiyiik cogunlugu kapsaisin ile ilgilidir.
Kapsaisinin, Merkezi Sinir Sisteminde agr1 uyarilarinin iletilmesinde ve yangida
etkin bir rol iistlendigi bilinen P maddesini, azaltarak etkili oldugu bildirilmistir. P
maddesi, primer olarak medulla spinalis ve beyin sapinda bulunan duyusal C-
liflerinden salinan, bir norotransmitterdir. Kapsaisin ise P maddesi ile antagonist
bir iliski igerisindedir. Bu &zelliginden dolayr kapsaisin ekstreleri, sinir
incinmeleri ve asir1 agriya neden olan zonada agriy1 dindirmek amaci ile lokal

olarak kullanim alani bulmaktadir. Gilinde 4 kez topikal kullanimin, lokal 1s1



artisina ve 7 ile 14 giin icinde baslayan analjezik etkiye yol ac¢tig1 belirtilmektedir
(29).

Kapsaisin romatoit artrit, osteoartrit, fibromiyalji, diyabetik ndropati ve
kronik nonspesifik agr1 gibi durumlarin tedavisinde de kullanim alam

bulmustur(30).

3.3.2. Kapsaisinoitlerin Antikanserojenik Etkisi

Chili peppersun keskin bileseni olan Kapsaisin, genis bir insan kanser
hiicresi dizisinde gii¢lii anti-neoplastik aktivite gosterir (31). Kapsaisin, fare ve
sicanlardaki kemoprerasyon deneylerindeki cilt, kolon, akciger, dil ve prostatin
karsinojenezini ortadan kaldirdigin1  gostermektedir(32-35). Birka¢ yakin
calismada, kapsaisininin insan epidermoid karsinomu, prostat karsinomu, KHAK
(kii¢iik hiicreli akciger karsinomasi) ve meme kanserlerinde hem in vitro hem de
in vivo model sistemlerde G1 / GO hiicre sikliisiiniin durmasina neden oldugunu
ortaya koymustur (36, 37). Morre ve ark. (38), kafeinsiz yesil ¢cay konsantresi ile
vaniloid iceren kapsikum ¢ayini 25/1 oraninda karistirarak kanser hiicre kiiltiiriine
uygulamis ve bu iiriinlin kanser hiicrelerini 6ldiiriicli etkisini gdzlemlemislerdir.
Bu etki kansere spesifik bir hiicre yiizey biiylimesi ile ilgili bir proteinin (protein

tN) aktivitesinin inhibisyonu yoluyla ortaya ¢ikmaktadir.



3.3.3. Kapsaisinoitlerin Antilipidemik Etkisi

Kirmizibiberden elde edilen PB-karoten, kapsantin acil deriveleri ve
kapsorubin agil deriveleri gibi karotenoidlerin birlesimi LDL’nin oksidasyonunu
belirgin olarak azaltir, poliansature yag asidi rezidiilerinden konjuge cift bag
olugmasinit engeller, kii¢iik yogunluktaki LDL subfraksiyonu igerigini azaltir ve
kolesteroliin 5-epoksikolesterol, 7- ketokolesterol ve 7-beta-hidroksikolesterol
gibi oto-oksidize iirlinlere donlismesini inhibe etmektedirler (39). Gupta ve ark.
(40), kirmiz1 biberde bulunan kapsikum oleoresini diyetsel hiperkolesterolemik
gerbillere (¢ol sigan1) 75 mg/kg viicut agirhgi/giin dozunda vererek etkisini
gozlemisler, serum kolesterol ve trigliseridlerini %70 ve %66, karaciger kolesterol
ve trigliseridlerini ise %70.9 ve %68.7 oraninda azalttig1 aterojenik beslenen
kontrollerle karsilagtirilarak ortaya koymuslardir. Kapsikum oleoresinli beslenme
kolesterol ve trigliseridlerin karaciger ve aortta birikmesini Onlemektedir.
Kolesterol ve trigliseridlerin fekal atilimi, oleoresin ile beslenen gerbillerde
belirgin olarak artmistir. Kawada ve ark. (41) kobay calismalarinda kapsaisinin
adipoz dokudan lipit mobilizasyonunu uyararak perirenal yag dokusu kiitlesini ve

serum trigliserit konsantrasyonunu azalttigin1 géstermislerdir.

3.3.4. Kapsaisinoitlerin Antioksidan Etkisi

Kirmizibiber, diyetsel antioksidanlarin (flavonoidler, fenolik asitler,
karotenoidler, A vitamini, askorbik asit, tokoferoller) ve aci kapsaisinoitlerin

(kapsaisin, dihidrokapsaisin ve benzeri analologlar) en biiyiik kaynaklarmdan
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biridir (42). Kapsaisinoitlerin belirgin bir antioksidan aktivitesi oldugu
bilinmektedir. Kapsaisin analoglari, invitro sistemlerde linoleik asitin hem oto
oksidasyonunu hem de demir veya etilen diamin tetra asetik asit (EDTA)’e bagh
oksidasyonunu onleyerek serbest radikal hasarlarina karsi1 koruyabilmektedir (43).
Kapsantin ve kapsorubinin lipid peroksidasyonu tarafindan indiiklenen serbest
radikal olusumu, siiperoksit ve nitrik oksit olusumunu engelleyerek antioksidan
etki gosterdigi tespit edilmistir(44). Kapsorubin, kapsantin, kapsantin 3,6 epoksid
ve sikloviyolaksantin 2,2'-azobis(2,4-dimetil vareronitril) tarafindan baslatilan
metil linolat oksidasyonunu inhibe etmektedir. Antioksidatif aktiviteler;
kapsorubin > kapsantin 3,6-epoksid > kapsantin > sikloviyolaksantin > [-karoten
sirasina gore azalmaktadir. Kapsaisin reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu,
forbolesterin indiikledigi niikleer faktor-kappa B (NF-xB) ve aktivator protein-1
(AP-1) aktivasyonunu oOnler, ayrica apoptoz indiiksiyonunu ve mitokondriyal

kompleks i¢ine elektron transferini inhibe eder (45, 46).

3.3.5. Kapsaisinoitlerin Enerji Dengesi Uzerine Etkisi

Yoshioka ve ark. (47) kirmizibiber ve kafein alimimin makrobeslenme ve
enerji dengesi lizerine etkisini arastirmislar, toplam enerji alimimini azaltip,
harcanmasini artirdigint  gozlemislerdir. Ayrica kalp hizinin spektral analizi
kirmizibiberin bu etkiyi sempatik/parasempatik sinir sistemi aktivitesi oranini
artirmasi ile ilgili olduguna dikkat ¢ekmistir. Bu sonuglar kirmizibiber ve kafein

aliminin enerji dengesinde belirgin bir degisiklige neden oldugunu gostermistir.
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Amerika Birlesik Devletleri’nde kan dolagimini artirip fibrin olusumunu azaltmak

amaci ile kullanilan ticari formda kapsaisin igeren tabletler bulunmaktadir.

3.4. Peroksizom Proliferator Aktive Reseptorler (PPAR-y)

Karaciger yag sentezi, gercek diisiik yogunluklu lipoprotein liretimi igin
yasamsal Onem tasiyan ve bu nedenle diger dokulara enerji verilmesi igin
modifiye edilmis bir metabolik yoldur. Hiicresel metabolik durumu ve metabolik
homeostasizi kontrol etmede temel rolleri goz Oniine alindiginda, PPAR'lar
metabolik bozukluklarin yonetimi i¢in ilag gelistirmenin de Onemli c¢alisma
alanlar1 haline gelmistir (48). Peroksizom proliferator-aktive reseptorler (PPAR),
niikleer reseptorlerin alt ailesinin {iyesidir. Yapilan ¢alismalar PPAR’larin, yag
asidi ve karbohidrat metabolizmasini diizenleyen giiglii transkripsiyon faktorleri
ve diyetsel lipit sensorleri oldugunu ortaya koymustur (49). Canli viicudu
cogunlukla beyaz yag dokusu ve kahverengi yag dokusu olmak iizere iki tip yag
dokusundan olusur. Beyaz yag dokusu, obezite progresyonunda énemli bir rol
oynamaktadir (50). PPARIar gibi anahtar genlerin artan ekspresyonu, beyaz yag
dokusunun esmerlesmesini ve YYD'nin ortaya c¢ikardigi anormalliklerin
azalmasini saglamaktadir (51, 52). PPAR'lar ¢esitli tipteki tiimorlerin, iltihaplarin,
kardiyovaskiiler ~hastaliklarin  ve infertilitenin diizenlenmesinde de rol
oynamaktadirlar (49). Alfa, beta/delta, gama olmak iizere {i¢ tipi mevcut olup, bu
tipler ayr1 genler tarafindan kodlanir ve farkli dokular tarafindan eksprese edilir
(53).

PPAR-a, karaciger ve kahverengi adipoz dokuda ve daha az oranda kalp,

bobrek ve iskelet kasinda sentezlenir (54). Karacigerde asir1 derecede eksprese
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olan peroksizom proliferator-aktive reseptorii o (PPARa) karaciger lipit
metabolizmasinin modiilasyonunda hayati bir rol oynamaktadir (55). PPAR-a lipit
metabolizmasi, monosit toplanmasi/adezyonu ve kopilik hiicre olusumunda yer
alan genlerin ekspresyonunu diizenler, yagl asit oksidasyonunda merkezi bir rol
oynamakta, PPAR-y ise, karacigerde yag asidi sentezinde gorev almaktadir (56).
PPAR beta/delta izoformlar1 hiperlipidemi tedavisinde kullanilmaktadir.
Obez ve diyabetik hayvan modellerinde HDL-kolesterolii arttirdigi, beyaz adipoz
doku yag depolarni, trigliseridleri, aglik insiilinini ve kiiglik-yogun LDL’yi
azaltmaktadir. Bunun yani sira PPAR beta/delta kalp ve iskelet kasinda bulunan
yag asitlerinin kullaniminda yer alan genlerin ekspresyonunu arttirarak, iskelet
kast fibril tipini glikolitikten oksidatife degistirdigi ve yag asit oksidasyonunu
aktive ettigi bildirilmektedir (53). PPAR-y adiposit farklilasmasi, lipid
metabolizmasi ve glukoz homeostazinda gorevli genlerin ekspresyonunu diizenler.
PPAR-y ayn1 zamanda antiaterosklerotik etki lehine immun supressif fonksiyona
da sahiptir. Bu caligmalar birlikte ele alindiginda PPAR’lar, obezite, diyabet ve
koroner kalp hastaligi (KKH)na karst miicadelede umut verici yeni bir hedef

olarak dnerilmektedir (Sekil 2).
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Sekil 2. PPAR-a etki mekanizmasi. YA: Yag asiti, RXR: Retinoid X reseptor,

PPRE: PPAR yanit elemani, LPL: Lipoprotein lipaz, ABCA1: ATP baglayan

kaset transporter A1, TG: Trigliserid, SYA: Serbest yag asiti (49).

Tablo 1. Peroksizom Proliferator—Aktive Reseptorler (PPAR’lar) (53)

Alt Tipi Aktive Primer Ligantlar |Fonksiyon Miskili
Durumu | Dokular Hastaliklar
PPARa Aclik Karaciger Yag Yaglar Dislipidemi
(Alfa) Kas asitleri Yakmak Diyabet
Kalp
(Fibratlar) Kardiyomiyopati
PPARPB/6 |Hareket |Ubikutoz Proteinler | Kas olusumu | Dislipidemi
Kas Yag Enerji dengesi | Obezite
(beta/delta) Adipoz
asitleri
PPARYy Adipoz . o
Tokluk ) Yag Yaglar Insiilin -~ direnci
(gama) Makrofajlar . ]
asitleri Depolamak Obezite
Kas )
Metabolik
Kalp
Sendrom
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3.5. Insiilin Reseptor Subsrat Proteini (IRS-1)

Insiilin reseptor subsrat proteini (IRS) alti (IRS-1, IRS-2, IRS-3, IRS-4,
IRS-5, IRS-6) iiyeden meydana gelen ve insiilin sinyal sisteminde dnemli bir rol
oynayan araci molekiiller oldugu bilinmektedir. IRS gen ailesi tiyelerinin genel
yapisi birbirine benzemesine ragmen, bu proteinlerin kromozomlarda bulunma
yerleri, dokularda dagilim oranlari, insulin reseptoriine baglanma ilgileri
birbirinden oldukga farkliliklar gosterir. Dolayisiyla bu farkli 6zellikler her birinin
digerinden ayr fonksiyonlar meydana getirmelerine neden olur. IRS gen ailesinin
ilk once kesfedilen iiyesi IRS-1’dir. Insanlarda 2q36 kromozomunda
konumlanmistir (57). IRS-1, cesitli kinazlar tarafindan tanman (kazein kinaz,
protein kinaz C, protein kinaz B) gibi potansiyel serin / threonin motif yerleri
icermektedir. IRS-1, periferdeki dokularda 6zellikle (adipoz ve kas doku gibi)
insiilinin metabolik ve mitojenik fonksiyonlarinda rol almaktadir. Pankreatik beta
hiicrelerinden insiilin salinmasin regiile edici etkisini gdsteren ¢ok sayida ¢aligma
yapilmistir (58). Tiim IRS proteinleri, bir amino terminali ve bir fosfotirozin
baglanma bolgesinden olugsmaktadir (59).

Tirozin, aktive edilmis insiilin reseptorii tarafindan fosforile edildiginde,
IRS proteinleri, glikoz alimi, lipit metabolizmast ve hiicre proliferasyonu gibi
hiicresel tepkileri ortaya ¢ikarmak i¢in fosfoinositid 3-kinaz ve mitojenle aktive
olan protein kinaz gibi asag1 yonde efektorler olusturur. Bazi organlar diyabetin
neden oldugu komplikasyonlardan fazlasiyla etkilenir. Bu etkilesim
makrovaskiiler ve mikrovaskiiler olarak iki smifa ayrilabilir. Makro vaskiiler

komplikasyonlar arasinda inme ve koroner arter hastaligi sayilabilir. Nefropati,
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ndropati ve retinopati mikrovaskiiler komplikasyonlar sinifina girmektedir.
Diyabetin komplikasyonlariin altinda yatan molekiiler patogenezi tanimlarken,
yukarda bahsi gegen komplikasyonlarin hasta morbidite ve mortalitesi lizerindeki
ciddi sonuglar1 goz oniinde bulunduruldugunda, hastalar1 iyilestirmek amaciyla
terapotik miidahalenin gerekliligi ortaya c¢ikmaktadir (60). Yakin zamanda
yayinlanmig bazi makaleler, insiilin sinyalizasyonunun ve IRS proteinlerinin
kaybinin diyabetik komplikasyonlarin gelismesi ve / veya ilerlemesinde etkili

oldugu hipotezini ortaya koymaktadir (60).

3.6. Glukoz Tasiyicilar1 (GLUT-2)

Yeryiliziindeki canlilarin ¢ogu, enerji kaynagi olarak glikozu metabolize
edebilmektedir (61). Yetiskin bir insanda beynin ana enerji kaynagi glukozdur ve
ithtiyacin yaklagik %20 sini kullanmaktadir (62). Glukoz ayrica genis bir
metabolik ara iiriin yelpazesi yaninda cesitli hiicresel yollarda bir sinyal molekiilii
olarakta islev goriir. Glukozun bu denli biyolojik bir islev gormesindeki 6n sart
ise hiicreye girmesidir. Glukoz i¢in membrana niifuz etmesinin bilimsel
incelemeleri yaklasik bir asir oncesine kadar dayanmaktadir. Ege (63), 1919
yilinda, grip’in gecirgenlik oraninin glukoz konsantrasyonundan etkilendigini
bildirmistir. Bu konu {izerinde daha sonra yapilan bilimsel ¢alismalar glukoz i¢in
kirmizi1 kan hiicrelerinin gegirgenlik oraninin, hiicre dis1 ortamdaki glukoz
konsantrasyonu ile kismen belirlendigini dogrulamaktadir (64, 65). LeFevre (66),
1948'de insan eritrositlerine glukoz alimi i¢in aktif bir transfer mekanizmasi

Onermistir. Lipozom i¢ine glukoz alimi, 1970'lerin sonunda kirmizi kan
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hiicrelerinden kismen saflastirilan proteinlerle yeniden belirlenmistir (67, 68).
Glukozun hiicre icine girisine ¢esitli aracilar eslik etmektedir. Bu aracilar GLUT
ailesi olarak isimlendirirlir ve bu aile 7 iiyeden olugmaktadir (GLUT1-7) (69).
Genel olarak kolaylastirilmis difiizyon glukoz tasiyicilart 14 izoform igerir.
Bunlarin farkli doku ve hiicresel lokalizasyonlari, substrat spesifiteleri, kinetik
ozellikleri, amino asit sekanslari, vardir (70). GLUT-2 glukoz igin benzersiz
diisiik bir afiniteye sahip iken K m ~ 17 mmol / L glukosamin i¢in yiiksek bir
afiniteye sahiptir ( K m ~ 0.8 mmol / I) (71). GLUT-2 aym1 zamanda
hepatositlerin plazma membraninda ve kemirgen pankreatik beta hiicrelerinde,
baslica glukoz tasiyicisi olmasi ile birlikte genetik inaktivasyonu, glukoz alimini
ve glukoz uyarimli insiilin sekresyonunu baskilamaktadir. Bundan dolayr GLUT-
2'nin iglevi sadece plazma membranlart boyunca glukozun pasif tasinmasini
katalize etmekle kalmaz ayrica, gen ekspresyonuna, hiicre i¢i metabolik yollarin
diizenlenmesine ve buna bagli olarak hiicresel mekanizmalarin kontrolii i¢in
onemli bir rolii oldugunu ortaya ¢ikmaktadir.

GLUT-2, barsak epitelyal hiicrelerin bazolateral membraninda bulunur,
buradaki ana iglevi ise glukozun organizmaya girmesini saglamaktir. GLUT-2,
karacigerdeki portal ven bolgesinin glukozu algilayan hiicrelerinde de
bulunmaktadir. Burada adeta bir glukoz sensorii islevi gormektedir. Glukoz
sensorlerinin aktivasyonu ise, birinci faz insiilin sekresyonunu ve diger fizyolojik
tepkileri uyaran bir sinir sinyaline neden olmaktadir. GLUT-2, pankreas beta
hiicrelerinde eksprese edilmektedir (72,73).

Kemirgenlerde GLUT-2 normal glukoz uyarimli insiilin sekresyonu igin

gereklidir. Sinir sistemi GLUT-2 glukoza bagimli, duyarli hiicreler hem
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parasempatik hem de sempatik sinir sistemi tarafindan regiilasyonu glukoz ile

kontrol eder. Ayrica hipoglisemiye yanit olarak glukagon salgisini kontrol eder.

3.7. Niikleer Faktor Kappa (NF-kB)

Niikleer Faktor kappa (NF-kB), 1988 yilinda Sen ve Baltimore isimli bilim
adamlarinin yapmis olduklari ¢alisma ile bilim diinyasina tanitilmistir (72). Takip
eden yogun arastirmalar NF-kB'nin hemen hemen tiim hiicre tiplerinde ve
dokularinda eksprese oldugunu ve spesifik NF-kB baglanma bolgelerinin ¢ok
sayida genin promoterlerinde oldugunu gostermistir. Giliniimiizde NF-kB'nin
dikkat ¢ekici bir digsal uyaran ¢esitliligine aracilik etmede kritik bir rol oynadigi
bilinmektedir ve bu nedenle birden fazla fizyolojik ve patolojik siirecte 6nemli bir
unsur olusturmaktadir (73). NF-xB, etkili bir immiin yanitin baglanmasina katkida
bulunan ancak ayn1 zamanda hiicre ¢ogalmasi, gelisme ve apoptozun
diizenlenmesinde rol oynayan, bir transkripsiyon faktoriidiir. Tim NF-«xB
aktivasyon yolaklari, inhibitér proteinlerin bozulmasina ve DNA baglayici alt
birimlerin salinmasina yol agan merkezi ve kritik bir proteozom araciliiyla
olmaktadir (74). NF-«xB aktivasyonuna yol agan c¢esitli sinyal yollariin
cogunlugu, Ix-B fosforilasyonundan sorumlu olan ve NF-«kB'ye sinyal iletimi i¢in
gerekli olan Ik-B kinaz kompleksi {izerinde birlegsmektedir.

NF-xB, aktif B hiicrelerinin Niikleer Faktor kappa-hafif zincir
giiclendiricisinin kisa adidir. DNA transkripsiyonunu, sitokin {iretimini, hiicrenin
canliligimmi devam ettirmesi ve hiicrenin diger islevlerini slirdiirmesini kontrol

etmesinin yaninda  Ozellikle enfeksiyona karsi bagisiklik  tepkisinin
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diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. NF-kB molekiilii genellikle
dimerlerdir. NF-xB 'nin tipik bir yapist P50-P65 dimeridir (NF-xB 1 / RelA).
DNA baglanmasi i¢in dimer olusumu gereklidir, iki NF-kB monomeri bir dimer
olarak DNA'ya baglanir. NF-kB protein ailesi tiyeleri, 15 farkli dimere kadar
oldugu sdylense de bu heniiz tam olarak kanitlanmamustir (75).

NF-kB, memeli genomunda bes alt birimden meydana gelen (p52, p50,
RelA, RelB, c-Rel) bir protein ailesidir (76, 77). Bu 5 protein birbiriyle iliskilidir
ve farkli transkripsiyonel olarak aktif homo / heterodimerik kompleksler
olustururlar. Istirahat halindeyken, NF-kB inaktif monomerler seklinde
bulunmasina ragmen, sinyal uyarimlarindan sonra aktif hale gegen, geleneksel
(canonical), geleneksel olmayan (non-canonical) ve DNA hasarinda devreye giren
yolaklar olarak adlandirilmaktadir (77). Hepsi, 300 aminoasit uzunlugunda bir
ortak korunmus Rel homoloji alani (RHD) paylagirlar. Bu RHD alani,
dimerizasyon, DNA baglanmasi, IkB'ler ile etkilesim ve niikleer translokasyon
gibi bir¢cok fonksiyona sahiptir. NF-xkB protein ailesi tiyeleri, 15 farkli dimere
kadar olustursa da, bunlarin birgogu heniiz kanitlanmamistir. NF-kB dimerinin en
bol bigimi, hemen hemen tiim hiicre tiplerinde fonlanan p50 / p65 heterodimeridir.
Sadece P65 / Rel olarak, RelB ve c-Rel karboksi-terminal transaktivasyon
alanlarima (TAD) sahiptir, proteinlerin NF-«xB familyas1 ayrica iki gruba
ayrilabilir. p50 ve p52, sirasiyla prekiirsor molekiilleri p105 ve pl1004n
islenmesiyle {retilir. Bu nedenle, Rel dimerlerinin tiim kombinasyonlar
transkripsiyonel olarak aktif degildir (77) .

Yukaridaki bilgiler 1s18inda, bugiine kadar yapilan pek cok caligmada,

kapsaisinin farkli etkileri arastinlmistir. Ancak, kapsaisinoitlerin birlikte
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kullanilmas: ile ilgili literatiirlere pek az rastlanilmaktadir. Bu ¢aligmada, Yaglh
diyet ile beslenen sicanlarda Capsicum annuum L.'nin kurutulmus kirmizi
meyvelerinden elde edilmis ve kapsaisin, dihidrokapsaisin ve nordihidrocapsaicin
(Capsimax®) igeren kapsaisinoit kombinasyonunun etkileri lizerinde herhangi bir
calismaya rastlanilmamistir.

Calismanin amact; diinyada biiyiik bir sorun haline gelen ve ateroskleroz,
hipertansiyon, kardiyovaskiiler ve diabet gibi kronik hastaliklara zemin hazirlayan
obezitenin prevalansini  diisiirmek i¢in  yapilan bilimsel ¢alismalarda
fitokimyasallarin etkili bir rol iistlenebilecegi bildirilmistir. Bu bilgiler
dogrultusunda c¢alismamizda bir fitokimyasal olan kapsaisin, dihidrokapsaisin ve
nordihidrocapsaicin igeren kapsaisinoit (Capsimax®) kombinasyonun insiilin
duyarliligi tlizerine etkileri arastirilmistir. Bu amagla, kapsaisinoit (Capsimax®)
kombinasyonu takviyesinin, antilipidemik, antidiyabetik ve obezite Kkarsiti
ozelliklerini degerlendirmek i¢in metabolik parametreler, doku PPAR-y, IRS-1,

glukoz tasiyicilar1 ve NF-kB iizerine etkisi belirlenmistir.
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. GEREC
4.1.1. Reaktifler ve antikorlar

Calismada kullanilan kapsaisinoit ticari bir firmadan (Capsimax,)

OmniActive Health Technologies Ltd. Hinjewadi, Hindistan) temin edildi.

4.1.2. Hayvan Materyali

Calismada toplam 28 adet 8 haftalik erkek Wistar albino rat (agirlik 200 +
20 g) kullanildi. Hayvanlar Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi
(FUDAM)’nden temin edildi. Bu c¢alisma igin, Firat Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu (FUHADEK) Baskanligi’'ndan 06.09.2017 tarih ve
2017/88 protokol nolu etik kurul onayr alindi. Deneme siiresince etik kurallara
uygun bir sekilde hayvan refahi ve hayvan haklarina riayet edilerek yiiriitiildi.
Hayvanlara 15 giinliik adaptasyon siireci uygulandi. Deneme boyunca, hayvanlara
yem ve su ad libitum olarak verildi. Ratlara giinliik 12 saat aydinlik; 12 saat
karanlik olacak sekilde bir aydinlatma periyodu uygulandi. Ratlar 22 +£2°C

sicaklik, %55 +5 nisbi nem bulunan ortamda barindirildi.

4.1.3. Yem

Hayvanlar kalorinin %12'si yaglardan saglanan standart diyet (normal
diyet) ve kalorinin %42’si yaglardan elde edilen yiiksek yagl diyet (YYD) ile

beslendi (YYD). Daha onceki ¢alismalarimizda (78, 79) kullanilan diyetler baz
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alinarak olusturulan rasyonlarin bilesimi Tablo 1°de verilmistir. Hayvanlarda,

obezite olusturmak amaciyla verilen YYD 12 hafta boyunca hayvanlara verildi.

Tablo 2. Siganlara verilen kontrol (bazal) ve yiiksek yagl diyetlerin bilesimi

Hammadde, % Kontrol (Bazal) Diyet  Yiiksek Yagh Diyet (YYD)
Kazein 20.00 20.00
Misir Nisastast 57.95 15.00
Siikroz 5.00 14.95
Soya Yagi 7.00 -
Sigir Don Yagi

. - 40.00
(I yagr)
Seluloz 5.00 5.00
Vimin ggjal 450 450
L-sistein 0.30 0.30
Kolin bitartarat 0.25 0.25

*Vitamin-mineral karisimimin kilogrami; 1.8 mg tiim-trans retinil asetat (A vitamini), 0.025 mg
kolekalsiferol (D Vitamini), 12.5 mg tiim rac-alfa-tokoferol asetat (E vitamini), 1.1 mg menadion
sodyum bisulfit (K3 Vitamini), 1.1 mg tiyamin (Vitamin B1), 4.4 mg ribolavin (Vitamin B2), 35
mg niasin (Vitamin B3), 10 mg kalsiyum pantotenat (B5 vitamini), 2.2 mg Vitamin B6, 0.02
Vitamin B12, 0.55 mg folik asit, 0.1 mg d-biyotin, 40 mg Mn (MnO), 12.5 mg Fe (FeSO.), 25 mg
Zn (Zn0), 3.5 mg Cu (CuSQy), 0.3 mg | (KI), 0.15 mg Se (NarSeOs), 175 mg kolin klorit
(CsH14CINO)
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4.2. YONTEM

4.2.1. Deneme Diizeni

Iki haftalik alistirma déneminden sonra, 28 sican rastgele, her grupta 7
sican olmak tiizere dort gruba ayrildi: (i) normal kontrol grubu; Kalorinin
%12’sinin yagdan saglandigi standart diyetle beslenen grup; (ii) KAP grubu;
kalorinin %12’sinin yagdan saglandig1 standart diyetle beslenen ve gavajla
kapsaisinoit (10 mg/kg CW/giin dozunda) verilen grup, (iii) YYD grubu; 12 hafta
boyunca kalorinin %42’sinin yagdan saglandigi yiiksek yagh diyetle (YYD) ile
beslenen grup; (iv) YYD+KAP grubu; 12 hafta boyunca kalorinin %42’sinin
yagdan saglandigi YYD ile beslenen ve gavajla kapsaisinoit (10 mg/kg/giin
dozunda) verilen grup. Siganlara, kapsaisinoit ekstresi (Capsimax®; 0.2 mg
kapsaisinoit igceren ), 10 mg/kg CA/ giin dozunda gavajla oral olarak verildi.
Kapsaisinoit ekstresi %5 dimetil stilfoksit (DMSO) iginde ¢oziindirildi.
Kullanilan kapsaisinoit dozu daha 6nce yapilan ¢alismalar esas alinarak belirlendi
(80). Hayvanlara verilen iiriin Capsimax, Capsicum annuum L.'nin kurutulmus
kirmizi1 meyvelerinden elde edilmis ve %1.2-1.35 oraninda kapsaisin, %0.6-0.8'
dihidrokapsaisin ve %0.1-0.2 i nordihidrocapsaicin igeren %?2’lik standarize
kapsaisinoitler (wt/wt) igermektedir. Capsimax (Uriin kodu: 3822; Parti No:
CFEB-07070003) OmniActive Health Technologies Ltd. (Mumbai, Hindistan)
firmasi tarafindan saglandi.

Deneme sonunda hayvanlarin bitis canli agirlik degisimleri kaydedildi.
Ratlar anestezi altinda servikal dislokasyon yolu ile dekapite edilerek kan,

karaciger ve i¢ yag1 alindi. Karaciger ve i¢ yagi ornekleri tartildi. Kan 6rnekleri
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alindiktan hemen sonra + 4 ° C sicaklik 5000 rpm devirde 10 dk siireyle santrifiij
edilerek (Hettich Lab Tech., Almanya) serum Ornekleri elde edildi. Serum ve
karaciger ornekleri analiz edilinceye kadar -80° C’de, derin dondurucuda (Hettich

Lab Tech.,Almanya), muhafaza edildi.

4.2.2. Laboratuvar Analizleri

4.2.2.1. Biyokimyasal Parametreler

Alinan serum Orneklerinde glukoz, kolesterol, trigliserit, lire, kreatin, ALT,
AST Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hayvan Besleme ve Beslenme
Hastaliklart Anabilim Dali Molekiiler Analiz Laboratuvarinda bulunan ve ticari
kitler ile ¢alisan Otoanalizor cihazi (Samsung Labgeo, Almanya) ile analiz edildi.
Cihazin tekrarlanabilirligi ve cihaz / yontem kesinligi IVR-PT06 kilavuzuna gore
belgelendi.

Serum insiilin konsantrasyonu ELISA (EIx-800, Bio-Tek Instruments Inc,
Vermont, ABD) cihaz1 kullamilarak ticari Rat Insiilin kitleri (Linco Research Inc,
St. Charles, MO, ABD) ile kitte bildirilen prosediire gore belirlendi. Insiilin igin
testlerin duyarlilig1 0.41 ng / ml olarak tespit edildi.

Serum toplam antioksidan kapasitesi (TAK), Rel Assay (Rel Assay
Diagnostic, Tiirkiye) kitleri kullanilarak yapildi (81). 2,2'-azino-bis 3-
etilbenzotiazolin-6-siilfonat (ABTS)+ radikalinin olusturdugu koyu mavi-yesil
rengin ortama ilave edilen 6rnekteki antioksidanlar aracilifiyla azalmasi esasina
dayanan yontemde, ABTS oksidasyonu iiretmek i¢in potasyum persiilfat ile

inkiibe edilir. Kisaca, 10 mg ABTS, 2.5 mmol / L potasyum persiilfat iceren 10
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mL'lik bir sulu ¢ozelti igerisinde ¢oziindiiriilerek ve karisimin kullanimdan 6nce
bir ila dort saat boyunca karanlikta beklemesine izin verildi. Numunelerin
incelenmesi i¢cin ABTS oksitlenmis stok ¢ozeltisi, deiyonize su ile 734 nm'de
0.70'lik bir absorbansa seyreltildi. 10 mL serum oksitlenmis 1 mL seyreltilmis
ABTS eklendikten sonra, absorbans okuma ilk karistirmadan on dakika sonra

yapildi. Sonuglar, mmol TroloxE / L'de ifade edildi.

4.2.2.2. Malondialdehit Analizi

Serum Orneklerinden, 1.5 ml hacimli mikrosantrifiij tiiplerine 400 pl
alindi. Orneklerin iizerine 300 ul 0.5 M HCIO4 eklenerek vorteksle
karigtirildiktan sonra santrifiij edildi. Siipernatant dikkatlice viallere alinarak
serumlarin ekstraksiyon iglemi tamamlandi. Karaciger malondialdehit diizeyleri
daha 6nce yaptigimiz ¢alismalara gore 6l¢iildii (82). Karaciger 6rneklerinden 0,5 g
alind1 ve ml ultra saf su, 100 pl butil hidroksi toliien (500 pg/ml; 2,6-di t-butil-p-
kresol, BHT) ve 1 ml 0.5 M perklorik asit (HCIO4, %60, Riedel, Almanya) ile
mekanik homojenizatdr (sartoris) yardimiyla pargalandi. Daha sonra homojenize
edilen ornekler kapakli polipropilen santrifiij tiiplerine alindi ve vorteksle iyice
karistirildiktan sonra 5000 rpm devirde 4 °C’de 10 dk santrifiij edildi.
Stipernatantlar viallere alindi. Hazirlanan 6rnekler HPLC ile C18 (ODS-3, 5 pum,
4.6 x 250 mm, Inertsil, GL Sciences, Japonya) kolonu ve pH: 3.6 olarak ayarlanan
30 mM potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4, Merck, Almanya) — metanol

(CH40, Sigma-Aldrich, Almanya) karisim1 (%82.5-17.5; v/v) hareketli faz olarak
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kullanild1. Analiz sartlart; kolon firmi sicakligr 30 °C, hareketli faz akis hiz1 1
ml/dk, enjeksiyon hacmi 30 pl, dalga boyu 250 nm ve analiz siiresi 10 dk olacak
sekilde ayarlandi. Orneklerde MDA igin alikonma siireleri sirasiyla yaklasik 5 ve
3.4 dakika olarak belirlendi. Karaciger orneklerinin MDA diizeyleri pmol/mL

olarak verildi.

4.2.2.3. Proteinlerin Analizi

Proteinlerin analizleri GLUT-2, PPAR-y, IRS-1ve NF-xB diizeyleri
sicanlara 6zgli antikor kitleri kullanilarak Western Blot yontemi ile yapildi (83).
Karaciger ornekleri, 1:10 (w/v) oraninda homojenizasyon soliisyonunda [10mM
Tris- HCI (pH=7.4), 0.1 mM NaCl, 0.1mM fenil metil siilfonil florid (PMSF),
SuM soybean (bir tripsin inhibitorii olarak)] ultrasonik homojenizator (Vibracell,
VCX130, Sonics and Materials, Newtown, USA) kullanilarak homojenize edildi.
Homojenatlar sogutmali santrifiijde (Hettich Zentrifugen, Universal 320R,
Almanya) +4°C’de 60 dakika siireyle 40.000 x g’de santrifiij edildi. Elde edilen
stipernatantlar mikrosantrifiij tliplere alinarak SDS-PAGE ve Western blot
analizleri i¢in —80 °C’ de saklandi. Analizler Anabilim Dalimiz Molekiiler Analiz
laboratuvarinda, SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ve Western

blot metodu ile yapildi.

Serbest ve serbest olmayan protein ornekleri Laemmli (1970) tarafindan
bildirildigi sekilde hazirlanan SDS-PAGE ile incelendi. Jel olusturmak i¢in 10 ml’

lik jel solusyonu iyice karistirildi ve uygun bir otomatik pipet yardimiyla belirli
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kisimlardan sikistirilarak kaset haline getirilen iki cam levha arasina aktarildi.
Kaset seklindeki bu iki cam levha arasindaki jel yaklasik olarak 30 dakika oda
sicakliginda bekletilerek aralarindaki akrilamid monomerlerinin polimerlesmesi
saglandi. Daha sonra iki cam levhanin iist kismina 6rnek sayisina uygun sayida
dise sahip tarak yerlestirildi. Hazirlanan yilikleme jel solusyonu jel kasetine
yerlestirilmis olan tarak disleri arasindaki bosluklar dolduruldu. Bu dolgu iki
camin en st seviyesine kadar tamamlandi. 25-30 dakika oda sicakliginda
bekletilerek polimerlesme saglandi. Tarak, polimerlesmesi tamamlanan jelden
¢ikarildi. Cam levhalardan olusan kaset elektroforez tankina yerlestirildi. Protein
¢oOziicii solusyonu; 0,125 M Tris (pH 6.8), %2’lik SDS, %0.002 oraninda
Bromofenol mavisi, %20’lik gliserol, %10’luk merkaptoethanol seklinde
hazirlandi. Yaklasik olarak 150 pl olarak alinan her bir protein Ornegine esit
oranda ¢oOziicii solusyondan ilave edildi ve iyice karistirildi. Tarak disinin
genisligine bagl olarak, hazirladigimiz karisimdan 10-20 ul kadar transfer edildi.
Tank igerisine yeterli miktarda tank solusyonu ilave edildi. Gii¢ kaynagindan once
diisiik bir voltajla (150 V) akim elektroforeze verildi. 5-10 dakika sonra voltaj
degeri yiikseltildi (180-200 V). Ciplak gozle izlenilebilen mavi boya band1 jelin
alt kismma gelince elektroforez cihazi kapatildi. Elektroferez islemi
tamamlandiktan sonra kaseti olusturan iki cam birbirinden ayrilarak aradaki jel

¢ikarildi.
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Kullanilan ¢ozeltiler

e 1.5 M Tris-HCI (pH 8.8)

e 0.5M Tris-HCI (pH 6.8)

¢ %10 Sodyum dodesilsiilfat ¢ozeltisi (SDS)

o %30 Akrilamid/Bisakrilamid ¢6zeltisi

e %10 Amonyum persiilfat ¢ozeltisi (APS)

e N, N,N’, N’, -tetrametil-ethilendiamin (TEMED)
e Gliserin

e 2-B-merkaptoethanol

e %0,05 Bromofenol blue ¢ozeltisi

e Boyama ¢ozeltisi (Stain solusyon/100 ml):

» %0.1 Coomassie blue R-250
> %45 Metanol

» %10 Glasiyal asetik asit

» %45 Distile su

e Boya ¢ikarma ¢ozeltisi (Destain solusyon/100ml):

» %45 Metanol
» %10 Glasiyal asetik asit
» %45 Distile su

e Tank solusyonu (Running buffer, pH 8.3):
» Tris base 9.0 gr

» Glisin 43.0 gr

> Distile su 600 ml
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SDS-PAGE ig¢in jellerin hazirlanmasi;

Separating (ayirma) jelinin hazirlanmasi (%12) Miktar
Distile su 3.35ml
1,5 M Tris-HCI (pH 8.8) 2.5ml
%10 SDS 100 pl
Akrilamid /Bis (%30) 4.0 ml
Amonyum persiilfat (%10) 50 wl
TEMED 5ul
Toplam 10.0 ml
Stacking jelin hazirlanmasi (%4) Miktar
Distile su 6.1 ml
0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 2.5 ml
SDS (%10) 100 pl
Akrilamid-Bis (%30) 1.3 ml
Amonyum persiifat (%10) 50 pl
TEMED 10 pl
Toplam 10.0 ml

Ornek solusyonlarin hazirlanmasi Miktar | Son konsantrasyon
1 M Tris-HCI (pH 6.8) 1.25ml | 0.125 M

%10 SDS 1.6ml | %4

%0.05 bromofenol blue 0.2ml | %0.002
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Gliserol 0.8ml | %20

2--merkaptoethanol 0.4ml | %10
Distile su 3.75ml | -
Toplam 80ml |-

SDS-PAGE tamamlandiktan sonra Western blot analizlerine gegildi.
Jeldeki  proteinlerin  nitroseliloz ~ membrana  aktariminin  (blotlama)
gercgeklestirilmesi i¢in poliakrilamid jel ile nitroseliiloz membran (Schleicher and
Schuell, Inc., USA) yiizeyleri arasinda bosluk kalmayacak bi¢cimde kars1 karsiya
getirildi ve bunlar filtre kagitlariyla sarilmig bir sekilde blotlama diizenegine
yerlestirilerek tampon soliisyonuyla doyuruldu. Sogutulmus tampon soliisyonuyla
doldurulmus tanka yerlestirilen diizenek i¢in 60 dakika boyunca 150 mA elektrik

akimi uygulandi. Bu sekilde proteinlerin transferi gerceklestirildi.

Spesifik olmayan reaksiyonlar1 engellemek icin nitroseliiloz membranda
protein baglanmamis bdlgelerin ilgisiz proteinlerle kaplanmasi (bloklama) igin,
blotlama islemi bittikten sonra petri kutularma alinan nitroseliilloz membranlar
tampon soliisyonla [NaH2P04.2H>0 (0.025 M), Na2HPO4.12H>0 (0.075 M), NaCl
(1.45 M)] calkalayici iizerinde 3 kez 5’er dakika olacak sekilde yikandi. Spesifik
olmayan baglanmalar, 100 mM NaCl, 20 mM NazHPO4, 20 mM NaH2PO4 (pH:
7.2) tamponunda %1°lik taze sigir serum albumini ile 37 °C’ de 90 dakikalik
inkiibasyonla bloklandi. Ozgiil antikorlarla tepkime islemi igin, primer antikor
olarak poliklonal GLUT-2, PPAR-y, IRS-1ve NF-kB antikorlar1 kullanildi. Primer
antikorlar %0.05 oraninda Tween-20 bulanan tamponda belirtilen oranlarda

hazirlandi. Nitroseliilloz membranlar primer antikorlar ile +4 °C’ de gece boyunca
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inkiibasyona birakildi. Daha sonraki safthada nitroseliiloz membranlar 5 kez 5’er
dakika tampon soliisyonuyla yikandi. Yikama islemi tamamlandiktan sonra
nitroseliiloz membranlar %0.05 oraninda Tween-20 bulanan tamponda 1:1000
oraninda hazirlanan, peroksidazla konjuge edilmis sekonder antikor ile 37 °C’ de
90 dakika siireyle inkiibasyona birakildi. Sonraki asamada nitroseliilloz
membranlar 5 kez 5 dakika tampon soliisyonuyla yikandi. Bantlarin
goriintiilenmesi igin 1 M Tris (pH: 7.4) tamponunda %0.03-0.05 oraninda
hazirlanmis diaminobenzidin (DAB) solusyonu kullanildi. DAB’la reaksiyon
sonucu nitroselilloz membranlar tizerindeki bantlar kisa bir siire sonra goriiniir
hale geldi. 5-10 dakikalik bir reaksiyon siiresi sonunda DAB’la renklendirilen
bantlar net olarak goriildiikkten sonra nitroseliiloz membranlar iyice yikandi.
Nitroseliilloz membranlar iyice kurutulduktan sonra, bantlarin rolatif yogunluklar
analiz edilmek tizere alindi. Bantlarin rolatif yogunluklari Image analyses system
(Image J National Institute of Health Bethesda, USA) programi kullanilarak analiz

edildi.

4.2.2.5. Histopatolojik incelemeler

Deneme sonunda almman karaciger doku ornekleri %10 luk formol
tespitinden sonra rutin takibe alindi. Daha sonra dokular parafine gomiilerek elde
edilen parafin bloklarindan 4 pm kalinliginda kesitler alindi ve hemotoksilen
eozin ile boyandi. Histopatolojik incelemeler her bir numunenin geldigi gruba kor
olan ayn1 patoloji uzmani tarafindan 151k mikroskopunda (Olympus BX51, Tokyo,

Japonya) 200 kat biiyiitme ile incelendi.
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4.2.2.5. istatistiksel Analizler

Tiim veriler SPSS (IBM Corp. Released 2012. IBM SPSS Statistics for
Windows, Version 21.0. Armonk, NY: Amerika) paket programinda tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) prosediirii kullanilarak analiz edilmistir. Gruplar i¢i

farklilik da Tukey post hoc testi ile yapildi.
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5. BULGULAR

5.1. Yiiksek Yagh Diyetle Beslenen Ratlarda Kapsaisinoit (Capsimax)

Ekstraktinin Performans Uzerine Etkisi

Normal diyet ve yliksek yaglh diyetle beslenen ratlarda agiz yolu ile Capsimax
ekstrakti verilmesinin, bitis canli agirhi, yem tiiketimi, i¢ yag miktar1 ve
karaciger agirligi lizerine olan etkileri Tablo 3'de gosterilmistir. Tablodan da
goriilecegi lizere, YYD ile beslenen ratlarda, kontrol grubuna gore, bitis canli
agirhigy, ic yag ve karaciger agirligi sirast ile %34.6, %263.3 ve %39.1 oraninda
artmistir. Yem tiiketimi ise YDD grubunda %21 oraninda azalmistir (P <0.001).
Kapsaisinoit uygulamasi ile yliksek yagl diyetle beslenen hayvanlarda bitis canli
agirlig, i¢ yagir miktar1 ve karaciger agirhigi sirasi ile %16.5, %29.5 ve %22.1
oraninda azaldi (P <0.001). YDD ile beslenen ve YYD ile birlikte kapsaisinoit
ekstrakt1 tiiketen ratlarin yem tiiketimleri arasinda bir farklilik tespit edilmemistir
(P > 0.05). Ayrica, normal diyet ile beslenen ve normal diyet ile birlikte
kapsaisinoit ekstrakti verilen siganlarda bitis canli agirhigi, i¢c yag, karaciger

agirligi, yem tiiketiminde 6nemli bir fark bulunmamuistir (P > 0.05).

5.2. Yiiksek Yagh Diyetle Beslenen Ratlarda Kapsaisinoit (Capsimax)

Ekstraktinin Biyokimyasal Parametreler Uzerine Etkisi

Tablo 3, kapsaisinoit ekstraktinin, normal ve YYD ile beslenen si¢anlarda
karbonhidrat ve lipit profili {izerindeki etkisini gostermektedir. Tabloda goriildigi

gibi, YYD ratlarda serum glukoz, insiilin, toplam kolesterol, trigliserit, serbest yag
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asidi (SYA) diizeylerini arttirmistir (P <0.001). Bu diizeyler, kontrol grubuna gore
YYD grubunda glukoz, insiilin, toplam kolesterol, trigliserit, serbest yag asidi i¢in
siras1 ile %77.6, %46.7, %57.7, %97.4 ve %173.2 oraninda artmistir. Ancak,
YYD gruplarinda kapsaisinoit ekstraktinin verilmesi ile bu oranlar %18.8, %15.5,
%18.2, %24.9 ve %34.2 oraninda azalmistir (P < 0.05). Ancak, normal diyet ile
beslenen hayvanlarda kapsaisinoit ekstraktinin bu diizeyleri istatistiksel olarak
etkilemedigi tespit edilmistir (P > 0.05). Ayrica, YYD tiiketimi, hayvalarda serum
aspartat transaminaz (AST) ve alanin transaminaz enzim aktiviteleri (ALT) ile iire
ve kreatin diizeylerin de belirgin bir artisa neden olmustur ve seviyeler,
kapsaisinoit ekstrakti uygulamasi ile dismistir (P < 0.05). Normal diyet ile
beslenen hayvanlarda ise kapsaisinoit ekstraktinin bu parametreleri etkilemedigi

goriilmistiir (P > 0.05).

34



Tablo 3. Kapsaisinoit (KAP) ekstraktinin yiiksek yagli diyet (YYD) ile beslenen

ratlarda canli agirlik ve biyokimyasal parametreler iizerine etkisi.

Gruplar

Parametre

Kontrol KAP YYD YYD+KAP
Canli Agirlik,
g 273.57+6.66° 279.86+2.60° 368.29+3.34% 307.14+3.33P
Yem
Tiiketimi, 23.58+0.532 23.41+0.512  18.51+0.36°  19.57+0.60°
g/glin
i¢ yag, g 6.92+0.62¢ 6.27+0.47°  25.1442.91%  17.72+1.89°
Karaciger, g 12.75+0.45° 12.22+0.53¢  17.73+0.59  13.81+0.44°
Glikoz,

81.57+1.13¢ 80.29+1.02¢ 144.86£2.96° 97.71+2.06°
mg/dL
Insiilin,

15.24+0.74° 15.90+0.81°  22.36+1.10*  18.14+0.50°
miU/L
ALT, U/L 74.86+2.08° 74.00+1.48° 113.29+42.40° 95.71+1.49°
AST, UL 146.57+2.38¢ 142.00£1.18° 209.57+2.56% 180.14+2.54P
Kolesterol,

61.14+1.86° 63.29+1.43¢ 96.43+2.86  78.86+1.26P
mg/dL
Trigiliserid,

c c a b
mgldL 38.71+1.39 36.86£1.77  76.43+£1.99%  57.43+1.13
SYA, mM 1.16+0.02¢ 1.13+0.02°  3.16+0.06°  2.08+0.04°
Kreatin,

0.36+0.01°¢ 0.34+0.01°¢ 0.65+0.012 0.42+0.01°
mg/dL
Ure, mg/dL 28.43+1.00° 27.86+1.08°  44.71+121%  34.43+1.19

ALT: Alanin aminotransferaz; AST: Aspartat aminotransferaz; SYA: Serbest yag asidi

Veriler aritmetik ortalama =+ standart hata olarak sunulmustur.

a-c: Ayni satirda farkli harfi tastyan gruplar i¢in fark istatistiki olarak anlamlidir. (P<0.05).
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5.3. Yiiksek Yagh Diyetle Beslenen Ratlarda Kapsaisinoit (Capsimax)

Ekstraktinin Antioksidan Diizey Uzerine Etkisi

Tabo 3’de goriilecegi tizere, kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, YYD ile
beslenen ratlarda serum ve karaciger MDA diizeyleri %127.8 ve %125.6 oraninda
artmistir. Diger bir deyisle YYD grubunda da kontrole gore serum ve karaciger
MDA diizeyleri yaklasik 2.3 kat daha fazla artmistir (P < 0.001; Tablo 4) (P
<0.001). Ancak, YYD ratlarinda, serum total antioksidant kapasitesi ise %58.9
oraninda diisiis gostermistir (P < 0.001). YYD grubuna kapsaisinoit ekstraktinin
uygulamasi ile serum ve karaciger MDA konsantrasyonunda %27.5 ve %38.0
oraninda azalma tespit edilmis ve ayni siganlarda serum TAK diizeylerinde ise
%30.4 artis bulunmustur (P < 0.05). Normal diyetle beslenen ratlara verilen

kapsaisinoit ekstraktinin bu parametreleri etkilememistir (P > 0.05).

Tablo 4. Kapsaisinoit (KAP) ekstraktinin yiiksek yagl diyet (YYD) ile beslenen

ratlarda serum ve karaciger malondialdehit (MDA) ile total antioksidan kapasite

(TAK) tizerine etkisi.
Gruplar
Parametre
Kontrol KAP YYD YYD+KAP

Serum MDA,

0.59+0.02° 0.55+0.02° 1.34+0.04% 0.97+0.04°
pmol/mL
Karaciger X

1.504+0.04° 1.3040.04° .39+0.18°2 2.10+0.
MDA, nmol/g 50+0.0 30+0.0 3.39+0.18 0+0.05
Serum TAK,
U/mL 1.51£0.04 1.60+0.03*  0.62+0.03° 0.81+0.02°

Veriler aritmetik ortalama =+ standart hata olarak sunulmustur.

a-c: Ayni satirda farkl harfi tagiyan gruplar igin fark istatistiki olarak anlamlidir (P<0.05).

36



5.4. Yiiksek Yagh Diyetle Beslenen Ratlarda Kapsaisinoit (Capsimax)

Ekstraktinin Protein Ekspresyonlar1 Uzerine Etkisi

Yiiksek yagli diyetle beslenen hayvanlarin karaciger GLUT-2, PPAR-y ve IRS-1
diizeyleri, normal diyetle beslenen kontrol grubunda hayvanlara gore, sirasi ile
%50.4, %44.5 ve %45.8 daha diisiik bulunmustur (Tablo 5 ve Sekil 3- 5; P
<0.001). YYD gruplarinda kapsaisinoit ekstrakti verilmesi ile GLUT-2, PPAR-y
ve IRS-1 diizeyleri sirasi ile %42.5, %21.5 ve %47.9 oraninda artmistir (P
<0.001). Normal diyetle beslenen ratlarda, kapsaisinoit ekstrakti uygulamasi
GLUT-2, PPAR-y diizeylerini etkilemezken (P > 0.05), IRS-1 diizeyini ise

arttirmistir (P < 0.05).

YYD siganlarinda karaciger NF-kB diizeyleri kontrol grubuna gore %53
oraninda artig gostermistir (Sekil 6; P <0.001). Kapsaisinoit ekstrakt1 uygulamasi,
YYD grubunda karaciger NF-kB ekspresyon seviyelerini %10.2 diistirmstiir (P
<0.05; Sekil 6) . Ayrica, normal diyetle beslenen ratlarda da, kapsaisinoit ekstrakti

uygulamasi NF-xB diizeyini arttirmistir (P < 0.05).
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Tablo 5. Kapsaisinoit (KAP) ekstraktinin yiiksek yagl diyet (YYD) ile beslenen

ratlarda karaciger dokusu etkisi GLUT-2, PPAR-y, IRS-1 ve NF-kB protein

diizeyleri lizerine etkisi.

Gruplar
Parametre*
Kontrol KAP YYD YYD+KAP
GLUT-2 100.00+2.442  99.97+1.84%  49.59+1.49°¢ 70.65+1.05°
PPAR-y 100.00£1.27%  101.81+1.88%  55.55+1.60° 67.50+1.55P
IRS-1 100.00£1.01°  112.65+1.46%  54.19+0.77¢ 80.12+1.33¢
NF-kB 100.0040.98°  80.56+2.43%  153.0241.37°  137.35+1.61°

*Degerler Kontroliin yilizdesi (%kontrol) seklinde verilmistir.

Veriler aritmetik ortalama =+ standart hata olarak sunulmustur.

a-d: Ayni satirda farkli harfi tagiyan gruplar i¢in fark istatistiki olarak anlamhidir (P<0.05).
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Sekil 3. Kapsaisinoit (KAP) ekstraktinin yiiksek yagli diyet (YYD) ile beslenen
ratlarda karaciger GLUT-2 protein diizeyi tlizerine etkisi. Veriler kontroliin
yiizdesi olarak, ortalama ve standart hata olarak sunulmustur. Western blot teknigi
ile 6l¢iilen parametre i¢in blotlar en az 3 kez tekrarlandi, esit protein yiiklemesini
saglamak i¢in B-aktin ile analiz yapildi. a-c: Barlarda farkli harfi tasiyan degerler

i¢in fark istatistiki olarak anlamlidir (P<0.05).
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Sekil 4. Kapsaisinoit (KAP) ekstraktinin yiiksek yagh diyet (YYD) ile beslenen
ratlarda karaciger PPAR-g protein diizeyi iizerine etkisi. Veriler kontroliin ylizdesi
olarak, ortalama ve standart hata olarak sunulmustur. Western blot teknigi ile
Olciilen parametre igin blotlar en az 3 kez tekrarlandi, esit protein yiikklemesini
saglamak i¢in B-aktin ile analiz yapildi. a-c: Barlarda farkli harfi tasiyan degerler

i¢in fark istatistiki olarak anlamlidir (P<0.05).

40



o
=
(@]
Y
o
> 50O-

0 r

AN

\SO

OQ
\L_

Sekil 5. Kapsaisinoit (KAP) ekstraktinin yiiksek yagh diyet (YYD) ile beslenen
ratlarda karaciger IRS-1 protein diizeyi lizerine etkisi. Veriler kontroliin ylizdesi
olarak, ortalama ve standart hata olarak sunulmustur. Western blot teknigi ile
Olciilen parametre igin blotlar en az 3 kez tekrarlandi, esit protein yiikklemesini

saglamak i¢in B-aktin ile analiz yapildi. a-c: Barlarda farkli harfi tasiyan degerler

i¢in fark istatistiki olarak anlamlidir (P<0.05).
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Sekil 6. Kapsaisinoit (KAP) ekstraktinin yiiksek yagli diyet (YYD) ile beslenen
ratlarda karaciger NF-kB protein diizeyi lizerine etkisi. Veriler kontroliin yiizdesi
olarak, ortalama ve standart hata olarak sunulmustur. Western blot teknigi ile
Olciilen parametre igin blotlar en az 3 kez tekrarlandi, esit protein yiiklemesini
saglamak i¢in B-aktin ile analiz yapildi. a-c: Barlarda farkli harfi tasiyan degerler

i¢in fark istatistiki olarak anlamlidir (P<0.05).
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YYD ile beslenen sicanlarda karaciger dokusunun histopatolojik
incelemeleri hematoksilen-cosin boyama yontemi ve x200 biyiitme ile
incelenmistir (Sekil 7). Kontrol ve KAP grubu sicanlarin karaciger dokulari
normal histolojiye sahip bulunmustur. Ancak, YYD grubu si¢canlarin karaciger
dokusunda yaglanma gozlenirken, YYD+KAP grubu sicanlarin karacigerlerinde

yaglanma odaklar1 belirgin sekilde azalmistir (Sekil 7).

“YYD+KAP

Sekil 7. Kapsaisinoit (KAP) ekstraktinin yiiksek yagl diyet (YYD) ile beslenen

ratlarda karaciger histopatolojik degisimleri lizerine etkisi.
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6. TARTISMA

Obezite, diinya c¢apinda 600 milyondan fazla kisiyi etkileyen bir halk
sagligt sorunudur. Son yillarda yapilan c¢alismalar, dogal {iriinlerin obezite
yonetiminde olumlu bir rol oynayabilecegini bildirmektedir (7,8). Yiiksek yagl
diyet alim1 glukoz ve lipit metabolizmasini negatif yonde etkilemekte ve insiilin
direncini  artirmaktadir (84). Son yillarda yapilan c¢alismalar, kanser,
hipertansiyon, endokrinal bozukluklar, diyabet gibi hastaliklarin tedavisinde
ellagik asit, fitatlar, likopen, kurkumin, kapsaisinoit gibi fitokimyasalarin
kullaniminin olumlu sonuglar verdigini rapor etmektedir. Kapsaisinoitler,
biberlerden izole edilen 9-11 karbonlu biyoaktif vanillamidlerdir. Antiinflamatuar
ve antioksidan dzelliklere sahip olan kapsaisinoitler geleneksel tipta yaygin olarak
kullanilmaktadir. Kirmizibiber (genus Capsicum) kapsikum igeren meyvelerde
kapsaisin, dihidrokapsaisin ve nordihidrokapsaisin formlarinda bulunmaktadir
(85). Kapsaisinoitler, anti-inflamatuar (86), antioksidan (87), antikanser (88),
termojenez (89) ve lipoliz artirici (85), hormon fonksiyon gelistirici (90) ve kan
sekeri regiilasyonu (91) gibi bir¢ok biyolojik ve fizyolojik aktiviteye sahiptir.
Kapsaisinoit iceren gidalarin tiiketilmesinin, lipit metabolizmas1 bozukluklarinin
daha az insidansi ile iligkili oldugu da bildirilmektedir (92).

Bu calismada, yiiksek yagli diyet ile beslenen ratlarda, kapsaisinoit
ekstrakti  takviyesinin insiilin duyarliligt  {izerine etkilerini belirlemek
amaclanmistir. Bu kapsamda kapsaisinoit ektraktinin; anti-diyabetik ve obezite
karsiti Ozelliklerini degerlendirmek i¢in serum ve karacigerde metabolik

parametrelerin (glukoz, kolesterol, trigliserit, insiilin, {ire, kreatin, ALT, AST),
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doku PPAR-y, IRS-1, Glukoz tasiyicilari, NF-kB gibi ¢esitli biyomarkerlarin

degisimleri tespit edilmistir.

6.1. Yiiksek Yagh Diyetle Beslenen Ratlarda Kapsaisinoit (Capsimax)

Ekstraktinin Performans Uzerine Etkisi

Bu ¢alismada oral olarak kapsaisinoit (Capsimax) ekstrakti verilmesinin
yiiksek yagli diyetle beslenen ratlarda (Tablo 3), kontrol grubuna gore, bitis canli
agirhgl, i¢ yag ve karaciger agirligr artmustir. S6zi edilen parametreler YYD
grubuna karsilik YYD+KAP grubunda sirastyla, %16.6, %29.5 ve %?22.1 oraninda
iyilesme tespit edilmistir. Bu durum yeme ilave edilen kapsaisinoit ekstraktinin
antilipidemik etkisiyle aciklanabilir. Buna karsilik YYD ile beslenen ve YYD ile
birlikte kapsaisinoit ekstrakti tiikketen ratlarin yem tiiketimleri arasinda bir farklilik
tespit edilmemistir. Kapsaisinoitlerin antilipidemik etkisi ile ilgili pek ¢cok calisma
bulunmaktadir (85, 93, 94). Ornegin Bloomer ve ark. (85) yaptiklar1 bir ¢alismada,
Capsimax’in insanlarda lipit yakici oldugunu bildirmislerdir. Sonuglarimiza
benzer olarak, YYD tiiketen ratlarda yapilan bir diger ¢alismada da (95) kapsaisin
ve kurkumin ilavesinin hepatik yag birikimini ve leptin seviyelerini 6nemli 6l¢iide
diistirdiigii tespit edilmistir. Daha 6nce yapilan diger bir ¢aligmada, kirmizibiber
pigmentinin diyete ilave edilmesi performansda, yem tiiketiminde veya yem
doniigiim oranlarinda higbir fark bulunmamistir (96). Buna karsilik broyler civciv
yemlerine %0.1, %0.2 ve %0.3 oranlarinda kurutulmus ac1 kirmizibiberin 7. hafta
sonunda yapilan performans Ol¢limlerinde gilinliik canli agirlik artist (GCAA)nin

kontrol diyeti ile kiyaslandiginda 6nemli 6lciide (P <0.05) daha ytiksek oldugunu
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tespit etmislerdir (97). Laboratuvarimizda yapilan bir ¢alismaya gore, 12 hafta
stireyle, yiiksek gevre sicakligina maruz kalan japon bildircinlarinin yemlerine 25
veya 50 mg/kg dozunda kapsaisinoitler ilave edilmis, tiiketimi (4.7%) ve yumurta
verimi (7.7%)’nde istatistiksel olarak iyilesmeler saglanmistir (98). Oral yolla
giinde 50 mg / kg CA kapsaisin ile beslenen ratlarda yem tiiketiminin arttig1

belirtilmistir (99).

6.2. Yiiksek Yagh Diyetle Beslenen Ratlarda Kapsaisinoit (Capsimax)

Ekstraktinin Biyokimyasal Parametreler Uzerine EtKisi

Son yillarda yapilan ¢aligmalar, gecici reseptdr potansiyeli olan vanilloid tip-1
(TRPV1) kanal1 yoluyla aracilik edilebilen KAP'larin metabolik bir rol oynadigin
gostermistir (100). KAP’larin metabolizma ve hormon islevini gelistirmeye
yardimci1 oldugu (101) ve kan sekerini stabilize ederek; baslangigta daha yiiksek
olan viicut kiitlesinde basarili bir kayba (102) neden oldugu, insiilin ve leptin
direncini diisiirdiigii bildirilmektedir. Bu ¢alismada, YYD grubuna kapsaisinoit
ekstraktinin uygulamasi ile serum glukoz ve insulin seviyesinde azalma tespit
edilmistir. Bu durum kapsaisinoit ektraktinin insiilin direncini diisiirme etkisine
baglanabilir. Ayn1 zamanda yapilan ¢aligmalar sonucumuzu destekler nitelikte,
KAP’larin metabolizmay1 ve hormon fonksiyonunu (103) iyilestirmeye yardimeci
oldugu, kan sekerini stabilize ettigi (104) insiilin ve leptin direncini azalttig
bildirilmektedir (101). Bir¢ok calisma, obezite, YYD alimi, hiperglisemi, yiiksek
doku lipitleri ve hiperleptinemi, serbest radikal olusumu ve inflamasyon gibi
birgok metabolik hastaliklarin, vaskiiler hasara neden olabildigini gostermistir
(105, 106). Seyithanoglu ve ark. (95), YYD tiiketiminin hepatik lipit diizeyleri ile

fetuin-A ekspresyonunu ve serum leptin, insiilin ve fetuin-A diizeylerini
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artirdigini bildirmislerdir. Ancak, kapsaisin tedavisinin, YYD grubunda karaciger
TG ve TC diizeylerini kontrollere gére anlamli olarak artirdigini belirtmislerdir.
Kapsaisinoitler ayrica endotel fonksiyonunu iyilestirerek (107) ve diisiik
yogunluklu lipoprotein kolesterol oksidasyonunu inhibe (108) ederek
kardiyovaskiiler sagliga katki saglarlar. Tablo 3’de goriildiigii gibi, YYD ratlarda
serum toplam kolesterol, trigliserit, serbest yag asidi (SYA) diizeylerini
arttirmistir. Bu diizeyler, kontrol grubuna gére YYD grubunda toplam kolesterol,
trigliserit, serbest yag asidi i¢in sirast ile %57.7, %97.4 ve %173.2 oraninda
artmistir. Ancak, YYD gruplarinda kapsaisinoit ekstraktinin verilmesi ile bu
oranlar %18.2, %24.9 ve %34.2 oraninda azalmistir. Bu sonuglar Onceki
caligmalarla paralellik gostermektedir (101, 104). Sahin ve ark.’nin yaptiklari bir
calisma ile mevcut ¢alismamiz paralellik gostererek, KAP'lerin, YYD grubunda
toplam kolesterol, trigliserit, glikoz ve insiilini azalttig1 ortaya konmustur (113).
(Tablo 3). KAP, YYD ile beslenen sigcanlarda glukoz, insiilin ve lipit profilleri
(kolesterol ve trigliserit) ve lipit peroksidasyonu igeren viicut agirligini, visseral
yag1 ve karbonhidrat metabolizmasini gelistirmektedir (109,110). Baboota ve ark.
(111), yaptiklari bir ¢alismada, dihidrokapsiatin, YYD ile indiiklenen kilo
almmnim  azalttifi, glikoz toleransimi  gelistirdigi, hipergliseridemi ve
hiperinsiilinemiyi onemli 6l¢iide Onledigini belirtmislerdir. Ayni arastiricilar,
dihidrokapsiatin, enerji ve mitokondriyal biyogenezde yer alan hedef genler
yoluyla beyaz ve kahverengi adipoz dokularinda lipit birikimini énemli dlglide
onledigini gostermislerdir. Yine bir diger ¢alismada, ALT ve AST diizeylerinin
YYD tiiketimi ile arttig1 ve kapsaisinin ise bu durumu iyilestirdigi belirlenmistir.

Yine ayn arastiricilar, YYD grubunda HOMA-IR degerinin ve glukoz ile insiilin
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seviyelerinin arttigini, kapsaisin tedavisinin énemli Slgiide glukoz diizeyini ve
(HOMA-IR) degerini azalttigimi belirlemislerdir (112). Yukarida belirtilen
calismalarda sadece kapsaisin kullanilmig, ancak bizim ¢alismamizda
kullandigimz ekstrakt ise kapsaisin, dihidrokapsaisin ve nordihidrokapsaisin

molekiillerini icermektedir.

6.3. Yiiksek Yagh Diyetle Beslenen Ratlarda Kapsaisinoit (Capsimax)

Ekstraktinin Antioksidan Durum Uzerine EtKkisi

Hayvanlarda ve insanlarda yapilan son c¢aligmalar, fitokimyasallarin
antiinflamatuar, antiaterosklerotik, antikarsinojenez, karaciger ve bdbrekleri
koruyucu, diyabet ve dislipidemi mikro ve makrovaskiiler komplikasyonlar
azaltmak gibi antioksidan etkilere sahip oldugunu gostermistir (113, 114, 115).
Ayn1 zamanda KAP'ler membran stabilitesini 6nlemekte ve gli¢lii serbest radikal
stiptiriiclileri olarak tanimlanmaktadir (116). Tablo 4’de goriilecegi lizere, kontrol
grubu ile karsilastirildiginda, YYD ile beslenen ratlarda serum ve karaciger MDA
diizeyleri artarken, YYD grubuna kapsaisinoit ekstraktinin uygulamas: ile serum
ve karaciger MDA konsantrasyonunda azalma tespit edilmis ve ayni sicanlarda
serum TAK diizeylerinde artis bulunmustur. Normal diyetle beslenen ratlara
verilen kapsaisinoit ekstraktinin bu parametreleri etkilemedigi tespit edilmistir. Bu
sonuclar KAP’1n antioksidatif etkisi ile aciklanabilir. Clinkii pek ¢ok ¢alismada
kapsaisinoit ekstraktinin igerisinde yer alan kapsaisinin kuvvetli antioksidan etkili
oldugu bildirilmistir (113, 114). Kapsaisinin sican peritoneal makrofajlarinda

MDA diizeylerini ve ROS iiretimini ve ayrica sepsiste inflamatuar reaksiyonlari
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engelledigini gostermislerdir (117). Mevcut calismada, KAP'ler potansiyel
antioksidan Ozellikleri arttirmig ve dokulart hasar veya iltihaptan koruma
yeteneklerini gostermistir. Antioksidan 6zellik gosteren bircok protein, oksidatif
stresi azaltan ve metabolizmay1 arttiran KAP'lar tarafindan degistirilmistir.
KAP'ler ayrica, enflamatuar hastaliklara karst korunmaya yardimer olabilecek
antioksidan  aktivite saglamaktadir. KAP'lar hamsterlerde, muhtemelen
antioksidan aktiviteye bagli olarak kan akisini artirip kolesterolii diistirerek, kalp
sagligin1 desteklemektedir (118). Baska bir ¢alismada, aci biberler toplam ve
yiiksek yogunluklu olmayan kolesterol ve trigliseritleri azaltmakla kalmayip ayn
zamanda Cox2 gibi iltihaba bagli bilesiklerin diizeylerini de diistirmistiir (119).
Yiksek yag ve siikroz ile beslenen ratlarda kapsaisinoit takviyesinin, lipit
peroksidasyonunun bir baska gostergesi olan serum ve karaciger MDA reaktif
maddelerini azalttigi da bildirilmektedir (113). Kempaiah ve Srinivasan (120)
hiperkolesterolemik si¢ganlarda SOD, CAT ve glutatyon peroksidaz da dahil olmak
lizere karaciger antioksidan enzimlerindeki azalmanin kapsaisin takviyesiyle
(960.015) etkin bir sekilde diizeldigini bildirmislerdir. Lee ve ark. (44) {i¢ giin
boyunca kapsaisin uygulamasinin sicanlarda karaciger, bobrek, kas ve akcigerde

MDA konsantrasyonunu azalttigini bildirmislerdir.

6.4. Yiiksek Yagh Diyetle Beslenen Ratlarda Kapsaisinoit (Capsimax)

Ekstraktinin Protein Ekspresyonlar1 Uzerine Etkisi

GLUT-2, hepatositlerin plazma membraninda ve kemirgen pankreatik beta
hiicrelerinde, baslica glukoz tasiyicis1 olmast ile birlikte genetik inaktivasyonu,

glukoz alimint ve glukoz uyarimli insiilin sekresyonunu baskilamaktadir (71).
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Transkripsiyon faktorleri, biyolojik ve ¢evresel uyaranlara tepki olarak gen
ekspresyonunu gergeklestiren baslica hiicresel bilesenlerdir (121). Kapsaisin,
enerji asitleri olarak yag asitlerini etkin bir sekilde kullanmak ig¢in stres
kosullarinda glikojenin ayrigsmasini engellemektedir (122). Fitokimyasallar, yeni
antidiyabetik ilaglarin  gelistirilmesi i¢in diyabet ve bununla iligkili
komplikasyonlarin tedavisi icin alternatif bir tedavi kaynagi olarak dikkat
cekmistir. Fitokimyasallarin antidiyabetik potansiyeli, esas olarak, pankreatik 3
hiicrelerinde GLUT-2 ekspresyonunu artirarak, glukoz tastyicisi iizerindeKi
modiilator etkileri ile olmaktadir (123). PPAR-y bol miktarda beyaz yag ve
kahverengi yagda esit diizeyde bulunur ve her iki hiicre tipinin gelisimi igin
gereklidir. Kirmizibiberin hipolipidemik etkisi, peroksizom proliferator-aktive
edilmis reseptor (PPAR) aktivasyonu dahil olmak {izere ¢esitli faktorlerle
iliskilidir. Insiilin reseptorii (IR), insiilini ve iki transmembran B alt birimini
tirozin kinaz aktivitesi ile baglayan iki hiicre dis1 alt biriminden olusan bir
heterotetramerik komplekstir. Bu c¢alismada yiiksek yagli diyetle beslenen
hayvanlarin karaciger GLUT-2, PPAR-y ve IRS-1 diizeyleri, normal diyetle
beslenen kontrol grubundaki hayvanlara gore daha diisiik bulunmustur (Sekil 1, 2,
3). YYD gruplarinda kapsaisinoit ekstrakti verilmesi ile GLUT-2, PPAR-y ve
IRS-1 diizeyleri artmistir. Yaptigimz literatiir calismalarinda, yiiksek yagl diyetle
beslenen ratlarda, KAP’larin GLUT-2, PPAR-y ve IRS-1 ekspresyonlari iizerine
etkileri ile ilgili ¢ok az literatiire rastladigimizdan, bu verileri detayli olarak
tartigmadik. Ancak, yukaridaki bilgiler 1518inda da goriilecegi {izere,
kapsaisinlerin glukoz metabolizmasindaki 6nemi ¢ok iyi bilinmektedir (124).

Kwon ve ark. (125) hem kapsaisin hem de kapsiatin, diyabetik siganlarda i¢ yag
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birikimini, serum leptin seviyelerini ve gelistirilmis glukoz toleransini azalttigini
bildirmisglerdir. Bulgulara benzer olarak, Zhang ve ark. diyabetik ratlarda,
kapsaisin ve kapsiat katkisinin, karaciger X reseptorii, glukoz kinaz, GLUT2,
fosfoenolpiruvat karboksinaz ve glikoz-6-fosfatazin ekspresyon seviyelerini
diizenleyerek, kan glukoz seviyelerinin diismesine yol actigin1 ve
glikometabolizma dengesini kontrol ettigini bildirmislerdir. Bu arada,
hipoglisemik etkinin bagirsakta sodyum glukoz kotransporter 1, GLUT-2 ve
GLUT-5"in downregiile edilmis olmasi sonucunda da olabilecegi bildirilmistir.
Ayni arastiricilar, kapsaisinin, diyabetik ratlarin pankreasindaki PDX-1, IRS-1,
IRS-2 ve GLUT-2 ekspresyon seviyelerini onemli Ol¢iide arttirdigii  da

gostermistir (124).

NF-kB (Nuclear factor kappa-lightchain- enhancer of activated B),
aktiflestirilmis B lenfositlerin niikleuslarinda immiinglobulin kappa hafif zinciri
geninde enhancer bolgesine baglanan bir transkripsiyon faktoriidiir ve DNA
transkripsiyonunun kontroliinden sorumludur (126). Kapsaisin (8-metil-N-vanilil-
6-nonenamid), NF-kB aktivasyonunu gerektiren ¢ok ¢esitli aktiviteleri
diizenledigi kanitlanmig bir kuinondur. Kapsaisin, doz ve zamana bagl bir sekilde
NF-kB'nin TNF aracili aktivasyonunu bloke etmektedir (127). Sahin ve ark. (128)
yaptiklar1 bir calismada, egzersiz uygulanan ratlara giinde 10 mg/kg CA/gilin
olacak sekilde kapsaisinoit vermisler ve NF-kB diizeylerinin kontrol grubuna gore
Oonemli oranda diislis gosterdigini rapor etmislerdir. Bu ¢alismada, YYD
siganlarinda karaciger NF-kB diizeyleri kontrol grubuna goére artis gostermistir
(Sekil 6). Kapsaisinoit ekstraktt uygulamasi, YYD grubunda karaciger NF-xB

ekspresyon seviyelerini diistirmiistiir. Bu konuda literatiir taramalarinda baska bir
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caligma bulunmadig i¢in tartisgilmamistir. Ancak farkli fitokimyasallarin yiiksek
yagl diyetlerin etkilerini azalttig1 ile ilgili calismalar mevcuttur. Ornegin, yiiksek
yagl diyetle beslenen si¢anlarda targ¢in polifenol ekstresinin, NF-xB, IL-1, IL-6

diizeylerini inhibe ettigi belirlenmistir (79).

7. SONUC

Kapsaisinoitler yiiksek yagli diyete bagli olarak goriilen olumsuz etkileri,
glikoz ile yag metabolizmas1 ve oksidatif stresi diizenleyerek azaltmistir. Bu
calisma enerji metabolizmasini arttirmak, oksidatif stresi onlemek, antioksidan
potansiyeli gelistirmek i¢in farkli diizenleyici yollar ortaya koymustur. Sonuglar,
termojenez ve lipit metabolizmast ile iliskili proteinlerin, kapsaisinoit
uygulamasimma gore oOnemli Olclide degistigini ve kapsaisinoitin obezitenin

zayiflatilmasi i¢in yararl bir fitokimyasal olabilecegini diisiindiirmektedir.
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