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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

FRUKTOZ ve STREPTOZOTOCIN ile OLUSTURULAN DiYABETIK SICAN
MODELINDE RESVERATROLUN KARACIGER HASARI ve FERROPTOZ
UZERINE ETKILERi

Mahsa HOSEINI

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Tibbi Biyoloji Anabilim Dal

Tibbi Biyoloji, Tezli Yiiksek Lisans Programi

Damisman : Prof. Dr. Ali Nur Turgut ULUTIN
II. Damisman : Do¢. Dr. Fatma KAYA DAGISTANLI |

Bu calismada %10’luk yiiksek fruktoz ile diisiik doz streptozotocin (40mg/kg) uygulanarak
modifiye Tip 2 diyabet modeli olusturuldu ve resveratrol tedavisinin olas1 karaciger hasar1 ve
ferroptoz lizerine etkileri arastirildi. Deney hayvanlari ile 4 deney grubu olusturuldu. Diyabetik
grup (F), Resveratrol tedavisi uygulanan diyabetik grup (FR), Resveratrol tedavisi uygulanan
kontrol grubu (KR), Saglikli kontrol grubu (K). Deneyin sonunda tiim hayvanlar sakrifiye
edilerek karacigerleri alind1. Deney siiresince deney gruplarinin kan sekeri, giinliik kalori alimi
ve viiclit agirliklart 6lciildii. Karaciger doku kesitlerine morfolojik degerlendirilmesi i¢in
Hematoksilen-Eosin, Prusya Mavisi ve Van Gieson boyamalari, ayrica SIRT1, COX2, HO-1,
GPX4, yH2AX, 4HNE, 8-OHdG, Nrf2 antikorlar1 kullanilarak immiinohistokimyasal boyama
yapildi. ALOXS, FASN, GPX4 protein seviyelerinin ve GSH/GSSG orani biyokimyasal
yontemler ile dlciilerek tiim sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildi. YF grubunda aclik kan
sekeri diizeyleri artarken YF-R grubunda ac¢lik kan sekeri diizeyinin azaldi. Deney sonunda YF
grubunun  viiclit agirhiginda  diistis gozlendi  (p<0.05). Dokularin  morfolojik
degerlendirilmesinde YF grubunda fibrozis ve demir birikmesi goézlemlenirken YF-R
gruplarinda ise fibrozisin geriledigi ve demir birikimini go6zlenmedigi saptandi.
Immiinohistokimya sonuglarindan elde edilen verilerde SIRT1 (p<0.0001), GPX4 (p<0.0001)
ve Nrf2 (p<0.05) ekspresyonlart YF grubunda kontrol grubuna kiyasla azaldigi anlasildi.
COX2, HO-1, yYH2AX, 4HNE ve 8-OHdG ekspresyonlar1 ise YF grubunda diger gruplara gore
arttig1 belirlendi. ELISA sonuglarina bakildiginda, ALOXS ve FASN seviyelerinde gruplar
arasinda anlaml fark yokken GPX4 seviyeleri YF grubunda diger gruplara gore daha diisiik

XVi



oldugu anlasild1 (p<0.05). GSH/GSSG testinde ise bu proteinin diizeylerinin kontrol gruplarina
gore YF (p<0.01) ve YF-R (p<0.001) gruplarinda arttig1 saptandi.

Caligmada yiiksek fruktoz diyeti ve diisiik doz STZ uygulamasmin kan sekeri diizeylerini
artirdig1, oksidatif stresi uyararak karacigerde fibrozise, demir birikimine, hiicrelerde DNA
hasarma ve ferroptoz yolaginda gorevli proteinlerin ekspresyonunda artisa neden olarak
karaciger hasarina yol actig1 saptandi. Resveratrol uygulamasinin kan sekeri diizeylerini
diistirdiigii, oksidatif stres ilizerinde olumlu etki yaptig1 ve hepatositlerde demir birikimini
Onleyerek karaciger dokusunu ferroptozdan korudugu gozlendi.
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In this study, a modified Type 2 diabetes model was created by applying low-dose
streptozotocin with high fructose, and the effects of resveratrol treatment on possible liver
damage and ferroptosis were investigated. 4 Experimental groups were formed. Diabetic
group(F), Diabetic group with resveratrol treatment(FR), Control group with resveratrol
treatment(KR), Control group(K). At the end of the experiment, all animals were sacrificed and
their livers were removed. During the experiment, blood sugar and body weights were
measured. For morphological evaluation, Hematoxylin-Eosin, Prussian Blue, Van Gieson and
immunohistochemical staining of SIRT1, COX2, HO-1, GPX4, yH2AX, 4HNE, 8-OHdG, Nrf2
antibodies were performed. ALOX5, FASN, GPX4 protein levels and GSH/GSSG ratio were
measured. All results were evaluated statistically. While fasting blood sugar levels increased in
the YF group, it was decreased in the YF-R group. At the end of the experiment, the body
weight of group YF was decreased (p<0.05). Fibrosis and iron accumulation were observed in
the YF group, while fibrosis decreased and iron accumulation was not observed in the YF-R
groups. The expressions of SIRTI1(p<0.0001), GPX4(p<0.0001) and Nrf2(p<0.05) were
decreased in the YF group. COX2, HO-1, yH2AX, 4HNE and 8-OHdG expressions were
increased in the YF group. There was no significant difference in ALOX5 and FASN levels,
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while GPX4 levels were lower in the YF group(p<0.05) and GSH/GSSG levels increased in the
YF (p<0.01) and YF-R (p<0.001) groups.

In the study, it was determined that high fructose and low dose STZ increased blood sugar
levels, stimulated oxidative stress and caused liver damage as a result of fibrosis in the liver,
iron accumulation, DNA damage and increased expression of proteins involved in the
ferroptosis pathway. It is thought that resveratrol reduces blood sugar levels, has a positive
effect on oxidative stress, and protects liver tissue from ferroptosis by preventing iron
accumulation in hepatocytes.
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1. GIRIS

Diabetes Mellitus (DM) tiim diinyada insidans ve prevalansi artan kiiresel halk sagligi
sorunudur. Bu hastalik ¢ok sayida hayati organi etkileyerek patolojik durumlara yol acan
komplikasyonlara sebep olabilir [1]. DM, pankreas adacik beta () hiicrelerinin disfonksiyonu,
insiilin direnci veya insiilin eksikliginden kaynaklanan yiiksek kan glukoz ve lipid seviyeleri,
ayrica karbonhidratlarin, yaglarin ve proteinlerin anormal metabolizmasi ile karakterize edilen
karmasik ve ¢ok faktorlii bir sendrom olarak kategorize edilmistir [2, 3]. Tip 2 Diabetes Mellitus
(T2DM), insiilin yetmezligi veya insiilin direncinin neden oldugu anormal glukoz ve lipid
metabolizmasi ile karakterize yaygin metabolik bir hastaliktir. T2DM'li hastalarda uzun siireli
hiperglisemi kaynakli yag ve protein metabolizmasi bozukluklari, merkezi sistem ve periferik
organlarda ciddi patolojik hasara neden olan komplikasyonlara sebep olabilir [4]. Yapilan
calismalar hiperglisemi, hiperlipidemi, inflamatuar yanitlar insiilin direnci ve endotelyal
disfonksiyonunun, T2DM patogenezinden sorumlu oldugu anlasilmistir [2]. Hiperglisemi,
DNA hasarina neden olabilir, reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu artirabilir diger taraftan
antioksidan seviyesini azaltabilir. Hiperinsiilinemi, giicli mitojenik ve anti-apoptotik
aktivitelere sahip olan insiilin benzeri biiyiime faktorii 1'in (IGF1) artan lokal seviyeleri yoluyla
karsinogenezi tesvik edebilir [5]. Karaciger hem fizyolojik hem de DM gibi patolojik
durumlarda glikoz seviyelerinin diizenlenmesinde hayati bir rol oynar. Ayrica DM anormal
glikojen birikimi, alkolsiiz yagli karaciger hastaligi, fibrozis, siroz, hepatoseliiler karsinomlar,
anormal yiiksek hepatik enzimler, akut karaciger hastalig1 ve viral hepatit gibi bir dizi karaciger
anormalligi ile iligkilidir [1]. Karaciger hasarina katkida bulunan diyabetin altinda yatan
mekanizma, artan oksidatif stres ve anormal bir inflamatuar yanitin birlesimidir ve bu durum,
proapoptotik genlerin transkripsiyonunu aktive ederek hepatositlere zarar verir [1]. Diyabetik
hastalarda insiilin direnci hiperglisemi ve hiperinsiilinemiye sebep olur ve bunun sonucunda
oksidatif stres meydana gelir. Asir1 yag birikimi insiilin direncini koétiilestirebilir, lipidlerin,
karbonhidratlarin ve proteinlerin metabolizmasint etkileyerek ciddi metabolik islev
bozukluguna ve alkolsiiz yagli karaciger hastaligina yol acabilir, bu da daha sonra alkolsiiz
steatohepatitise, siroza ve son olarak hepatoseliiler karsinomlara ilerleyebilir. Sonug¢ olarak
yaglh karaciger ve hiperglisemi birlikte hepatositleri yok edebilir ve diyabetik hastalarda

morbidite ve mortalitenin artmasina katkida bulunabilir [1].



Oksidatif stres, diyabetik komplikasyonlarin patogenezinde bilinen bir yol olarak rapor
edilmistir. Hiperglisemik kaynakli oksidatif stresin, lokal ve sistemik inflamasyona yol acan
inflamatuar sitokinleri salgilayan infiltre makrofajlar ile proinflamatuar proteinlerin
seviyelerini arttirdigi  belirlenmistir. Timor nekroz faktorii alfanin  (TNF-alfa) artan
salgilanmasi, obezite ile iligkili instilin direnci ile baglantili oldugu gozlemlenmistir. Obezite,
T2DM gelisimi igin bir risk faktorii oldugu anlasilmistir [6]. Karaciger hastaligi, diinya ¢apinda
onemli bir 6liim nedenidir ve hiicre 6liimii, ¢esitli karaciger hastaligi bi¢imlerinin ilerlemesini
yonlendirmede onemli bir rol oynar. Diizenlenmis hiicre 6liimii ile ilgili olarak, ortaya ¢ikan
kanitlar hem nekroptozun hem de ferroptozun karaciger hastaliginin patogenezinde 6nemli

roller oynadigin1 gostermektedir [7].

Ik olarak 2012 yilinda kiigiik molekiillii bilesik erastin tarafindan uyarilan benzersiz bir hiicre
olimi sekli olarak kesfedilen ferroptozda hiicrelerde plazma zari incelmesi, mitokondriyal
biizilme, mitokondriyal membran yogunlugunun artisi, azalmis veya yok olmus krista, dis
mitokondriyal membranin yirtilmas1 olmak iizere anormal mitokondriyal morfoloji
sergilemesiyle birlikte tipik bir nekrotik morfoloji gozlenir [8, 9]. Ferroptoz, glutatyon
tikenmesi ve glutatyon peroksidaz 4 (GPX4) inaktivasyonundan kaynakli, demir
metabolizmasinin dengesizligi sonucunda demir ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) birikmiyle

tanimlanan yeni bir hiicre 6liim seklidir [10].

Ferroptoz karacigerde ¢ok sayida patolojik durumlarla iliskilidir [10]. Ferroptoz i¢in 6n kosul
olan demir, hepatik stellat hiicrelerinde (HSH) bol miktarda bulunur. Hayvan ¢aligmalarinda,
ferroptozun karaciger fibrozunun ve karaciger hasarina sebep oldugu anlagilmigtir [11]. Yapilan
caligmalarda, ferroptoz ile hemokromatoz, ALD, HCV, NASH ve HCC'nin yani sira DILI dahil
olmak tizere farkli kronik karaciger hastalig tiirleri arasinda olasi bir iligki oldugu anlagilmistir
[12]. Demir metabolizmasindaki bir dengesizligin yani sira reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
neden oldugu lipid peroksidasyonu, bu hastaliklarda karaciger hasarinin bir mekanizmasi olarak
kabul edilmistir [12]. Yapilan ¢alismalar, ferroptozun, karaciger hastaliginin farkli deneysel
modellerinde c¢esitli hepatik hiicre popiilasyonlarim1 etkileyen sinyal iletim yollarinin
aktivasyonunu iceren yeni ve belirleyici bir diizenlenmis hiicre 6limi tiirii oldugunu
gostermektedir. Ferroptoz varliginin daha kesin olarak belirlenmesi, yeni terapotik segenekler
olasiliginin yani sira karaciger hastaliklarinda yeni spesifik biyobelirteclerin gelistirilmesini ve
fibrozis, siroz veya son asama karsinojeneze yol agan enflamasyonun baslamasini takip eden

karmasik olaylar dizisinin daha iyi anlasilmasini saglayacaktir [12].



Fruktoz, meyve ve bal gibi bir¢ok besinde bulunan dogal bir sekerdir. Fruktoz ve glukoz, her
ikisi de birbirine yakin formiileri olan monosakkaritdir fakat olmasma ragmen, metabolize
edilme yollar1 enterositlerde ve hepatositlerde birbirlerinden farklidir [13]. Fruktozun
tatlandirma giicii siikrozun neredeyse 1.7 katidir, bu nedenle endiistriyel bir tatlandirici olarak
yiyecek ve i¢eceklerde siklikla kullanilmaktadir [14]. Karaciger, fruktoz metabolizmasi igin ana
organ olarak kabul edilir [13]. Biiyiik miktarlarda fruktoz alimindan sonra, hepatik asetil
CoA'daki artiglar, T2DM iligkili VLDL ve trigliseritlerin {iretiminin artmasina neden olur.
Fruktoz, insiilin direnci ve hipertansiyon ile beraber obezite ve tip 2 diyabete neden olabilir
[15]. Fruktozun glukoza doniisiimii T2DM riskini artirir. Yiiksek fruktozlu bir diyet, aerobik
kapasiteyi bozar, diyabet ve yagl karaciger hastaligina neden olur. Ayrica hipertrigliseridemi,
hiperglisemi, insiilin direnci ve glukoz intoleransini tetikleyerek ¢esitli metabolik bozukluklara
neden olur. Fruktoz, hepatik de novo lipogenezi uyarmasisi nedeniyle karaciger hiicrelerinde
yag birikimini artirir. Bu durumda inflamasyon ve hepatik insiilin direncinin gelisimine neden
olur [16]. Yapilan ¢alismalar fruktozun ROS iiretiminin artmasi ve antioksidan savunma
mekanizmalarinin asag1 regiilasyonu ile ROS dengesizligini destekledigi ve bunun da
sonucunda lipid peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve DNA baz modifikasyonu gibi

biyolojik makromolekiillerde hasara sebep oldugunu belirlemistir [17].

Yiksek fruktoz diyetinin zararli sonuglarinin altinda yatan mekanizmalar net degildir. Bununla
birlikte, artan lipid peroksidasyonu, fruktozla beslenme ile iliskili patolojide rol oynar. Akut
fruktoz alimi, Nrf2 yolaklarinin ekspresyonunu arttirir. Ancak yiiksek fruktozlu diyetlerin asir
tiiketimi reaktif oksijen tiirlerinin ve oksidatif hasarin artmasina ve Nrf2 ile GSH'nin azalmasina
neden olur [18, 19]. Oksidatif stres yanitinin merkezi olan Nrf2 (Niikleer faktor E2 ile iliskili
faktor 2), bir oksidatif stres sensoriidiir. Oksidatif strese bagli hiicresel hasara kars1 ilk savunma
hatt1 olarak kabul edilir. Bir transkripsiyon faktorii olan Nrf2, oksidatif stres durumunda hizla
sitoplazmadan c¢ekirdege yer degistirir, endojen antioksidan yanit yolunu diizenleyerek
hiicreleri oksidatif stresten korur. Oksidatif strese ve diger olasi hasarlara yanit olarak hiicresel
redoks homeostazini siirdiirmek icin GSH biyosentezini ve tioredoksin sistemlerini
diizenleyerek koruyucu ve antioksidan genlerin ekspresyonunu uyarir. Nrf2, GPX4 protein
icerigini, hiicre i¢i serbest demir igerigini, mitokondriyal islevi dogrudan veya dolayli olarak
diizenleyebilir, bodylece ferroptoz siirecini diizenleyebilir. Nrf2 aktivasyonunun, hepatik
enzimlerin baskilanmasi yoluyla farelerde metabolik diizensizligi ve insiilin direncini 6nledigi,

hipertrigliseridemi ve yagl karaciger hastaligina karst korudugu da saptanmistir [20, 21].



Ayrica Nrf2 aktivasyonu, hiicresel demir alimini azaltir ve ROS firetimini sinirlar, boylece

ferroptozu negatif olarak diizenler [22].

Hiicre membran biitiinliigiinii saglamak ve serbest oksijen radikalleri (ROS) kaynakl1 hasar1 en
aza indirmek i¢in lipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz 4 (GPX4), kofaktor olarak
indirgenmis GSH kullanarak lipid hidroperoksitleri (R-OOH) lipid alkollere (R-OH)
doniistiirir. Bu islem, ferroptozda sitozolik ROS'tan daha toksik olan toksik lipid ROS'un
demire (Fe2+) bagimli olusumunu ve birikmesini 6nler. Boylece, GPX4 oksidatif hasara karsi
koruyucu ve fizyolojik diizenleyici olarak hiicresel homeostazda iki 6nemli gorevi istlenir [23].
GSH'nin tiikenmesi GPX4 inaktivasyonuna neden olur ve hiicre i¢i lipid peroksidasyonunu
artirir. Yapilan arastirmalarda GPX4, ferroptoz meydana geldiginde énemli 6l¢iide azalmistir

ve ferroptozun bir belirteci olarak kabul edilmistir [24].

4-Hidroksi-2-Nanonal (4-HNE), oksidatif stres ile yliksek oranda iliskilendirilen bir
molekiildiir. 4-HNE, malondialdehit (MDA) gibi lipid peroksidasyonunun toksik bir son
tiriinidiir ve genellikle doku ve hiicrelerde oksidatif hasar1 tespit etmek i¢in kullanilir. Normal
kosullarda, farkli biyolojik dokularda bazik konsantrasyonda bulunur. Ancak yiiksek oranda
reaktif serbest elektron gruplarina sahip olduklari i¢in zararli olabilir ve yliksek oksidatif
kosullarda hiicresel proteinler ve niikleik asitlerle etkilesime girebilirler. Sitotoksisiteye veya
hiicre 6liimiine neden olabilir. 4-HNE'nin diyabet, kanser ve obezite gibi oksidatif strese dayali
cesitli patofizyolojik siireglerde etkili oldugu bildirilmistir [25]. Yapilan ¢alismalar sonucunda
4-HNE'nin, Nrf2 ve peroksizom proliferator ile etkinlestirilen reseptér (PPAR) gibi ¢esitli
transkripsiyon faktorlerini ve ayrica hiicre dongiisii diizenleyicileri ve kaspazlar gibi diger
sinyal yollarin1 modiile ederek hiicre 6liimiine neden olabilecegi 6ne siirtilmiistiir. Hiicrelerin
apoptoz veya nekroz gegirmesinin 4-HNE'nin hiicresel konsantrasyonuna bagli oldugu da ileri

stiriilmiistiir [26].

Heme oksijenaz-1 (HO-1), endoplazmik retikulum, niikleus ve mitokondride bulunan
transmembran bolgesi ile membrana sabitlenen bir enzimdir. Hem oksijenazlari, hem
katabolizmasinda hiz sinirlayici enzimlerdir. Hem’in karbon monoksit (CO), serbest demir ve
daha sonra bilirubin rediiktaz tarafindan bilirubine doniistiiriilen biliverdine oksidatif
bozunmasin1 katalize ederler. HO-1, anti-kanser, anti-inflamatuar, anti-apoptotik, anti-
proliferatif ve antioksidan etkiler igerir. Birgok ¢alisma, HO-1'in uyarilmasinin, enflamatuar

slireglere ve oksidatif doku hasarina karsi 6nemli bir koruyucu rol oynadigini gostermistir [27,



28]. HO-1, 'oksidatif stres' altinda yukar1 regiile edilir ve karacigeri asetaminofen, karbon
tetraklorlir ve agir metaller gibi cesitli kimyasal bilesiklerin neden oldugu hasara karsi
korumaya yardimci olur. Karaciger hiicrelerinde artan HO-1 aktivitesi, hiicresel GSH'yi
artirarak onlar1 hasardan korur [29]. Artan pro-oksidan kosullar sirasinda, HO-1 tarafindan
ferritin veya hem'den salinan demir, lipid peroksidasyonunu ve ferroptozu indiikleyen ROS
seviyelerini arttirir. HO-1'in asir1 aktivasyonu, ferroptozu indiikleyen demir depolarindan
kaynaklanan artan hiicre i¢i demir nedeniyle zararli ve sitotoksik hale gelebilir. Bu hiicresel
demir ve ROS seviyeleri, HO-1'in dengesini koruyucu bir rolden hiicre 6liimiiniin
uygulayicisina kaydirir. Bu nedenle, bobrek hasar1 ve ndrodejenerasyon gibi bozukluklara yol
acmada zararli olmasina ragmen, HO-1'in tiimorlere kars1 kemoterapdtik bir strateji olarak

ferroptoz araciligi i¢in uygulanmasi olasiligi vardir [30].

Siklooksijenaz-2 (COX-2), proinflamatuar sitokinler, biiyiime faktorleri ve hormonlar gibi
hiicre stres faktorlerine yanit lizerine ifade edilir. Eriskin karacigerinde, COX-2 ekspresyonu,
hepatosit olmayan hiicre popiilasyonuyla sinirhidir [31]. COX-2, hepatik fibrogenezin
ilerlemesinde 6nemli bir rol oynar. COX-2’nin asir1 ekspresyonu, hepatik fibrozda 6nemli bir
indiikleyici olan inflamasyonu tetikler. Yapilan ¢alismalar, COX-2'nin inflamasyon, apoptoz ve
hiicre yaslanmasi gibi karaciger fibrozunun ana patogenezinde yer aldigimi gostermektedir.
Ayrica, alkolik olmayan yagli karaciger hastaligi veya sirozu olan hastalarda ve hayvan
modellerinde COX-2 ekspresyonu degisir [32]. COX-2, baskin enzimdir ve ferroptoz COX-2
ifadesini arttirir [8]. Uzun siiren kronik inflamasyon siirecinde DNA ¢ift sarmali kirildigindan,
ROS tiirlerinin artmasina ve oksidatif DNA hasarina sebep olur ve bdylece DNA onarim
sistemindeki molekiiller hepatoseliiler karsinoma (HCC) ve karaciger hasari i¢in biyomarker

olarak belirlenir.

Fosforile histon H2AX (YH2AX), DNA onariminin potansiyel bir diizenleyicisidir ve DNA
hasarmi saptamak i¢in yararlidir. DNA hasar ister endojen ister eksojen olsun, ¢ift sarmal
kirtlmalar1 (DSB'ler) olusturdugunda, bunu her zaman histon H2AX'in fosforilasyonu izler.
HCC riskinin 6ngériilmesi i¢in kullanigh bir biyobelirtectir. Genel olarak, H2AX, bir¢cok
arastirmact tarafindan indiiklenmis DNA hasarini 6lgmek i¢in kullanilmaktadir. Yapilan

caligmalar sonucunda YH2AX ekspresyonunun karaciger hasart ve hastaliklarinda arttig1

belirlenmistir [33, 34].



Niikleer ve mitokondriyal DNA'da, DNA'nin oksitlenmis bir niikleozidi olan 8-
hidroksideoksiguanozin (8-OHdG), oksidatif stres ve karsinojenez igin bir biyobelirtegtir.
Oksidatif DNA hasar karaciger hasarinda gbzlenir ve bu yilizden de oksidatif stresin neden
oldugu DNA hasarmi belirlemede bir biyobelirte¢ olarak kabul edilir. Yapilan ¢alismalarla 8-
OHdG ekspresyonunun karaciger hastaliklart ve primer siroz gibi durumlarda arttig1
anlasilmistir. Alkolik karaciger hastaliginda, alkolik hepatit alanindaki hepatositlerde 8-
OHdG'nin niikleer ekspresyonu tespit edilmistir [35, 36].

Dogal stilben olan resveratrol (RSV), Polygonum cuspidatum, dut (Morus tiirleri), tizim ve
kirmiz1 sarapta bulunan bir fitoaleksindir. Bu bilesik, farkli farmasotik dozaj formlarinda
bulunur ve bir besin takviyesi olarak onerilir. Resveratroliin insanlarda ve deneysel obezite
ve/veya diyabet modellerinde glikoz disiiriicti etkileri gosterilmistir. RSV, antioksidan, anti-
inflamatuar, antifungal, antikanserojen, antimutajenik, kardiyoprotektif ve noéroprotektif dahil
olmak tizere ¢esitli biyolojik aktivitelere sahiptir [37, 38]. RSV; katalaz (CAT), siiperoksit
dismutaz (SOD), glutatyon S-transferaz (GST) gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerini
normale getirmek ve kan sekerini diisiirme yetenegi gibi ¢esitli faydali etkilere sahiptir. Ayrica
glutatyonda 6nemli bir artisa neden olur ve dolasimdaki yiiksek lipid seviyelerini diisiiriir. Bu
etkilerin tiimii, karaciger histolojisi ve fonksiyonunun RSV ile indiiklenen restorasyonunda yer
alabilir [38]. Oyenihi ve arkadaslarimin yaptig1 bir c¢alismada Resveratrolim DM'deki
antidiyabetik etkileri hem insiilin diizeylerini hem de pankreatik B hiicrelerini olumlu yonde
etkiledigi ve hastaligin komplikasyonlarin1 6nledigi anlasilmistir [39]. Resveratrol’iin glikoz
homeostazinin diizenlenmesi tlizerindeki yararli etkilerinden bazilarinin, AMPK aktivasyonu
araciligiyla saglandigi gosterilmistir. AMPK, enerji metabolizmasi, mitokondriyal
fonksiyonlarve hiicresel homeostaz gibi birka¢ dnemli hiicre i¢i siireci diizenler. Yapilan baska
bir calismada diyabetik sigan dokularinda resveratroliin oksidatif stres gostergelerinin

konsantrasyonunu normallestirdigi bildirilmistir [40].

Diyabette resveratroliin etki sekli {izerine yapilan son ¢aligmalara gore, resveratroliin Sirtuin 1
(SIRT1) yolaklarini aktive ettigi anlasilmistir. NAD*bagiml bir protein deasetilaz olan SIRT1,
hiicresel stres yanit1 ve enerji metabolizmasinda 6nemli bir diizenleyicidir. SIRT1, T2DM'yi
etkileyen bircok faktoriin dnemli bir diizenleyicisi olarak tanimlanmistir. Calismalar, SIRT1
aktivitesinin ve ekspresyonunun, in vitro ve in vivo DM'nin deneysel modellerinde 6nemli
Ol¢iide azaldigimi ortaya koymustur [40]. SIRT1, metabolik hastaliklarin patofizyolojisinde

onemli roller oynayan cesitli proteinlerin deasetilasyonu yoluyla protein aktivasyonunun



diizenlenmesinden sorumludur. Ayrica lipid ve glikoz homeostazinin diizenlenmesinde, insiilin
sekresyonunun ve duyarliliginin kontroliinde, anti-inflamatuar etkilerde, oksidatif stresin
kontroliinde, artan mitokondriyal biyogenez ve [B-oksidasyon kapasitesinden kaynaklanan
endotelyal fonksiyondaki gelismelerde kilit roller oynar. SIRT1 aktivasyonunun ozellikle
metabolik dokulardaki etkileri, NAFLD patogenezi i¢in Onemli olan ¢esitli yollarin
inhibisyonuna yol agar. Bu yollar, NAFLD tedavisi i¢in potansiyel terapdtik hedefleri temsil
eder. SIRT1 aktivasyonunun olumlu etkileri, NAFLD patofizyolojisi ile ilgili metabolik
aktivitelerde gosterilmistir. Molekiiler diizeyde yapilan caligmalar, SIRT1'in karacigerdeki
cesitli kritik metabolik siirecleri kontrol eden transkripsiyonel aglarin diizenlenmesinde 6nemli

bir rol oynadigini gostermistir [41].

SIRT1'in aktivasyonu karaciger, hepatik de novo lipogenezini inhibe eder, yag asidi f-
oksidasyonunu artirir, hepatik oksidatif stresi savunur ve lokal ve dolagimdaki inflamasyonu
azaltir [42]. SIRT1, GSH diizeylerini artirir, kardiyomiyosit canliligint artirir ve ferroptotik
hiicre 6limiinii azaltir. Wang ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada SIRT1'in Nrf2/HO-1 yolunu
etkiledigini ve akut karaciger hasarinda lipid birikimi tizerinde etkisi oldugunu anlasilmistir.
Memeli hiicrelerinde resveratrol, SIRT1 proteininin hiicresel ekspresyonunu tesvik eder ve

SIRT1 aktivitesini 6nemli 6lgiide uyarir [24].

Bu bilgiler 1s18inda calismamizda, yiiksek fruktoz ve diisilk doz streptozotocin (STZ)
uygulamasi ile olusturdugumuz T2DM modelinde karaciger hasar olusumunda ferroptozun
roliinii ve resveratrol uygulamasinin olasi ferroptoz tizerindeki etkilerini degerlendirmeyi ve
iligkili potansiyel molekiiler mekanizmalarini aragtirmay1 amagladik. Hedefimiz dogrultusunda
DNA hasart1 ve ¢ift zincir kirtlmalari belirtegleri olan YH2AX, 8-OHdG, oksidatif stres belirteci
olan 4-HNE, oksidatif hasara kars1 korunma da rolleri olan Nrf2, antioksidan etkileri olan HO-
1, inflamasyonda gorev alan COX-2, ferroptoz belirteci olan GPX4 ve endojen stres sensorii
olan SIRT1 gibi proteinlerin ekspresyonlarini immiinohistokimya ve ayn1 zamanda ALOX-5,
FASN, GPX4 protein seviyelerini ve GSH/GSSG oranini olusturdugumuz modifiye T2DM

modelinde karaciger dokusunda kontrol grubuna kiyasla belirlemeyi amagladik.



2. KAVRAMSAL CERCEVE

2.1. Karaciger

Viicudun en biiyiik bezi olarak bilinen karaciger, metabolitlerin atimi i¢in bir merkez olarak
islev gormektedir ve mikroorganizmalara karsi savunmada en hayati organlardan biri olarak
bilinmektedir [43, 44]. Karaciger karin boslugunun sag tist kadranin1 kaplayarak sol iist
kadranina dogru uzanmaktadir ve viicut agirliginin yaklasik %2.5’ini olusturmaktadir. Sag ve
sol loblar1 igeren iki biiyiik lob ve kaudrat ve kaudat loblar1 igeren iki kiigiik loba sahiptir. Fibroz
bag dokusundan olusan Glisson kapsiilii ile sarilmis olup ayn1 zamanda kapsiiliin etrafi visseral

periton kilifi ile ¢evrelenmistir [45].

Karaciger viicudun homeostazisini korumak i¢in ¢ok ¢esitli islevleri yerine getiren 6nemli ve
karmasik bir organdir. Glikoz ve lipid metabolizmasinin diizenlenmesi, protein sentezi ve safra
sentezi dahil olmak lizere ¢ok cesitli temel islevlere sahip merkezi bir metabolik koordinator
olarak hizmet eder [46]. Aymi zamanda viicut homeostazi i¢in temel bir biyokimyasal
donustiiriiciidiir. Karaciger emilen maddeleri depolama, eliminasyon, diger organik kimyasal
tiirlere doniistiirme veya tiim viicut kullanim1 amaciyla kan dolasimina paketlenmis tagima i¢in
bagirsaktan ayirmaktadir [47]. Besinler ve vitaminlerin alinmasi, depolanmasi ve
dagitilmasinda, lipoproteinler ve glikoproteinler gibi plazma proteinlerinin {retilmesinde,
demir depolanmasi, metabolizmasi ve homeostazinda 6nemli rol oynamaktadir. Ayni zamanda
toksik maddelerin ve ilaglarin indirgenmesinde 6nemli bir role sahiptir ve bu nedenle ana
detoksifikasyon organi olarak tanimlanmaktadir. Ancak, toksik maddelerin asir1 yiiklenmesi

durumunda karaciger hasara ugrayabilir [45].

2.1.1. Karacigerin Yapisi

Hepatik lobiil karacigerin anatomik birimidir. Anatomik modelde karaciger lobiilleri bag
dokusu ile sinirlanmis diizensiz ¢okgenler halinde orgnize edilmistir ve santral venden portal

triadlara dogru yayilan hepatosit plaklarindan olusur [48].

Lobiillerin merkezinde santral ven bulunmaktadir ve her kdsesinde hepatik arter, portal ven ve

safra kanalin1 igeren bir sistem bulunmaktadir. Bu kompleks yapi portal triad olarak



adlandirilir. insan karacigerinde yaklasik 50,000-100,000 arasinda hepatik lobiil bulunmaktadir
[43, 49, 50].

Eskenar dortgen seklinde olan hepatik asiniisii, karaciger parankiminin en kii¢lik islevsel
birimini temsil etmektedir. Siniizoidal bosluklar boyunca oksijensiz ve oksijenli kanin zon

gradyan dagilimima dayanmaktadir [45, 50].

Asiniis, arteriyel kan kaynagina olan mesafeye karsilik gelen {i¢ bitisik bolgeye (1, 2 ve 3)
ayrilmistir. Asteriollere en yakin olan hepatositler (bolge 1) en fazla oksijen icerigini alirlar
ama bagirsaktan portal vene tasinan toksinlerden ilk etkilenenlerdir. Bolge 3 hepatositleri,
merkezi damara yakin asiniisiin ¢evresinde yer alir ve bdlge 2 hepatositleri bolge 1 ve bolge 3
hepatositleri arasinda serpistirilmistir. Anatomik model belki de anlasilmasi daha kolaydir,
ancak iglevsel model karaciger patolojisini anlamak i¢in daha iyi bir temel gorevi goriir. Her iki
modelde de portal vendz ve arteriyel kan merkezi damara dogru akarken, safra merkezi
damardan uzaga akar. Hepatositler, sirastyla portal ve arteriyel perfiizyondan besin ve oksijeni
alirlar ve hepatositlerden safra kanalciklarina ve kanallara taginan safra asitleri ve diger safra
bilesenlerini retirler [48].

Hepatik Lobiil Portal Lobiil .
Bolgeler

o | 4

Q\tralVen q)

Santral Ven

D

Sekil 2-1.Karacigerin yapisi.
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Dort Ana Lobiilli Karaciger Lobdilleri
Fare Karacigeri

— A
N i . " -
)_/ S an Bir Karaciger Lobiilii
/N
\_< ->_/ N

Portal Triad

Bolge 2
T Bolge 3

Hepatosit

1

Hepatik
Arter

Santral Ven

Sekil 2-2. Karaciger lobiilii ve bolgeleri. [51]

Karacigere iki farkli damardan kan taginmaktadir:

Hepatik arter: Kan hacminin %20-%25’ini olusturur ve oksijenli kan igermektedir. Bu
arter karacigere oksijen ve besin maddeleri tasimaktadir ve saglikl hiicre fonksiyonlari

icin 6nemlidir [50].

Portal ven: Kan hacminin %75-%80’i bu damar araciligtyla tasinmaktadir. Karaciger,
portal ven yoluyla splanknik dolasimdan bagirsak tarafindan emilen besinlerle
zenginlestirilmis portal kani alir. Portal kan ayrica pankreas, bagirsak ve dalak
tarafindan salgilanan maddeleri de igerir. Portal ven ve hepatik arterden gelen kan

karaciger lobiillerinin siniizoidlerinde karisir ve santral ven de birlesir [43, 50].

Bu sistem sayesinde karaciger oksijenli kan almakla birlikte bagirsaktan gelen besin

maddelerini de isler. Ayrica, karacigerin ekzokrin iiriinii olan safra, intrahepatik safra kanali

tarafindan toplanir ve hepatik kanallar aracilifiyla bosaltilarak safra kesesinde biriktirilir.

Bu siireg, sindirim sisteminin diizenli ¢alismasi ve besinlerin etkili bir sekilde islenmesi igin

kritik bir role sahiptir [50].
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Hepatik lobiil Portal alan Portal alan Hepatik lobiil
Disse araliklari
Hepatisitler
) Y ® ® Y ® Hepatik arter Hepatik arter

o ( ; ® © o o ¢ o o
Siniizoid (—J_O %\/::.\/% L\.|./L

Safra kanalikdlleri

Safra kanali [ ] (]
(_LQ Q /.|.\ ® ®© © o o o o

Safra kanali

Endotel hiicreleri Kupffer hiicreleri

Yildizsi hiicreleri

Sekil 2-3.Portal alan ve hepatik lobiil yapisi.

2.1.2. Karacigerin Histolojik Yapisi

Karacigerin yapisal organizasyonu dort temel gruptan olugmaktadir:

1-

Parankim: Yetiskinlerde tek hiicre kalinliginda olan ve siniizoid kapillerle birbirinden
ayrilan organize hepatosit plaklarindan olusmaktadir ve karacigerin temel

fonksiyonlarii yerine getiren ana hiicreleri icermektedir.

Bag dokusu yapisindaki storma: Glisson kapsiilii ile devamlilik gostermektedir ve
ayni zamanda i¢inde sinirler, safra kanallari, kan ve lenf damarlar1 gibi ¢esitli yapilar

bulunmaktadir.

Siniizoidal kapillerler (Siniizoidler): Vaskiiler kanallardir ve hepatosit plaklari
arasinda bulunmaktadir. Karacigerin biiyiik bir kismini kaplayarak oksijenli kanin ve

besin maddelerinin hepatositlere ulasimini saglamaktadir.

Perisiniizoidal araliklar (Disse araliklar1): Hepatositler ve siniizoid endotel hiicreleri
arasinda bulunmaktadir. Bu araliklar, hiicreler arasi iletisimi ve metabolik etkilesimleri

kolaylagtirmaya yardimci olmaktadir [45].
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2.1.3. Karaciger Hiicreleri

Karaciger, parankimal hiicreler ve bircok farkli tipte parankimal olmayan hiicrelerden
olusmaktadir.[43] Bu hiicrelerin yaklasik %80’i heptositlerden olusurken, geriye kalan %20’si
hepatik stellat hiicreleri, endotel hiicreleri, kupffer hiicreleri ve lenfositler gibi parankimal
olmayan hiicrelerden olusmaktadir (Tablo 2-2) [43, 49]. Parankimal olmayan hiicrelerin hepsi
siniizoidlerde bulunmaktadir ve “hepatik siniizoidal hiicreler” olarak adlandirilir. Hiicre disi

bosluk, karaciger dokusu hacminin yaklasik %16'sin1 olusturmaktadir [49].

Parankimal hiicreler (%80) Hepatositler

Endotel hiicreleri
Parankimal olmayan hiicreler (%20) Hepatik stellat hiicreleri
Kupffer hiicreleri
Hepatik dendritik hiicreler
Pit hiicreleri (NK hiicreleri)

Safra epitel hiicreleri

Tablo 2-1. Karaciger hiicreleri

2.1.3.1. Hepatositler

Hepatositler, karacigerin toplam hiicre kiitlesinin yaklasik %80'ini temsil etmektedirler.
Hepatositler karacigerin metabolik islevlerinde 6nemli rollere sahiptir ve karaciger lobiiliiniin
hiicre plaklarini olustururlar. Cok kenarli ve 20-30um biiyiikliigiinde olan hepatositler, bir¢ok
ylizeye sahip olmalarina ragmen 6 ylizeyli olarak tanimlanmaktadir. Bu ylizeylerinden ikisi
perisiniizoidal aralifa bakmaktadir. Diger ylizeyler ise komsu hiicreler ve safra kanalikiillerine
bakmaktadir. Hepatosit niikleuslar1 genis ve kiire seklindedir, hiicre merkezinde bulunmaktadir.
Hepatositlerin ana islevi lipid, karbonhidrat ve protein metabolizmasina katilmaktir. Ayrica
albiimin ve pihtilasma faktorleri gibi serum proteinleri iiretiminde de goérev almaktadirlar.
Yetigkin karacigerinde bir¢ok hepatosit hiicresinde ¢ift niikleus bulunmaktadir ve hiicrelerin
cogu tetraploiddir. Bu hiicreler, sindirim sistemi ile iligkili hiicreler arasinda en uzun omiirlii

hiicreler olarak bilinmekteler ve ortalama yasam siireleri 5 aydir [44, 45, 49].

2.1.3.2. Hepatik Stellat Hiicreleri (HSH)
Hepatik stellat hiicreler (HSH), mezenkimal kokenli hiicrelerdir ve A vitamininin retinil

esterleri seklinde depolanmasi ve hiicre dis1 matrisin {iretimi dahil olmak iizere ¢esitli islevleri
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oldugu bilinmektedir. Bu hiicreler disse araliginda bulunurlar ve genellikle birkag siniizoidle
temas etmektedirler. Ayrica sitoplazmalari i¢indeki lipid damlaciklarinda biiyiikk miktarlarda
retinol ve retinil palmitat icermektedirler. Patolojik durumlarda HSH ler miyofibroblastlara
doniisebilir ve kolajen sentezleyerek fibrozise neden olabilirler. Bu fibrotik durum ilerlediginde

siroz gibi ciddi karaciger hasarina yol agmaktadir [44, 45, 49].

2.1.3.3. Endotel Hiicreleri

Endotel hiicreleri, damarlar ve siniizoidlerde genis ylizey alani saglar ve besin emilimi i¢in
onemli bir rol oynamaktadir [49]. Bu hiicreler ayrica hiicre dis1 matris bilesenleri ve bagisiklik
kompleksleri igin biiyiikk endositik kapasite gostermekteler. Endotel hiicrelerinin genis
uzantilari, ¢6ziinen maddelerin Disse'nin perisintizoidal boslugunda serbest¢e hareket
edebildigi gozeneklere veya fenestrasyonlara sahiptir. Genel olarak daha kii¢clik boyutlu
parcaciklari yutarlar ve viriislerin temizlenmesinde rol oynamaktadirlar, ancak fagositik
fonksiyona sahip olmazlar. Ayrica antijen sunan hiicreler olarak islev gorebilirler, belirli

sitokinleri ve eikosanoidleri salgilayabilirler [43, 44].

2.1.3.4. Kupffer Hiicreleri

Karaciger, viicudun en biiyiikk doku yerlesik makrofaj popiilasyonunu temsil eden biiyiik
miktarlarda Kupffer hiicresini i¢ermektedir [44]. Kupffer hiicreleri mononiikleardir ve
monositlerden koken almaktadir. Bu hiicreler siniizoidlerde bulunur ancak endotel hiicreleriyle
dogrudan baglanti kurmazlar. Kupffer hiicreleri, nispeten biiyiik partikiilleri dolasimdan
uzaklastiran intravaskiiler doku makrofajlaridir. Yabanci partikiillerin ve enfekte edici
organizmalarin fagositozu ile birlikte sitokin tiretimi igin gereklidirler. Ayrica, dalaktan
karacigere gelen hasarli ya da yaslanmis kirmizi kan hiicrelerinin yikiminda 6nemli rolleri
oldugu bilinmektedir. Bu nedenle, Kupffer hiicreleri sitoplazmalarinda kirmizi kan hiicreleri

fragmanlar1 ve ferritin formunda demir bulunmaktadir [43, 45, 49].

2.1.3.5. Lenfositler
Lenfositler enfeksiyona direnmeye yardimci olmak ig¢in karacigerde bulunan bagisiklik

sisteminin bir pargasi olarak islev gormektedir [49].

2.1.3.6. Pit Hiicreleri
Hepatosit dis1 karaciger hiicrelerinin kiiclik bir kismini olusturan pit hiicreleri, endotel

hiicrelerinin ve fibroblastlarin altinda yer alan dogal dldiiriicii hiicreler olarak bilinmektedirler
[43].
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2.1.3.7. Safta Sistemi ve Safra Epitel Hiicreleri

Hepatositler safrayi, safra kanalikiillerine salgilamaktalar. Akislar1 siniizoidlere paraleldir,
ancak kan akis yoniiniin tersidir. Karaciger safra salgis1 yoluyla maddeleri diskiyla disar1 atar
ve safra asitlerini saglayarak yaglarin bagirsaktan emilmesi gibi bagirsak islevlerine katilir.
Safra kanalikiillerinin uc¢larinda safra, epitel hiicreleriyle kapli gercek kanallar olan safra
kanallarina akar. Safra hiicreleri, safray1 safra kesesine ve ince bagirsaga tasiyan kanallar (safra
sistemi) olusturur ve safra, hepatik veniil yakinindaki hepatositlerden portal yol safra
kanallarina akar. Safra kanali hiicreleri de safra olusumuna katkida bulunmaktadir. Biliyer

epitel hiicreleri karaciger niikleer popiilasyonunun yaklasik %3,5'ini temsil etmektedir [43].

2.1.4. Karacigerin Gorevleri

Karacigerin cesitli islevlerde gorev almaktadir. Bu islevler genel olarak metabolik islevler,
vaskiiler islevler, immiinolojik islevler, salgi ve bosaltma islevleri kategorilerinde siniflandirila

bilir [52].
Ancak karacigerin ana metabolik fonksiyonlari genel olarak ti¢ ana kategoride tartisilabilir:

2.1.4.1. Karbonhidrat Metabolizmasi

Karaciger karbonhidrat metabolizmasinda kan glukoz seviyelerinin diizenlemesi gibi 6énemli
rollere sahiptir. Karaciger tokluk durumunda fazla olan glukozu karbonhidratin karacigerde
depolanan formu olan glikojene doniistiirtir ve depolar (Glikojenez). Karaciger aglik durumunda
ise depolanan glikojeni enerji liretmek igin parcalayarak glukoza donistiriir (Glikojenoliz).
Elde edilen glukoz kana verilerek kan glukoz degerlerinin diizenlenmesini saglar. Karaciger
aynt zamanda aclik sirasinda hepatik glikojen tiikendiginde amino asitlerden ve

karbonhidratlardan glikoz sentezleyebilir (Glukoneogenez) [52].
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Sekil 2-4. Karacigerde karbonhidrat metabolizmasi

2.1.4.2. Lipid Metabolizmast

Karaciger, kolesterol ve fosfolipidler gibi plazma lipidlerinin metabolizmasinda 6nemli rol
oynamaktadir. Karaciger viicudun acil enerji ihtiyacinda yag asitleri ve karbonhidratlarin
katabolizmasindan tiiretilen asetil koenzim A (asetil CoA) molekiiliinii sentezleyebilir. Bu siire¢
lipogenez olarak adlandirilir. Daha sonra asetil CoA’dan kolestrol sentezlenir ve karacigerde
depolanir. Depolanan kolestrol ihtiyag durumunda tekrar kullanilabilir. Lipidlerin hiicrelere
tasinip ¢Oziinebilmeleri i¢in lipoproteinlere doniismeleri gerekmektedir. Lipoproteinler ise
yogunluk farklarina gore cesitli gruplara ayrilmaktadir. Karaciger, diisiik yogunluklu
lipoprotein (LDL), ¢ok diisiik yogunluklu lipoprotein (VLDL) ve yiiksek yogunluklu
lipoprotein (HDL) gibi lipoproteinleri sentezlemekte gorev alir [52].

2.1.4.3. Protein Metabolizmas

Karaciger, albiimin ve transferrin gibi birgok proteinin, ¢esitli pithtilasma faktorlerinin
sentezinde ve metabolizmasinda da gorev almaktadir. Amino asitler, protein molekiillerinin
yapi birimleridir ve bir amino grubu (-NH>) ile bir karboksil grubu (-COOH) igerirler. Amino
asitler birbirlerine baglanarak proteinleri olustururlar. Ayrica karaciger, amino asitlerin

metabolizmasinda da gorev almaktadir [52].

Transaminasyon siirecinde hepatositlerde transaminaz enzimleri araciliginda bir amino asidin
amino grubu reaktan bir a-keto aside transfer edilir ve bunun sonucunda bir amino asit ve bir

a-keto asit olusur. Deaminasyon siirecinde ise amino asitten bir amino grubu ¢ikarilir ve bunun
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sonucunda amonyak (NHs) meydana gelir. Karaciger ise insan viicudu igin toksik olan
amonyag iireye cevirir ve kanin pH’sinin dengede kalmasini saglar. Ure sonugta bdbrekler

yoluyla atilir. Amino asitlerin geri kalani ise enerji tiretimi i¢in kullanilir [52].

Protein alimi

Amino asit havuzu Viicut proteini
—A

Keto asitler Amonyak

Glukoneogenez I

Ure

CO2+H20+ enerji
Glukoz

Sekil 2-5. Protein metabolizmasi

2.1.5. Karaciger Hasar1

Karaciger viicudun bircok metabolik siirecinde rol oynamaktadir, ancak hasara ugramasi
metabolizma, immiin yanit, detoksifikasyon ve antimikrobiyal savunmanin bozulmasi gibi
ciddi durumlara neden olur [53]. Cesitli ajanlarin neden oldugu doku hasari, inflamasyon,
nekroz ve fibrozis sonucunda normal karaciger yapisinin bozulur, siroz ve fonksiyonel bozulma
ile sonuglanabilir [43]. Karaciger hastaliklart diinya ¢apinda yilda yaklasik iki milyon 6lime
sebep olmakta ve hiicre dliimiiniin gesitli karaciger hastaliklarinin ilerlemesini yonlendirmede

onemli rolii bulunmaktadir [7].

Karaciger hasari, hasarin siiresine veya kaliciligina bagl akut ve kronik olarak ikiye ayrilir

[54].

2.1.5.1. Akut Karaciger Hasar1
Akut karaciger hasar1 (ALI) ve akut karaciger yetmezligi (ALF), daha onceden karaciger
hastalig1 olmayan bir hastada hizli hepatosit fonksiyon kaybiyla karakterize, siklikla yasami
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tehdit eden klinik sendromlardir. ALI/ALF, uzun siireli iskemi, toksin veya toksik maddeye
maruz kalma, kendine 0zgii veya doza bagimli ila¢ reaksiyonu, neoplazi, metabolik
bozukluklar, enfeksiy6z ve immiin aracili siireglerin bir sonucu olarak ortaya ¢ikabilir [55].
Akut hasarlar ¢ogunlukla, zararli ajanin ortadan kaldirilmasi ile normal karaciger mimarisinin
ve fonksiyonunun, 6nceki hasara dair kalic1 bir kanit olmadan tamamen eski haline getirilmesi

tizerine hizl1 bir ¢oziimle asilabilir [54].

2.1.5.2. Kronik Karaciger Hasart

Kronik karaciger hasari, alt1 ay veya daha uzun bir slire boyunca proteinlerin sentezi,
metabolizmanin zararli driinlerinin detoksifikasyonu ve safranin atilmasi gibi karaciger
fonksiyonlarin bozulmasina neden olan ilerleyici bir durumdur. Bu hasar; toksinler, uzun
stireli alkol kullanimi, enfeksiyon, otoimmiin hastaliklar, genetik ve metabolik bozukluklar gibi
cesitli sebepler sonucunda meydana gelebilir. Kronik karaciger hasari, karaciger parankiminin
iltihab1, yikimi1 ve rejenerasyonunu igerir. Bu durum karaciger fibrozu veya sirozu ile

sonuglanabilir [56].

2.2. Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus, diinya ¢apinda 20 ila 79 yas arasindaki tahmini olarak 537 milyon yetiskini
etkileyen endokrin bir hastaliktir [57]. Pankreastaki insiilin eksikligi sonucunda kanda glikoz
seviyelerinin regiilasyon bozulur. Yiiksek kan sekeri, sik idrara ¢ikma, artan susuzluk ve artan
aclik semptomlari ile saptanir. Hastalik ilerledik¢e kan damarlari, gozler, bobrekler, kalp ve
sinirler olmak {izere bir¢ok viicut sistemi zarar gorebilir ve retinopati, noropati, nefropati,

kardiyovaskiiler komplikasyonlar ve llserasyon gibi ciddi diyabetik komplikasyonlara yol
acabilir [58, 59].

Diyabet genel olarak, insiiline bagimli diyabet (IDDM, Tip 1), insiiline bagimli olmayan diyabet
(NIDDM, Tip II) ve gestasyonel diyabet olmak iizere {i¢ tipe ayrilmistir [58].

2.2.1. Tip 1 Diabetes Mellitus

Tip 1 Diabetes Mellitus (T1DM), pankreatik adacik B hiicrelerinin segici olarak immiin sistem
hiicreleri tarafindan yok edilmesi sonucu insiilinin azalmasma bagli yiiksek kan sekeri
(hiperglisemi) ile tanimlanan kronik otoimmiin bir hastaliktir [60]. B hiicrelerinin immiin aracilt

yikimi, bu bozuklugun ayirt edici 6zelligi olarak bilinmektedir ve hiperglisemi yalnizca 3
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hiicrelerinin yaklasik %901 kayboldugunda ortaya g¢ikmaktadir. Bu bozukluk, diyabetin
etiyopatolojiye gore yeniden siniflandirilmasina kadar daha once insiiline bagimli diyabet
(IDDM) olarak biliniyordu [61]. Genellikle ¢ocuklukta ve erken yetiskinlikte (<35 yas) ortaya
c¢ikan en yaygin endokrin ve metabolik durumlardan biri olarak bilinmektedir. Ayn1 zamanda

bu tip diyabette genetik ve ¢evresel faktorler de etkilidir [59, 62].

2.2.2. Tip 2 Diabetes Mellitus

Tip 2 Diabetes Mellitus (T2DM), karbonhidrat, lipid ve protein metabolizmasinin diizensizligi,
yetersiz insiilin sentezi, salgilanmasi ve pankreatik B hiicre yetmezliginin bir sonucu olarak
insiilin duyarsizligi ile karakterizedir. Bu bozukluk ayni zamanda karaciger, kas hiicreleri ve
yag hiicrelerine glikoz tasinmasinda azalmaya yol acar. Normalde yasamin doérdiincli on
yilindan sonra teshis edilir. Ug ana diyabet tiirinden T2DM, T1DM’den veya gebelik
diyabetinden ¢ok daha yaygindir. Diinya ¢apindaki tiim diyabetlerin yaklasik %90-%95'in1
olusturmaktadir [58, 61-63]. Obezite ve yas, T2DM igin énemli risk faktorleridir [64]. Tip 2
diyabet ayrica ketoza direngli diyabet veya insiiline bagimli olmayan diyabet olarak da
adlandirilir ve genetik, cevresel ve davranigsal risk faktorleri arasindaki etkilesimden

kaynaklanir [59, 65].

T2DM'de hipergliseminin baslangicinda ii¢ temel kusur vardir: Hepatik glikoz iiretiminde artis,
insiilin sekresyonunda azalma ve insiilin etkisinde bozulma. Insiilin direnci, insiiline karsi
bastirilmis veya gecikmis yanitlar1 ve ayni zamanda hiicre tarafindan insiilin alimindaki sorunu

ifade etmektedir [66].

T2DM, genetik yatkinlik ve yasam tarzina baglhdir. Fiziksel hareketsiz yasam, sigara kullanim1
ve agir1 alkol tiiketimi gibi bir dizi yasam tarzi faktoriiniin T2DM gelisiminde 6nemlidir [65].
Obezite ve metabolik faktorlerdeki anormallikler T2DM goriilme sikliginin merkezinde yer
aldigindan, gelismekte olan iilkelerde diyet ve yasam tarzindaki dikkate deger degisiklikler, bu
tilkelerde en yiiksek diyabet prevalansinin ortaya ¢iktigini desteklemektedir [62].

Insiilin, metformi n ve siilfoniliireler gibi T2DM'ye yénelik ilaglarin cogu dncelikle kan sekeri
diizeylerini diislirmeyi amaglamaktadir, ancak su ana kadar T2DM'nin ilerleyici seyrini
degistirmeyi veya diyabetle iliskili ge¢ donem komplikasyon riskini yeterince azaltmay1

basaramamuistir [64].
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2.2.3. Gestasyonel Diabetes Mellitus (GDM)

Gestasyonel diyabet (GDM), diyabetin gebelik sirasinda yiiksek kan sekeri diizeyi
gelistirmesiyle ortaya ¢ikan ve gebelik donemi sonunda diizelmesi anlamina gelen karbonhidrat
intoleransi olarak bilinmektedir ve daha sonra Tip II diyabetine de doniise bilir [58, 61, 62].
GDM su anda hamileligin en sik goriilen tibbi komplikasyonlarindan biri olarak bilinmektedir.
Geng kadinlarda tan1 konmamis hiperglisemi ve hatta asikar diyabet prevalansi artmaktadir.
Annede asir1 kilo ve obezite, ileri yasta ¢ocuk dogurma, ailede T2DM Gykiisii ve etnik koken
baslica GDM risk faktorlerindendir [67]. Hamilelik ve gebelik donemi sirasinda, organizma
biiylik miktarda glikoz dalgalanmasindan geger ve siklikla hizlandirilmis aglik yasarlar. Bu,
plasentanin insiilin salgisindaki artis ve ilk ii¢ aylik donemin sonunda insiilin duyarliligindaki

azalmayla birlestiginde, gecici bir insiilin direnci durumuyla sonuglanmaktadir [62].

2.2.4. Deneysel Diabetes Mellitus Modelleri

Hipergliseminin diyabetin baglangicinda birincil faktdr oldugu varsayilmaktadir, ancak
hiperlipidemi de rol oynamaktadir. Kan sekerinin diizenlenmesinde aktif olan baglica organlar
pankreas, karaciger, iskelet kasi, yag dokusu, bagirsak ve bobrektir. Yeni anti-diyabetik
ilaglarin gelistirilmesi ve insanlarda klinik denemeler yapilmadan 6nce herhangi bir maddenin
aktivitesinin agiklanmasi i¢in ¢esitli deneysel hayvan modelleri kritik 6neme sahip olmaktadir
[68].

T2DM, insiilin direnci ve beta hiicresinin bunu yeterince telafi edememesi ile karakterize
oldugundan, hayvan modelleri, insiilin direnci modellerini ve/veya beta hiicre yetmezligi

modellerini igerme egilimindedir [69].

Hayvanlarda deneysel Tip 2 diyabet modeli olusturmak i¢in kimyasal ajanlar, ilaglar, cesitli
diyetler ve cerrahi uygulamalar kullanilmaktadir. Bir hastaligin deneysel hayvan modelinin
varligl, bu hastaligin hem patofizyolojisinin anlasilmasina, ayni1 zamanda tedavisine yonelik

ilaglarin gelistirilmesine de yardimci olur.

2.2.4.1. Spontan Diabetes Mellitus Modelleri

Tip 2 diyabetin spontan hayvan modelleri oldukga heterojendir. Spektrumun bir ucunda obezite
ve hiperinsiilinemi ile iligkili hafif bir hiperglisemi vardir. Diger ucta, Tip 2 diyabetin hayvan
modelleri, yaygin beta hiicre dejenerasyonu ile birlikte ciddi bir diyabet formu gelistirebilir ve

ekzojen insiilin gereksinimi ile sonuglanir [70].
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Kendiliginden Tip 2 diyabetli hayvanlar, nesilden nesile aktarilan bir veya daha fazla genetik
mutasyona sahip hayvanlardan (ob/ob, db/db fareler) veya birkag¢ nesil boyunca tekrarlanan

ireme yoluyla diyabetik olmayan, ayni sekilde yetistirilmis hayvanlardan secilerek elde
edilebilir [71].

2.2.4.2. Genetigi Degistirilmis Diyabet Modelleri

Bu durumda kemirgenler, glikoz metabolizmasinda 6nemli bir rol oynadigi disiiniilen
proteinleri fazla (transgenik) veya az (nakavt) eksprese edecek sekilde iiretilebilir [72]. Genetik
olarak indiiklenen bu modellerde her zaman tipik bir diyabet profili goriilmez ve insan

T2DM'sinde gozlemlenen patogenezi kesinlikle taklit etmezler [73].

2.2.4.3. Hormon Kaynakl Diabetes Mellitus
Uzun etkili bir glukokortikoid olan deksametazon, NIDDM iiretmek i¢in kullanilir.
Deksametazon siganlarda birkag giin boyunca giinde iki kez 2-5 mg/kg i.p. dozunda

uygulandiginda diyabetin NIDDM formu olusur [68].

2.2.4.4. Cerrahi Kaynakl Diabetes Mellitus Modelleri

Pankreasin tamaminin veya bir kisminin cerrahi olarak ¢ikarilmasiyla diyabetin tetiklenmesi
saglanabilir ve Tip 1 veya Tip 2 diyabet modeli olusturulabilir. Parsiyel pankreatektomide
diyabet olusmasi i¢in organin %90'indan fazlasinin ¢ikarilmasi gerekir. Saglam pankreas
hiicrelerinin miktarina bagli olarak diyabetin siiresi birka¢ giinden birkag aya kadar degisebilir
[68, 71, 72]. Pankreatektominin alloksan ve STZ gibi kimyasal ajanlarla kombinasyon halinde
kullanilmasi, kedi ve kopek gibi hayvanlarda her prosediir bagimsiz olarak uygulandiginda

olugsmayan stabil bir Diabetes Mellitus formu {iretir [68].

2.2.4.5. Kimyasal Kaynakli Diabetes Mellitus

Kimyasal olarak indiiklenen diyabet modelleri, endokrin pankreatik yikici siireglerde ve
ardindan diyabet gelisiminde rol oynayan cevresel faktorlerin olasi roliiniin aydinlatilmasinda
yaygindir [71]. Kimyasal kaynakli diyabet olusturmak i¢in Streptozotocin (STZ) ve Alloxan
(ALX) kullanilan en yaygin ajanlar olarak bilinmektedir.

Hem alloksan hem de streptozotosin insiilin eksikligine neden olmaktalar. GLUT2 glikoz
tasiyicist yoluyla secici B hiicre alim mekanizmalar1 ve bunun sonucunda nekrotik beta hiicre
oliimii aynidir. Ancak ALX uygulandiginda ROS ve STZ uygulandiginda ise DNA alkilasyonu,
bu glikoz analoglarinin toksik etkisine aracilik etmektedir [74]. Ote yandan, bu glukoz
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tastyicisinin tiibiiler hiicreler ve hepatositler gibi diger organlarda da eksprese edilmesi, ALX

ve STZ kaynakli bobrek ve karaciger hasarinin nedeninide agiklamaktadir [74].

Alloksan Streptozotosin ‘

\ J
|

‘ GLUT2 glikoz tasiyicisi yoluyla secici beta hiicre alimi ‘

)
[ |

ROS yoluyla beta Alkilasyon yoluyla
hiicre toksisitesi beta hiicre toksisitesi

( J
|

‘ Nekroz yoluyla beta hiicre 6limi ‘

‘ insiiline bagimh diyabet ‘

|
[ |

‘ Alloksan kaynakl diyabet ‘ ‘ Streptozotosin kaynakl diyabet

Sekil 2-6. Alloksan ve streptozotocin kaynakh diyabet tipleri.
2.2.4.5.1. Streptozotocin Kaynakh Diabetes Mellitus

Streptozotocin (STZ) Streptomyces achromogenes, iiretilen genis spektrumlu bir antibiyotik ve
ayn1 zamanda kemoterapdtik alkilleyici bir madde olarak bilinmektedir [68, 74]. STZ, yapisal
olarak nitrosourea'nin glukozamin tiirevidir [71]. 1963 yilinda Rakieten ve arkadaslari

tarafindan yapilan ¢alismada streptozotocinin diyabetojenik oldugunu bildirmislerdir [74-76].

Sekil 2-7. Streptozotocin’in kimyasal yapisi.
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Streptozotocin, insiilin sekresyonunu inhibe ederek insiiline bagimli diyabet durumuna neden
olmaktadir [74]. Ayn1 zamanda alloksan gibi, pankreatik beta hiicreleri lizerine dogrudan
sitotoksik etkisi nedeniyle hiperglisemiye neden olmaktadir. Ayrica, STZ'nin DNA zincirinin
alkilasyonuna veya kirilmasina neden oldugu ve bunun sonucunda beta hiicrelerinde NAD
tiiketen bir enzim olan poli-ADP-riboz sentetazin aktivitesinde bir artisa neden olarak enerji

yoksunluguna ve beta hiicrelerinin 6liimiine yol agtig1 anlagilmistir [71].

STZ neredeyse tiim hayvan tiirlerinde diyabete neden olabilir. STZ, ¢ogunlukla siganlarda ve
farelerde diyabet olusturmak i¢in kullanilmaktadir [68, 77].

Coklu diisiik dozda STZ uygulanmasi siganlarda immiin aracili pankreas instiline neden olarak
diyabeti tetikler [68]. Yetiskin siganlarda T1DM olusturabilen tek yiliksek doz STZ
enjeksiyonunun aksine, neonatal donemde veya dogumdan hemen sonra yiiksek doz STZ

enjekte edildiginde yenidogan siganlarin yetiskin doneminde T2DM gelisir [71].

STZ'min yar1 6mrii, karacigerdeki hizli metabolizma ve renal atilim nedeniyle kisadir. STZ
viicuttan atildiktan sonra karaciger veya bobrekte ortaya ¢ikan hasar diyabetik hipergliseminin

etkilerine baglanabilir [76].

Noman D. Ve arkadaslar1 (2014) tarafindan yapilan ¢alisma sonucunda STZ kaynakl1 diyabet,
fare karacigerinin biyokimyasal fonksiyonunu 6nemli 6l¢iide etkiledigi, karaciger aktivitesinde
bircok rahatsizliga neden oldugu ve karaciger enzim belirteglerinin ve diger parametrelerin
cogu, STZ uygulamasindan sonra ¢esitli zaman araliklarinda en yiiksek seviyelerde oldugu

anlasilmustr [78].

2.3. Fruktoz

Fruktoz balda, meyvelerde ve sebzelerde bulunan endiistriyel bir tatlandiricidir. Fruktoz ayni
zamanda bir glikoz izomeridir ancak yapisal, kimyasal ve metabolik yonleri bakimindan
farkliliklar1 vardir. Fruktoz ve glikoz alt1 karbonlu bir molekiiler formiile (CsH120g) Sahiptirler
[14]. Bir keto-heksoz olan fruktoz enerji yogunlugu ve indirgeyici 6zelliklere sahip olmaktadir.

Bu tatlandiricinin tiiketimindeki artigin, obezite ile yakindan iligkili oldugu anlagilmistir [79].
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2.3.1. Fruktoz Metabolizmasi

Fruktozun hepatik metabolizmasi, hem glikoz hem de lipid metabolizmasi iizerinde 6nemli
etkilere sahiptir [80]. Fruktoz metabolizmasi ile glikoz metabolizmasi arasinda bir¢ok farklilik
bulunmaktadir. Fruktoz, duodenum ve jejunumun daha asagi kisimlarinda emilir [81]. GLUTS5,
glikoz veya galaktoz tasima yetenegi olmayan fruktoza 6zgii tek tastyicidir ve fruktozu bagirsak
hiicrelerine tagimaktadir. Bu iglem sodyuma bagimli degildir ve enerji gerektirmemektedir [82].
GLUT-5’in pankreas B hiicrelerinde ve beyinde bulunmamasi, fruktozun bu dokulara sinirh
girisinin gostergesidir. Fruktozun yeteri kadar beyne tasinmamasi sonucu beyne tokluk
sinyalleri ulasmamaktadir [80, 81]. Bagirsak hiicresine tasinan fruktoz, GLUT-2 tasiyic1 protein
yardimi ile portal dolagima aktarilir ve hedef organi karacigerdir. Karacigere taginan fruktoz,
GLUT-2 yoluyla hepatositlere alinmaktadir [83, 84]. Fruktoz hiicre i¢ine tasindiktan sonra
fruktokinaz katalizatorliigiinde adenozin trifosfat yardimi ile fosforile olarak fruktoz-1-fosfati
olusturmaktadir. Daha sonra fruktoz-1-fosfat, aldolaz B tarafindan kolaylikla pargalanarak
gliseraldehit ve dihidroksiaseton fosfat olusturulur [80, 81]. Her ikisi de gliseraldehit-3-fosfata
dondistiirtilebilir. Boylece fruktoz molekiilii, glikolizdeki ana hiz kontrol basamagi olan 6-
fosfofruktokinazi atlayan 2 trioz fosfata metabolize olur [80]. Fruktoz, hiz sinirlayici olan
fosfofruktokinaz basamagini gecerek glikolitik yola gegmektedir. Bu asamada metabolizma
diizenlenemediginden, yag asitlerinin sentezi artar ve bunun sonucunda hem dolasimda ve
depolanan yag miktar artis gosterir. Adipoz doku disindaki dokularda lipotoksisite meydana

gelebilir [84].

2.3.2. Fruktozun Neden Oldugu Bozukluklar

Yiiksek seker alimi diyet kaynakli saglik sorunlariyla baglantilidir. Tiiketilen sekerlerdeki
fruktoz igerigi de sagligi etkileyebilir [85]. Fruktozun yiiksek goreceli tatlilik, yiiksek
termojenik etki ve diisiik glisemik indeks gibi bazi olumlu etkilerine ragmen, yiiksek fruktozlu
diyet, oksidatif stres, glikoz intoleransi, insiilin direnci, T2DM, karaciger hastaligi,
hipertansiyon ve kardiyovaskiiler hastalik dahil olmak iizere ¢ok sayida patolojik degisiklige
neden olmaktadir [85, 86]. Fruktoz biiylik miktarlarda kullanildiginda insanlar igin toksik
olabilir. Bunun sonucunda hepatik asetil CoA'daki artiglar, T2DM ile iliskili olan ¢ok diisiik
yogunluklu lipoprotein (VLDL) ve trigliseritlerin iiretiminin artmasina yol acar. Ayrica fruktoz

alimmin artmasi, oksidatif ve endoplazmik retikulum stresi ile karakterize hepatik stres
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tepkisine yol agmaktadir [16, 80]. Yapilan ¢alismalarda, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) yiiksek
seviyeleri ve antioksidan savunma mekanizmalarinin azalmasi, doku fonksiyon bozukluguna,

karaciger, bobrek, beyin ve testis gibi ¢esitli organlarin hasarina yol agtig1 saptanmistir [16, 87,
88].

Yiiksek miktarda fruktoz alimi T2DM ile iliskilendirilmistir. Kan sekeri seviyesinde artiga
neden olmak i¢in fruktozun karacigerde glikoza doniistiiriilmesi gerekir. Fruktozun glikoza
doniisiimii zaman aldigindan ve ayni zamanda fruktozun bir kisminin glikoz olusturdugundan,
kan sekerini benzer glikoz seviyelerine gore daha az arttirmaktadir. Bunun sonucunda
pankreatik B hiicrelerinin uyarilmamasi, fruktoz alimindan sonra glikoza kiyasla daha diisiik

insiilin salgisina neden olmaktadir [84, 85].

Yiiksek fruktozlu diyetler sicanlarda ve o6rdeklerde karaciger yaglanmasina neden olmustur. Bu
tir diyetler ayni zamanda hepatik lipid peroksidasyonunda artislara ve siganlarin

karacigerindeki inflamatuar yollarin aktivasyonuna neden olmustur [89-91].

2.4. Resveratrol (RSV)

Resveratrol (3,5,4'-trihidroksi-trans-stilben), ¢cok sayida bitki tarafindan bakteri veya mantar
kolonizasyonuna ve cevresel strese yanit olarak iiretilen flavonoid olmayan bir fenoldiir [92-
94]. Stres faktorlerinin varligi stilben sentaz enziminin hizli aktivasyonunu tetikler, bu da
onciisii fenilalanin iizerine etki ederek resveratroliin biyosentezini kolaylastirir [95]. Dogal
olarak olusan bir fitoaleksin olan resveratroliin en zengin Vitis vinifera L. (Vitaceae)'dir, ayrica
Polygonum cuspidatum bitkisinin kdkiindende izole edilir. Resveratrol yer fistigi, Itadori ¢ay,
lizim ve kirmizi sarapta da onemli miktarda bulunmaktadir [94, 96]. Bu bilesik farkli
farmasotik dozaj formlarinda bulunur ve besin takviyesi olarak tavsiye edilir [96]. Klinik
oncesi ¢aligmalardan elde edilen bilgiler sonucunda, resveratroliin ¢esitli insan hastaliklarini

etkileme potansiyeline sahip oldugu anlasilmistir [97].

2.4.1. Resveratroliin Formlari

Resveratrol (RSV) cis ve trans izomerik formlarda bulunmaktadir [98] ve yiiksek diizeyde
hidrofobiktir. RSV, ethanol ve DMSO gibi organik c¢oziiclilerde yiiksek ¢oziiniirliik
gostermesine ragmen, suda zayif ¢oziniirliigiine sahiptir ve lipofilitesi nedeniyle yiiksek
membran gecirgenligi gostermektedir [95]. Trans-izomer, cis-izomerden daha yaygin ve

biyolojik olarak aktiftir. Ancak trans-resveratrol, giines 1s181na, yiiksek yogunluklu beyaz 1518a
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veya 360 ve 254 nm'deki ultraviyole (UV) 1s18a maruz kaldiginda kolaylikla cis-izomerine
izomerlesebilir [95, 99, 100].

Trans-Resveratrol cis-Resveratrol
(E-RES, CAS 501-36-0) (Z-RES, CAS 61434-67-1)

Sekil 2-9. Trans-resveratroliin cis-resveratrole izomerlesmesi [101].

2.4.2. Resveratroliin Etkileri

Resveratrol, antioksidan [102], kardiyoprotektif [103], anti-inflamatuar [104], antiviral,
antimikrobiyal, noroprotektif [105], dstrojenik ve antikanser [106] 6zelliklere sahiptir. [100,
107] Resveratroliin antikanser aktivitesini, asagi yonlii sinyal yollarini tetikleyen ROS
seviyelerinin diizenlenmesi yoluyla gosterdigine inanilmaktadir [95]. Son yillarda insanlarda
ve kemirgenlerde obezite ve/veya diyabet modellerinde glikoz diisiiriicii etkileri oldugu
anlasilmistir [94, 96]. Resveratroliin kan glikoz seviyesini diisiirmesi, kandaki insiilin
seviyesinin artmastyla iligkilidir. Antioksidan aktivitesi ile resveratroliin pankreas B hiicrelerini
korudugu anlagilmistir. Ayn1 zamanda resveratrol iskelet kasi iizerinde farkli mekanizmalar ile
etkili oldugu ve TIDM hayvanlarda iskelet kasi fonksiyon bozuklugunu hafiflettigi
anlasilmistir [107]. Resveratroliin hem Tip 1 hem de Tip 2 diyabetik hayvan modellerinde
nefropati [108], diyabetik noropati [109], diyabetik retinopati [110], kardiyovaskiiler hastaliklar
[111], karaciger hasar1 [38]ve Tip 1 diyabetin neden oldugu serebovaskiiler bozuklugunun

[112] biyokimyasal ve klinik parametrelerini iyilestirdigini gosteren ¢alismalar vardir [40].
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Resveratroliin faydali etkilerinin altinda yatan mekanizmalar tam olarak aydinlatilamamuistir,
ancak karaciger, bobrek ve beyin gibi dokular1 oksidatif stresin neden oldugu ¢esitli hasarlara
kars1 koruyucu etkisinin antioksidan 6zelligi ile iliskili oldugu gosterilmistir [92]. Resveratrol,
hiicreler iizerinde, biiyiimenin durdurulmasindan, farklilasmanin tetiklenmesine ve/veya
programlanmis hiicre 6liim kaskadinin aktivasyonuna kadar degisen karmasik bir dizi etkiyi

uyarmaktadir [93].

2.4.3. Resveratrol ve Karaciger

Resveratrol, karaciger hasarinin 6nlenmesinde ve tedavisinde onemli bir rol oynayabilir.
Yapilan c¢aligmalarda, resveratroliin farkli hepatit modellerinde antioksidan 6zellikleri
dogrulanmis ve hepatik fibrozun azalmasina yol agtigi anlasilmistir. Ayrica resveratrol,
hayvanlarda insiilin direncini ve lipid profilini modiile ederek hepatik steatozu azaltabilir [92,
113]. Resveratrol hepatik glutatyon (GSH) igerigini arttirdigi, serbest radikalleri temizledigi ve
hepatik metabolizma enzimlerini indiikledigi gosterilmistir [113]. Ayn1 zamanda inflamatuar
kaskadin1 indiikleyen transkripsiyon faktorii niikleer faktor-kappa B'yi (NF-kB) de inhibe eder
ve niikleer translokasyonunu azaltarak transkripsiyonuna miidahale etmektedir [114-116]. Ek

olarak resveratrol, birgok pro-inflamatuar sitokinin da 6nemli bir azalma saglamaktadir [117].

RSV, adenozin monofosfatla aktiflestirilen kinazin (AMPK) ve sirtuin 1'in (SIRT1) bir
aktivatorii olarak bilinmektedir. Bu iki protein, fibrozis ve siroz gibi karaciger hastaliklariyla

iligkili yagin par¢alanmasina ve karacigerden uzaklastirilmasina yardimer olmada kritik bir role

sahiptir [118].

Resveratrol, asetaminofen, etanol ve karbon tetrakloriir (CCl4) gibi iyi bilinen birgok

hepatotoksin tarafindan iiretilen karaciger hasarina kars1 koruma saglar [119-122].

2.4.3.1. Resveratrol ve NAFLD

Alkolsiiz yagh karaciger hastaliginin (NAFLD) prevalansi yiiksektir. NAFLD obezite, diyabet
ve hipertrigliseridemi ile baglantilidir [123]. Resveratroliin NAFLD iizerindeki etkileri, LDL
reseptorlerinin diizenlenmesiyle iligkili oldugu bilinmektedir [113]. Resveratrol, karaciger
hiicrelerinde AMPK ve SIRT1'in aktivasyonu, antioksidan ve anti-inflamatuar etkileri yoluyla,
karaciger hasarin1 6nleyerek NAFLD'nin ilerlemesini engeller [124].

Resveratroliin ¢ok c¢esitli hepatik bozukluklarda ilgili antioksidan Ozellikleri oldugu

anlagilmistir. Etkisi esas olarak ROS/reaktif nitrojen tiirleri azaltilmasi, dogrudan serbest
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radikallerin ortadan kaldirilmasi ve endojen antioksidan enzim aktivitesinde (6rn. SOD, CAT,
GSH) bir iyilesme ile saglanir. Ayrica RSV, antioksidan molekiillerin sentezini ve
mitokondriyal enerjinin biyogenezinde yer alan ilgili genlerin ekspresyonunu tesvik eder [113].
Abir Kasdallah ve arkadaslarinin (2007) yaptigi1 bir ¢alismada, kronik etanol maruziyetinin
neden oldugu karaciger hasarinda resveratroliin, lipid peroksidasyonunu inhibe ederek ve

antioksidan enzimlerin aktivitesini iyilestirerek bu toksisiteyi 6nledigi anlagilmistir [125].

2.5. Hiicre Oliimii

Oliim, tiim canli organizmalar igin gegerli oldugu gibi, bireysel hiicreler igin de gegerlidir. Cok
hiicreli organizmalarin biiytimesi, gelismesi ve varligini siirdiirmesi yalnizca hiicre cogalmasina

degil ayn1 zamanda onlar1 yok edecek mekanizmalara da baglidir [126, 127].

Hiicre 6liimii, onarilamaz yapisal hasarla birlikte hayati hiicresel islevlerin geri dondiiriilemez
sekilde zarar gormesi olarak tanimlanabilir. Hiicreler hasar gordiiklerinde veya enfekte
olduklarinda dliirler, bu da organizmanin sagligini tehdit etmeden ortadan kaldirilmasini saglar.
Bu nedenle, hiicre 6liimii, ¢esitli fizyolojik veya fizyolojik olmayan nedenler (6rnegin, iskemi,
hipoksi, ilaglar ve kimyasallar, bagisiklik reaksiyonlari, enfeksiydz ajanlar ve yiiksek sicaklik

veya radyasyon) tarafindan uyarilabilir [126].

Ayrica hiicre 6liimii ndrodejeneratif hastaliklar, kanser, gelisimsel ve immiinolojik bozukluklar

dahil olmak iizere birgok patolojik durumlarla iliskili olabilir [128, 129].

Uluslararas: Hiicre Oliim Terminaloji Komitesi (2015) temel olarak hiicre 6liim

mekanizmalarini
* Kazara hiicre 6liimii ve
* Diizenlenmis (Regiile) hiicre 6liimii olarak gruplandirmistir.

Kazara hiicre 6limii (ACD), yiiksek sicaklik, yiiksek basing gibi fiziksel, giiglii deterjanlar ya
da pH'ta ani yiiksek degisimler gibi kimyasal ve mekanik uyarilarin neden oldugu hasarlardan
kaynaklanir ve neredeyse aninda gerceklesir. Bu hiicre 6liim tipi hiicrenin pargalanmasina
sebep olur ve her tiirli farmakolojik veya genetik miidahaleye karsi duyarsizdir ve kontrol

edilemez.
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Diizenlenmis hiicre 6liimii (RCD), 6zel molekiiler mekanizmalara dayanir. Farmakolojik veya
genetik olarak diizenlenebilir ve siklikla nispeten gecikmeli bir sekilde ortaya ¢ikmaktadir. Bu
hiicre 6lim tipi sadece ¢ok hiicreli yasam formlarina 6zgii degildir. Hiicresel homeostaziyi
yeniden saglamaya calisan adaptif yanitlar baglaminda baglatilir. Baglatici uyarana bagli olarak
bu tiir tepki bir organeli igerebilir veya otofaji gibi hiicre capinda bir seviyede ¢alisabilir. RCD
yalnizca mikro ¢evresel bozulmalarin bir sonucu olarak degil ayn1 zamanda post-embriyonik
gelisim, doku homeostazisi ve immiin yanit sirasinda da ortaya ¢ikabilir. Bu tiir fizyolojik RCD

ornekleri genellikle 'programlanmis hiicre 6limi' (PCD) olarak adlandirilir [130-132].

Hiicre Olim Tipleri

Diizenlenmis Hiicre
Oliimii (RCD)

Programlanmis
Hiicre Olimii
(PCD)

Kazara Hiicre
Oliimii (ACD)

Sekil 2-10. Hiicre oliim tipleri.

RCD, tek hiicreli 6karyotlarin (maya ve Dictyostelium discoideum) yani sira bazi prokaryotlarin
(Escherichia coli) gelisimi veya yenilenmesi sirasinda da meydana gelir. Bu durumlar, RCD'nin
tamamen fizyolojik formlarini ifade eden programlanmis hiicre 6liimii (PCD) olarak da bilinir
[131]. PCD, metazoan hiicreleri igin 6nemli terminal yollardan biridir ve morfogenez, doku
homeostazisinin korunmasi ve zararl hiicrelerin ortadan kaldirilmasini igeren ¢esitli biyolojik
olaylarda rol oynamaktadir. PCD'nin islev bozuklugu insanlarda kanser ve ¢esitli dejeneratif
hastaliklar dahil olmak tizere bazi hastaliklara yol agtigi bilinmektedir [133]. PCD morfolojik
olarak hiicrenin yuvarlaklagsmasi, kromatinin yogunlasmasi (piknoz), ¢cekirdegin pargcalanmasi
(karyoreksis), apoptotik cisimciklerin olusumu ve apoptotik cisimlerin ¢evredeki makrofajlar
tarafindan fagositozu gibi ozellikleri igermektedir [132]. Geleneksel olarak hiicre Sliimii
apoptoz ve nekroz olarak ikiye ayrilir. Ancak yapilan son ¢alismalarda, nekroz ve apoptozun

yani sira, kendine 6zgli biyolojik siireclere ve patofizyolojik 6zelliklere sahip baska yeni
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programlanmis &liim modellerinin da bulundugunu gostermistir [134]. Ornegin nekroptoz ve
ferroptoz, hassas genetik kontrol altinda olan ve ¢esitli fizyolojik ve patolojik baglamlarda islev

gorebilen iki ayri diizenlenmis nekroz yolu olarak bilinmektedir [135].

Hiicre Olimi
Diizenlenmig Hiicre Oliimii (RCD) Kazara Hiicre Oliimii (ACD)
Diizenlenmis Ve Nekrotik Olmayan Diizenlenmis Ve Nekrotik
Hiicre Oliimii (RNNCD) Olan Hiicre Oliimii (RNCD)

£l

Apoptoz Otofaji Ferroptoz ~ Piroptoz  Nekroptoz Nekroz

bozulmast « Membran +  Membran
o Demir birikimi bozulmasi - bozulmasi
5 Lipid +  Kopirme *  Mitokondri
peroxidasyony  ©  Hicre sigmrsi
u Kiigk sismesi *  Hicre
mitokondri S

Sekil 2-11. Cesitli hiicre 6liim tiplerinin simiflandirilmasi

2.5.1. Ferroptoz

Ferroptoz, 2012 yilinda Dixon tarafindan kesfedilen, apoptotik olmayan, yeni bir hiicre 6liim
tipi olarak bilinmektedir. Bu hiicre 6liim tipi diizenlenmis nekrozun demire bagimli bir seklidir
ve bazi temel sitolojik degisikliklerle karakterize edilir. Ferroptoz, hiicresel redoks
homeostazisinin kaybindan kaynaklanir. Biyokimyasal olarak ferroptoz geciren hiicrelerde,
hiicre i¢i glutatyon (GSH) tilkkenmesi ve glutatyon peroksidaz 4'iin (GPX4) aktivitesinde azalma
vardir. Lipid peroksitleri, GPX4 ile katalize edilen indirgeme reaksiyonu ile metabolize
edilemez ve Fe?*, lipidleri fenton benzeri bir sekilde oksitleyerek biiyiik miktarda, ferroptozu

tesvik eden reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artmasina sebep olur [134-136].

Demire bagimli fosfolipid peroksidasyonu tarafindan yonlendirilen bu benzersiz hiicre 6liimii
sekli, redoks homeostazisi, demir kullanimi, mitokondriyal aktivite ye bagimlidir, ayricaamino

asit, lipid ve seker metabolizmasi dahil olmak {izere birgok hiicresel metabolik yol tarafindan
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diizenlenir [137]. Yapilan aragtirmalar sonucu ferroptozun sinir sistemi hastaliklari, bobrek
hasari, kan hastaliklari, iskemik organ hasar1 ve kanser de dahil olmak {izere bir¢ok hastalikla
iliskili oldugu anlasilmistir. Ferroptotik hiicre 6liimii, lipofilik antioksidanlar, demir selatorleri,
lipid peroksidasyon inhibitérleri ve 6liimciil lipid peroksidasyonunu yonlendiren ana substratlar
olan ¢oklu doymamis yagh asil fosfolipidlerin (PUFA-PL'ler) tiikenmesi ile inhibe edilebilir
[138].

Norodejeneratif Hastaliklar
Travmatik beyin hasari
I/R hasan lﬁ//):\—\
=
Organ nakli ‘@
Sinir sistemi
. Digerleri

HCC
I/R hasan

Karaciger fibrozu

Kalp \

p Ferroptoz ____,,,

Karaciger /

m

XY

Pankreas kanseri
Tip I diyabet

nkreas

ERS
L2
&y

Bobrek

Akut bobrek hasari
I/R hasarn
Adrenokortikal karsinom

m €

)

Mide kanseri
Mide

Akciger kanseriD Akciger

Sekil 2-12. Ferroptoz cesitli hastahiklarda rol oynamaktadir.

2.5.1.1. Ferroptozun Morfolojisi

Ferroptoz morfolojik, biyokimyasal, genetik ve fonksiyonel olarak diger hiicre olim
tiplerinden farklidir. Morfolojik olarak ferroptoz, mitokondrinin bariz biiziilmesi, artan
mitokondri membran yogunlugu ve mitokondriyal kristalarin azalmasi veya yok olmasiyla
kendini gosterir; ancak hiicre membrani saglamdir, niikleusun biyiikligii normaldir ve
kromatin kondensasyonu gézlenmez [134, 139, 140]. Bu hiicre anormallikleri, yogun membran
lipid peroksidasyonu ve oksidatif stresin ortaya ¢ikmasi nedeniyle plazma membraninin segici

gecirgenliginin kaybindan kaynaklanmaktadir [136].
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Morfolojisi

Biyokimyasal

Apoptoz * Mitokondri gegirgenliginin Hicre ve nuklear hacim azalmasi Mitokondri igeriginin
degismesi. Nuklear fragmantasyon sitoplazmaya sizmasi
* Sonlandirici kaspaz (3) Plazma membraninda DNA fragmantasyonu
aktivasyonu. tomurcuklanma
Nekroptoz * Kaspaz bagimsiz. Plazma membran bozulmasi ATP azalmasi
* Siklofilin D bagimli. Sitoplazma ve organel sismesi NADPH oksidaz aktivasyonu
* RIP1, RIP3 ,MLKL ,kromatin kiimelenmesi Kaspaz inhibisyonu
proteinleriile regiilasyon Hicre iceriginin gevreye sizmasi
Piroptoz * Plazma membraninda por Plazma i¢ membranin dis ylizeye Kaspaz 1 ve 7 aktivasyonu
olusumu dénmesi IL1b ve IL18 salinimi
* inflamatuar kaspaz Membranlar arasi iyon gegisi
aktivasyonu Sitoplazmik sisme
Ozmotik lizis
Ferroptoz * GPX4 tarafindan diizenlenir. Mitokondriyal membran Demir birikimi
* Hiicre igi oksidatif dengenin yogunlugunun artisi Lipid peroksidasyonu
bozulmasi ile baslar. Kristanin azalmasi
* Demir selatorleri ve lipofilik Dis mitokondri ve nukleus
antioksidanlar ile baskilanir. membraninda yirtilmalar

Tablo 2-2. Hiicre 6liim tipleri ve farklari.

Ferroptoz Duyarlihigini Kontrol Eden Yolaklar

Sistem Xc

Sistem Xc', fosfolipid ¢ift katmanlarinda genis ¢apta dagilmis bir amino asit anti tasiyici
(transporter) olarak bilinmektedir. Hiicrelerdeki 6nemli bir antioksidan sistemin pargasidir.
SLC7A11 ve SLC3A2 olmak iizere iki alt birimden olusan bir heterodimerdir. Hiicre icerisinde
bulunan glutamat hiicre disina gonderilirken sistin, Xc™ sistemi tarafindan 1:1 oraninda hiicre
icine alinir. Alman sistin hiicrelerde GSH sentezinde rol alan sisteine indirgenir. GSH,
glutatyon peroksidazlarin (GPX'ler) etkisi altinda ROS'u ve reaktif nitrojeni azaltir Sistem Xc
aktivitesinin engellenmesi, sistin emilimini engelleyerek GSH sentezini etkiler. Bu da GPX
aktivitesinde ve hiicre antioksidan kapasitesinde bir azalmaya, lipid ROS birikimine ve sonugta

oksidatif hasar ve ferroptozun olusmasina yol acar [134, 141, 142].
GPX4

GPX ailesinin bir {iyesi olan GPX4, ferroptozun meydana gelmesinde kilit rol oynar. Bir
selenoprotein olan GPX4, memeli hiicrelerinde fosfolipid hiperoksitlerin (PLOOH)
azaltilmasimi ve dolayisiyla detoksifikasyonunu katalize eden ana enzimdir. GPX4, GSH'yi
oksitlenmis glutatyon (GSSG) haline doniistiiriir ve sitotoksik lipid peroksidleri (L-OOH) ilgili
alkollere (L-OH) indirger [134, 137]. GPX4'in etkisizlestirilmesi ferroptozla sonuglanabilir.
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GPX4’iin asirt ifadesi ise ROS iiretimini azaltabilir [141]. Ferroptozun ayr1 bir hiicre 6liim tipi
olarak taninmasindan dnce Conrad ve arkadaglarinin fare embriyonik fibroblastlari tizerinde
yaptiklar1 deneysel ¢alisma sonucunda, GPX4 kaybinin lipid peroksidasyonuna bagli olarak
beynin hipokampus ve kortikal bolgelerinde apoptotik olmayan hiicre Oliimiine ve

norodejenerasyona neden oldugu anlagilmistir [134, 137].

GPX4, PLOOH'yi nétralize eden ana enzim oldugundan, erastin/RSL3 kaynakli ferroptozun
altinda yatan genel bir mekanizma anlasilmistir: her iki bilesik de GPX4'ii etkisiz hale getirir.
RSL3 bunu dogrudan yapar ve elastin bunu dolayli olarak sistin alimini1 engelleyerek yapar.
Boylece hiicreleri GSH'nin temel bir hiicresel yapi tasi olan sisteinden mahrum birakir. Sonug
olarak, PLOOH'lar birikerek muhtemelen membranlarda hizli ve onarilamaz hasara neden

olarak hiicre 6liimiine yol agar [137].
Kiikiirt Transfer Yolu

Kiikiirt igeren bir amino asit olan metiyonin, kiikiirt transfer yoluyla S-adenosil homosistein ve
sisteine katalize edildikten sonra GSH sentezine katilabilir. Sistein eksikliginde homosistein
sistatiyonine (sistein Onciisii) doniistiiriilebilir ve daha sonra sistein havuzunu yenilemek i¢in
sisteine doniistiiriilerck GSH sentezine hazirlanir. Yeterli GSH iiretimi ile hiicreler oksidatif

hasardan korunabilir [141].
P53

P53 geni 6nemli bir tiimor baskilayici gendir. P53 aracili hiicre dongiisii inhibisyonu, yaslanma,
apoptoz, timor olusumu ve gelisiminde 6nemli rol oynar. Yapilan arastirmalar, p53'iin
ferroptoz iizerindeki transkripsiyon veya translasyon sonrasi mekanizmalar yoluyla ikili etkileri
ortaya ¢cikmistir. P53, SLC7A11'in transkripsiyonel baskilayicisidir ve sistin alimini inhibe
ederek GPX4 aktivitesini etkileyerek antioksidan kapasitenin, ROS birikiminin ve ferroptozun
azalmasia yol acar. P53 ayrica GLS2 (glutaminaz 2) ve SAT1 (spermidin/spermin N1-
asetiltransferaz 1) ekspresyonunu artirarak ferroptozu duyarl hale getirebilir. GLS2, glutatyonu
azaltarak ve hiicresel ROS seviyelerini artirarak ferroptozun diizenlenmesine katilir. SAT1,
p53'in transkripsiyonel hedefidir ve poliamin katabolizmasi i¢in énemli bir hiz sinirlayici
enzimdir. SATI1, PUFA oksidasyonunu ve lipid peroksidasyonunu artiran demir baglayici bir
enzim olan 15-LOX'un ekspresyonunu ve aktivasyonunu destekleyebilir. Ote yandan, p53,

DPP4'in (dipeptidil peptidaz 4) aktivitesini dogrudan kisitlayarak veya CDKNI1A/p21'in
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(sikline bagimli kinaz inhibitorii 1A) ekspresyonunu tesvik ederek ferroptozu inhibe edebilir.
Bu nedenle p53, ferroptozu iki yonlii bir yolla diizenleyebilir, ancak spesifik mekanizmanin
hala daha fazla ¢alismaya ihtiyaci vardir [134, 141, 143].

Demir Metabolizmasi

Normal demir metabolizmasi organizmanin hayatta kalmasi i¢in ¢ok 6nemlidir. Esas olarak
oksijen tasinmasinda, DNA biyosentezinde, trikarboksilik asit (TCA) dongiisiinde, koenzim
olarak elektron tasima zincirinde ve ATP sentezinde rol oynamaktadir [131]. Viicuttaki demirin
anormal dagilimi ve igerigi normal fizyolojik siiregleri etkileyebilir [134]. Hiicrelerdeki asiri
demir iyonu seviyeleri, Fenton reaksiyonu yoluyla metabolik toksisite sergileyen ROS
olusumunu katalize ederek hiicre hasarina veya 6liime yol agabilir. Ek olarak demir, lipid
peroksidasyonundan ve oksijen homeostazisinden sorumlu enzimler olan lipoksijenaz (ALOX)
veya EGLN prolil hidroksilazlarin (PHD) aktivitesini artirabilir. Bu nedenle demirin hem akis1
hem de depolanmasi ferroptoz olusumunu etkileyebilir [131, 140].

Ferroptoz adindan anlasildig1 iizere, demire baghdir. ik olarak, enzimatik olmayan, demire
bagimli Fenton zincir reaksiyonu ferroptoz i¢in gereklidir. GPX4 inhibe edildiginde,
PLOOH'lar daha uzun siire varligini siirdiirebilir ve ferroptozun ayirt edici 6zelligi olan
PLOOH'lar hizla yiikseltmek i¢in Fenton reaksiyonunu baslatir. PLOOH'lar hem ferr6z hem
de ferrik iyonlarla reaksiyona girerek sirasiyla PLOe ve PLOQOe serbest radikallerini
olusturabilir ve hasar verici peroksidasyon zincir reaksiyonunu tetikleyebilir. Muhtemelen
birgok hiicresel siireg, hiicresel kararsiz demir igerigini degistirerek hiicrelerin ferroptoza karsi
duyarliligint degistirir. Ayrica, hem-oksijenaz 1 (HO-1) aracili hem degradasyonu yoluyla
demirin serbest birakilmasinin da ferroptozda rol oynadigi gosterilmistir. Ancak bir dizi

celigkili veri, HO-1'in ferroptozu tesvik ettigini veya bastirdigini ileri stirmektedir [144].

Yapilan bir calismada, farelerde hepatosit spesifik transferrin kodlayan genin nakavt edilmesi
sonucunda bu farelerin demir agisindan zengin bir diyetle beslenmesi, hepatositlerdeki demir
yukiini arttirdig1 anlagilmistir. Bu bulgu, farelerin karaciger fibrozuna karsi daha duyarli hale
geldiklerini ve karaciger patolojisinde ferroptozun da rol oynadigini diistindliirmiistiir.
Arastirmacilar bu ¢aligmada ayrica transferrin ekspresyonunun yoklugunda hepatositlerin, bir
metal tastyici olan SLC39A14'in ekspresyonunu telafi edici sekilde yukar1 regiile ettigini,

bunun da daha sonra ferroptozu tetikleyen asiri demir alimina yol agtigini gostermislerdir [144].
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Nrf2

Niikleer faktor eritroid 2 ile iliskili faktor 2 (NRF2), hiicresel antioksidan aktivitede 6nemli bir
rol oynayan, GSH antioksidan sistemlerinin bilesenlerinin transkripsiyonunu diizenleyen,
ekzojen ve endojen Tlriinlerin faz I ve faz II detoksifikasyonunda ve demir ve lipid
metabolizmasinda rol oynayan bir transkripsiyon faktoriidiir. Normal kosullar altinda hiicre ici
Nrf2 homeostazisi, sitoplazmada Nrf2'yi ubikitinlestiren ve 26S proteazomu tarafindan
pargalanmak tizere hedefleyen E3 ubikitin ligaz Keapl (Kelch ECH-iliskilendirici protein 1)
tarafindan diistik tutulur. Oksidatif stres kosullar1 altinda veya elektrofilik ksenobiyotiklerin
varliginda, Keapl'in aktivitesi azalir i¢i Nrf2 ve KEAP1 birbirinden ayrilir; daha sonra Nrf2
cekirdege transloke edilir ve KEAP 1 bozulurken antioksidan ve ferroptoz ile ilgili genlerin
transkripsiyonunu baslatir. Boylece, Nrf2'nin aktivasyonu demir alimini kisitlayabilir, demir

depolamasini artirabilir, oksidatif stresi ve ferroptozu onleye bilir [145].
HO-1

Onemli bir antioksidan enzim olan HO-1, esas olarak hem'i ferrdz demir (Fe?*), karbon
monoksit ve biliverdin'e katalize eder [146]. Bu enzim ferroptozun diizenlemesinde ikili rol
oynadig diistiniilmektedir. HO-1'in anti-inflamatuar, antikanser, antiproliferatif, antiapoptotik,
antioksidan ve sitoprotektif olarak gorev yaptigi bildirilmistir. HO-1'in asir1 ekspresyonu
bobrek hiicrelerinde ferroptozu azaltir ve HO-1'in nakavt edilmesi bu hiicrelerde erastin
kaynakli ferroptozu artirir. Bununla birlikte, HO-1'in asir1 aktivasyonu ayni zamanda hiicre igi
asir1 demir birikimini artirarak ferroptozu indiikleyebilir. Gelismis pro-oksidan kosullar altinda,
hemden kaynaklanan ¢ok sayida Fe?*, ROS olusumunu tesvik edebilir, lipid peroksidasyonunu
artirabilir ve son olarak ferroptozu indiikleyebilir. HO-1'in asir1 ekspresyonu, Fe?*sunarak HT-
1080 fibrosarkom hiicrelerinde erastin kaynakli ferroptozu agirlastirir. Bu nedenle HO-1,

ferroptozun diizenlenmesinde karmasik bir rol oynar [141].
Lipid metabolizmasi

Dislipidemi hiicre 6liimiiniin bir sinyalidir ve lipid metabolizmasi da ferroptoz ile yakindan
iligkilidir [131]. Lipid peroksidasyonu, esas olarak hiicre zarindaki doymamis yag asitlerini
etkileyen, serbest radikallerin yonlendirdigi bir reaksiyondur [140]. Coklu doymamis yag
asitleri (PUFA'lar) lipid peroksidasyonuna duyarhdir ve ferroptoz i¢in temel unsurlardan biri

olarak bilinmektedir [134]. Lipid peroksidasyonu ii¢ asamadan olusmaktadir: baslatma,
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yayillma ve sonlandirma. Lipid peroksidasyonunu baglatan mekanizmalar heniiz tam olarak
anlagilamamistir ancak potansiyel olarak hem enzimatik hem de enzimatik olmayan iglemlerle
meydana gelebilir. Enzimatik olmayan lipid peroksidasyonu, teorik olarak, bir zincir
reaksiyonu katalize etmek i¢in demir ve oksijeni kullanan ve fosfolipid peroksidasyonunun

yayilmasina yol a¢an fenton reaksiyonu tarafindan yonlendirilir [137].

Lipid peroksidasyonunun enzimatik mekanizmasinda, Lipoksijenazlarin (LOX'ler) ve/veya
sitokrom P450 oksidorediiktazin (POR), lipidlerin dioksijenasyonunu uyardigi anlasilmistir,
ancak lipoksijenazlarin ferroptotik siirecte rol oynadigina dair kesin kanitlar bulunmamaktadir.
Ancak biyolojik membranlardaki PUFA'lar1 ve PUFA igeren lipidleri dogrudan oksijenleyebilir

olduklarindan, ferroptoz indiiksiyonuna aracilik edebilecegi ihtimalini artirir [137].

Sonunda bu, lipid peroksitlerin (4-hidroksinonenal ve malondialdeyde gibi) parcalanma
iiriinleri ve oksitlenmis ve degistirilmis proteinler dahil olmak iizere sayisiz ikincil {irliniin
olusumuna yol acacaktir. Bu zincirleme reaksiyon sonunda membran biitiinliigiiniin
bozulmasina ve sonugta organel ve/veya hiicre membranlarinin yirtilmasina yol agabilir. Bu
nedenle, yiiksek PUFA-PL igerigine sahip membranlar, ndronlarda kanitlandig1 gibi,
peroksidasyona karsi 6zellikle savunmasiz olmalidir. Mitokondri, endoplazmik retikulum,
peroksizomlar, lizozomlar ve plazma zarindaki zarlar gibi ferroptoz sirasinda meydana gelen

lipid peroksidasyonuyla ilgili kesin hiicresel membranlar heniiz belirsizdir [137].
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Sekil 2-13. Fosfolipid peroksidasyon mekanizmalar [137].
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Mevalonat Yolu

Cesitli arastirmalar, mevalonat (MVA) yolunun yan1 sira FSP1/CoQ10/-NAD(P)H yolunun,
lipid peroksidasyonunu ve ferroptozu inhibe etmek i¢cin GPX4 ile sinerji olusturan bagimsiz
paralel mekanizmalar olarak hizmet edebildigini bulmustur. Izopentenil pirofosfat (IPP) ve
antioksidan CoQ10, MVA yolunun iki hayati iriintidiir. IPP, GPX4'lin etkili translasyonu i¢in
gerekli bir diizenleyici olan selenosistein tRNA'nin olgunlagsmasini stabilize ederek GPX4
sentezini modiile edebilir. CoQ10, bir oksidorediiktaz olan ferroptoz baskilayici protein 1
(FSP1) tarafindan azaltilabilir ve ayn1 zamanda lipid peroksit yayilimini engelleyen lipofilik
radikal yakalayici bir antioksidan olarak da islev goriir. FSP1 nakavtina sahip hiicreler,
ferroptotik indiikleyicilere karsi daha duyarlidir ve bu ferroptotik siireg, FSP1'in asir
ekspresyonuyla kurtarilabilir. Ayrica FSP1, GPX4 delesyonunun neden oldugu ferroptoza karsi
koruyucudur [141].

2.5.1.2. Ferroptoz ve Karaciger

Demir metabolizmasi, T2DM, karaciger fonksiyonu ve karaciger hasar1 arasindaki iligkiler
karmagiktir [147]. Hepatositler, plazmada stabil glikoz ve lipoprotein konsantrasyonlarinin
korunmasina yardimci olan karaciger hiicrelerindendir. Ayn1 zamanda hepatositler, demir
depolamanin ana bdlgesi olarak gorev yapar ve bagirsak epitel hiicrelerinde ve makrofajlarda
dolagimdaki demir transferrine baglanarak plazma demir igerigini kontrol eden hepsidin gibi

diizenleyici hormonlari salgilayarak kandaki demir igerigini diizenler.

Asirt demir yiikii ve oksidatif stres, ¢ogu karaciger hastaliginda karaciger hasarina ve hastaligin
ilerlemesine yol acan en dnemli iki tetikleyiciyi olusturur [11]. Karaciger hasari ile kalitsal ve
edinsel asir1 demir yiikii arasinda net bir iliski bulunmaktadir. Ferroptoz asir1 demir yiikiinii
belirleyebilir ¢iinkii ferritinofajinin indiiksiyonu hiicresel demirin aktif mobilizasyonunu uyarir.
Sonug olarak, kontrolsiiz serbest demir, karaciger iizerinde toksik bir etki yaparak, karaciger
hastaliklarinin ilerlemesini tesvik eder ve ciddi ikincil etkilere yol agar [148]. Kronik karaciger
hastaliginin nedenlerinden olan NAFLD'min goriilme sikligi hizla artmaktadir [11]. NAFLD,
basit yagli karacigerden karaciger sirozuna kadar metabolik stresin neden oldugu ¢ok ¢esitli
karaciger hastaliklarin1 temsil eder. Alkolsiiz steatohepatit (NASH), NAFLD'nin bir ara
asamasidir. NAFLD patogenezinde, lipid peroksit birikiminin neden oldugu oksidatif stres
onemli bir baglangi¢ faktorii olarak kabul edilir ve metabolik bozuklugun neden oldugu demir

birikimi de hepatosit genislemesi, inflamasyon ve fibrozis riskini artirarak NASH'" agirlagtirici
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bir faktor olarak gdrev yapar. Bu nedenle, ferroptozun NAFLD'de hepatik lezyonlarin
gelisimini hizlandirdig1 anlagilmistir [149]. NAFLD hastalarinin tipik 6zellikleri olan obezite

ve insiilin direncinde demir dengesizligi de s6z konusudur [11].
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3. YONTEM

3.1. MATERYAL

3.1.1. Kullanilan Deney Hayvanlari

Calismada kullanilan karaciger dokulari, Istanbul Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu'ndan izin alinarak 2017-2018 yillarinda yapilan “Fruktoz ve streptozotocin ile
olusturulan diyabet modelinde resveratrol ve vitamin D tedavisinin karaciger ve endoplazmik

retikulum stresine etkileri” baslikli projeye ait arsiv dokulardir.

Bu calisma da kullanilan karaciger dokularmin arsiv doku materyali oldugundan, Istanbul
Universitesi-Cerrahpasa, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Baskanlig: tarafindan (IUC-
HADYEK) 22.01.2023-599966 sayil1 kararla etik kurulu onayina gerek olmadigina oy birligi

ile karar verilmistir.

3.1.2. Kullamlan kimyasallar
Calismada kullanilan kimyasallar ilgili tablolarda bulunmaktadir. (Tablo 3-1, Tablo 3-2)

Kullanilan kimyasallar Marka
Streptozotocin (STZ) Adipogen LifeScience AG-CN2-0046
Resveratrol (C4H1205) Glentham Life Sciences GP5884

D-(-)-Fruktoz Glentham Life Sciences GC9966
Ksilazin Rompun %2 Bayer
Steril Apirojen izotonik NaCl ¢ozeltisi Medifleks Eczacibasi
Ketamin Ketalar Pfizer

Tablo 3-1. Hayvan deneyinde kullamilan kimyasallar

Kullanilan kimyasallar Marka

Fosfat Tamponu (PBS Tablet) Thermo Scientific

Antibody Diluent, 125ml Thermo Scientific
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Large Volume AEC Substrate System, 125ml

Thermo Scientific

Sitrat Tamponu (pH:6), 1L

Thermo Scientific

Hematoxylin solution 500 ml (Mayer’s modified) Abcam
Toluen Gr For Analysis, 2,5 L Merck
Ethanol, 5L
Hydrogen peroxide (H202), 1L Merck
Tween 20 Aldrich

Methanol, 2.5L

Riedel-de Haen

Tablo 3-2. immiinohistokimyada kullanilan kimyasallar

3.1.3. Kulllanilan Cihazlar ve Sarf malzemeleri

Calisma stirecinde kullanilan cihazlar ve sarf malzemeleri ilgili tablolarda bulunmaktadir.

(Tablo 3-3, Tablo 3-4)

Kullanilan Cihazlar

Marka

Etiiv Elektro-Mag M420B
Sterilazator Elektro-Mag M420
Mikrotom Reichert 390965

Distile su cihazi

Millipore, Elix3

Isik Mikroskobu

Leica (DM 2500)

Istk mikroskobu kamerast

Leica (DFC 280)

Vorteks

Elektro-Mag M16

Isiticili manyetik karistirict

Elektro-Mag M221

Hassas terazi

Ohaus Galaxy 4000

Mikrodalga firmn

Kenwood

Mikropipetler

MediSis, Ependorf

Buzdolab1

Indesit

Derin dondurucu

(-20) Bosch
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Santrifiij cihaz1

Hettich Zentrifugen, D-78532

Ceker ocak

Ultra Turrax homojenizator

IKA, Konjgswinter, Almanya

Synergy H1

BIOTEK, USA

Tablo 3-3. Kullanilan cihazlar.

Kullanilan Sarf Malzemeler

Pozitif Yiiklii Lam (72°1i Kutu)

Pipet uclar1

Pastor pipeti

Cam malzemeler (Sale, Beher, Mezur)

Lamel (24x60 mm, 24x32 mm)

Hidrofobik kalem

Mikrotom Bigagi

Immiinohistokimya boyama kabi (Chamber)

Tablo 3-4. Kullanilan sarf malzemeleri.

3.1.4. Kullanilan kitler

Deney sirasinda kullanilan kitler ilgili tabloda bulunmaktadir. (Tablo 3-5)

Kullanilan Kitler

Marka

UltraVision Detection System LargeVVolume Anti-
Polyvalent, HRP

REF: TP-125-HL, Thermo Scientific, UK

Ultravision Detection System Large Volume AEC
Substrate System

REF: TA-125-HA- 125 ml, Thermo Scientific, UK

H&E Staining Kit (Hematoxylen Eosin)

ab245880; Abcam, USA

Van Gieson Trichrome Kit (100 testlik)

VG-100; BioGnost, Croatia

Tablo 3-5. Deney sirasinda kullamlan Kitler.
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3.2. YONTEMLER

3.2.1. Deney Modelinin Olusturulmasi

Calismada, Istanbul Universitesi, Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii Laboratuvar
Hayvanlar1 Anabilim Dali’ndan temin edilen 24 adet 8 haftalik erkek Sprague-Dawley si¢anlar
kullanildi. Deney gruplarinda bulunan tiim hayvanlar, deneye baslamadan bir gece dncesi ag

birakildi ve sabah glukometre cihazi ile aglik kan glukozu 6l¢iimii yapildi.

Deneyin baglangicinda deney hayvanlan rastgele diyabetik ve sagliklt kontrol gruplarina
ayrildi, ardindan resveratrol tedavisi uygulanan ve resveratrol tedavisi uygulanmayan olmak
tizere 4 deney grubu olusturuldu. Kontrol gruplarina deney siiresince ¢esme suyu ve standart
yem verildi. Diyabetik gruplarda ise, kontrol gruplarindan farkli olarak, %10’luk fruktozlu su
ve standart yem verildi. Diyabetik gruba deneyin 2. Haftasinda tek doz streptozotocin (40
mg/kg, ip) enjeksiyonu yapildi. 5 haftanin sonunda 4 haftalik resveratrol (1 mg/kg/giin) tedavi
stireci baglatildi. Bu siiregte diyabetik gruplara %10’luk fruktozlu su verilmesi birakildi ve
kontrol gruplar1 gibi igme suyu ve standart yem verildi. Deney gruplari asagidaki gibi
olusturulmustur (Tablo 3-6):

1. Kontrol Grubu (K): Deney siiresince deney hayvanlarina standart yem ve ¢esme suyu
verildi. Deneyin 4. Haftasindan itibaren giinliik tek doz ip serum fizyolojik uygulamasi

yapildi.

2. Kontrol Resveratrol Grubu (KR): Deney siiresince deney hayvanlarina standart yem ve
cesme suyu verildi. Deneyin 5. haftasinin tamamlanmasindan sonra 4 hafta siire ile giinliik
Img/kg/giin dozunda ip resveratrol uygulamasi yapildi. (Resveratrol, DMSO igerisinde
¢oziildii ve ardindan PBS ile diliie edilerek hazirlandi.)

3. Diyabetik Grup (YF) : Deneyin ilk 5 haftasinda deney hayvanlar1 %10’luk fruktozlu su
ve standart yem ile beslendi. Deneyin 2. haftasinda tek doz streptozotocin (40 mg/kg)
ip olarak uygulandi. Deneyin 5.haftasinin sonundan itibaren deney hayvanlarina 4 hafta
stiresince her giin tek doz i.p. PBS enjeksiyonu yapildi. Ayrica 5. haftanin sonundan itibaren

deney hayvanlarina standart yem ve ¢esme suyu verilmeye baslandi.

4. Resveratrol Tedavisi Uygulanan Diyabetik Grup (YF-R): Deneyin ilk 5 haftasinda
deney hayvanlart %10’luk fruktozlu su ve standart yem ile beslendi. Deneyin 2.

haftasinda tek doz streptozotocin (40 mg/kg) ip olarak uygulandi. Deneyin 5. haftasinin



42

tamamlanmasindan sonra 4 hafta siire ile giinlik 1mg/kg/giin dozunda ip resveratrol
uygulamasi yapildi. (Resveratrol, DMSO igerisinde ¢oziildii ve ardindan PBS ile diliie
edilerek hazirlandi.) Ayrica 5. haftanin sonundan itibaren deney hayvanlarina standart

yem ve ¢esme suyu verilmeye baslandi.

Deney hayvanlarinin aglik kan glukozu 6l¢timii 2, 5 ve 9. haftalarin sonunda tekrarlandi. Her
hafta deney hayvanlarinin agirliklart ve giinliik tiiketilen yem ve su miktarlar 6lgiildii.

Asagidaki formiile gore giinliik alina kalori miktarlar1 hesaplandi.

Alian giinliik kalori miktari: (Giinliik tiiketilen standart yem miktar: x2,6) + (Giinliik igilen
fruktozlu su miktart x40) / 100 formiilii ile hesaplandi. (1gr standart yem: 2,6 kalori; 1gr
fruktoz: 4 kalori olarak alindi.) (Standart yem igerigi: % 5 yag, %25 protein ve % 70
karbonhidrat)

9. haftanin sonunda ketamin/ksilazin (60 mg/kg/ 10 mg/kg) anestezisi altinda deney hayvanlar

sakrifiye edildi. Alinan karaciger dokularin bir kismi parafine gomiildii ve bir kismi ise -

80°C’de saklandu.

Gruplar 0-2 Hafta 2.Haftanin sonu 2-5 Hafta 5-9 Hafta
Saghkh kontrol Standart yem + Serum Fizyolojik Standart yem + Standart yem +
grubu (K) I¢me suyu Enjeksiyonu I¢me suyu I¢me suyu

Resveratrol Standart yem+ Serum Fizyolojik Standart yem + Standart yem +
tedavisi Ieme suyu Enjeksiyonu Igme suyu Ieme suyu +
uygulanan kontrol Resveratrol 1
grubu (KR) mg/kg/glin
Diyabet grubu Standart yem+ 40 mg/kg, ip, tek Standart yem+ Standart yem +
(YF) Fruktozlu su doz STZ Fruktozlu su feme suyu
(%10’luk) enjeksiyonu (%10’luk)
Resveratrol Standart yem+ 40 mg/kg, ip, tek Standart yem+ Standart yem +
tedavisi Fruktozlu su doz STZ Fruktozlu su I¢me suyu +
uygulanan (%101uk) enjeksiyonu (%10’1uk) Resveratrol 1
diyabetik grup mg/kg/giin
(FR)

Tablo 3-6. Deney diizenegi.
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3.2.2. Biyokimyasal Parametrelerin Incelenmesi

3.2.2.1. Doku lizatlarinin hazirlanmasi:

30-50 mg karaciger dokusu hassas terazide tartildi ve 1:3 oraninda pH degeri 7.4 olan sodyum
fosfat (Na:POs) ¢ozeltisi igerisinde S18N-10G problu Ultra Turrax homojenizator (IKA,
Konjgswinter, Germany) ile homojenize edildi. Proteaz inhibitér kokteyl tableti
homojenizasyondan hemen 6nce NaPO4 ¢ozeltisine eklenerek, karaciger 6rnekleri igerisindeki
protein degradasyonu engellendi. Homojenizasyon sonrasi Ornekler sogutmali santrifiijde
14.000 rpm’de 30 dakika 4°C’de santrifiij edildi. Daha sonra siipernatant toplanilarak -80 °C’de
Sakland1 [150].

3.2.2.2. Orneklerde ¢oziinebilir protein konsantrasyonunun belirlenmesi:

Karaciger lizatlar1 igerisindeki ¢6ziinebilir protein konsantrasyonu sigan GSH/GSSG (E-BC-
K097, ELABSCIENCE, USA), sican glutatyon peroksidaz 4 (GPX4, SL1771Ra, SUNLONG
BIOTECH, China), sican Arasidonat 5-lipoksijenaz (ALOX-5, SL0301Ra, SUNLPNG
BIOTECH, China), sigan yag asidi sentezi (FASN, SL0402Ra, SUNLONG BIOTECH, China)

kitleri ile belirlendi.

GPX4 (glutatyon peroksidaz 4), ALOX-5 (arasidonat 5-lipoksijenaz), FASN (yag asidi sentezi)
testleri i¢in standart olarak kit igerisinden ¢ikan seyreltmeler kullanilarak standart egri ¢izildi.
50 pl protein standardi 96 kuyucuklu ELISA plaklarina eklendi. Karaciger ornekleri
kuyucuklarma ise 10 pl karaciger 6rnegi ve 40 ul 6rnek diliienti ilave edilerek 37 °C’de 30
dakika inkiibe edildi. Daha sonra diliie edilen yikama soliisyonu ile yikama yapild1 ve kit i¢inde
bulunan horseradish peroksidaz (HRP) eklenerek 37 °C’de 30 dakika inkiibe edildi. Tekrar
yikama yapildi ve kromojen eklenerek 15 dakika inkiibasyon yapildi. Son olarak 50 pl
durudurma soliisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu. GPX4, ALOX-5, FASN absorbanslari
450 nm’de Synergy HI1, (BIOTEK, USA) cihazinda 6l¢iildii. Ornekler igerisindeki protein

konsantrasyonu standartlar ile karsilastirmali olarak hesaplandi [150].

GSH/GSSG (glutatyon) testi i¢in 20 mg karaciger dokusu homojenize edilerek 23 dakika 15000
rpm’de santrifiij edildi ve stipernatant kullanilmak iizere alindi. Total GSH ve GSSG 6l¢iimii
icin 2 numarali soliisyon ile 10 mL ¢ifte distile su karistirildi. Hazirlanan soliisyondan 1mmol/L
alinarak 3 numarali soliisyon ile 1:49 oraninda seyreltildi ve standart soliisyonu hazirlandi. Bu
soliisyon kullanilarak kit icerisinde oOnerilen miktarlara goére 8 farkli konsantrasyonda

standartlar hazirlandi. (Tablo 3-7) Total GSH Ol¢imii i¢in, standartlardan ve karaciger
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orneklerinden 10uL alinarak plaktaki ilgili kuyucuklara eklendi. 150 pL reaktif calisma
soliisyonu tiim kuyucuklara eklenerek 25 °C’de 5 dakika inkiibe edildi. Daha sonra 50uL 9
numarali soliisyon eklenerek 5 saniye karistirildi. 25 °C’de 5 dakika inkiibe edildikten sonra
412 nm’de OD (Optikal Density) degeri 6l¢timii yapildi. GSSG 6lgtimii igin her bir standarttan
100pL alindi ve 20 pL 7 numarali soliisyon ile karistirildi. Orneklerden GSH uzaklastiriimasi
icin her bir 6rnekten 100puL alindi ve 20 uLL 7 numarali soliisyon ile karistirildi. Daha sonra 100
uL her birinden alinarak eppendorf tiiplerine aktarildi. 4 pL. 8 numarali soliisyon eklendi ve 25
°C’de 1 saat inkiibe edildi. Standartlardan ve elde edilen 6rneklerden 10 pL alinarak ilgili

kuyucuklara eklendi ve total GSH 6l¢iimii i¢in yapilan asamalar tekrarlanarak 412 nm’de OD

degeri l¢limii yapildi.
Standart Standart 20 pmol/L 3 Numarah
Konsantrasyonu Standart Soliisyon (uL)
Soliisyonu (ul)
1 0 0 400
2 0.5 10 390
3 1 20 380
4 2 40 360
5 5 100 300
6 8 160 240
7 10 200 200
8 15 300 100

Tablo 3-7. GSH/GSSG testinde standart hazirlama protokolii.
3.2.3. Dokularn incelenmesi

Alnan karaciger doku ornekleri, %10’luk tamponlanmis nétral formalin ile +4°C’de bir gece
fikse edildi. Ardindan sirasiyla ylikselen alkol serisinden (%70 —%100 alkol) ge¢ilip, parafin
bloklara gomiildii. Parafin bloklarindan pozitif sarjli lamlar tizerine alinan kesitler bir gece 37°C
etiivde bekletildi. Hazirlanan karaciger kesitleri, dokunun genel morfolojik incelenmesi igin
Hematoksilen+Eozin, kolajen artisinin gosterilmesi i¢in Van Gieson boyasi ve demir

birikiminin incelenmesi i¢in ise Prusya mavisi ile boyand: [16, 151].
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3.2.3.1. Hematoksilen+Eozin (H+E) Protokolii

Doku kesitleri deparafinizasyon isleminin ardindan rehidratasyon igin iicer dakika sirasiyla
%100-%96-%70’lik azalan alkol serisinden geg¢irildi Karaciger dokusunun genel morfolojisini
gosterebilmek i¢in H+E boyama kiti (Hematoxylen ve Eosin, ab245880, Abcam, USA)
kulland1. Hematoksilen ile niikleuslar maviye, sitoplazma ise pembeye boyandi. Boyama i¢in

kit icerisindeki protokol takip edildi.

3.2.3.2. Van Gieson Boyama Protokolii

Karaciger doku kesitleri deparafinizasyon ve rehidratasyonun ardindan olas1 fibrozisi
gostermek i¢in Van Gieson Trichrome Kiti (REF: VG-X BioGnost, Croatia) kullanilarak
kolajenler yogun kirmiziya boyandi. Boyama i¢in kit igerisindeki protokol takip edildi.

3.2.3.3. Prusya Mavisi Boyama Protokolii
1. Karaciger doku kesitleri sirasiyla ksilen, aseton ve azalan alkol serisinden gecirilerek

deparafinizasyon ve rehidratasyon islemleri uygulandi.

2. Dokularin lizerine potasyum ferrisiyanid-hidroklorik asit karisimindan olusan soliisyon

eklenerek 1 saat cam 6niinde bekletildi.
3. Doku kesitleri yikanarak akan ¢esme suyunun altinda bekletildi.
4. Kesitlere bazik fuksin eklendi ve 2 dakika bekletildi.
5. Suyla yikandiktan sonra aseton ve ksilenden gegirilerek entellan ile kapatildi.

H + E, Prusya mavisi ve Van Gieson boyalar1 ile boyanan karaciger doku kesitleri 1s1k
mikroskobu altinda x200 biiylitmede degerlendirildi. Kesit iizerinde rastgele 10 alanda fibrozis

ve yagli dejenerasyon skorlamasi yapildi. (Tablo 3-8)

0 Saglam karaciger
1 Sentrilobiiler nekroz ve yagl dejenerasyon
2 Sentrilobiiler ve ortalobiiler yagli dejenerasyon,

Periventiler fibrozis

3 Septal fibroz, Psddolobiil olusumu

4 Rejeneratif nodiil olusumu, Siroz

Tablo 3-8.Karaciger érneklerinde fibrozis ve yagh dejenerasyon skorlamasi.
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3.2.3.4. Immiinohistokimya Boyama Protokolii

Karaciger doku kesitlerinde, Glutatyon peroksidaz 4 (GPX4, pAb, 1:300, Cat no: 1933,
Abclonal, USA), Sirtuin 1 (Sirt 1, pAb, 1:200, Cat no: A0230, Abclonal, USA), 8-hidroksi2'-
deoksiguanozin (8-OHdG, mAb, 1:30, Cat no: sc-66036, Santa Cruz, USA) Hemioksijenaz
(HO-1, pAb, 1:100, Cat no: A1346, Abclonal, USA), Siklooksijenaz 2 (Cox-2, pAb, 1:50, Cat
no: A13409, Antibodies, USA), Fosforile H2AX (yH2AX, mAb, 1:50, Cat no: AP0687,
Abclonal, USA), 4 Hidroksinonenal (4-HNE, pAb, 1:200, Cat no: bs-6313R-TR, Bioss, USA),
Fosforile niikleer faktor eritroid 2-iliskili faktor 2 (Phospho-Nrf2, mAb, 1:300, Cat no:
AP1133, Abclonal, USA) primer antikorlar1 kullanildi. Immiinohistokimya boyama siirecinde
UltraVision Detection System Large Volume AntiPolyvalent, HRP Kiti (TP-125-HL, Thermo
Scientific, UK) kullanilmistir.

Parafine gomiili karaciger kesitlerine asagidaki islem dizine gore Streptavidin-Biotin-
Peroksidaz yontemi ile immiinohistokimyasal boyama uygulanmigtir. Alinan parafin doku
kesitleri toluolde deparafinize edilip dereceli alkollerden gegirilerek rehidrate edildi.
Mikrodalgada antijen iyilestirme isleminden sonra %3’lik H202 ¢ozeltisinde bekletildi.
Kesitlerin tiimii hidrofobik kalem ile sinirlanarak her bir kesit kullanilacak kitin prosediiriine
uygun olacak sekilde bloklama soliisyonunda bekletildi. Bloklama soliisyonu uzaklastirildiktan
sonra optimal diliisyonda primer antikorlar kullanilarak (Tablo 3-8) oda 1s1sinda 60 dakika (dk)
ya da 4°C’ de nemli ortamda bir gece inkiibe edilmistir. Kesitler daha sonra PBS (0.01 M
Phosphate buffered saline) ile yikanip 15 dk sekonder antikorda, ardindan da yine PBS ile
yikanip 15 dk HRP streptavidin-kompleks ile muamele edildi. Dokular peroksidaz aktivitesi
icin AEC ile inkiibe edilerek renk reaksiyonu elde edildi. PBS ile yikama sonrasi Mayer’s
hematoksilen (Katalog no: ab220365, Abcam, USA) ile niikleus boyamasi yapilarak kapama
solusyonu ile kapatildi. Spesifik immiin isaretlenmenin varligi negatif ve pozitif kontrol
boyamalari ile karsilastirmali olarak mikroskop altinda incelendi. Negatif kontrol igin segilen
doku 6rneginde biitlin prosediir aynen uygulandi, ancak primer antikor yerine PBS kullanildi.
GPX4, HO-1, 4HNE, COX2, Sirtl, Nrf2 ve 8-OHdG antikorlariin pozitif immiin isaretlenme
gosteren hiicreleri 151k mikroskobu altinda (x200 biiyiitme) rastgele secilen 10 alanda immiin
pozitif hiicre yiizdesi ile analiz edilmistir. yH2AX antikoru immiin pozitif hiicre ytlizdesi ise 151k

mikroskobu altinda (x400 biiyiitme) rastgele secilen 20 alanda analiz edilmistir.

Immiin pozitif hiicre yiizdesi : (immiin pozitif hiicre sayisi / total hiicre sayisi) <100
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Antikor Marka Katalog numarasi Diliisyon
GPX4 Abclonal A1933 1:300
Sirt-1 Abclonal A0230 1:200

8-OHdG Santa Cruz sc- 66036 1:30
Cox2 Antibodies A13409 1:50
HO-1 Abclonal Al1346 1:100

YH2AX Abclonal AP0687 1:50

4-HNE Bioss bs-6313R-TR 1:200

Nrf2 Abclonal AP1133 1:100

Tablo 3-9. immiinohistokimya da kullanilan antikorlar ve diliisyonlari.

3.2.4. istatistiksel Analiz

Tiim veriler, GraphPad Prism yazilimi (9.0) kullanilarak tek yonli veya ¢ift yonlii varyans
analizi (ANOVA) ve coklu karsilastirmalar i¢in Tukey'in post hoc testi kullanilarak analiz
edildi. Sonuglar, her bir setin {i¢ tekrarinin ortalamasi + Standart sapma (SD) olarak alind1 ve

anlamlilik i¢in p < 0.05 degeri kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Achik Kan Sekeri, Viicut Agirhg: ve Giinliik Kalori Alimi

Deney hayvanlarinin aglik kan sekeri degerleri, deney baslangicinda, STZ uygulamasindan
once, STZ uygulamasindan 48 saat sonra ve deney sonunda Olciildii, elde edilen sonuglar
istatistiksel olarak degerlendirildi (Sekil 4-1). Deney baslangicinda yapilan aglik kan sekeri
Olctimlerinde, deney gruplari arasinda anlamli fark saptanmadi (p>0.05). STZ uygulamasindan
once yapilan dlgiimlerde, YF grubu ile K ve KR gruplar aglik kan sekeri seviyeleri arasinda
anlamli fark bulundu (p<0.05). STZ uygulamasindan 48 saat sonra yapilan dl¢iimlerde, YF ve
YF-R grubunun aglik kan sekeri diizeylerinin K ve KR gruplarina gore arttig1 ve aralarinda ¢ok
ileri diizeyde anlamli fark oldugu saptandi (p<0.0001). Deney sonunda yapilan 6l¢iimlerde ise

YF grubu ile K ve KR gruplari arasinda anlamli fark saptandi (p<0.05).

Deney hayvanlarinin viicut agirlik olgiimleri deney baslamadan 6nce, deneyin 2,5 ve 9.
haftalarinda yapilmistir. Elde edilen verilere gore deney baslangicit ve deneyin 2 ve 5’inci
haftalarinda yapilan agirlik 6l¢timlerinde, deney gruplarinin agirlik diizeyi arasinda anlamli fark
bulunamadi (p>0.05). Deney sonunda (9. hafta) yapilan dl¢timlerde ise YF grubunda bulunan
hayvanlarin viicut agirliklarinin K grubuna kiyasla anlamli olarak azaldigi saptandi (p<0.05)

(Sekil 4-1).

Deney hayvanlarinin giinliik kalori alimui, tiikettigi fruktozlu su miktar1 ve yem agirlik 6l¢timleri
yapilarak 2, 5 ve 9’uncu haftalarda hesaplandi. Deneyin 2 ve 5. haftalarinda yapilan dl¢limlere
gore YF ve YF-R grubunda kalori alimmin arttigi, K ve KR gruplarn ile kiyaslandiginda
istatistiksel olarak ¢ok ileri diizeyde anlamli fark oldugu saptandi (p<0.0001) (Sekil 4-2).

Deneyin 9. haftasinda yapilan dl¢iimlerde ise gruplar arasinda anlamli fark bulunmadi.



Achk Kan Sekeri

1
Fodokok
* dokkk Fdkokk
1 1
300- * kR kR
_ 200-
T
=2
(=2
£
100
u-
S & g
& & &£ &
& & . £
& Q0 & &
\d ) & &
& & <
& o
P

ionn

KR
YF
YFR

49

Viicut Agirhgi
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Sekil 4-1. Deney gruplarina ait achk kan sekeri (mg/dl) ve viicut agirhklarinin (gr)

istatistiksel degerlendirmeleri.

(K: Saglikli kontrol grubu, KR: Saglikli kontrol + Resveratrol uygulanan grup, YF:Diyabetik Grup, YF-R:
Diyabetik + Resveratrol uygulanan Grup) *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.
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Sekil 4-2. Deney hayvanlarinin giinliik kalori alminin (kcal/kg) degerleri.
(K: Saglikli kontrol grubu, KR: Saglikli kontrol + Resveratrol Uygulanan grup, YF: Diyabetik Grup, YF-R:
Diyabetik + Resveratrol Uygulanan Grup) *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001
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4.2. Biyokimya Sonuc¢larinin Degerlendirilmesi

Deney gruplarmin karaciger dokusundaki GPX4, ALOX-5, FASN protein seviyeleri ve
GSH/GSSG orani olgiildi (Sekil 4-3). ALOX5 ve FASN testlerinden elde edilen verilerde,
deney gruplari arasinda anlaml fark saptanmadi (p>0.05). Ancak GPX4 protein seviyesinde
YF grubunda YF-R (p<0.01) ve KR (p<0.05) gruplarina kiyasla istatiksel olarak anlamli bir
diisiis oldugu saptandi (Sekil 4-3). GSH/GSSG testinden elde edilen verilere gore ise K
grubunda GSH/GSSG oraninin daha diisiik oldugu, KR ve YF gruplar ile kiyaslandiginda ileri
diizeyde anlamli fark saptand1 (p< 0.01). Ayni zamanda K grubu ile YF-R gruplari arasinda ¢ok
ileri diizeyde anlamli fark saptanmistir (p< 0.001).
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* * %k bkl
35 I ” I * %k
2.0 kK \
7:_| 27 1.5 ‘
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Sekil 4-3. Deney gruplarina ait FASN, ALOX5, GPX4 proteinlerin diizeyleri ve
GSH/GSSG orani.

(K: Saglikli Kontrol Grubu, KR: Resveratrol Tedavisi Uygulanan Kontrol Grubu, YF: Diyabetik Grup, YF-R:
Resveratrol Tedavisi Uygulanan Diyabetik Grup) *p <0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001
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4.3. Morfolojik Degerlendirme

Karaciger doku kesitlerine genel morfolojiyi degerlendirebilmek i¢cin Hematoksilen+Eozin
(H+E), kolajen artigin1 gosterebilmek icin Van Gieson boyamast yapildi. Bu iki boyamanin
sonuclar1 dikkate alinarak fibrozis ve yagli dejenerasyon skorlamasi yapildi. H + E boyamasi
degerlendirildiginde F grubuna ait hepatositlerde diger gruplara kiyasla belirgin vakuollesme
oldugu (Sekil 4-4) ve santral ven ¢evresinde kolajen birikiminin arttig1 (Sekil 4-5) saptandi.
Yapilan skorlama ile YF grubunda fibrozis ve dejenerasyonun artti1 diger gruplarla arasinda
¢ok ileri diizeyde anlamli fark oldugu saptandi (p<0.0001) (Sekil 4-6). Resveratrol tedavisi
uygulanan YF-R grubunda, YF grubuna kiyasla fibrozisin geriledigi, ancak K ve KR gruplarina
gore fibrozis ve yagli dejenerasyon skorunun yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0.0001). Doku
kesitlerine ayrica hiicre i¢i demir birikimini gostermek i¢in ise Prusya mavisi boyamasi yapildi.
YF grubuna ait karaciger doku kesitlerinde ferroptoz belirteci olarakta kabul edilen demir

birikimleri gézlemlendi (Sekil 4-7).

Sekil 4-4.Tiim deney gruplarina ait Hematoksilen Eozin (H + E) boyamasi. (Bar: 20um)

(K: Saglikli Kontrol Grubu, KR: Resveratrol Tedavisi Uygulanan Kontrol Grubu, YF: Diyabetik Grup, YF-R:
Resveratrol Tedavisi Uygulanan Diyabetik Grup)
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Sekil 4-5. Tiim deney gruplarina ait Van Gieson boyamasi ile kollajen lif birikimlerinin
gosterilmesi. (Bar: 20pum)
(K: Saglikli Kontrol Grubu, KR: Resveratrol Tedavisi uygulanan Kontrol Grubu, YF: Diyabetik Grup, YF-R:

Resveratrol Tedavisi uygulanan Diyabetik Grup)

Fibrozis ve Yagli Dejenerasyon Skorlamasi
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Sekil 4-6. Tiim deney gruplarina ait fibrozis ve yagh dejenerasyon skorlamas.
(K: Saglikli Kontrol Grubu, KR: Resveratrol Tedavisi Uygulanan Kontrol Grubu, YF: Diyabetik Grup, YF-R:

Resveratrol Tedavisi Uygulanan Diyabetik Grup) *p <0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001
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Sekil 4-7. Tiim deney gruplarmma ait Prusya mavisi boyas1 ile demir birikiminin
gosterilmesi. (Bar: 20pum)
(K: Saglikli Kontrol Grubu, KR: Resveratrol Tedavisi Uygulanan Kontrol Grubu, YF: Diyabetik Grup, YF-R:

Resveratrol Tedavisi Uygulanan Diyabetik Grup)

4.4, Immiinohistokimya Bulgular

GPX4

GPX4, antioksidan 6zelliklere sahip ve lipid peroksitlerinin indirgeme reaksiyonunu katalize
edebilen anahtar bir enzimdir. GPX4 antikoru kullanilarak immiinohistokimya boyamasi
yapilan karaciger doku kesitlerinde sitoplazmalari boyanan hiicreler GPX4 pozitif hiicreleri
olarak degerlendirildi (Sekil 4-10). GPX4 immiin pozitif hiicreler genel olarak santral ven
etrafinda gozlendi. Veriler degerlendirildiginde, GPX4 seviyesinin YF grubunda azaldig: ve
resveratrol uygulanan YF-R grubuyla kiyaslandiginda ¢ok ileri diizeyde anlamli fark saptandi
(p<0.0001). Aym1 zamanda GPX4 seviyesi resveratrol uygulanan KR gubunda arttig1 ve K
grubuna kiyasla ¢ok ileri diizeyde anlamli fark saptandi (p<0.001) (Sekil 4-11).



54

Sekil 4-8. Tiim deney gruplarina ait Kkaraciger dokularinda immiin pozitif GPX4
ekspresyonunun gosterimi. Immiin boyama: Streptavidin- biotin- peroksidaz. Zit boya:
Hematoksilen. Bar:20 pm.

(K: Saglikli Kontrol, KR: Resveratrol Tedavisi Uygulanan Kontrol Grubu, YF: Diyabetik Grup, YF-R: Resveratrol

Tedavisi Uygulanan Diyabetik Grup)
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Sekil 4-9.Tiim deney gruplarina ait GPX4 immiin pozitif hiicre yiizdeleri.
(K: Saglikli Kontrol Grubu, KR: Resveratrol Tedavisi Uygulanan Kontrol Grubu, YF: Diyabetik Grup, YF-R:

Resveratrol Tedavisi Uygulanan Diyabetik Grup) *p <0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001
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4-HNE

Lipid peroksidasyonunun toksik son iiriinlerinden ve oksidatif hasarin gostergesi olan 4-HNE
antikoru kullanilarak immiinohistokimya boyamasi yapildi. Sitoplazmalar1 boyanan hiicreler 4-
HNE pozitif hiicreleri olarak degerlendirildi (Sekil 4-14). Karaciger dokularinda 4-HNE pozitif
hiicre yiizdeleri degerlendirildiginde, YF grubu ile K, KR ve YF-R gruplari arasinda ¢ok ileri
diizeyde anlamli fark saptandi (p<0.0001). Ayn1 zamanda resveratrol tedavisi uygulanan YF-R
grubu ile K ve KR gruplari arasinda ¢ok ileri diizeyde anlamli fark saptanmistir (p<0.001) (Sekil
4-15).
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Sekil 4-10. Tiim deney gruplarma ait karaciger dokularmda 4-HNE ekspresyonunun
gosterimi. Immiin boyama: Streptavidin- biotin- peroksidaz. Zit boya: Hematoksilen. Bar:20
pum.

(K: Saglikli Kontrol Grubu, KR: Resveratrol Tedavisi Uygulanan Kontrol Grubu, YF: Diyabetik Grup, YF-R:
Resveratrol Tedavisi Uygulanan Diyabetik Grup)
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Sekil 4-11. Tiim deney gruplarina ait 4-HNE immiin pozitif hiicre yiizdeleri.
(K: Saglikli Kontrol grubu , KR: Resveratrol Tedavisi Uygulanan Kontrol Grubu, YF: Diyabetik Grup, YF-R:

Resveratrol Tedavisi Uygulanan Diyabetik Grup) *p <0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001

Nrf2

Niikleer faktor eritroid 2 ile iligkili faktor 2 (Nrf2), oksidatif hasara karsi korunmada 6nemli rol
oynayan bir transkripsiyon faktoriidiir. Normal kosullar altinda sitoplazmada yerlesik olarak
bulunan Nrf2 oksidatif stres kosullarinda niikleusa gecer. Nrf2 antikoru kullanilarak
immiinohistokimya boyamasi yapilan doku kesitlerinde niikleer pozitifligi olan hiicreler, Nrf2
pozitif hiicreleri olarak degerlendirildi (Sekil 4-18). Karaciger dokularindaki Nrf2 immiin
pozitifligi degerlendirildiginde, K ve KR grubunda Nrf2 ekspresyonunun daha yiiksek oldugu
ve KR ile YF grubu arasinda anlamli fark saptanmistir (p<0.05) (Sekil 4-19).
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Sekil 4-12. Tiim deney gruplarma ait karaciger dokularinda Nrf2 ekspresyonunun
gosterimi. Immiin boyama: Streptavidin- biotin- peroksidaz. Zit boya: Hematoksilen. Bar:20

pm.

(K: Saglikli Kontrol Grubu, KR: Resveratrol Tedavisi Uygulanan Kontrol Grubu, YF: Diyabetik Grup, YF-R:

Resveratrol Tedavisi Uygulanan Diyabetik Grup)

Immiin pozitif hiicre sayisi (%)
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Sekil 4-13.Tiim deney gruplarina ait Nrf2 immiin pozitif hiicre yiizdeleri.
(K: Saglikli Kontrol Grubu, KR: Resveratrol Tedavisi Uygulanan Kontrol Grubu, YF: Diyabetik Grup, YF-R:

Resveratrol Tedavisi Uygulanan Diyabetik Grup) *p <0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001
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HO-1

HO-1, oksidatif hasara direnmek i¢in ROS'u temizleyebilen 6nemli bir hiicre i¢i antioksidan
enzimdir. Karaciger doku kesitlerine HO-1 antikoru kullanilarak immiinohistokimya boyamasi
yapild1. Sitoplazmalar1 boyanan hiicreler HO-1 pozitif hiicreleri olarak degerlendirildi (Sekil 4-
16). Karaciger dokularinda HO-1 immiin pozitifligi olan hiicreler degerlendirildiginde, YF
grubu ile K ve KR gruplari arasinda ¢ok ileri diizeyde anlamli fark saptandi (p<0.0001). Ayni
zamanda saglikli K grubu ile KR ve YF-R gruplar arasinda ileri diizeyde anlamli fark
saptanirken (p<0.01), YF-R ve KR gruplar1 arasinda ¢ok ileri diizeyde anlamli fark saptanmigtir
(p<0.0001) (Sekil 4-17).

NIBES, w" "

Sekil 4-14. Tiim deney gruplarina ait karaciger dokularinda HO-1 ekspresyonunun
gosterimi. Immiin boyama: Streptavidin- biotin- peroksidaz. Zit boya: Hematoksilen. Bar:20
pum.

(K: Saglikli Kontrol Grubu, KR: Resveratrol Tedavisi Uygulanan Kontrol Grubu, YF: Diyabetik Grup, YF-R:
Resveratrol Tedavisi Uygulanan Diyabetik Grup)
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Sekil 4-15. Tiim deney gruplarina ait HO-1 immiin pozitif hiicre yiizdeleri.
(K: Saglikli Kontrol Grubu, KR: Resveratrol Tedavisi Uygulanan Kontrol Grubu, YF: Diyabetik Grup, YF-R:

Resveratrol Tedavisi Uygulanan Diyabetik Grup) *p <0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001

8-OHdG

8-Hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-OHdG), hem niikleus hem de mitokondrideki niikleik asit
oksidasyonunun en iyi bilinen ve yaygin olarak kullanilan biyobelirtecdir. 8-OHdG antikoru
kullanilarak immiinohistokimya boyamasi yapildi ve niikleer ve/veya sitoplazmik pozitifligi
olan hiicreler 8-OHdG pozitif hiicreleri olarak degerlendirildi (Sekil 4-22). Pozitif hiicrelerin
ozellikle santral ven gevresinde bulundugu gozlendi. Karaciger dokularinda 8-OHdG immiin
pozitif hiicreleri degerlendirildiginde, DNA hasarmin YF grubunda daha yiiksek oldugu ve
diger deney gruplarn kiyaslandiginda, gruplar arasinda ¢ok ileri diizeyde anlamli fark
saptanmigtir (p<0.0001). Ayn1 zamanda YF-R grubu ile K ve KR gruplari arasinda ¢ok ileri
diizeyde anlamli fark saptanmistir (p<0.0001) (Sekil 4-23).
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Sekil 4-16. Tiim deney gruplarmna ait karaciger dokularinda 8-OHdG ekspresyonunun
gosterimi (TNiikleer pozitiflik, P Sitoplazmi pozitiflik). Immiin boyama: Streptavidin-
biotin- peroksidaz. Zit boya: Hematoksilen. Bar:20 pm.

(K: Saglikli Kontrol Grubu, KR: Resveratrol Tedavisi Uygulanan Kontrol Grubu, YF: Diyabetik Grup, YF-R:
Resveratrol Tedavisi Uygulanan Diyabetik Grup)
8-OHdG
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Sekil 4-17.Tiim deney gruplarina ait 8-OHdG immiin pozitif hiicre yiizdeleri.
(K: Saglikli Kontrol, KR: Resveratrol Tedavisi Uygulanan Kontrol Grubu, YF: Diyabetik Grup, YF-R: Resveratrol

Tedavisi Uygulanan Diyabetik Grup) *p <0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001
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yH2AX

Fosforile H2AX (YH2AX), DNA cift zincir kiriklarinin varligi igin spesifik bir gosterge olarak
kabul edilir. Karaciger doku kesitlerine yYH2AX antikoru kullanilarak yapilan
immiinohistokimya boyamasinda niikleuslar1 boyanan hiicreler pozitif olarak degerlendirildi.
Niikleer pozitifligi olan hiicreler yYH2AX pozitif hiicreleri olarak degerlendirildi (Sekil 4-20).
Karaciger dokularindaki YH2AX immiin pozitifligi degerlendirildiginde, YF grubunda DNA
hasarmin arttig1 ve YF-R, K ve KR gruplan ile kiyaslandiginda gruplar arasinda ¢ok ileri
diizeyde anlamli fark oldugu saptanmistir (p<0.0001). Ayn1 zamanda YF-R grubu ile K ve KR
gruplari arasinda ¢ok ileri diizeyde anlamli fark bulunmustur (p<0.0001) (Sekil 4-21).
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Sekil 4-18. Tiim deney gruplarina ait karaciger dokularinda yH2AX ekspresyonunun
gosterimi. Immiin boyama: Streptavidin- biotin- peroksidaz. Zit boya: Hematoksilen. Bar:20
pm.

(K: Saglikli Kontrol Grubu, KR: Resveratrol Tedavisi Uygulanan Kontrol Grubu, YF: Diyabetik Grup, YF-R:
Resveratrol Tedavisi Uygulanan Diyabetik Grup)
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Sekil 4-19. Tiim deney gruplarina ait yH2AX immiin pozitif hiicre yiizdeleri.
(K: Saglikli Kontrol, KR: Resveratrol Tedavisi Uygulanan Kontrol Grubu, YF: Diyabetik Grup, YF-R:

Resveratrol Tedavisi Uygulanan Diyabetik Grup) *p <0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001

COX-2

Siklooksijenaz  (COX), c¢esitli inflamasyon faktorleri tarafindan uyarildiktan sonra
inflamasyonu baglatabilen ve prostaglandin sentezini destekleyebilen giiclii bir enzimdir. COX-
2 antikoru kullanilarak immiinohistokimya boyamasi yapilan Karaciger doku kesitlerinde
sitoplazmalari boyanan hiicreler COX-2 immiin pozitif hiicreler olarak degerlendirildi (Sekil 4
12). Karaciger dokularinda COX-2 immiin pozitiflik gosteren hiicreler degerlendirildiginde, YF
grubu ile K ve YF-R gruplar1 arasinda ¢ok ileri diizeyde anlamli fark saptandi (p<0.001). Ayn1
zamanda YF grubu ile KR grubu arasinda ileri diizeyde anlamli fark saptandi (p<0.01) (Sekil
4-13).
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Sekil 4-20. Tim deney gruplarma ait karaciger dokularimda immiin pozitif COX-2
ekspresyonunun gosterimi. Immiin boyama: Streptavidin- biotin- peroksidaz. Zit boya:
Hematoksilen. Bar:20 pm

(K: Saglikli Kontrol, KR: Resveratrol Tedavisi Uygulanan Kontrol Grubu, YF: Diyabetik Grup, YF-R: Resveratrol
Tedavisi Uygulanan Diyabetik Grup)
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Sekil 4-21. Tiim deney gruplarina ait COX-2 immiin pozitif hiicre yiizdeleri.
(K: Saglikli Kontrol Grubu, KR: Resveratrol Tedavisi Uygulanan Kontrol Grubu, YF: Diyabetik Grup, YF-R:

Resveratrol Tedavisi Uygulanan Diyabetik Grup) *p <0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001
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SIRT1

Endojen stres sensorii olan SIRT1, sirtuin ailesinden NAD " -bagimli protein lizin deasetilazdur.
SIRT1 antikoru kullanilarak immiinohistokimya boyamasi yapilan karaciger doku kesitlerinde
niikleus pozitifligi olan hiicreler degerlendirildi (Sekil 4-8). SIRT1 immiin pozitif hiicre
yiizdeleri degerlendirildiginde, YF grubunda pozitif hiicre saymnin azaldigi ve K, KR ve YF-R
gruplar1 arasinda ¢ok ileri diizeyde anlamli fark oldugu saptandi (p<0.0001). Ayni zamanda
resveratrol tedavisi uygulanan YF-R grubu ile K ve KR gruplari arasinda ¢ok ileri diizeyde
anlaml fark saptandi (p<0.0001) (Sekil 4-9).
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Sekil 4-22. Tiim deney gruplarina ait karaciger dokularinda SIRT1 ekspresyonunun
gosterimi. Immiin boyama:Streptavidin- biotin- peroksidaz. Zit boya:Hematoksilen.Bar:20pm.
(K: Saglikli Kontrol Grubu, KR: Resveratrol Tedavisi Uygulanan Kontrol Grubu, YF: Diyabetik Grup, YF-R:
Resveratrol Tedavisi Uygulanan Diyabetik Grup)
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Sekil 4-23.Tiim deney gruplarina ait SIRT1 immiin pozitif hiicre yiizdeleri.
(K: Saglikli Kontrol, KR: Resveratrol Tedavisi Uygulanan Kontrol Grubu, YF: Diyabetik Grup, YF-R: Resveratrol

Tedavisi Uygulanan Diyabetik Grup) *p <0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001
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5. TARTISMA

Diyabet, hiperglisemi ile karakterize edilen metabolik bir bozukluktur. [16]. Tip 2 Diabetes
Mellitus (T2DM), diyabetin en yaygin tiiriidiir ve tiim diyabet vakalarinin yaklagik %90'mi
olusturur. Son yillarda diinyadaki yetiskinlerde diyabet ve prediyabetin yayginligi hizla
artmaktadir. Uluslararas1 Diyabet Federasyonu (IDF), 2021 yil1 istatistiklerine gore, 20-79 yas
aras1 yetiskin niifusun %10.5'inin (yaklasik 537 milyon kisi) diyabet hastasi oldugu ve
neredeyse yarisinin bu durumla yasadiginin farkinda olmadigi bildirmistir. IDF'in verilerine
gore 2045 yila gelindiginde diinya capinda yaklasik 783 milyon kisinin diyabet hastasi

olacagi tahmin edilmektedir.

Diyabetle ilgili sayisal veriler hastaligin bireyler, aileler ve tilkeler i¢in kiiresel boyuttaki artan
yiikiinli de gostermektedir. Kentlesme, yaslanan niifus, azalan fiziksel aktivite, asir1 kilo ve
obezite yayginliginin artmasi Tip 2 diyabetin artigina katkida bulunmaktadir [152]. Diyabetin
kalic1 hiperglisemisi, kronik komplikasyonlarinin temelidir. Kalp (kardiyovaskiiler hastalik),
bobrekler (diyabetik nefropati), karaciger (alkolsiiz yagli karaciger hastaligi, NAFLD), sinirler
(diyabetik noropati) ve gozler (diyabetik retinopati), pankreas, beyin ve ince bagirsak gibi
bir¢ok organi etkileyebilir ve ciddi hastaliklara yol agabilir [153, 154]. Bu nedenle diyabet,
uzun vadede hastanin sagligin1 ve yasam kalitesini etkiler. Diyabet tedavisinde oral
hipoglisemik ajanlar ve ekzojen insiilin takviyesi yaygin olarak kullanilmaktadir, ancak bu
tedaviler yalnizca gecici glisemik kontrol saglar ve diyabetik komplikasyonlarin olusumunu
etkili bir sekilde dnleyemez. Bu sebeple diyabet ve komplikasyonlarina yonelik etkili tedavi
stratejilerini kesfetmek ve arastirmak icin acilen daha fazla aragtirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir

[155].

Prevalans1 artmakta olan bu hastalifin daha iyi anlasilmasi ve tedavi segeneklerinin
gelistirilebilmesi icin ¢esitli hayvan modelleri ile ¢alismalar yapilmaktadir. Bu c¢alismada
Wilson ve Islam (2012) ¢alismasindan yola ¢ikarak yiiksek fruktoz ve diisiik STZ ile T2DM
modeli olusturuldu [156]. Calismada STZ uygulamasi sonrasi deney hayvanlarina, Wilson ve
Islam’1n olusturdugu modelden farkli olarak 3 hafta daha fruktoz verilmeye devam edildi [16].
5. Haftanin sonunda resveratrol tedavisi uygulanarak resveratrolun karaciger hasar1 ve ferroptoz

tizerine etkileri arastirildi.
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Wilson ve Islam’mn 2012 yilinda yaptig1 ¢alismada, farkli oranlarda fruktoz (%10, %20, %30,
%40) ve 40 mg/kg STZ uygulamasi ile yeni bir T2DM modeli olusturdu. 11 haftanin sonunda
elde edilen sonuglarla %10 fruktoz ve STZ uygulanan grubun T2DM ig¢in yeni alternatif bir
model olabilecegini bildirmistir. Arastirmacilar gelistirdikleri yeni model ile yaptiklari
caligmalarda, diyabetik gruplarin kontrol gruplarina kiyasla kalori alimi ve kan glikozlarinin
arttigini, viicut agirliklarinin ise azaldigimi saptanmislardir [156, 157]. Bu modeli kullanan
birgok calisma benzer sonuglart bildirmistir. [158-160]. Bu ¢alismada Wilson ve Islam’in
modeli kullanildi. iki hafta %10 fruktozlu su verilen hayvanlara 2. haftanin sonunda 40mg/kg
STZ uygulandi. 48 saatin sonunda kan sekeri yiiksek ¢ikanlar (180mg/dl ve iizeri) diyabetik
olarak ayrildilar. Deney sonunda, benzer model ile yapilan diger calismalarla paralel olarak
diyabetik grubun kan sekeri seviyelerinin artmasi ve viicut agirliklarinin diismesi, ayrica kalori
aliminin artmasi saptamamiz sonucunda modelimizin 6nerilen Tip 2 diyabet modeline uygun

oldugu sonucuna vardik.

Resveratrol, yaban mersini, birgok kirmizi {iziim ¢esidi ve fistik gibi farkli bitki tiirlerinde
bulunan fenolik maddedir. Resveratroliin kemirgen diyabet modellerinde oral yolla verildiginde
giiclii antidiyabetik etkiler gosterdigi anlagilmistir [161]. Cesitli insan ve hayvan ¢alismalarinda
resveratrol uygulamasinin, hiperglisemiyi diizenledigi, instilin duyarliligmni arttirdigini ve
antioksidan etkileri oldugu gosterilmistir [162]. Bunun yaninda resveratrol tedavisinin insan
klinik galigmalarinda bir etkinliginin olmadigint sdyleyen ¢alismalar da bulunmaktadir [163,
164]. Yapilan meta-analizler sonucunda resveratroliin diyabet tizerine olumlu etkileri
gosterilmistir [165, 166]. Bu ¢alismada Tip 2 diyabet olusturulan siganlara 4 hafta siire ile
resveratrol uygulamasinin kan sekerini diyabetik gruba goére anlamli olarak disiirdiiglini

saptadik, bu sonug da resveratroliin kan sekeri lizerine diizenleyici etkisini desteklemektedir.

Hepatosit 6liimii, diyabetle iliskili karaciger patolojisine ve karaciger hasarinin ilerlemesine
katkida bulunan en 6nemli faktorlerden biridir [167]. Cok sayida galisma, ferroptozun T2DM
ve komplikasyonlarin gelisimi ve ilerlemesinde 6nemli bir rol oynadigini gostermistir [168].
Ferroptoz, asirt lipid peroksidasyonu ile karakterize edilen ve karacigerdeki c¢ok sayida
patolojik durumla iliskili olan apoptotik olmayan hiicre 6liimiiniin demir bagimli bigimidir [7].
Demir; oksijen taginmasi, enerji metabolizmasi, niikleotid sentezi ve elektron taginmasi gibi bir
dizi metabolik siiregte yer aldigindan canli organizmalar i¢in 6nemli bir eser elementtir [169].
Hayati 6neme sahip olmasina ragmen, asir1 miktarda demir toksik olabilir, bu nedenle

konsantrasyonunun ideal bir aralikta tutulmasi gerekir. Demir metabolizmasiin insiilin
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salgilanmasi ve yag metabolizmasi gibi insan glikoz metabolizmasinin farkl: siireglerinde yer
aldig1 ve birden fazla organ ve dokuda kan sekeri homeostazini korudugu gosterilmistir. Son
zamanlarda, bilim insanlar1 demir metabolizmasi ile glikoz homeostazisi arasinda giderek artan

bir iligki buldular [170-172].

Karaciger viicuttaki demirin ana rezervuaridir. Karacigerde depolanan asir1 demir, glikoz
metabolizmasina miidahale ederek hem azalmis insiilin hem de bozulmus insiilin sinyallemesi
yoluyla hiperinsiilinemiye neden olur [173]. Ote yandan hiperinsiilinemik durum, demirin
intrahepatik birikimini destekler. Bazi insiilin direngli hastalarda hafif demir metabolizmasi
anormallikleri goriiliir. Genellikle hastalar obezdirler, diyabetleri vardir, metabolik sendrom
(MetS) ve/veya alkolsiiz yagh karaciger hastaligi (NAFLD) tanilar1 bulunmaktadir [147, 172].
Bu ¢alismada olasi demir birikimini gostermek i¢in Prusya mavisi kullanildi. Diyabetik gruba
ait karaciger doku kesitlerinde yaygin dagilmis demir birikimleri gézlendi. Bu da diyabetin
neden oldugu karaciger hasarinda demire bagimli bir yol olan ferroptotik hiicre ¢liimiiniinde

etkili olabilecegini diisiindiirdii.

Hiperglisemi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) asir1 liretimine yol acar ve ardindan oksidatif
stresi artirir [155]. Oksidatif stres dokudaki antioksidan metabolizma ile reaktif oksijen
riinlerinin Uretimi arasindaki dengenin bozulmasindan kaynaklanmaktadir. Doku ya da
hiicredeki oksidatif stresin seviyesini bize gdsteren enzimler glukoz 6 fosfat dehidrogenaz
(G6PD), glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon-s transferaz (GST), 6-fosfoglukanat dehidrogenaz
(6-PGD) ve glutatyon peroksidazdir (GPx). Bu enzimler hep birlikte ¢alisildiginda dokudaki ya
da hiicredeki oksidatif stres diizeyine dair bilgi vermektedir [16]. GR, GST ve GPx enzimleri
glutatyon metabolizmasini diizenleyen enzimlerdir ve temel olarak detoksifikasyon,
antioksidant yanit ve oksidatif stres metabolizmasin1 diizenlenmesinden sorumludurlar.
Indirgenmis glutatyon (GSH) hiicredeki en 6nemli antioksidan molekiillerinden biridir ve
detoksifikasyon, ila¢ direnci, antioksidan metabolizmas1 ve yaslanma gibi bir¢cok hayati
mekanizmada kullanilir, bu islemler sirasinda GSH okside glutatyona (GSSG) doniisiir [16,
150].

GSH/GSSG orami hiicre ya da dokudaki oksidatif stres durumunu belirten en Onemli
biyobelirteg olarak kabul edilir. GST ve GPx enzimi GSH molekiiliinii kullanarak antioksidant
yanit iligkili metabolizmalarda gore alirlar. GR enzimi NADPH ile birlikte GSH’1n GSSG’ye
dontisiinii katalize eder. NADPH ise pentoz fosfat yolaginda gérevli G6PD ve 6-PGD enzimleri
tarafindan iiretilir. Bu neden ile G6PD, 6-PGD, GR, GST ve GPx enzimleri beraber hiicrenin
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oksidatif metabolizmasinin glikoliz, antioksidant yanit ve detoksifikasyon {izerinden
degerlendirilmesinde hayati 6nem tasimaktadir [16, 150]. GSH, GSSG, GPx, GR ve GST gibi
antioksidant enzimlerde bozulmalar hiicre ya da dokunun oksidatif stres diizeyinin artis1 ve
ROS birikimi ile direkt olarak iliskilidir. Hiicre i¢cinde biriken ROS ise hiicrede DNA, protein

ve yaglara saldirarak ilgili molekiillerin okside olmalarina neden olur.

Hiicre membran biitlinliiglinii saglamak ve ROS kaynakli hasar1 en aza indirmek i¢in lipid
hidroperoksit glutatyon peroksidaz 4 (GPX4), kofaktor olarak indirgenmis GSH kullanarak
lipid hidroperoksitleri (R-OOH) lipid alkollere (R-OH) doniistiiriir. Bu islem, ferroptozda
sitozolik ROS'tan daha toksik olan toksik lipid ROS'un demire (Fe?") bagimli olusumunu ve
birikmesini onler. Boylece, GPX4 oksidatif hasara kars1 koruyucu ve fizyolojik diizenleyici
olarak hiicresel homeostazda iki onemli gorevi ustlenir [23]. Azalan GSH miktart GPX4
aktivitesinde azalmaya neden olur ve hiicre ici lipid peroksidasyonunu artirir. Yapilan
aragtirmalarda GPX4, ferroptoz meydana geldiginde onemli dl¢lide azalmistir ve ferroptozun
bir belirteci olarak kabul edilmistir [24]. Calismamizda GPX4 protein seviyesi ve GSH/GSSG
oran1 biyokimyasal olarak 6l¢iildii. GPX4 protein seviyesinde YF grubunda YF-R ve KR
gruplarma kiyasla istatiksel olarak anlamli bir diisiis oldugu saptandi. Antioksidan 6zelligi
bir¢ok ¢aligma ile gosterilmis olan resveratroliin calismamizda diyabetik ve kontrol gruplarina
uygulandiginda GPX4 protein miktarinda artisga sebep oldugu hem ELISA hem de

immiinohistokimya yontemi ile gosterilmis oldu.

Karacigerde bozulan oksidatif stres metabolizmast GSH’1n azalmasi1 GSSG’in artmasina neden
olur ve redoks homeostazi i¢in 6nemli olan GSH/GSSG oraninin karacigerde artmasina neden
olur. Hiicredeki GSH miktari, GSH/GSSG orani, GPX4 seviyesi, hiicre i¢i Fe miktari, GR ve
GST enzim seviyeleri hiicre ya da dokudaki oksidatif stres ve antioksidan yanit ile dogrudan
iliskili oldugundan ferroptoz biyobelirteci olarak kabul edilmektedir [174, 175]. Resveratrol
tedavisinin, hepatositleri oksidatif stresten etkili bir sekilde koruyarak glutatyon (GSH) ve
GSSG igerigini arttirdid, serbest radikalleri temizledigi, katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz
(SOD), GSH peroksidaz (GPx), NADPH ve GST aktivitelerini arttirdig1 gesitli ¢alismalarla
gosterilmistir [92, 119]. GSH+GSSG/GSSG oranin ise K grubunda daha diisiik oldugu, KR ve
YF gruplar ile kiyaslandiginda ileri diizeyde anlamli fark saptandi. Ayni1 zamanda K grubu ile
YF-R gruplart arasinda ¢ok ileri diizeyde anlamli fark saptanmistir (p< 0.001).

ALOX ailesi, ferroptoz sirasinda lipid peroksidasyonundan sorumlu demir i¢ceren enzimlerden

olusmaktadir. ALOX'lar, fosfolipid peroksidasyon iirlinlerinin olusumunu tesvik ederek, ROS
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tretimini artirarak ve lipid peroksidasyonuna katilarak ferroptozun olusumunda ve
diizenlenmesinde o6nemli bir rol oynayabilir. Hiicredeki artan ROS yaglara saldirarak
lipoksigenaz (ALOX) enzimi ile lipid peroksidasyonuna neden olmaktadir, bu da hiicre
membran yapisinin bozulmasi ile iliskilidir [149]. Plazma membraninin ana bilesenleri olan
fosfolipidlerde asir1 lipid peroksidasyonunun meydana gelmesi membran biitiinligiiniin
bozulmasina ve hiicre 6liimiine neden olur. ALOXS5'in inflamatuar reaksiyonlar1 aktive ettigi
ve apoptoz, ferroptoz ve piroptoz dahil olmak {izere ¢esitli hiicre 6liimii yolaklarini tetikledigi
bulunmustur. Farkli hiicre ve doku ekspresyon paternlerine sahip alt1 liye arasinda ALOXS,
lipid peroksidasyonuna bagli ferroptozun diizenlenmesinde dnemli bir rol oynar [176, 177].
Ayrica ALOXS'in demir iceren bir enzim olmasi ve ferroptozda siklikla demir birikiminin

meydana gelmesi ALOXS5'in ferroptozdaki 6nemi gostermektedir [8].

Yag metabolizmasi hiicrede temel olarak FASN enzimi ile kontrol edilmektedir ve lipidlerin de
novo sentezi i¢in tek sitoplazmik enzimdir. FASN yag asidi (FA) biyosentezindeki son adimi
katalize eder ve de novo lipogenez yoluyla FA iiretmek i¢in maksimum hepatik kapasitenin ana
belirleyicisi oldugu diistiniilmektedir. FASN, primer olarak asetil-CoA, karbon dondrii olarak
malonil-CoA ve uzun zincirli FA'lar1 sentezler. Normal kosullar altinda fazla karbonhidratlar
FA'ya doniistiiriliir, ardindan gerektiginde beta-oksidasyon yoluyla enerji saglayan
triasilgliserollere esterifikasyon yapilir. FASN, SLC7A11 ifadesini arttirarak lipid
peroksitlerinin birikmesi ve ferroptozu engelleyebildigi anlasilmistir [178, 179]. Bu enzimin
hedeflenmesinin ferroptozu indiikleyebilecegi baz1 makalalerde tartisilmistir. Ancak diyabet
modelinde FASN seviyesi diger belirtilen ferroptoz biyobelirtecleri ile birlikte karacigerde
bizden baska ¢alismaya rastlanmamistir. Calismamizda ALOX5 ve FASN protein seviyeleri
ol¢iildii ve deney gruplar arasinda anlamli fark saptanmadi. Fruktoz alimi plazma trigliserit
diizeylerini artirir ve yiiksek fruktozlu diyetler hepatik de novo lipogenezi destekler. Hepatik
de novo lipogenez, insan NAFLD'sinde intrahepatik lipidlere 6nemli bir katkida bulunur, bu da
uzun vadeli fruktoz asirt tiiketiminin  NAFLD gelisimini  destekleyebilecegini
diistindiirmektedir [180]. Ayrica yiiksek fruktoz tiiketimi, fruktozdan gelen asir1 kalori tiiketimi
ile kilo alimma da katkida bulunur [181]. Bu ¢alismada kullandigimiz modelde deney
hayvanlarim1 5 hafta siire ile yiiksek fruktoz ile beslendi ve ardindan standart diyet ile
beslenmeye devam edildi. Calismamizda fruktoz ile beslenen diyabetik hayvanlarin kontrol
gruplarina gore agirliklart azalmis olarak bulundu. Uygulanan fruktozun siiresinin kisa olmasi

ve fruktoz diyetinin devam etmemesi nedeni ile diyabetik gruplarin agirliklarinin artmamis
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olabilecegine, ayrica de novo lipogenezde ve lipid peroksidasyonunda gorev alan FASN ve

ALOXS5 enzimlerin aktivasyonunun uyarilmamis olabilecegi dngorilmistiir.

4-hidroksi-2-Nanonal (4-HNE), oksidatif stresle yiiksek oranda iliskilendirilen, malondialdehid
(MDA) gibi lipid peroksidasyonunun toksik bir son iirliniidiir. Genellikle doku ve hiicrelerdeki
oksidatif hasar1 tespit etmek i¢in kullanilir. Reaktif serbest elektron gruplarina sahip olmasi ve
yuksek oksidatif kosullarda hiicresel proteinler ve niikleik asitlerle etkilesime girebilmesi
nedeniyle zararli olabilir, sitotoksisite veya hiicre 6liimiine sebep olabilirler. Ayn1 zamanda 4-
HNE’nin diyabet, kanser ve obezite gibi oksidatif strese dayali gesitli patofizyolojik siireclerde
etkili oldugu anlagilmistir [25]. NAFLD'li hastalarda [182] ve diyabetik siganlarda MDA ve 4-
HNE seviyeleri artmis oldugu bildirilmistir [183]. Yapilan gesitli ¢alismalarda oksidatif stres
kosullarinda resveratrol uygulamasinin 4-HNE ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir [184,
185]. Bu caligmada oksidatif stresin neden oldugu hasar sonucu 4-HNE seviyelerinin yiiksek
fruktoz ve STZ uygulamasi sonucunda diyabetik grupta arttigi ve resveratrol uygulanan
diyabetik grupta bu hasarin gerilemis olmasi, resveratroliin oksidatif hasar lizerinde diizenleyici

etkilerini desteklemektedir.

Onemli bir transkripsiyon faktorii olan Nrf2, hiicrelerde oksidatif stresi diizenler, ROS'un neden
oldugu hiicre hasarini azaltip viicudun redoks homeostazini korur. Ayn1 zamanda antioksidan
proteinlerin ekspresyonunu artirir ya da diizenleyebilir [186, 187]. Normal fizyolojik kosullarda
Nrf2, sitoplazmada proteazom tarafindan pargalanmasi i¢in kendisini ubikitinlestiren E3
ubikitin ligaz Keapl (Kelch ECH-iligkilendirici protein 1) ile bagli durumda bulunur. Oksidatif
stres kosullar1 altinda Keap1'in aktivitesi azalir, Nrf2 ve Keap1 birbirinden ayrilir. Daha sonra
Nrf2 ¢ekirdege transloke olarak Hem oksijenaz-1 (HO-1)’in transkripsiyonunu baglatir. HO-1,
oksidatif strese karsi koruyucu rol oynayan Nrf2 tarafindan diizenlenen bir antioksidan
enzimdir. HO-1, hem'i karbon monoksite, serbest demire ve biliverdine pargalar. Biliverdin de
antioksidan Ozelliklere sahip bilirubine daha fazla pargalanir [188]. Boylece Nrf2'nin
aktivasyonu oksidatif stresi ve ferroptozu oOnleyebilir [145]. Son yillarda HO-1’in asir
ekspresyonunun hiicre i¢in zararh etkileri olabilecegini gdsteren ¢alismalar vardir. Artan pro-
oksidan kosullar sirasinda, HO-1, ferritin veya hem'den salinan demiri, lipid peroksidasyonunu
ve ferroptozu uyararak ROS seviyelerini arttirir. HO-1'in asir1 aktivasyonu, hiicre i¢inde artarak
ferroptozu uyaran demir nedeniyle zararli ve sitotoksik hale gelebilir. Bu hiicresel demir ve
ROS seviyeleri, HO-1'in dengesini koruyucu bir rolden hiicre 6liimiiniin uygulayicisina kaydirir
[30, 189, 190]. Nrf2’nin diyabet gibi oksidatif kosullarda artmasi beklenirken Stancic ve
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arkadaglarinin (2022) yaptigi bir ¢alismada Nrf2 sinyal yolaginin bozuldugunu, Nrf-2 ve HO-1
ekspresyonun azalarak diyabetik karacigerde ortaya cikan genel inflamatuar ve oksidatif
durumunun 6nemli bir pargasi oldugu bildirilmistir. Diyabetik hayvanlara yapilan bir ferroptoz
inhibitori olan Fer-1 tedavisi sonrasinda Nrf-2 aktivasyonunun tekrar saglandigini saptanmistir
[191]. Bir baska ¢aligmada diyabetik kosullarda, Nrf2 sinyallemesinin inaktivasyonunun in
vitro ve in vivo B hiicresi ferroptozuna yol a¢tigini bildirilmistir [192]. Mevcut ¢alismamizda
diyabetik grupta benzer bi¢cimde Nrf-2 ekspresyonunun azaldigini buna karsiik HO-1
ekspresyonun artigini gézlemledik. Birgok sinyal yolu HO-1 ekspresyonunu diizenler, ancak
MAPK'ler en yaygin olarak rapor edilenlerdir [193]. Bu sebeple HO-1’in diyabetik grupta asir
ekspresyonu, Nrf2 aktivasyonu sonucunda olmadigr ve baska sinyal yollarimin uyarimi
sonucunda olustugunu diisiinmekteyiz. Resveratrol tedavisinin diyabet kaynakli Nrf2 niikleer
immiinopozitifligindeki azalmay1 Nrf-2 aktivasyonunu tekrar saglayarak attirdigini saptadik.
Bu da bize bozulmug Nrf2 sinyallemesinin diyabetik karaciger hepatositlerinin ferroptozunda

o6nemli oldugunu diislindiirdi.

Reaktif oksijen tiirleri tarafindan iretilen, DNA bazi modifiye edilmis bir iriinii olan 8-
Hidroksideoksiguanozin (8-OHdG), DNA replikasyonunda G-C'den T-A'ya transversiyonu
indiiklemeye egilimli oldugu bilinmektedir. 8-OHdG'nin oksidatif DNA hasarinin iyi bir
belirteci oldugu anlagilmistir [194]. Hem deneysel hem de klinik ¢alismalarda artan kanitlar,
oksidatif stresin her iki diyabet tipinin (I ve II) patogenezinde onemli bir rol oynadigim
gostermektedir. Oksidatif stres, diyabetik komplikasyonlarin altinda yatan patojenik faktor gibi
goriinmektedir. 8-OHdG'nin diyabette in vivo oksidatif DNA hasarinin duyarl: bir biyobelirteci
olarak hizmet ettigi 6ne stiriilmistiir [195]. Lee ve arkadaglari tarafindan yaptig1 bir ¢alismada
pankreatik adaciklarda 8-OHdG seviyelerinin diyabetik grupta arttig1 ve resveratrol tedavisinin
bu seviyeleri normallestirdigi ve kontrol grubunun degerlerine yakinlastirmasi gozlendi [196].
Ayrica db/db farelerde yapilan bir ¢alismada idrarla 8-OHdG atiminin belirgin bir bi¢cimde
yuksek oldugunu ancak resveratrol tedavisinden sonra diistiiglinii gostermisler. Bobreklerden
izole edilen mitokondriyal DNA da 8-OHdG igeriginin fazla oldugunu, ancak resveratrol ile
tedavi edilen farelerin bobreklerinde gozlenmedigini bildirmiglerdir [197]. Calismamizda
diyabeti hayvanlarin karaciger dokularinda 8-OHdG’nin hem sitoplazmik hem de niikleer
immiin pozitifliginin arttigini, resveratrol tedavisi ile bu artisin geriledigini saptadik. Bu da
resveratroliin ROS temizleme yoluyla oksidatif stresi azaltarak DNA hasarin1 engellemis

olabilir.
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Fosforile H2AX (YH2AX), hasarli DNA'nin onarim siirecinde 6nemli bir faktordiir. Hasar
bolgelerine gorevlendirilir ve bdylece diger DNA onarim sistemlerini aktiflestirir. H2AX,
bircok arastirmaci tarafindan indiiklenen DNA hasarin1 6l¢gmek igin bir arag¢ olarak yaygin
sekilde kullanilmaktadir [198]. DNA hasari tepkisi, fizyolojik siiregler sirasinda karsilasilan
cesitli stres sinyallerine yanit olarak veya iyonlastirict radyasyon veya DNA'ya zarar veren
terapotik ajanlara yanit olarak baslatilabilir [199]. DNA hasari olustuktan sonra H2AX fosforile
olur ve DNA onarim proteinlerinin hasarli bolgeye toplanmasina saglayarak hasar onarilir.
DNA hasar1 onarildiktan sonra H2AX tekrar defosforile olur. Boylece H2AX, DNA hasar
tespiti i¢in bir biyobelirte¢ olarak kullanilmaktadir [200]. Yapilan bir ¢alismada DNA kiriklari
isaretleyicisi olan H2AX ekspresyonunun, diyabetik hayvanlarin miyokardiyal hiicrelerinde
giiclii bir sekilde arttigi saptanmistir [201]. Genetik olarak diyabetik olan db/db farelerde
yapilan bir ¢alismada karaciger, bobrek ve akciger dokularinda DNA hasar1 belirteci olan -
H2AX’in ekspresyonu ile birlikte doku fibrozisininde arttigin1 gostermislerdir [141]. Yapilan
bir baska calismada yH2AX'i tespit edilerek resveratroliin iyonize radyasyon (IR) nedenli DNA
hasarina kars1 etkilerini degerlendirdi. Resveratrol tedavisinin hiicre canliligini arttirdigini ve
keratinositlerde IR uygulamasinin neden oldugu DNA hasarini baskilayabildigi anlasildi [202].
Bu calisma T2DM modelinde, yiiksek fruktoz ve STZ uygulamasinin sonucunda diyabetik
grupta DNA hasarinin artmasina bagli olarak YH2AX ekspresyonunun arttiini, ayrica Tao ve
arkadaglarinin ¢aligmasina benzer olarak karacigerde fibrozisinde arttigini saptadik. Resveratrol
uygulanan diyabetik grupta ise yYH2AX ekspresyonunun azaldigi ve fibrozisin geriledigini tespit
ettik. Resveratroliin antioksidan etkisi ile oksidatif stresin neden oldugu olumsuz kosullar
ortadan kaldirmasina ve daha 6nce bildirilen resveratroliin DNA hasari {izerinde diizenleyici
etkileri nedeni ile oldugunu diisiindiik. Bizim modelimize benzer yiiksek fruktoz ve diisitk STZ
ile olusturulan diyabette resveratrol tedavisinin YH2AX ekspresyonu iizerine etkilerini gdsteren

hicbir caligsmaya rastlamadik. Bizim ¢alismamiz bu konuda yapilan ilk ¢aligmadir.

Siklooksijenaz-2 (COX-2), ¢esitli uyaranlarla aktiflesen prostaglandinlerin (PG'ler) sentezinde
onemli bir hiz siirlayici enzimdir. COX-2, normal dokularda ekspresyonu diisiik olan veya hig
olmayan, ancak hiicrelerde inflamasyon, sitokinler, biiylime faktorleri, mekanik uyarilar ve
kanserojenler gibi ¢esitli uyaranlarla ekspresyonu artan bir enzimdir [203]. COX-2, fibroz ve
kanser dahil olmak iizere karaciger patogenezi ile iliskilidir. Cheng ve arkadaslar1 (2002),
kronik hepatitli 45 hastanin karaciger biyopsi dokularinda immiinohistokimya ve western blot
analizi yoluyla COX-2 ekspresyonunu arastirmis ve COX-2 ekspresyonunun karaciger

fibrozisinin siddetiyle arttigin1 bulmuslardir [204]. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda COX-2'nin,
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karaciger fibrozunun sitolojik temeli olan hepatik stellat hiicrelerin (HSC'ler) ¢ogalmasini ve
apoptozunu diizenleyerek hepatik fibrozun olusumunda ve gelisiminde rol oynadigi
gosterilmistir  [205]. COX-2'nin baskilanmasinin, HSC'lerin ¢ogalmasini baskiladigi ve
apoptozu diizenleyerek fibrozisi 6nledigi bildirilmistir [206]. Bizim ¢alismamizda da diyabetik
hayvanlarda COX-2 ekspresyonunun arttigi ve dokularda fibrozis yaygin olarak saptandi.
COX-2, makrofajlart veya diger inflamatuar hiicreleri aktive etme islevi goren, PTGS2
tarafindan kodlanan indiiklenmis bir enzimdir. Normal kosullarda diisiik dozda eksprese
edilirken, ferroptoz sirasinda ekspresyonunun arttigi anlagilmistir. COX-2'nin  asir1
ekspresyonu, hepatik fibrozda dnemli bir indiikleyici olan inflamasyonu tetikler. Ayrica COX-
2, apoptoz ve hiicre yaslanmasi gibi ¢esitli durumlarda rol oynamaktadir [32, 209]. COX-2,
ferroptozun isaretleyici geni olarak kabul edilir ve ekspresyonunun artmasi, ferroptozun énemli
bir isareti olarak kabul edilir [210]. Bui Thanh Tung ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada
COX-2 seviyelerinin yasli farelerde arttigi ancak resveratrol uygulamasi ile bu oranin
normallestigi anlasilmistir [211]. COX-2’nin etkileri modelimize benzer modellerde
calisgtlmamistir. Bizim g¢alismamizda diyabetle artan COX-2 ekspresyonunun resveratrol
tedavisi ile azaldigini, ayrica fibrozisinde geriledigini gdsterdik. COX-2’nin bir¢ok farklh
yoldan karaciger patolojisinde etkili oldugunu, resveratroliin COX-2 ekspresyonu iizerine

inhibitor etkisinin olabilecegi sonucuna vardik.

NAD bagimli histon deasetilaz ailesinin bir iiyesi olan SIRTI1, ¢ok sayida fizyolojik olay1
diizenler. Histonlarin deasetilasyonu ile gen ekspresyonunun diizenlenlenmesi, DNA onarimi,
doku rejenerasyonu, hiicrenin hayatta kalmasi, inflamasyon, mitokondriyal biyogenez ve
noronal sinyalleme de rol oynamaktadir. SIRT1, lipogenezi kontrol etmeye yonelik olaylara da
aracilik eder ve ROS olusumunu dogrudan engeller. Ayni zamanda SIRTI1, lipid
peroksidasyonunun artmasi ve mitokondriyal fonksiyonlarin iyilesmesi ile mevcut oksidatif
stresi hafifletmek i¢in ¢esitli sinyal basamaklarini aktive etmektedir [207]. SIRT1 genel olarak
niikleus da bulunur, ancak hiicre i¢i lokalizasyonu hiicrenin durumuna ve molekiiler
etkilesimlere de baghdir. Kosullara gore niikkleus ile sitozol arasinda yer degisebilir [8].
SIRTL'in aktivasyonu, SREBP-1c ve ChREBP'yi deasetilleyerek hepatik de novo lipogenezi
engeller [42]. SIRTL'in ekspresyonu ve aktivitesi resveratrol tarafindan allosterik bir sekilde
arttirilabilir [208]. SIRT1'in resveratrol tarafindan dogrudan baglanma yoluyla aktivasyonu,
oksidatif stresin ¢esitli deneysel modellerinde koruyucu etkileri oldugunu desteklemektedir
[209]. Yapilan bir¢ok c¢alismada, SIRT1 azalmasinin pankreas [ hiicrelerinde apoptoza yol

acabilecegini gostermistir [210, 211]. SIRT1 ifadesinin veya aktivitesinin azalmasi, insiilin
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salgisinin azalmasina ve T2DM katkida bulunur. Ayrica SIRT1 ifadesi bir inhibitor tarafindan
engellendiginde resveratroliin koruyucu etkilerininde ortadan kalktig1 gosterilmistir.
Bozulmamig SIRT1 aktivitesinin resveratroliin karacigerde koruyucu etkileri i¢in ¢ok 6nemli
oldugu dogrulanmistir. SIRT1 inhibe edilirse, resveratroliin saglik yararlar1 da es zamanh
olarak engellenir [212]. Calismamizda T2DM modelinde, diyabetik grupta SIRT1 seviyelerinin
azalmasi ve resveratrol uygulanan diyabetik ve kontrol gruplarinda daha yiiksek olmasinin,
resveratroliin SIRT1 aktivasyonu {izerine olumlu etkilerini gostermekle beraber karaciger
tizerine koruyucu etkileri i¢in de SIRT1’in aktivasyonunun gerekli oldugunuda bir kez daha

gosterilmistir.

SIRT1 ayrica antioksidan stres yanitinin merkezi diizenleyicisi olan Nrf2'yi aktive ederek anti-
ferroptoz etkileri de gosterebilir [213]. Demir metabolizmasinin ve ferroptozisin ana
diizenleyicisi olarak gorev yapan Nrf2, ferroptozla iliskili genlerin cogunu diizenler [214]. Nrf2
serbest demir depolanmasini artirir, hiicre i¢i demir igerigini azaltir ve hiicresel serbest demir
birikimini engeller [215]. Ayrica, Nrf2, GPX4 geninin transkripsiyonunu aktive ederek lipid
peroksidasyonunu engeller [216]. Bu bilgiler goz 6niine alindiginda Nrf2'nin ferroptozu etkili
bir sekilde inhibe edebilecegini gostermektedir. SIRT1-Nrf2'nin ferroptoz iizerindeki
baskilayic etkisi ¢esitli hastaliklarda dogrulanmistir. SIRT1 aktive edildiginde karaciger ve
kaslarda lipid peroksidlerin belirteci olan 4-HNE’nin sentezininin azalttigi gosterilmistir [217].
SIRTT1 ferroptozun ilerlemesini birden fazla yolla diizenleyebilir. Bu nedenle ferroptozla iliskili
hastaliklarin tedavisi i¢in postansiyel bir hedef oldugu diisiiniilmektedir. Bizim ¢aligmamizda
da resveratrol tedavisi sonucunda SIRT1 ekspresyonunun arttigini, Nrf2 aktivasyonu
sonucunda HO-1’in ekspresyonunun diizenlendigini ve GPX4’in aktive olarak lipid

peroksasyonunu engelleyip ferroptozu engellemekte dnemli bir rol oynadigini diisiinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada Wilson ve Islam (2012) gelistirmis oldugu T2DM modeli modifiye edilerek
kullanildi. Yiiksek fruktoz ve STZ uygulamasi sonrasi diyabet oldugu tespit edilen hayvanlara
3 hafta daha fruktoz uygulamasina devam edilerek diyabetik kisilerde yiiksek fruktoz alimi
nedeniyle olusabilecek hasarin ne boyuta ulasabilecegi ve tedavi sonrasi ortaya ¢ikan hasarin
ne kadar geri dondiiriilebilecegi arastirildi. Olusturdugumuz modelde yiiksek fruktozun
ferroptoz ile iligkisi ve resveratrol uygulamasinin diyabetin neden olabilecegi olasi ferroptoz
tizerine etkilerine etkilerini arastiran benzer bir ¢alismaya rastlanmadi, bu konuda yapilmuis ilk

calismadir.

Diyabetik grupta, STZ uygulamasindan itibaren yiikselmis olan kan sekerinin deney sonuna
kadar yiiksek seyretmesi ve agirliklarinin kontrol grubuna kiyasla diisiik olmasi modelimizin
onerilen Tip 2 diyabet modeline uygun oldugunu gosterdi. Yapilan morfolojik degerlendirme
sonucunda diyabetik grupta karaciger doku morfolojisinin bozuldugu, hepatositlerde
vakuolizasyon, santral ven ve portal alanda fibrozis gozlendi. Ayn1 zamanda bu gruba ait
dokularda hiicre igerisinde demir birikimleri de saptandi. Resveratrol tedavisi uygulanan
diyabetik grupta ise aclik kan sekeri seviyelerinin diistiigii, fibrozisin geriledigi ve demir

birikimlerinin neredeyse hi¢ olmadig1 gézlendi.

Biyokimya sonuglarinda ise GPX4 proteini seviyesinin diyabetik grupta diistigli saptanirken
GPX4ekspresyonundaki bu azalma immiinohistokimya ile de dogrulandi. GPX4’in
aktivasyonu i¢in Onemli olan SIRT1 ve Nrf2 protein ekspresyonlarindaki azalmada
hipergliseminin neden oldugu oksidatif hasarda antioksidan sistemin neden yetersiz kaldiginida
agiklamis oldu. Diyabetik gruplara SIRT1 aktivatorii olarak bilinen resveratrol uygulanmasinin
antioksidan mekanizmanin yeniden diizenlenmesinde O©nemli oldugunu diislindiirdi.
Hiperglisemi ve fruktoz metabolizmasinin neden oldugu oksidatif stres sonucu olusan lipid
peroksidasyonunun belirteci olan 4-HNE ve inflamasyon artmasi ile iligskili COX-2’nin
diyabetik gruplardaki artisinin resveratrol ile geriledigi gosterildi. Diyabetik gruplarda dikkat
cekici bir bagka sonucta oksidatif stresin niiklear ve mitokondriyal DNA’daki meydana
getirdigi hasarin belirteci olan 8-OHdG immiin pozitif hiicrelerin sayisinin arttigi, ¢ift zincirli
DNA kiriklarinin oldugu alanlarda tamir siirecinde gorev alacak olan faktorlerin baglanmasi
icin bir belirteg olan fosforile H2AX immiin pozitiflininde artmis oldugu goriildii. Resveratrol

tedavisinin ise bu hasarin gerilemesine yardimci oldugu anlasildi.
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Elde ettigimiz bu sonuglar 15181nda resveratroliin diyabet kaynakli hiperglisemiyi iyilestirerek
ve antioksidan etkisi ile karaciger dokusunu hem hiperglisemi hem de oksidatif stres kaynakli
hasardan korudugu saptandi. Hiperglisemi sonucunda ortaya ¢ikan oksidatif stres nedeniyle
aktiflesen ferroptotik hiicre Oliim yolunun resveratroliin SIRT1/Nrf2/GPX4 yolagini
aktiflestirmesi ile ferroptoz ve karaciger hasarini engelledigi anlasilmistir. Ancak ferroptoz ve

resveratroliin bu yolaktaki etkileri lizerine daha fazla aragtirma yapilmasi1 gerekmektedir.
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