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OZET

Anapali, M. (2018). Fruktoz ve Streptozotocin ile Olusturulan Diyabet Modelinde
Resveratrol ve Vitamin D Tedavisinin Karaciger ve Endoplazmik Retikulum Stresine
Etkileri. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitlist, Tibbi Biyoloji ABD.

Yiksek Lisans Tezi. istanbul.

Bu ¢alismada yiiksek fruktoz diyeti ve diisiik doz streptozotocin (STZ) uygulamasi ile
olusturulan Tip 2 Diabetes Mellitus (T2DM) modelinde resveratrol, vitamin D ve
kombin resveratrol/vitamin D tedavisinin karaciger dokusunda inflamasyon,
endoplazmik retikulum (ER) stresi, apoptoz ve proliferasyon lizerine etkisi arastirildi.
Her grupta 7 adet 8 haftalik erkek Sprague-Dawley sican olmak iizere 8 deney grubu
olusturuldu. Diyabet gruplarina 2 hafta siire ile %10’luk fruktoz uygulamasi yapildi. 2.
haftanin sonunda tek doz streptozotocin enjeksiyonu (40 mg/kg) yapildi. Ardindan 3
hafta stireyle %10’luk fruktoz diyeti uygulanarak T2DM modeli olusturuldu. 5. haftanin
sonunda ilgili deney gruplarindaki siganlara resveratrol (1 mg/kg/gin, i.p), vitamin D
(oral 170 IU/hafta) ve resveratrol/vitamin D kombin uygulamasi yapildi. 9. haftanin
sonunda si¢anlar kontrol gruplari ile beraber sakrifiye edilerek karaciger dokular1 alindu.
Karaciger doku kesitlerine PCNA, NF-kB, TNF-q, IL-6, IL-18, GRP78 ve Kaspaz-3
antikorlar1 kullanilarak immiinohistokimya yontemi uygulandi. Elde edilen tim
sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildi. Tedavi uygulanmayan diyabet kontrol (F)
grubunun STZ uygulamasinin ardindan deney sonuna kadar aclik kan sekeri degerleri
yiksek giderken tedavi uygulanan FR, FD ve FDR gruplarinda aglhik kan sekerinin
distiigii saptandi. F grubunda NF-xB, TNF-a, IL-6, IL-1B, GRP78 ve Kaspaz-3
proteinlerinin ekspresyonlarinin diger gruplara goére anlamli olarak yiikseldigi saptandi
(p<0.001). Resveratrol, vitamin D ve kombin tedavilerinin ise bu proteinlerin
ekspresyonlarin1 anlamli olarak azalttig1 saptandi (p<0.001). Bu c¢aligma ile Wilson ve
Islam’m Tip 2 diyabet modeli modifiye edilerek diyabet tedavisinin arastiriimasinda
kullanilmak tizere yeni bir model gelistirildi. Resveratrol ve vitamin D’nin, inflamasyon
ve ER stresi lizerine benzer etkileri oldugu saptandi. Resveratrol/vitamin D kombin
tedavisinin kan sekerini diisiirmede, inflamasyon, ER stresi ve apoptozu 6nlemede daha

etkili oldugu sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Fruktoz, Streptozotocin, Resveratrol, Vitamin D, Endoplazmik
retikulum Stresi

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: TYL-2017-26139
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ABSTRACT

Anapali, M. (2018). Effects of Resveratrol and Vitamin D Treatment on Liver and
Endoplasmic Reticulum Stress in Fructose and Streptozotocin induced Diabetes
Mellitus Model. istanbul University, Institute of Health Science, Medical Biology.
Master Thesis. Istanbul.

In this study, we researched that effect of resveratrol and vitamin D treatment on liver
endoplasmic reticulum stress, inflammation, apoptosis and proliferation in fructose and
streptozotocin induced T2DM model. In our study, 8-week-old male Sprague-Dawley
rats were randomly subdivided into 8 groups of 7 animals in each group. T2DM groups
were supplied with 10% fructose solution ad libitum and after 2 weeks fructose fed rats
were injected streptozotocin (40 mg/kg bw.). Then supplied with 10% fructose solution
for 3 weeks. At the end of 5 weeks related-group rats were treated with resveratrol (1
mg/kg/day bw), vitamin D (oral 170/1U/week) or resveratrol (1 mg/kg/day bw) and
vitamin D (oral 170/1U/week) for 4 weeks. At the end of 9 weeks rats were sacrificed
and liver tissues were taken with ketamin/ksilazin anesthesia. For histological evaluation,
immunopositivity scoring was performed by liver of PCNA, NF-xB, TNF-a, IL-6, IL-1p,
GRP78 and Caspase- 3 proteins expression levels of these 7 proteins by
immunohistochemical staining method. All findings were statistically analyzed. After STZ
injection, fasting blood glucose was high in fructose control group in contrast to others. In
diabetic group PCNA, NF-kB, TNF-a, IL-6, IL-1B, GRP78 and Caspase-3 were higher
than other groups (p<0,001). Resveratrol and vitamin D combined treatment
significantly decreased expression of these proteins (p<0,001). A new T2DM model
was developed with this study by modifying Wilson-Islam T2DM model. We suggest
that resveratrol and vitamin D have same effects on inflammation and ER stress.
Resveratrol and vitamin D are effective on inflammation, ER stress, apoptosis and
fasting blood glucose.

Key Words: Fructose, Streptozotocin, Resveratrol, Vitamin D, Endoplasmic reticulum
Stress

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No.TYL-2017-26139



1. GIRIS VE AMAC

Diabetes Mellitus, tiim diinyada yaygin olarak goriilen kronik metabolik bir
hastaliktir. Tip 2 Diabetes Mellitus (T2DM), beta hiicrelerinin fonksiyon bozuklugu ve
kaybi, buna bagli olarak periferik dokularda insiilin rezistansi ve insiilin duyarliliginda
azalma sonucunda gelisen hiperglisemi ile karakterizedir (1, 2). Yakin gelecekte
diyabetin goriilme sikliginin ve diyabet kaynakli O6liimlerin ciddi oranda artacagi

ongorulmektedir (3).

Diyabet komplikasyonlarinin arastirilmast ve yeni tedavi stratejilerinin
gelistirilmesi igin gesitli deneysel hayvan modelleri kullanilmaktadir (4). T2DM igin;
genetik olarak Tip 2 diyabetine yatkin hayvan modelleri ve cesitli diyabetojenik
ajanlarla (streptozotocin, alloksan) ya da diyet ile (yiikksek fruktoz veya yiiksek yagl
diyet) olusturulan modeller kullanilmaktadir. Genetik olarak Tip 2 diyabetik hayvan
soylarinin kullanimi hem pahali hem de zordur. Kimyasal ajan kullanilarak olusturulan
Tip 2 diyabet modeli, Tip 1 modele benzerlik gostermektedir. Yiksek fruktoz ya da
yagh diyet ile beslenerek olusturulan modeller ise arastirmanin deneysel maliyetini

artiran uzun bir diyabet olugum siiresine ihtiya¢ duymaktadir.

Yakin bir zamanda Wilson ve Islam (2012) tarafindan yiiksek konsantrasyonlu
fruktoz diyeti ve diisiik doz streptozotocin (STZ) enjeksiyonu ile indiiklenen yeni bir tip
2 diyabet modeli gelistirilmistir (5). Bu yeni model, T2DM olusturmak i¢in alternatif bir
model olarak kullanilmaya baslamistir. %10’luk fruktoz diyeti ve diisik doz
streptozotocin (40 mg/kg) enjeksiyonu ile gelistirilen tip 2 diyabetli sigan modelinde
genetik olmayan ancak hastaligin kendi patogenezine en yakin olan bir model
gelistirilmistir. Bu modelde deney grubunda kan glukozu, serum lipidleri, karaciger
glikojenleri, karaciger enzimleri, insiilin direnci, viicut agirligi, oral glukoz toleransi,
pankreatik beta hiicrelerinin say1 ve fonksiyonu ve anti diyabetik ilaglara verilen cevap
incelenmis ve modelin diyabet arastirmasi icin iyi bir perspektife sahip oldugu sonucuna
varilmistir. Yiksek yag ve Streptozotocin (STZ) ile induklenen diyabet modeliyle
kiyaslandiginda maliyetinin daha diisiik ve kullanilan metotla diyabetin daha kolay

indiiklendigi goriilmiistiir.



Fruktoz, glukoz ile ayni molekiiler formiile sahip (CsH120g) ancak kimyasal
yapilart ve metabolik yonleri farkli basit alti karbonlu bir monosakkarittir. Fruktoz
sanayi toplumlarinda endiistriyel bir tatlandirici olarak yiyecek ve igeceklerde
kullanilmaktadir (6). Tiiketimindeki artisin obezite insidansi ile yakin iliskili oldugu
distiniilmektedir (7). Fruktozun neredeyse tamami karacigerde metabolize edilmektedir
(8). Hepatik fruktoz metabolizmasi artmis lipogenesis ve vLDL iiretimi ile sonuglanir.
Fruktoz hepatik lipogenesiste artigla hipertriglisemiyi indiikler (9, 10). Sadece 1 hafta
yiiksek fruktoz diyeti uygulanan saglikli geng bireylerin karaciger ve bagirsaklarinda

ektopik yag depolanmasinda artig goriilmiistiir (11).

Yiksek fruktoz ile beslenmenin oksidatif stres (12-14) ve endoplazmik
retikulum stresi ile karakterize edilen (15-18) hepatik stres cevabini tetikledigi (19)
yapilan caligmalarla gosterilmistir. Endoplazmik Retikulum (ER) stresi, karacigerde
lipid metabolizmasi ile iliskilidir (20). ER, proteinlerin sentez ve katlanmasindan
sorumlu ag yapisinda bir organeldir. ER stresi, katlanmamis ya da yanlis katlanmis
protein birikimi ile karakterize edilen fonksiyon bozuklugudur (21). ER stresinin T2DM
ile iligkili olabilecegi gosterilmistir (22).

Resveratrol, 70°den fazla bitkide bulunan antioksidan, anti-inflamatuar ve anti-
timor ozellige sahip toksik olmayan fitodstrojen bir maddedir (23, 24). Resveratrollin
insiilin duyarliligin1 diizenleyen thiazolidinedionelar ile benzer etkiye sahip olmasi
resveratrolii T2DM tedavisi igin alternatif bir segenek haline getirmistir (25). Deneysel
obez si¢can modelinde resveratroliin karacigerde ER stresine kars1 koruyucu bir etkiye
sahip oldugu (26), ayrica T2DM sican modelinde si¢anlara uygulanan resveratrol

tedavisi ile inflamasyonun onlendigi gosterilmistir (27).

Anti-diyabetik ila¢ kullanimina alternatif olarak, vitamin D’nin T2DM
tedavisinde kullanilabilecegi yapilan ¢alismalarla desteklenmistir (28). Kolekalsiferol
(vitamin D3) hormon Onciilii olup, karaciger ve bobrekte hidroksilasyon sonrasi
biyolojik olarak aktif formuna doniisiir (29). Vitamin D3’{in, immiin regiilator etkileri
gibi pleiotropik fonksiyonlar1 yapilan g¢alismalarda One siirilmiistir (30). Ayrica
vitamin D3’tin ER stresini baskiladigi (31, 32) ve insiilin duyarliligimi gelistirdigi (33)

yapilan c¢aligmalarla gosterilmistir. Insiilin molekiilii ve insiilin reseptérlerinin



sentezinden sorumlu genlerin transkripsiyonel aktivasyonuna aracilik ettigi (34), ve bu
ozelliginden dolay1 kolekalsiferoliin T2DM ile karakterize edilen insiilin direncinde ve
azalmis insiilin sekresyonunda iyilesme saglayabildigi (35) ve anti inflamatuar dzellikte

oldugu (36, 37) gosterilmistir.

Resveratroliin tek basina T2DM tedavisinde kullanilmasinin yani sira metformin
gibi farkli anti-diyabetik ilaclarla birlikte kullanildiginda daha iyi sonuglar elde edildigi
bulunmustur (25). Resveratroliin vitamin D’nin etkinligini artirarak ER stresinin
azaltilmasinda gosterdigi etki (31, 38) yapilmasi planlanan projenin ¢ikis noktasi
olmustur. Bu ¢alisma ile Wilson-Islam’in yiiksek fruktoz ve diisiik doz STZ ile
olusturdugu T2DM modeli modifiye edilerek literature yeni bir T2DM modelinin
eklenmesi amaglandi. Gelistirilen bu model ile diyabet olusturulduktan sonra yiiksek
fruktoz diyetinin tedavi ile ne kadar geri dondiiriilebildigi sorusuna cevap arandi. Bu
sebeple gelistirdigimiz model ilk olma 6zelligi tasimaktadir. Bu g¢alismada yuksek
fruktoz diyeti ve diisiik doz streptozotocin (STZ) uygulamasi ile olusturulan T2DM
modelinde resveratrol, vitamin D ve resveratrol/vitamin D kombin tedavisinin karaciger
dokusunda ER stresi, apoptoz ve inflamasyon Uzerine etkilerinin arastiriimasi

amaglandi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. KARACIGER

Karaciger, birbiriyle zayif¢a sinirlanmis sag ve sol olmak {izere iki biiyiik lob ve
kuadrat ve kaudat olmak tizere iki kiiglik lobtan olusan insan viicudunun en biiyiik
organidir (39). Glisson kapsiilii olarak adlandirilan kollajen ve elastik lif iceren kapsiil
ile ¢cevrelenmistir ve periton ile kaplidir (40). Karacigerin fonksiyonel ve yapisal birimi
hepatik lobiil olarak bilinen karaciger lopgugudur. Karaciger lopcugu birbirleri ile

anastomoz yapan ve siniizoid bosluklarla ¢evrili hepatosit plaklardan olugsmaktadir (40).

Karaciger kandan besinlerin ve vitaminlerin alinmasi, depolanmasi ve
dagitilmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Enerji gereksinimine bagli olarak, glikoz-6-
fostat ya karacigerde glikojen formunda depolanir ya da glikolitik yolaklarda kullanilir.
Aclik esnasinda glikojen glikojenoliz siireci ile pargalanir ve glukoz kan dolasimina
salinir. Lipid metabolizmasinda da rol alan karacigerde plazmadan tiiretilen yag asitleri
enerji saglamak amaciyla beta-oksidasyon ile hepatositler tarafindan tiiketilir. Demirin
depolanmasinda, metabolizmasinda ve homeostazinda gérev almaktadir. Bunun yaninda

cok sayida toksik madde ve ilac1 elimine etmektedir (39).

Karaciger ayrica tirettigi safra tuzlari, fosfolipidler ve kolesterol iceren safra
salgist ile ekzokrin organ ozelligine sahiptir. Sindirim kanali, pankreas ve dalaktan
gelen maddeler de dahil olmak iizere ¢ok sayida metabolik doniisiimde gorev
almaktadir. Ekzokrin fonksiyonunun yani sira karaciger vitamin D, tiroksin, biiyiime
hormonu, insiilin ve glukagon gibi bircok hormonunun yap1 ve fonksiyonunu modifiye

ederek endokrin fonksiyon da gostermektedir (39).



2.1.1. KARACIGERIN YAPISAL ORGANIZASYONU
1. Parankim

Siniizoid kapillerle birbirinden ayrilan organize hepatosit plaklardan olugsmaktadir.

2. Bag dokusu yapisindaki stroma
Glisson kapsiiliiniin devami niteliginde olan bag dokusu yapisindaki stromanin i¢inde

kan damarlari, sinirler, lenf damarlar1 ve safra kanallar ilerlemektedir.

3. Sinuzoidler (sintizoidal kapillerler)

Hepatosit plaklarin arasinda bulunan vaskiiler kanallardir.

4. Disse araliklar (perisiniizoidal araliklar)

Hepatositler ile siniizoid endoteli arasinda bulunmaktadir.

Hepatik siniizoidlerin duvarlarinda ikinci bir hiicre tipi olan yildizs1 sinlizoidal
makrofaj ya da Kupffer hiicresi bulunmaktadir. Kupffer hiicreleri mononukleer fagositik
sisteme aittir. Taramali elektron mikroskobu (SEM) ve transmisyon elektron
mikroskobu (TEM), Kupffer hiicrelerinin siniizoitlerin bir pargasi oldugunu
gostermektedir. Kupffer hiicrelerinin yapisinda bulunan ferritin formundaki alt
fragmentler ve demir bunlarin dalaktan karacigere ulasan bazi hasarli ya da yash kirmizi

kan hiicrelerinin elimine edilmesinde rol alabilecegini diisiindiirmektedir (39).

Perisiniizoidal boslukta bulunan diger bir hiicre tipi ito hiicresi olarak da bilinen
hepatik yildizs1 hucreleridir. Mezenkimal orijinli bu hiicrelerde hepatik A vitamini depo
edilmektedir. Kronik inflamasyon ya da karaciger sirozu gibi patolojik durumlarda
hepatik yildizs1 hiicreleri lipid ve A vitamini depolama yeteneklerini kaybederek
miyofibroblastlara farklilasir ve kollajen sentezler. Perisintizoidal alanda biriken tip | ve
tip III kollajen, karaciger fibrozu ile sonuglanmaktadir. Bu hiicrelerin hepatik

fibrogenezde 6nemli rol aldig: diistiniilmektedir (39).



Hepatosit, hepatik lobdlin fonksiyonel olan ekzokrin ve endokrin hucresidir.
Karaciger lobiiliiniin anastomoz yapan hiicre plakalarini olusturmaktadir (40). Genis,
cok kenarl1 ve vyaklastk 20-30 pm biyiikliigiindeki hiicrelerdir. Karaciger
popiilasyonunun yaklasik %80’ini olusturmaktadir (39). Omiirleri yaklagik 5 aydir ve
hiicreler kendini yenileyebilir 6zelliktedir. Hepatositler hiicre basimna 200 ile 300
arasinda degisen peroksizomlar1 ile hidrojen peroksiti oksijen ve suya pargalamaktadir.
Kandan kaynaklanan maddelerin emiliminde, albimin, fibrinojen, protrombin ve
koagiilasyon faktorleri gibi plazma proteinlerinin salgilanmasinda, kolesterol ve safra
tuzlarinin sentezinde, biluribin, streoidler ve ilaglarin gliikuronid ile konjugasyonunda,
glukojenin glukoza yikiminda, serbest yag asitlerinin trigliseritlere esterlesmesinde,
tiroid hormonlar1 olan trityodotironinden ve tiroksinden iyodun uzaklastirilmasinda
gorev almaktadir (40). Bunun yami sira igerdigi enzimlerle toksin ve ilaglarin

degredasyonunda gorev almaktadir.
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Sekil 2.1: Karacigerin anatomik yapisi. Karacigerin diyafragmatik ve viseral
yiizeylerinde bulunan her bir bolge gosterilmistir. Karacigerin (altta) genislemis kesit
alanm gorulmektedir. Her bir lobllin periferinde hepatik portal triadlar ve lobulln
merkezinde santral ven olarak bilinen terminal hepatik veniil bulunmaktadir (39)’dan

degistirilerek.



2.1.2. KARACIGERDE ONARIM

Hepatositlerin mitoz yetkinlikleri sebebiyle bu hicreler surekli kendini
yenilemektedir. Meydana gelen hasar durumunda genis capli bir onarim baslar ve
karaciger 2’linii yaklasik 6 ay i¢inde onarir. Bu yenilenmede hepatositler, yildiz
hiicreleri (ito), kolanjiyositler ve yasam boyu varligini siirdiiren kok hiicreler gorev alir.
Karaciger lobiiliindeki yenilenme genellikle periportal taraftan perisentral (merkez
veniilin oldugu bolge) tarafa dogrudur. Rejeneratif silire¢ c¢oklu uyaranlarla
karsilagildiginda hepatositlerde hiicre dongiisii GO fazindan G1 fazina alinmaktadir bu
baslangi¢ fazidir. Bu asamayi, mitojenlerin yardimiyla mitozu baslatan proliferasyon
faz1 ve TGF-B, activin gibi negatif faktorlerin kontrolii altinda proliferasyonunun

durduruldugu terminasyon fazi takip etmektedir (41).

Yildiz hiicreleri (ITO) tarafindan sentezlenen HGF hepatositlerde DNA ve
protein sentezini uyararak hiicrelerin ¢ogalmasini ve olgunlasmasini saglar (41).
Kupfter hiicrelerinin hepatik yaralanmalarda uyarici ve engelleyici etkiye sahip immiin
diizenleyici mediatorleri ve sitokinleri tirettigi bilinmektedir. Hepatik makrofajlar NF-
kB sinyal yolu araciligiyla TNF-a ve IL-6’nin ana kaynagidir. IL-6 pleiotropik bir
sitokindir. TNF-a bagimli ya da bagimsiz durumlarda inflamasyon boyunca salgilanir.
Karaciger hasarina cevapta IL-6 akut faz proteinleri diizenler ve hem sitoprotektif hem
de mitojenik fonksiyonlart uyarir (41). Klinikte karaciger onarimi anti-inflamatuar bir
olay olarak kabul edildiginden NK hiicrelerinin bu siirecte rolii oldugu diistiniilmektedir.

NK hiicreleri onarim yanitint geciktirici etki gostermektedir (42, 43).

Proliferasyon fazinda hiicrelerin G1 fazindan mitoza gegisleri tetiklenmektedir.
Bu fazda gorev alan hepatosit blyime faktori (HGF), epidermal biyume faktori
(EGF), doniistiiriicti bliyiime faktorii-o (TGF-a) gibi mitojenik faktérler DNA sentezi ve
hiicre proliferasyonunun uyarilmasini saglayan genleri aktive etmektedir (41). Normal
karaciger kitlesi/viicut kitlesi %2.5 civarinda oldugunda karaciger rejenerasyonu
sonlandirilir. Sonlanma mekanizmasi net olarak anlasilmis olmasa da en iyi bilinen anti-
proliferatif faktorlerin TGF-B (dontstiriicti biiytime faktorii) ve TGF-B iliskili aile
uyeleri oldugu bilinmektedir (44). Ayrica son asamada sayica fazla olan hepatositler

Shh sinyal yolaginin etkisiyle apoptoz ile azaltilarak doku sekillenmesi tamamlanir (43).
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Sekil 2.2: Karaciger rejenerasyonu (45)’den degistirilerek

N

Kismi hepatektomi ya da cesitli uyaranlarla olusturulan karaciger hasari
modelinde normal karacigerde rejenerasyon uyarilir. Safra asitlerinin regiilasyonu hizli
bir sekilde artar ve karacigerde serum faktorleri rejenerasyonu uyarir. Makrofajlar,
hepatik yildizs1 hicreleri (HSC) ve karaciger siniizoidal endotelyal hiicreleri (LSECs)
hepatositlere sinyal gondererek mitotik olarak olarak sessiz fazdan ayrilip mitoza
girmelerini uyarir. Hepatik yildizs1 hiicreleri miyofibroblastlara aktif degildir ve burada

cok az yara dokusu bulunur ya da hi¢ bulunmaz. (sekil 2.2) (45).

1980’lere kadar karacigerde kok hiicre bulunmadigina inanilmaktaydi. Karaciger
hiicresinde mitozun artis1 cerrahi hepatektomi ya da kimyasal ajanlarla parankime hasar
vererek hepatositlerin yenilenmesi ile gergeklesmektedir. Ornegin, karacigerinin %70’i
c¢ikarilan bir siganin karaciger kiitlesinin yerine gelme siiresi 5-7 giindiir. Benzer sekilde
CCly ile hasar verilmis olan merkez kanal etrafindaki parankim, gevredeki hepatositler
tarafindan kisa siirede onarilmaktadir. Hepatosit yenilenmesinde kok hiicrelerin rolii
oldugunun somut bir ifadesi heniiz olmasa da normal hepatositlerin ¢ogalmasinin
baskilandigi durumlarda karaciger kok hiicrelerinin devreye girerek hepatositleri
olusturdugu kabul edilmektedir (46).
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Yetiskin bir insanda Hering kanali olarak bilinen safra kanalciklarinin kii¢iik son
uclarina yerlesmis onciil hucreler bulunmaktadir (43, 46). Bu hiicreler karaciger kok
hiicresi olarak kabul edilmektedir; tanim olarak kemiricilerde yillardir bilinen oval
hlcrelere denk gelmektedir (43, 47). Oval hiicreler kii¢iik boyutta, oval sekilli nukleusa
ve sinirlt sitoplazmaya sahiptir (48, 49). Bu hiicreler toksinle uyarilmig yaralanma ve
hepatokarsinogenez modellerinde gorulmektedir (50, 51). Oval hiicrelerinin yani sira
karaciger koOk hiicreleri duktular hepatositler, ara hepatobiliar hicreler olarak
bilinmektedir (52). Hering kanallarindaki SK19 iceren bu hiicreler hasar durumunda

lobiiliin igine dogru go¢ ederek hepatositlere doniismektedir (43, 53).

2.2. DIABETES MELLITUS

Diabetes Mellitus (DM), karbonhidrat, lipid ve protein metabolizmasindaki
bozulmaya bagl kronik hiperglisemi ile karakterize metabolik bir hastaliktir. insanligin
ilk zamanlarindan beri goriilen en eski hastaliklardan biridir. ilk olarak 3000 yil &nce
Maisir yazitlarinda rapor edilmistir. 1936 yilinda Tip 1 ve Tip 2 diyabet arasindaki fark
net bir sekilde ortaya ¢ikarilmistir (54).

Hastaligin orijin ve etiyolojisi farklilik gostermekle beraber en sik goriilen tipleri
hiperglisemi, insiilin direnci ve insiilin eksikligi ile karakterize edilmis idiopatik Tip 1
Diabetes Mellitus (T1DM) ve insiilin bagimli olmayan Tip 2 Diabetes Mellitus
(T2DM)’dur (55).

Diinya genelindeki prevalansi fazladir ve gilin gectik¢e artmaktadir. Yakin
gelecekte diyabet kaynakli 6liimlerin artacagi diisiiniilmektedir. Diyabetli ya da pre-
diyabetli hastalarin erken donemde tespiti gelecekte olugsmast muhtemel

komplikasyonlarin azaltilmasinda olduk¢a 6nemlidir (3).



11

2.2.1. DIABETES MELLITUS’UN SINIFLANDIRILMASI
WHO tarafindan 1980 ve 1885 yilinda &nerilen Insiilin Bagimli ve Insiilin
Bagimsiz Diyabet yerini TIDM, T2DM, Gestasyonel ve diger diyabet tirleri olmak

tizere temelde 4 basliga birakmustir.

2.2.1.1. TiP 1 DIABETES MELLITUS (T1DM)

Juvenil diyabet olarak bilinen T1DM, insiilin eksikligine sebep olan otoimmiin
bir siirecin neden oldugu beta hiicre yikimi ile karakterize edilmektedir (56). TIDM’li
hastalar normogliseminin siirdiiriilmesi i¢in insiilin kullanmak zorundadir. Bu hastalarda
kilo kaybi, poliiire, polidipsi, polifaji, kramplar ve bulanik gérme gibi semptomlarin
yani sira hastaligin ilerleyen seyrinde mikrovaskiiler ve makrovaskiiler hastaliklar

gorilmektedir (57, 58).

Hastaligin patofizyolojisinde TIDM’i otoimmiin bir hastalik olarak tanimlayan bazi
ozellikler bulunmaktadir.

1. Adacik hiicre spesifik oto-antikorlarinin varlig

2. Ogzellikle CD4+ T hiicrelerinde, T hiicre iligkili immiinregiilasyonda meydana
gelen degisimler
Hastalik siirecinde interlokin tireten TH1 hiicreleri ve monokinler
MHC’nin sinif II genleriyle birlikte hastaliga kars1 gosterdigi duyarlilik

Immiinoterapiye kars1 verilen cevap

o 0o k~ w

Hastaliktan etkilenen bireyde ya da aile iiyelerinde diger organlarda siklikla

gorilen organ spesifik oto-immiin hastaliklar
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2.2.1.2. TiP 2 DIABETES MELLITUS (T2DM)

T2DM, pankreatik beta hiicre kayb1 ya da fonksiyon bozuklugu sonucu ortaya
cikan hipergliseminin periferik dokularda neden oldugu insiilin direnci ile karakterize
metabolik bir hastaliktir (59). Genetik yatkinligin yani sira yas, obezite, hipertansiyon,
hiperlipidemi T2DM riskini artirmaktadir (59, 60). T2DM tedavisinde insiilinin yani

sira 4 ana baglikta oral antidiyabetik ajan kullanilmaktadir.

1. Pankreastan insiilin salinimini stimiile eden ilaglar. Bunlar glibenclamide,
glipizide gibi sulfoniliirea ve insulinotropiklerdir

2. Hepatik glukoz tretimini azaltan ilaclar. Bunlar metformin gibi biguanidlerdir.

3. Intestinal karbonhidratin absorbsiyonunu ve sindirimini geciktiren ilaglar.
Bunlar akarboz gibi a-glukozidaz inhibitérleridir.

4. TInsiilin hareketini artiran ilaglar. Bunlar pioglitazone ve rosiglitazone gibi

thiazolidinedione’lardir (61).

2.2.1.3. GESTASYONEL DiYABET
Kadinlarda gebelik doneminde goriilebilen diyabet tipidir. Gebeligi siiresince
TIDM gelistiren ve gebeligi siiresince tanist konmamig asemptomatik T2DM olan

kadinlarda kesfedilen bu diyabet tipi gestasyonel diyabet olarak siniflandirilmistir (62).

2.2.1.3. DIGER DiYABET TURLERI (MONOGENIK DiYABET)
Bu grup diyabete sahip insanlarda;

1. MODY (Maturity-Onset Diabetes in youth) olarak tanimlanan beta hiicre
fonksiyonunda ve insiilin salimiminda bozulmaya sebep olan genetik bir
hastalik

2. Pankreatitis ya da ekzokrin pankreas hastaligina sahip olmalar1 sebebiyle
insiilin salintminda goriilen kusur ve

3. llag, kimyasal ya da enfeksiyon sebebiyle pankreas fonksiyonunda ortaya
¢ikan kusur bulunmaktadir (63).
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2.2.1.5 DENEYSEL TiP 2 DIABETES MELLITUS MODELLERI

Hayvanlar Uzerinde uygulanan diyabet modelleri hastaligin patogenezi
aydinlatmada kullanigh bir segenek haline gelmistir. Hayvanlardaki T2DM modelleri
diyet, kimyasal ajanlar, cerrahi uygulamalar ya da genetik olarak yatkin hayvanlarda
spontan olarak olusturulmaktadir. Son yillarda molekiiler teknikler kullanilarak diyabet
caligmalarda kullanilmak iizere transgenik ve knockout diyabetik hayvan modelleri

gelistirilmistir.

Sicanlarda olusturulan T2DM modeli glukoz metabolizmasindaki bozulmanin
yani sira degisen lipid metabolizmasinin diyabetik insanlardaki durumlarla benzer
olmasi sebebiyle diyabet c¢alismalarinda siklikla kullanilmaktadir.  Ayrica,
aterosklerozis, hipertansiyon, nefropati, noéropati ve kardimiyopati gibi diyabet

komplikasyonlari da T2DM modeli olusturulan hayvanlarda goriilebilmektedir (64, 65).

2.2.1.5.1. SPONTAN TiP 2 DIABETES MELLITUS MODELI
ob/ob, db/db fareler gibi bazi deney hayvanlari genellikle tek gen ya da ¢oklu
gen mutasyonlarma sahiptir. Goto Kakizaki sigan gibi baz1 soylar diyabetik olmayan

hiperglisemik hayvanlardan segilerek birkag nesil ¢cogaltilarak elde edilir (66).

2.2.1.5.2. DIYET YA DA BESLENME iCERiIGINDE DUZENLEMELERLE
OLUSTURULAN TiP 2 DIABETES MELLITUS MODELI

Bu modelde deney hayvanlar1 yiiksek enerjili besinlerle beslenir. Hayvanlarda
hiperinsulinemi, obezite, insulin direnci, pankreatik beta hiicre deformasyonu ve glukoz
intolerans1 gozlenir. Sand rat, Tuco-Tuco ve Spiny Mouse beslenme iceriginin

diizenlenmesiyle indiiklenen obezite ve Tip 2 diyabet modelinde kullanilan hayvanlardir

(67).
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2.2.15.3. CERRAHI YONTEMLERLE OLUSTURULAN TiP 2 DIiABETES
MELLITUS MODELLERI

Bu metotla hayvanlarin pankreasinin tamami ya da bir kismi alinarak TIDM ve
T2DM diyabet modeli olusturulmaktadir. Oskar Minkowski kopekler iizerinde yaptigi
pankreatektomi ile cerrahi yontemle olusturulmus ilk diyabet modelini yapmistir (68).
Kopek, domuz, tavsan ve siganlar iizerinde yapilan kismi panreatektomi (yaklasik %90)
ile ilgili calismalar mevcuttur (64, 65) . Bu diyabetin siddetli formuna sebep olmaz.
Uzun vadede diyabetin saglanmasi ve glisemi seviyesinin daha net olmasi igin
pankreatektomi ile birlikte STZ veya alloxan uygulamasi yapilir (69). Anti-diyabetik

ajanlarla ile hiperglisemi ve insiilin direncinde iyilesme goriilmiistir (70).

2.2.15.4. TRANSGENIK ve KNOCKOUT TiP 2 DIABETES MELLITUS
MODELLERI

Son yillarda gelisen molekiiler tekniklerle beraber hastaligin patogenezinin
altinda yatan spesifik gen iirlinleri ve ¢evresel kosullarin hastalik {izerine etkisi, yeni
hedefler ve tedavi daha net sekilde ortaya konulmaktadir. Transgenik calismalar ilgili
alanda yapilan caligsmalara biiyiikk ivme kazandirmistir. Teknik, fonksiyonel genlerin
ekspresyonundaki degisiklikler ve spesifik endojen genlerin silinmesi ya da promotor
bolgelerin kontrolii altinda yer degistirilmesi esasina dayanir (71). T2DM ile iliskili
olarak calismalarda kullanilmak iizere insiilin reseptorii, glukoz tasiyict GLUTA4,
GLUT2, TNF-a, glukokinaz (GK), adacik amiloid peptit gibi genler i¢in transgenik ve
knockout modeller gelistirilmektedir. Genetik olarak modifiye edilmis bu hayvanlar
hiperglisemi, insiilin direnci, bozulmus glukoz toleransi gostermektedir (72-75). Maliyet
ve elde edilmesinin zorlugu sebebiyle caligmalarda kullanilmak iizere pek tercih

edilmemektedir.
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2.2.1.5.5. KIMYASAL AJANLARLA OLUSTURULAN TiP 2 DIiABETES
MELLITUS MODELI

Kimyasal ajanlarla uyarilan ve obez olmayan T2DM modelinde streptozotocin
(STZ) ve alloxan kullanilir. Obez diyabetik fare modeli olusturmak i¢in goldthioglucose
(GTG) enjeksiyonu ile farelerde obezite ile birlikte T2DM olusturulur. Enjeksiyondan
16-20 hafta sonra kademeli olarak obezite, hiperinsilinemi, hiperglisemi ve insilin

direnci gozlenir (76).

2.3. STREPTOZOTOSIN

Deneysel diyabet modeli olusturmada kullanilan kimyasal ajanlardan en yaygin
olan1 streptozotocin (STZ) ve alloxandir. Bir Antibiyotik olan streptozotocin (2-deoxy-
2-(3-(methyl-3-nitrosoureido)-Dglucopyranose) Streptomycetes achromogenes
tarafindan sentezlenir (77). Hidrofilik yapidadir, glukoz benzeri yapisi olmasi sebebiyle
glukoza benzer yolla beta hticrelerine girer. Beta hiicre toksik glukoz analogu olarak
smiflandirilabilir. Ayrica, STZ anti-mikrobiyal aktiviye sahiptir ve kemoterapotik

alkilleyici ajan olarak kullanilabilir (78).

Sekil 2.3 Streptozotocin kimyasal yapisi (PubChem) (79)

STZ’nin hidrofilik igerigi GLUT2 tasiyicilar1 araciligiyla hiicre membranindan
gecisini kolaylastirir (78). GLUT2 tasiyicilarinin azalan ekspresyonunun STZ’nin
diyabetojenik etkisini azalttiinin bulunmasi, GLUT2’nin STZ hareketininde rolii
oldugunu destekler niteliktedir (80, 81). Ancak, in vivo ve in vitro sartlarda STZ’nin

¢oklu doz uygulamalarinda GLUT2 tastyicilarinin ekspresyonunu azaltabilmektedir.
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GLUT?2 tasiyicilart sadece pankreasta eksprese edilmez, karaciger ve bobrekte de

bulunur. Bu sebeple STZ yalnizca pankreasa hasar vermez (82).

STZ uygulamas1 sonras1 3 farkli mekanizma ile insiilin-bagimli diyabet
olusmaya baglar (78). Tiim bu mekanizmalar DNA’nin yikimi ile sonuglanir. Bunlardan
ilk ve en oOnemlisi DNA alkillenmesidir (83, 84). STZ’nin alkilleyici etkisi [
hlcrelerinde toksik etkiyi uyarir (85). B hiicre DNA’sina STZ’den transfer edilen metil
grubunun transferi DNA’nin yikimi ile sonuglanir (78). Diger mekanizmada, DNA’nin
yikilmast STZ’nin toksik etkisini daha da kuvvetlendirir. DNA hasar1 poli(ADP-riboz
polimeraz-1 PARP1)’y1 aktive eder ve hiicresel NAD* ve ATP depolarini tiiketir (78). 8
hiicrelerinde azalan ATP B hiicre nekrozu ile sonuglanir. STZ ile indiiklenmis NAD*
tilketimi insiilin salinim ve biyosentezinin engellenmesine neden olur (78). STZ nitrozo
gruplari icerdiginden saldig1 nitrik oksid ile mekanizmaya etki eder. Intraseliiler nitrik
oksid salinimi STZ hareketinde ana mekanizma olarak diisiilmese de alternatif
mekanizma olarak dnemlidir. Son olarak, ROS iiretimi STZ nin diyabetojenik etkisini
tetikler, serbest oksijen radikalleri B hiicre yikimini ve insiilin bagimli diyabet gelisimini
hizlandirir. STZ enjeksiyonunu takiben 48 saat sonra hiperglisemi gortilmeye baslar
(78). Enjeksiyondan yaklasik olarak 72 saat sonra maksimum glukoz seviyesine erisilir
glukoz seviyesi hangi tip diyabetin gelistiginin tespit edilmesine yardimci olur. Bu

noktadan sonra glukoz seviyesi normal seviyenin Ustlinde seyreder (78).

2.3.1. STZ iLE OLUSTURULAN TiP 2 DIABETES MELLITUS MODELLERI
2.3.1.1. Yagh Diyet ve STZ ile Olusturulmus T2DM

Insan metabolizmasinda kademeli olarak gozlenen degisimleri ve dogal siireci
taklit eden diyabet modelidir. Yagdan zengin diyetin insiilin direnci olusumundaki etkisi
gosterilmig bunu hiperinsiilinemi olusumu takip etmistir. Reed ve ark (86) yaptigi
calisma ile 7 haftalik Sprague-dawley sicanlari 2 haftanin istiinde %40 yagh diyet
uygulamig sonrasinda intravendz olarak 50 mg/kg STZ enjeksiyonu yapmustir. STZ
enjeksiyonu sonrasi sicanlar yagli diyet ile beslenmeye devam etmistir. Kontrol
grubuyla kiyaslandiginda deney grubundaki sicanlarda artmis insiilin, glukoz, serbest
yag asidi ve trigliserid gozlenmistir. Bu siganlar uygulanan metformin gibi anti-
diyabetik ajanlara cevap vermis kan glukoz seviyelerinde diislis gozlenmistir. Bu modeli

takiben farkli modellerde gelistirilmistir. Diyet igerigi ve uygulanan STZ dozundaki
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modifikasyonlarla farkli hayvan tiirlerine yagl diyet ve STZ ile uyarilmis diyabet
modeli olusturmak miimkiindiir (87-89).

2.3.1.2. Nikotinamid-STZ ile Olusturulan T2DM Modeli

Masiello ve arkadaslari tarafindan gelistirilen T2DM modelidir. Nikotinamid,
STZ’nin neden oldugu ciddi B hiicre fonksiyon kaybini Onleyerek insiilin iiretme
yetenegini korumus olur ve hayvanlarda T2DM olusumunu uyarir. Nikotinamidin
koruyucu etkisi STZ’nin neden oldugu DNA hasarini tamir etmekte goérevli PARP-1
aktivitesini engelleyerek gergeklestirir (90).

2.3.1.3. Yenidogan STZ Diyabet Modeli

Bu modelde yenidogan Wistar Albino ya da Sprague-Dawley sicanlara
(dogumlar1 0 kabul edilerek) 0.-7. giinler arasinda tek yiiksek doz (60-100 mg/kg) STZ
uygulamasi ile diyabet olusturulur. Bu hayvanlar 16-20 haftalik erigskin sigan
olduklarinda pankreaslari incelendiginde insan T2DM’de oldugu gibi adaciklarda

insiilin oldugu fakat B hiicrelerinin glukoza cevaplarinin bozuldugu saptanmistir (91-

03).

2.3.1.4. Fruktoz Diyeti ve STZ ile Olusturulan T2DM

Wilson ve Islam 2012 yilinda yaptig1 ¢alisma ile T2DM olusturmada hastaligin
patogenezini en 1yi taklit ettigi disliniilen genetik olmayan alternatif bir model
gelistirmistir. Metabolik sendrom olusturmak i¢in kullanilan fruktozun diyabet modeli
olusturmak i¢in kullanilabilecegi diisiiniildii. Fruktoz diyeti ile olusturulan modellerde
T2DM yani sira insiilin direncinin tetiklenmesi birka¢ haftayr almakta ve bu durum
calismanin maliyetini artirmaktadir. Bu nedenle yeni bir model gelistirilmeliydi. Wilson
ve Islam yaptig1 ¢alisma ile 6 haftalik Sprague-Dawley si¢anlara 2 hafta boyunca %10,
20, 30 ve 40’lhik fruktozlu su diyeti uyguladi. 2 haftanin sonunda 40 mg/kg
intraperitonal STZ enjeksiyonu uyguladi. 40 mg/kg ya da daha diisiik dozlardaki STZ
enjeksiyonunun T2DM modeli olusturmada 50 mg/kg STZ enjeksiyonundan daha az
etkili oldugu bilinmektedir. Ancak fruktoz diyeti uygulanan hayvanlarda fruktozun
insiilin direncini tetikledigi gosterilmistir (94). Enjeksiyon sonrasi siganlara normal
icme suyu verilmistir. Sivi alimi, kan glukozu, serum lipidleri, karaciger glikojeni,

karaciger enzimleri, insiilin direnci, viicut agirligi, oral glukoz toleransi, pankreatik f3



18

hiicrelerinin say1 ve fonksiyonu degerleri dikkate alindiginda %10’luk fruktozlu su
verilen grupta istenen model olusturuldugu saptanmistir. Gruptaki siganlara uygulanan
metformin ve glibenclamide gibi anti-diyabetik ilaglara kars1 olumlu yanit alinmistir (5).
Erkek Syrian Golden hamster ile yapilan ¢aligmada 10 giin siireyle uygulanan %60
fruktoz diyetinin artan plazma insiilini, serbest yag asitleri, trigliserid ve azalmis hepatik
instlin sinyali goriilmistir (95).Yagh diyetle kiyaslandiginda fruktozla indiiklenen

T2DM modeli daha ucuz ve model olusum stireci daha kisadir.

2.4. FRUKTOZ

Gegmiste insanoglunun yasam diizeninin avcilik ve toplayicilik olmasi sebebiyle
giinliik diyetinin ¢ogunu proteinden az bir kismin1 da karbonhidrattan saglamaktaydi.
Seker tiiketimi 18. yy’a kadar olduk¢a azdi. Gelisen teknoloji sebebiyle artan rafine
seker iiretimini takiben kitalararasi ticaretinin gelismesi ve tiiketiminin artmasi sekeri
son zamanlarmn popiiler gidasi haline getirmistir (96). 6 karbonlu bir monosakkarit olan
fruktoz yiiksek fruktoz igceren misir surubu seklinde pek cok gidada bulunmaktadir.
Yiiksek fruktoz iceren misir surubunda %42-55 arasinda degisen fruktoz bulunmaktadir.
Yapilan galigsmalar insanlarda yiiksek fruktoz tiiketiminin metabolik hastaliklar icin bir
risk faktorii oldugunu gostermistir. T2DM, insiilin direnci, obezite, metabolik sendrom,
dislipidemi ve alkolsiiz yagh karaciger hastalig1 gibi bir¢ok patolojinin fruktozun asiri
tiiketimi ile iliskili oldugu bulunmustur. Diinya Saglik Orgiitii ve bircok uluslararasi
saglik kurulusu yaptigir caligmalarla fruktoz tliketimindeki artis ile obezite arasinda

paralelellik oldugu sonucuna varmistir (96).

2.4.1. FRUKTOZUN KIMYASAL YAPISI

Glukoz ile ayn1 kimyasal formiile sahip olmasina karsin yapisal olarak farklilik
gosteren fruktoz bircok meyve ve sebzede bulunan basit bir sekerdir. Glukoz, 6’11 halka
yapisindan olusmaktadir ve 1. karbon atomunda aldehit grubu tasir. Fruktoz ise
glukozdan farkl olarak 5°1i halka yapisina sahiptir ve karbon zincirinin 2. pozisyonunda
keton grubu tagimaktadir.1 molekiil glukoz ve 1 molekiil fruktoz a-1,4 glikozit bag: ile

olusturduklar siikroz disakkarit olarak yiyeceklerin yapisina katilir (97, 98).
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Sekil 2-4 Fruktoz, glukoz ve stikrozun kimyasal yapisi (99)

2.4.2. FRUKTOZ KAYNAKLARI

Bitkisel pek ¢ok kaynakta yiiksek oranda bulunan siikroz, diyetle alinan
fruktozun dogal kaynaklaridir. Ayrica, endiistriyel bir tatlandirici olan yiiksek fruktozlu
misir surubunun kullaniminin artmasi ile fruktoz yaygin bir sekilde kullanilmaya
baslanmigtir. Yiiksek fruktozlu musir surubu glukozun fruktoza izomerizasyonu ve
surubun cesitli oranlarda misir bazli glukoz surubuyla karistirilmasi ile olusturulur.
Tatlandiric1 6zelligi yiiksektir, uzun raf émriine sahiptir ve maliyeti diisiiktiir. Tiim bu
avantajlar yiiksek fruktozlu misir gsurubunun gida endistrisinin pek ¢ok alaninda

kullanimini yayginlastirmistir (97, 100).

Ginliik tiiketilen fruktoz miktar1 giin gectikce artmaktadir ve 1970’lerde kisi
basina diisen fruktoz miktar1 0,5 gram civarindayken bu oran glinimuzde 85-100 gram
arasindadir. Bu degerin bu denli artmasinin altinda yatan faktor fruktozun doyma hissini

geciktirmesi ve ikinci acikma hissini 6ne ¢ekmesidir (101, 102).

2.4.3. FRUKTOZ METABOLIZMASI

Diyetle alinan fruktoz ince bagirsakta absorbe edilir ve neredeyse tamami
karacigerde metabolize edilir (97). A¢lik kan fruktoz diizeyi saglikli bir insanda 1 mg/dl
veya daha azdir. Oral olarak alman 0,25 gr/kg fruktoz sonrasi plazma/serum
konsantrasyonu ortalama 4,5-13 mg/dl olarak 6l¢iilmiistiir. Artan fruktoz dozuna bagh

olarak plazma/serum konsantrasyonunda artig gortilmistiir (101).
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2.4.4. FRUKTOZUN ABSORBSIYONU VE INTESTINAL METABOLIZMASI
Insiilinden bagimsiz bir mekanizma ile isleyen fruktoz metabolizmasi glukoz
metabolizmasindan farklidir. Enterositlerin apikal yiizeyinde glukoz tasiyici ailesinin bir
iiyesi olan glukoz tasiyic1 5 (GLUTS) bulunur. Esasen jejenumda eksprese olurken diger
pek cok hiicre tipinde de eksprese olmaktadir. GLUTS fruktoza kars1 yliksek afiniteye
sahipken glukoz icin kismen daha az afinite gdstermektedir. Fruktozun diyetle alimini
takiben bu tastyicilar ile ATP hidrolizi gerektirmeden kolaylastirilmis difiizyonla hicre
icine alinir. Enterositlerin bazolateral membranlarinda yer alan GLUT2 tasiyicilar
araciligiyla kan damarlarina difiize olur (97, 101, 103). GLUTZ2; glukoz, fruktoz ve
galaktozun tasinmasinda tek yonlii olarak gorev almaktadir (104). Fruktoz absorbsiyonu
bireyler arasinda farklilik gdstermektedir. Oral yolla alinan fruktozun ¢ogu bagirsakta
absorbe edilirken az bir kismi laktata doniistiiriilerek portal dolasima aktarilir. Glukoz
metabolizmasiyla kiyaslandiginda fruktoz metabolizmasinda laktata doniisen yiizdenin

daha fazla oldugu tespit edilmistir (105).

2.4.5. HEPATIK FRUKTOZ METABOLIZMASI

Absorbsiyon sonrasi, fruktoz portal ven araciligi ile karacigere tasinir.
Hepatositlere GLUT2 yoluyla alinir. Fruktozun metabolize edilmesi insllinden
bagimsiz olarak gergeklesir (106). Fruktoz, Fruktokinaz (ketohekzokinaz) enzimi ile
fosforillenerek fruktoz-1-fosfata dontistiiriiliir. Fruktoz-1-fosfat, aldolaz B enzimi ile
metabolize edilerek gliseraldehit, dihidroksiaseton fosfat ve gliseraldehit-3-fosfat gibi
trioz fosfat denen 3 karbonlu ara bilesikler olusur. Bu iiriinler direkt olarak glikolitik
yolla piruvat olustururken piruvat mitokondride krebs dongiisiine katilarak uzun zincirli

yag asitlerinin de novo sentezinde gorev alir (107).

Fruktozdan farkli olarak karacigere gelen glukoz GLUT4 ile hiicre i¢ine alinir ve
instilin bagimli bir olaydir. Glikolitik yolaga glukokinaz (hekzokinaz IV) kontroliinde
girer. Enzim glukozu, glukoz-6-fosfata fosforiller. Glukoz-6-fosfat, fruktoz-6-fosfat ve
fruktoz-1,6-difosfata doniistiiriilerek krebs dongilisiine katilir.  Fruktoz-6-fosfatin
fruktoz-1,6-bifosfata doniisiimii glikolitik yolagin yan {irlinleri olan ATP ve sitrat ile
inhibe edilebilen fosfofruktokinaz enzimi ile gergeklestirilir. Glukoz metabolizmasi
hiicrenin enerji durumuna gore kontrol edilir, glikojen Uretimi tetiklenir ve bdylece

karaciger fazla glukoz alimini 6nlenmis olur. Bu sebeple glukoz metabolizmasindan
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farkli olarak fruktoz metabolizmasinin lipojenik etkisi oldugu bilinmektedir (97, 98,
106, 108, 109).

Frukioz Glukoz
I Glukokinnz

Fruktokinaz Glukoz 6-fosfat +— Glikojen

I Fosfoglukoizomeraz
Ingusdin Ej Fruliog 6-fosfat

Glukagon (3} T ll-'ngmnukmh:ln: =) ATP
- Fruktex 1.6 bilosTatax

Sifrar
Frukioz 1-fosfat Frukioz 1,6-bifosfat .
Gliseraldehit ﬂ:mhhmw +— CGliseraldehit
. '_‘1______f 3-fosfat
Gliserol 3-fosfat Piriivat
5¢ S-1051A K\‘
l Laktat
Al gliserol Agil CoA t * ssetil CoA P Sitrat

Sekil 2.5 Karacigerde fruktoz ve glukoz metabolizmasi (110)’den degistirilerek

Glukagon benzeri peptit-1 ve kolesistokinin gibi hormonlar metabolizmada kisa
donemde etki ederken, insulin, leptin, ghrelin gibi hormonlar metabolizmada uzun
donemde etki etmektedir (111). Glukozdan farkli olarak fruktoz icin etkin bir hormonal
diizenleme bulunmamaktadir. Glukoz pankreastan insiilin salinimini uyarabilirken
pankreatik B hiicrelerinde fruktozun tasmmmasmi saglayan GLUTS5’in olmamasi ve
fruktozun GIP (gastrik inhibitdr peptit) salinimini uyaramamasi nedeni ile insilin

salmimi gergeklestirilemez (111, 112).

Fruktoz, tokluk sinyali ilgili leptin hormonunun artmasina ve istah sinyali ile
ilgili ghrelin hormonunun azalmasina neden olmamaktadir. Bu sebeple tokluk hissinin

olusmamas: fruktozlu besinlerin daha ¢ok tiiketimini artirmaktadir (7, 98).
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2.4.6. FRUKTOZ ve TIiP 2 DIABETES MELLITUS

Fruktozun glukoza doniisimii T2DM riskini artirir.  Fruktoz, karacigere
alindiktan sonra oksidize edilme, glukoz, glikojen ya da laktik aside ¢evrilme, de novo
lipogenezise girme gibi bircok metabolik yolaga girebilir (113). Fruktoz kisa donemde
insiilini artirmaz. Deney hayvanlarinda uzun siireli fruktoz diyetinin insiilin direnci ve
obeziteye, bunlarin sonucunda da hiperinsiilinemiye yol actigi gosterilmistir (110).

Hiperinsulinemi daha sonra T2DM vya da hipoglisemiyi neden olabilmektedir.

Cesitli dokularda insiiline yanit olarak glukoz aliminin bozulmasi sonucunda
insiilinin etkisini gosterememesi insiilin direnci olarak tanimlanir. Insiilin direnci,
T2DM, obezite ve metabolik sendrom durumlarinda ortak olarak goriilen patofizyolojik
bir durumdur (8). Karaciger ve iskelet kasinda meydana gelir (102). Fruktoz, hepatik de
novo lipogenezi artirir ve hepatik yag asidi oksidasyonunu azaltir. Tim bunlar
karacigerde yag birikimini artirir, inflamasyonu ve hepatik insulin direncini tetikler
(114, 115). Hepatik insiilin direnci B hiicre fonksiyon bozukluguna neden olan asiri
instlin dretimini artirir (116). Zamanla B hiicrelerinde meydana gelen bozulma insiilin
salimminda aksamaya, inflamasyona ve oksidatif strese neden olur (117-121). Insiilin
direncinin negatif etkisini karsilamak igin daha fazla insiilin iiretilir. Insiilin diizeyindeki
artis kompensatuvar hiperinsiilinemi olarak tanimlanir. Uzun siireli fruktoz tiiketiminin
insiilin direncine sebep oldugu ve glukoz homeastazini bozdugu bildirilmistir (112,
122). Fruktoz ile beslenen siganlarda yiiksek plazma glukoz seviyesi gozlenmistir (8).
Fruktoz tiketimi ile insiilin reseptor mRNA ekspresyonu arasinda iliski bulunmustur.

Fruktoz tiiketimindeki artisin ekspresyon seviyesini azalttigi bildirilmistir (123).

2.4.7. FRUKTOZ VE ENDOPLAZMIiK RETIKULUM STRESI

Calismalar ER stresinin, alkolik olmayan hepatik steatozis ile iliskili oldugunu
gostermistir (124). Kronik fruktoz tiiketimi lipid metabolizmasi ya da VLDL’nin
stimiilasyonu araciligryla ER’nin tetiklenmesine neden olur. ER membran proteinleri
fruktozile edilebilir ya da lipidler ER stresine ve katlanmamis protein cevab1 (UPR)’ye
neden olacak sekilde ER membranina dogru birikebilir. UPR aktivasyonu oOncelikli
olarak ER homeastazinin restorasyonuna izin verse de devam etmekte olan fruktoz
maruziyeti ile inflamasyon, oksidatif stres ve apoptoza neden olan ER stresi gorullr

(125, 126). Bu ayrica insiilin direnci ve hepatik steatozisin olusumunu indiikler (127).
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Dahasinda ER stres PERK/elF20/ATF4 yolagiyla aktive edilen protein kinaz ile de
novo lipogenezisi aktive ederek ve IRE1 yolagi ile VLDL’nin olusum ve salinimini
sinirlandirarak karacigerde lipid metabolizmasina etki eder. ER stres ayrica indirekt
olarak hepatik ve adipoz dokuda insiilin direncini indiikleyerek karacigerde
trigliseridlerin birikiminde rol alir. Dahast ER stres, inflamatuar siiregte ve hiicre
Olimiinde 6nemli rol alan transkripsiyon faktdr Janus kinaz (JNK), NF«xB, CHOP,
ChREBP ve SREBP’nin aktivasyonunu tetikler (127). Yapilan g¢alismalarla yiiksek
fruktoz ile beslenmenin ER stres ile iliskili hepatik stres cevabim tetikledigi (19, 97) ve
fruktoz uyarimli hiperlipidemi ve hipergliseminin sistemik ER stresi ve oksidatif strese

katki yapabilecegi (13, 97) gosterilmistir.

2.4.8. FRUKTOZ ve INFLAMASYON

Fruktoz diyetinin inflamasyon (zerindeki etkisi bilinmektedir (128). Yiksek
yagli ve yiiksek siikroz ile uyarilmis steatohepatitise karst knockout fruktokinazin
koruyucu etkisi ile karaciger inflamasyonunda hepatik fruktoz metabolizmasinin etkili
rolii gosterilmistir (129). Ektopik karaciger yag birikimi hepatositlerde hiicresel stresi
tetikleyerek inflamatuar siireci baglatir (130). Karacigerde fruktozun TLR4 (toll benzeri
reseptdr 4)’i aktive edebilen palmitat gibi doymus yag asitlerinin sentezini artirdigi
bilinmektedir. Hiicresel stres Kupffer hiicrelerinde TLR4 aktivasyonu ile uyarilmis
inflamasyonu  daha da artirabilir  (131). TLR4/uyarilabilir  nitrik  oksit
sentaz(INOS)/NFxB yolaginin aktivasyonu Kupffer hiicreleri araciligiyla TNF-a gibi
pro-inflamatuar sitokinlerin tretimi yoluyla hepatositlerde oksidatif stresi uyarmaktadir
(132).

%60 fruktozlu yem ile beslenen siganlarin karacigerlerinde inflamasyon ve
oksidatif stres {lizerine yapilan bir ¢alismada fruktoz diyeti uygulanan siganlarda TNF-a,
IL-6 ve gibi transkripsiyon faktorlerindeki artisin yanmi sira insiilin ve glukoz

diizeylerinde de artis goriilmiistiir (133).
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2.5. ENDOPLAZMIK RETIiKULUM STRESI ve KATLANMAMIS PROTEIN
CEVABI (UPR)

Endoplazmik Retikulum (ER), membran ve salgi proteinlerinin transkripsiyon
sonrasi dogru bir sekilde katlanarak hedef bolgeye gitmelerinden sorumlu 6nemli bir
organeldir. Proteinlerin fonksiyonlarini kazanmalar1 i¢in dogru bir bi¢cimde katlanarak 3
boyutlu yapilarin1 kazanmalar1 gerekmektedir. Katlanma siirecinin dogru bir sekilde
gerceklesmesi i¢in hiicre cesitli kontrol mekanizmalar1 gelistirmistir. Normal sartlarda
hatali katlanan proteinler ER’den sitoplazmaya yonlendirilerek proteozomal yikima
(ERAD) ugramaktadir (134). Aminoasit eksikligi, viral ve toksik etkiler, katlanmamig
ya da hatali katlanmig proteinlerin fazlahigi gibi gesitli etkenler ile ER homeaztazi
degisebilmektedir ve bu durum ER stresine neden olabilmektedir (135). ER, ER stresine
kars1 normal islevlerini yerine getirebilmek igin strese duyarli sinyal yolagi olan
katlanmamis protein cevabini (UPR) aktif hale getirmektedir (136). 1988 yilinda
Kozutsumi tarafindan hatali katlanmis protein birikiminin azaltilmasini saglamasinin
yaninda protein katlanma kapasitesini artiran adaptif mekanizma olarak tanimlanmistir
(137). UPR, ER stresine kars1 koruyucu bir yanit olarak ortaya ¢ikmaktadir, adaptif
yanit, geri bildirim kontrolii ve hiicre kaderinin belirlenmesi olmak iizere esas olarak 3
gorevi bulunmaktadir. Proteinlerin diizgiin iiretiminden islenmesinden ve katlanma
homeaztazin1 ayarlanmasindan sorumludur (135). Sentezlenen saperon proteinler ile

asir1 protein birikimi ve hatali katlanmasi1 6nlenmis olur (138).

2.5.1. PROTEIN KALITE KONTROLU

Kalite kontrol mekanizmasi ER’de protein biyosentezinin siirdiiriiliip dogru sekilde
katlanmalarin kontroliinii igeren kompleks bir mekanizmadir (139). Katlanma siirecine
yardimct molekiiler saperonlara ve katlanma enzimlerine baglidir. Bu enzim ve
saperonlar 3 gruba ayrilmaktadir:

1. Baglayici protein/glukoz diizenlenmis protein (BIP/GRP) 78,

2. GRP94 Kalneksin (CNX) ve kalretikulin (CRT)

3. Protein disulfit izomeraz (ER protein (ERp) 57 ve ERp72 gibi)

ER membraninda stres sensorii olarak gorev alan aktive edici transkripsiyon faktor 6
(ATF®6), inositol gerektiren enzim-1 (IRE1) ve protein kinaz RNA (PKR) benzeri ER
kinaz (PERK) olmak uzere 3 membran proteini bulunmaktadir (135, 140, 141). Bu

proteinler normal kosullar altinda saperon olarak goérev alan ve stres durumlarinda
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ekspresyonu artan GRP78 (142, 143) ile birlikte inaktif durumda bulunur (144, 145).
GRP78 glikoprotein olup yeni sentezlenmis proteinlerin katlanmaya hazir halde
tutulmasint ve bu sekilde ER’nin kararli durumda kalmasini saglayarak hiicreleri
apoptoza kars1 korumaktadir (146). Hatali katlanmis proteinlerin ER limeninde artarak
birikmesiyle GRP78 membran proteinlerinden ayrilir ve hatali katlanmigs ya da
katlanmamis  proteinlere =~ baglanarak ~ ATP-bagimli  katlanma  islemlerini
gerceklestirmektedir. GRP78’in  ayrilmasiyla membran proteinleri aktif hale

gelmektedir (147, 148).

Protein sentez ve Ca*tdepom TSN
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Sekil 2.6 Endoplazmik retikulum stresi (149)’dan degistirilerek

2.5.2. KATLANMAMIS PROTEIN CEVABI SINYAL YOLLARI
2.5.2.1. INOSITOL GEREKTIREN KiNAZ-1 (IRE-1) SINYAL YOLAGI

IRE-1, sitozolik kinaz ve endoriboniikleaz aktivitesine sahip, ER’de yerlesik Tip
1 transmembran proteinidir. Hiicreyi stresten ve apoptozdan koruma asamasinda 6nemli
role sahiptir. Memelilerde IRE-1a ve IRE-1B olmak iizere 2 izoformu bulunmaktadir
(150). Embriyonik donemde IRE-1a gen bolgesinde meydana gelebilecek bir hasarin
olimle sonuglanabilecegi bilinmektedir (151). IRE-lo tum hicrelerde eksprese
edilirken, IRE-1B, gastrointestinal epitel hiicrelerde sinirli miktarda eksprese
olmaktadir. IRE-1’in her iki izoformu da ER membraninda lokalize halde olup stresle

iliskili olan sinyal yolaklarini aktiflestirebilmektedir (152).
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Normal kosullarda GRP78 ile inaktif halde bulunan IRE-1, GRP78’in
ayrilmasiyla dimerize olup otofosforillenebilmektedir. IRE-1’de meydana gelen bu
konformasyonel degisiklik IRE-1’in RNaz aktivitesini ortaya ¢ikarmaktadir. IRE-1’in
RNaz aktivitesi ile birlikte normalde sitoplazmada kirpilmamis halde bulunan XBP1 (X
baglayici protein 1)’den 26 niikleotid uzaklastirilir. Kirpilmis XBP1 potent bazik 16sin
transkripsiyon faktoriine doniliserek ER saperonlarinin ve katlanmaya yardimci
enzimlerin dizenlenmesini saglamaktadir (153). Hiicre ¢ekirdegine girerek ERAD, lipid
biyosentezi, ER biyogenezi, fetal gelisim ve birgok molekiiler yolakta rol almaktadir
(154). XBPI’in transkripsiyon faktorii olmasi ER stresine karsi adaptif yanitin
diizenleyicisi olarak rol almasini saglamaktadir. XBP1’den eksik hiicreler oksidatif stres

ve inflamasyon kaynakli apoptoza karsi daha yatkindir (155-157).

25.22PROTEIN KINAZ RNA (PKR) BENZERIi ENDOPLAZMIK
RETIKULUM KiNAZ (PERK) SINYAL YOLAGI

Tip 1 transmembran protein olan PERK, serin/treonin kinaz aktivitesine sahiptir.
IRE-1a’dan farkli olarak sitozolik kisminda RNaz aktivitesi bulunmamaktadir (158,
159). Aktif PERK okaryotik baslatict faktor o (elF2a)’nin 51. poziyonunda serini
fosforillemektedir. Bununla birlikte elF2f3, elF2a’ya guanozin trifosfat (GTP)
aktaramadigindan elF2a/GTP/Met-tRNA olarak bilinen translasyonunun baslangic
kompleksi engellenmektedir (158, 159). PERK bu sayede translasyonu azaltarak, ER’ye

binen is yiikiinii diisiirmektedir.

2.5.2.3.AKTIiVE EDiCi TRANSKRIiPSIYON FAKTORU 6 (ATF6) SINYAL
YOLAGI

ATF6, Tip 2 transmembran proteinidir. Memelilerde ATF6a ve ATF6 olmak
Uzere 2 alt tipi bulunmaktadir (160). GRP78 ile inaktif halde bulunan ATF®6,
GRP78’den ayrildiktan sonra Golgi’ye go¢ etmektedir. Burada site 1 ve site 2 proteazlar
ile kesilerek aktif hale gecmektedir. Aktif parca trankripsiyon faktoriine doniiserek

niikleusta ER ile iligkili protein degredasyonunda ve apoptozda rol almaktadir.

ATF6 ayrica XBP1’e dogrudan baglanarak UPR ile ilgili proteinlerin
diizenlenmesini saglamaktadir. Niikleusta, ER stres yanit elemanlar1 (1 ve 2), UPR

eleman1 ve cAMP yanit eleman1 genlerinin transkripsiyonunda rol almaktadir.
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2.5.3. ER STRESI ve DIABETES MELLITUS

Pankreatik beta (B) hiicreleri insiilinin sentez, depo ve salinimindan sorumludur
(161). Artan kan glukoz seviyesine cevap olarak once salgi graniillerinde paketlenmis
olan depo insiilin, B hiicreleri tarafindan salinir. Periferal dokularda insiilin, insiiline
cevap veren hiicrelerdeki ilgili reseptorlere baglandiginda sinyal kaskadi harekete geger.
Kan glukoz seviyesi normal diizeye geldiginde insiilin uzaklastirilir. Bu glukostatik
dongii diyabet gibi hastaliklarda B hiicrelerinden yeterli insiilinin {liretilememesi, aglik
ya da tokluk kosullarinda normogliseminin surddrtlmemesi gibi nedenlerle
bozulmaktadir (162).

Yiiksek seviyede insiilin salinimini saglamak i¢in B hiicreleri oldukg¢a gelismis
ER igermektedir. Insiilin biyogenezi, B hiicre ER’de baslatilan molekiiler kompleks bir
seriyi gerektirmektedir (163). Insiilinin prekiirsérii olan preproinsiilin ER liimenine
taginmaktadir, burada kirpilarak proinsiilin haline gelmektedir. ER’de bulunan
oksidorediiktazlar proinsiilinin intramolekiiler disiilfit baglarini katalize etmektedir. Bu
kritik oksidatif katlanma basamagi proinsiilin varyant protein Ins2 (C96Y)’yi eksprese
eden Akita diyabetik fare mutantlarinda kesintiye ugramaktadir. Ins2 ER’de katlanmaya
yardimci intramolekiiler distilfit baglarin olusmasi igin gerekli olan sistein eksiktir. Bu
sebeple, endoproteazlar salgi graniillerinde olgun insiilinin olusmasi i¢in proinsiilindeki
C-peptidi uzaklagtiramazlar (164-167). ER’de dogru katlanmayan insilin birikimi
GRP78 ve CHOP ekspresyonunun aktiflesmesine ve apoptozun uyarilmasia sebep

olur.

Farelerde PERK kodlayan gende meydana gelen homozigot delesyon erken
donemde diyabete neden olan J hiicre apoptozuna neden olmaktadir (168). Farelerde 8
hlcrelerinde XBP1 geninde gorulen delesyon proinstlin stirecinde bozulmaya ve instlin
saliniminda azalmaya neden olmaktadir (169). Benzer sekilde ATF6 diyabetik fare

modellerinde B hiicre kaybini1 6nlemede kritik 6neme sahiptir (170).

PERK tarafindan elF2a’nin fosforilasyonu araciligiyla translasyonun azalmast, 3
hiicreleri tarafindan kanda glukoz seviyelerindeki degisime cevapta proinsiilinin yapisal

olarak olgunlasmasi i¢in kullanilabilir (171).



28

Diger bir ER stres ile uyarilan diyabet tipi Wfsl genindeki mutasyondan
kaynaklanan ve insanlarda gortlen Wolfram sendromudur. WFS1, ER transmembran
proteini olup eksikligi erken baglangicli diyabete, ndrodejenerasyona, gérme ve duyma
da bozukluklara neden olmaktadir (172). WFS1 proteini pek ¢ok dokuda eksprese
edilmektedir ve ATF6 kontrol siirecinin yani1 sira ERAD siirecine yardimer oldugu

diisiiniilmektedir (173, 174).

Tim bunlarin ER’de biriken katlanmamis protein birikimine ve anahtar UPR
fonksiyonlarinda meydana gelen bozulma ile B hiicrelerinde diyabete neden olan
apoptozu tesvik ettigi gosterilmistir. Tim diyabet tiplerinin altinda B hiicrelerinde
olusan fonksiyon bozuklugu yatmaktadir. Pankreastaki B hiicreleri hastalik ve yaslanma
sebebiyle diger komsu B hiicrelerini kompanse ettiklerinden artan ve ¢oziilemeyen ER

stresine maruz kalabilmektedir.

2.5.4.ER STRESI ve KARACIGER

Karaciger viicutta safra asidi, lipoproteinler, albiimin, globiilin, fibrinojen gibi
major plazma proteinlerini salgilamaktadir. Salgi fonksiyonu ile birlikte karaciger
fizyolojik olarak UPR’yi aktive etmektedir. IRE1 sinyalinin sirkadyan ritmi fare
karaciger lipid metabolizmasinin sirkadyan regiilasyonu ile yakin iligkilidir (175).
Fizyolojik ER stresi aclik sonrasi kemirgen karacigerinde tespit edilmistir ve saatler
icinde ortadan kalkmustir (176). Ancak kronik hepatik ER stresi, obez insan ve
hayvanlarda goriilmistiir (22, 177).

ER stresi, karaciger lipid metabolizmas: ve insiilin direnci ile karaciger
yaglanmasinda (steatozis) 6nemli rol almaktadir. Ob/ob farelerde steatozis lipogenezis
ve kolesterol metabolizmasinin kontroliinden sorumlu 2 transkripsiyon faktorii SREBP1
ve SREBP2’nin proteolitik kesimine sebep olan ER stresine neden olmaktadir (178).
Ob/ob farelerde hepatik adenoviral BiP’in asir1 ekspresyonu SREBP1c aktivasyonunu,
hepatik trigliserid ve kolesterol igerigini azaltir ve insiilin duyarliligim artirir.
PERK/elF2a, IRE1/XBP1 ve ATF6 sinyal iletimi, genetik olarak modifiye edilmis

farelerde ER stresi ile steatozis arasinda bir iliski oldugu gosterilmistir.



29

Hepatik XBP1’de meydana gelen delesyon azalan serum trigliseridi, kolesterol
ve serbest yag asitleriyle de novo lipogeneziste ciddi bozukluklara neden olur (179).
IREla ya da XBP1 knockdown, SREBP1 ve FAS’in insiilinle uyarilan promoter

aktivitelerine engel olmaktadir (180).

2.5.5.ER STRESI ve APOPTOZ

Stres ¢ozlilmediginde hiicreler apoptoza girmektedir. ER stresi ile baglantili olan
apoptoz ile ilgili pek ¢ok mekanizma bulunmaktadir. ilk ¢alismalar ER stresi ile iliskili
kaspaz 12, -4, ve -7 gibi kaspazlarin mitokondriden bagimsiz hiicre 6liimiinden sorumlu
oldugu diisiiniilmiistiir (181, 182). Daha sonra kaspaz 12 ve 4’iin ER stresiyle iligkili
apoptozda gerekli olmadigin1 ortaya ¢ikarmistir (183). ER stresinin 3 ana yolaginin
apoptozu baslatabilmesinin yani sira diger baz1 protein ve mekanizmalar ER aracilikli
apoptozu baslatabilmektedir. Ornegin, ER membraninda bulunan c-ABL tirozin kinaz
mitokondriye gecerek ER stresini baglatan ve PKCd fosforilasyonuna neden olan
sitokrom ¢ salimmin tetiklemektedir (184). ER stresi tarafindan uyarilan apoptozda
kaspaz 2 tartismalidir, ancak bazi c¢alismalar da IREla’nin kaspaz 2 aktivasyonunu

artirdig1 gosterilmistir (185).

2.6. T2DM PATOGENEZINDE METABOLIK INFLAMATUAR YOLAKLAR
T2DM insulin direnci ve insilin GOretiminde meydana gelen bozulmalarla
karakterize edilmektedir (186). Insiilin direnci ve insiilin yetersizligi; genetik
bozukluklar, diyet, sedenter yasam ve endokrin bozukluklar ile uyarilmaktadir (186-
190). Inflamasyon da insiilinin iiretim ve salinimina etki eden faktorlerden biridir (188,
189, 191, 192). ilk olarak 1924’te enfeksiyonlu hastalarda diyabet komplikasyonlarinin
klinik olarak tanimi yapilmigtir (193). Tiim viicut metabolizmasini ve kan glukoz
seviyesinin kontroliinii etkileyebilen farkli enfeksiyon tipleri rapor edilmistir (194-197).
Pek ¢ok calisma inflamasyonun T2DM’de B hiicre fonksiyonunun bozulmasinda 6nemli

rolii oldugunu gostermistir (198-200).
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2.6.1. METABOLIK INFLAMASYONUN INTRASELULER MEDIATORLERI
2.6.1.1.Nukleer Faktor Kappa Beta (NF-kB):

Transkripyon faktori olan NF-xB, Sen ve Baltimore‘nin 1986 yilinda yaptigi
calisma ile ilk kez aktif B hiicrelerinin immiinglobiilin kappa hafif zincirinin enhancer
elementine baglanan bir nikleer faktor olarak kesfedilmistir (201). NF-xB ailesi
immiinite ve inflamasyon gibi sliregleri baglatmada rol alan transkripsiyon
faktorlerinden olusur. Memelilerde p65 (RelA), RelB, c-Rel, NFkB1 (p105/p50) ve
NFkB2 (p100/p52) olmak iizere tanimlanmis 5 {iyesi bulunmaktadir. Diger aile
tiyelerinden farkli olarak NF-kB1 ve NF-kB2 pro-form olarak sentezlenir, proteolitik
islemlerden sonra p50 ve p52’ye doniistiiriiliir (202). NF-xB ailesinin tiim tyeleri
fosforilasyon ve translasyon sonrasi modifikasyonlar ile homodimer ve heterodimer

yapidadir. DNA’ya baglanip gesitli genlerin ekspresyonunu kontrol eder (203).

NF-kB, inflamasyon, immiin cevap, apoptoz, proliferasyon ve hiicre blylmesi
gibi hiicresel sireclerin kontrollinde yer alan transkripsiyon faktéraduir (204, 205). NF-
kB, ¢ogu hiicrede NF-kB inhibitor proteini IKB’ye bagli olarak bulunur (206). Sinyalin
olugsmasinin ardindan IKB proteini fosforile edilir ve NF-kB serbest kalarak aktif hale
geger. NF-xB’nin aktivasyonu, IKB kinaz (IKK1 ve IKK2) enzim kompleksi ya da
katalitik olmayan aksesuar protein (NF-xB esansiyel modiilator (NEMO)) tarafindan
katalizlenen (202) NF-xB-IKB kompleksinin ya da p100 ve p105’in inhibitor ankirin
tekrar domainlerinin ayrilmasi ile baslar (206-208). Aktiflenen NF-kB nukleusa giris
yapar ve hedef genlerin enhancer veya promotor bdlgelerine baglanarak transkripsiyonu

baglatir.

Bir transkripsiyon faktori olan NF-kB inflamatuar ve immiin yanitlarin
diizenleyicisidir. Diyabet durumlarinda karacigerde inflamasyon ve apoptoz yiiksek
seviyede gorulmektedir  Hiperglisemi, IKB kinaz tarafindan NF-«B’nin

aktiflestirilmesine neden olur (209).

Toll benzeri reseptorler, timor nekrozis faktor reseptorleri, antijen reseptorleri
ve interlokin 1 reseptorleri gibi ¢esitli reseptdrler araciligiyla diizenlenen uyaranlar NF-
kB aktivasyonunu uyarir (202, 210). Bu kanonikal yolak, genellikle anti-apoptotik,

timor indiikleyici ve kronik inflamatuar hastaliklari igine alir (211).
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NF-kB’nin kanonikal olmayan alternatif yolagi IKK2 ve NEMO aktivitesinden
bagimsizdir ve tiimor baskilama ve apoptozu kolaylastirma gibi farkli fonksiyonlar
bulunmaktadir (212). Bu yolakta NF-«kB aktivasyonu farkli promoter’lerin etkilesimi ve
DNA baglanma afinitesinde bulunan farkliliklar ile degisir (206, 210, 213-215).

Pek ¢ok calisma IKK- NF-kB’nin T2DM, obezite ve ateroskleroz gibi metabolik
hastaliklarin patogenezinde rol aldigmi gostermistir (216-218). T2DM’nin deneysel
modellerinde, obezitede ve insiilin direncinde insiilin reseptor substrat 1’in kisitlayici
serin fosforilasyonuna neden olan IKK aktive edilmektedir (218-220). T2DM’li insan
ve hayvanlara uygulanan IKK inhibitorleri ile glukoz intoleransinda kismi iyilesme

gorillmistiir (218, 221).

2.6.1.2.Interlokin-1 Beta (IL-1p):

IL-1B 17 kDa agirliginda akut, lokal ve kronik inflamasyonla iliskili olan ¢ok
fonksiyonlu pro-inflamatuar sitokindir (222, 223). Makrofaj, monosit ve dentritik
hiicreler tarafindan salmir (224). Immiin cevapta erkenden salinir. IL-1B’nimn
aktiflesebilmesi i¢in islenmeye hazirlik ve aktivasyon basamaklarindan gegmesi gerekir
(225, 226). Islenmeye hazirlik basamaginda TNF-ave IL-1 reseptori gibi faktorlerin
etkilesimiyle (227) NF-xB ve MAPK sinyal yolagi araciligiyla baslayan siire¢ 35-ku
pro-IL-1B’nin kaspaz-1 bagimli proteolitik kesimi ile 17-ku olgun IL-1f olusumu ile
tamamlanir (228, 229).

30 yili agkin stiredir IL-1B’nin T2DM, insiilin direnci ve obezite patogenezinde
onemli bir rolii oldugu ¢esitli ¢alismalarla gosterilmistir (230-232). IL-1p aktivitesinin
metabolik hastaliklarin gelisiminde dnemli role sahip oldugu cesitli deneysel modellerle

gosterilmistir (233, 234).

Hiperglisemi sebebi ile beta hiicreleri tarafindan iiretilen IL-1f’nin beta
hlcrelerinde azalan hicre proliferasyonuna, artan beta hiicre disfonksiyonuna ve
apoptoza neden oldugu bulunmustur (235). Bu sebeple, IL-1f’nin diyabet
patogenezinde rol alabilecegi diistiniilmektedir. Ayrica kemik iliginden in vitro elde

edilen makrofajlarin diyabette IL-1p tiretimini tetikledigi bildirilmistir (236).
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Diyabet hastalarinda artmig pro-inflamatuar sitokinlerin ¢ogunun IL-1 bagiml
oldugu disiiniilmektedir ve IL-1’in inhibisyonu ile pro-inflamatuar faktorlerin

konsantrasyonunun azaldigi bildirilmistir (237).

2.6.1.3.TUmor Nekrozis Faktor alfa (TNF-a):

TNF-o T2DM, obezite ve insiilin direnci patogenezinde tanimlanan ilk pro-
inflamatuar sitokindir (238). Makrofajlar, CD4+ T lenfositler, dogal 6ldiiriicti hiicreler
ve notrofiller tarafindan iretilir. TNF-a, 24 kDa agirliginda transmembran prekiirsor
(MTNF-ao) olarak sentezlenir, metalloproteinaz TNF-o donistiiriicii enzim (TACE) ile
17 kDa agirliginda biyolojik olarak aktif formuna (sTNF-a) doniistiiriiliir. T2DM ve
obezitede her iki izoformu da artar. Adipoz doku, karaciger ve diger metabolik olarak
iligkili dokularda TNF-a, reseptorleri TNFR1 (p55) ve TNFR2 (p75)’e baglanarak
biyolojik islevlerini baslatir (239, 240). TNF-q, insiilin sinyal yolagna etki ederek
instlin direncine sebep olur ve bu sebeple T2DM ve obezite patogenezine katki saglar
(241-244). Uzun sireli TNF-a antagonistlerinin kullanimi aglik glukozunun yani sira
inflamasyonu azalttig1 gosterilmistir (245, 246).

2.6.1.4.Interlokin-6 (1L-6):

IL-6, aktif T hiicrelerinden salinan B hiicrelerinin proliferasyonunu ve
farklilagsmasin1 artiran sitokindir. IL-6, 21-26 kDa agirligindadir. Akut faz cevabi,
inflamasyon, immiin dizenleme, hematopoesis ve doku rejenerasyonunda gorev alir.
Adiposit, monosit, pankreatik adacik hiicreleri, endotelyal ve immiin hiicreleri kapsayan
cok genis spektrumlu hiicrelerden iiretilen pleiotropik sitokindir (247). IL-6, l6kosit,
hepatosit ve diger pek ¢ok hiicrede bulunan IL-6R’e baglanir (248, 249).

IL-6, reseptoriine baglandiktan sonra, sitokinler, antiapoptotik proteinleri,
kemokinleri ve akut-faz proteinlerinin ekspresyonunu uyarir (247, 250). IL-6
ekspresyonu gegicidir, hasar durumda ekspresyonu artar. Doku homeastazi yeniden
restore edildiginde IL-6 ekspresyonu azalir. Ancak, IL-6’nin kronik ve anormal {iretimi
T2DM, obezite ve insiilin direnci gibi pek ¢ok hastaligin patogenezinde 6nemli rol alir
(249, 251, 252).
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flging olarak, IL-6 hedef dokuya ve metabolik duruma bagli olarak hem pro hem
anti inflamatuar sitokin olarak hareket eder. IL-6’nin artan plazma seviyesi T2DM
gelisimi, viicut kitle agirlig1 ve dolasimdaki serbest yag asitleri ile paraleldir (252, 253).
Karaciger ve adipoz dokuda IL-6, IR/IRS1 fosforilasyonunu bozan SOCS3
ekspresyonunu artirarak insiilin direncini indiikleyen proinflamatuar 6zelliklere sahiptir
(254-256). Bu sebeple IL-6 akut olarak salindiginda insiilin direnci ve inflamasyonu
pozitif olarak, kronik olarak salindiginda T2DM ve obezitede goriildiigii gibi negatif
olarak diizenlemektedir. Inflamasyon durumunda, hepatosit uyaric1 faktdrler akut faz
proteinleri olarak bilinen proteinlerin sentezi ig¢in karacigeri indiikklemektedir (257)
Insanlarda en fazla bilinen akut faz proteinleri C-reaktif protein (CRP), serum amiloid A
(SSA) ve fibrinojendir. Hepatik akut faz proteinlerinin en 6énemli indlkleyicisi,

makrofajlar, monositler ve nétrofiller tarafindan salinan IL-6’dir (258, 259).

2.7. RESVERATROL

Resveratrol (3,4°,5-trihidroksistilben), iiziim kabugu ve yapraginda bulunan,
serbest radikallerin neden oldugu hiicresel hasari engelleyen (260) ayrica bitkiler
tarafindan fungal ya da bakteri kaynakli enfeksiyonlara cevap olarak iiretilen fitoaleksin

Ozelligi gosteren stilben grubu bilesiktir (261).

Dr. Takaoka tarafindan 1940 yilinda Veratrum grandiflorum bitkisinden izole
edilmesiyle literatiirde ilk olarak bahsedilmistir. 1963’te geleneksel Cin ve Japon
tibbinda ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmak tizere Polygonum cuspidatum

bitkisinin kéklerinden izole edilmistir.

Resveratroliin cis ve trans formu olmak iizere 2 izomer formu bulunmaktadir
(262). 1976 yilinda Langcake ve Pryce yaptig1 ¢calisma ile resveratroliin biyolojik olarak
aktif formu olan trans resveratroliin liziim ve tiirevlerinde ultraviyole 1518a maruz kalma
ya da Botrytis cinera gibi fungal enfeksiyonlarda yaprak dokularinda sentezlendigi
gosterilmistir (262). GUnUmuzde resveratroliin farkli pek ¢ok doku ve organ uzerindeki

cesitli etkileri yapilan galigmalarla gosterilmistir (261).
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trans-resveratrol cls-resveratrol

Trans ve cis resveratroliin kimyasal vapisi1 3,45 trihidroksistilben

Sekil 2.7 Trans ve cis resveratroliin kimyasal yapisi (263)

2.7.1. RESVERATROLUN FiZIKOKIMYASAL OZELLIKLERI

IUPAC tarafindan E-5-(4-hidroksisitiril) benzen-1,3-diol olarak adlandirilan
resveratroliin molekuler formili Ci14H1203 ve molekiil agirhgr 228,5 gr/mol’diir.
Yiiksek lipofilik ve hidrofilik 6zelligi ile vitamin C ve vitamin E gibi diger
antioksidanlara kiyasla daha etkili oldugu diisindlmektedir (264). Suda ¢ozintrligi

zayif olmasina karsin yiiksek membran gecirgenligine sahiptir.

Metilen kopriileriyle baglanmis iki aromatik halka igeren resveratroliin sahip
oldugu karboksil gruplarinin sayisi ve pozisyonu, molekil icin H* baglari, ¢ift baglarin
varli§1 ve stereo izomerisi gibi yapisal 6zelliklerin resveratroliin biyolojik aktivitesine
etki ettigi ve diizlemsel olmayan konformasyonun trans-resveratrol formunun cis-
resveratrole gore biyolojik olarak daha aktif olmasina sebep oldugu diisiiniilmektedir
(265, 266).
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2.7.2. RESVERATROLUN BiYOLOJIK ETKILERI
Resveratroliin major biyolojik etkileri:

e Anti-inflamatuar etki

e Serbest radikallerin ortadan kaldirilmasi

e Insiilin ve glukoz homeastazinin saglanmasi

¢ Lipid metabolizmasinin diizenlenmesi

e Lipid peroksidasyonunun énlenmesi

e Anti-kanser etki

e Platelet bikiminin 6nlenmesi

e Bakirin selatlanmasi

e Ostrojenik aktivite

Resveratroliin membran ve hucre ici reseptorleri, sinyal molekulleri, oksidatif
enzimler, nukleer transkripsiyon faktérleri ve DNA tamirinde rol alan faktorler gibi ¢ok
sayida spesifik protein ile etkilesim halinde oldugu bilinmektedir. Yapilan in-vivo ve in-
vitro pek ¢ok calismayla resveratroliin anti-diyabetik, antioksidan, anti-kanser, anti-

inflamatuar etkisi gosterilmistir (261).

Resveratroliin membran ve hiicre ici reseptorleri, sinyal molekdlleri, oksidatif
enzimler, nukleer transkripsiyon faktorleri ve DNA tamirinde rol alan faktorler gibi ¢cok
sayida spesifik protein ile etkilesim halinde oldugu bilinmektedir. Yapilan in-vivo ve in-
vitro pek ¢ok caligmayla resveratroliin anti-diyabetik, antioksidan, anti-kanser, anti-

inflamatuar etkisi gosterilmistir.

2.7.3. RESVERATROLUN BIiYOSENTEZI ve YIKIMI

Resveratrolln biyosentezi 0zellikle bitkilerde Botrytis cinera’nin sebep oldugu
fungal enfeksiyon ve ultraviyole i1smnlar gibi artan stres kosullar1 ile birlikte
tetiklenmektedir. Resveratrol, malonil-koenzim A ve p-kumaroil-koenzim A gibi 6ncil
molekiillerin varliginda fenilalanin-polimalonat yolu ile Gretilen stilben sentaz ile
sentezlenmektedir. 48-72 saatlerde devreye giren stilben oksidaz ile resveratrolin
oksidatif yikimi baglatilir (266, 267). Eritrositlere pasif diflizyonla alinan resveratrol,
glukuronosil transferaz ve aril-sulfataz enzimleri ile glukorinik asit ve siilfata
dontistiiriiliir (268).
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2.7.4. RESVERATROL ve KARACIGER

Resveratrol, karbontetraklorir (269), etanol (270), aflatoksin-p1 (271) gibi
karaciger toksinlerine ve ¢esitli indiikleyicilerle olusturulan karaciger hasarina (272,
273) karsi anti-inflamatuar ve antioksidan oOzellik gosterdigi bilinmektedir. Bu
calismalarla degisen silire ve dozlarda uygulanan resveratrolin AST ve ALT
diizeyindeki artis1 engelledigi, hepatositlerde SOD, CAT aktivitesini artirdig1 ve TNF-a,
IL-1pB ve IL-6 gibi proinflamatuar sitokinlerin artisin1 engelledigi bildirilmistir.

Hiperlipidemiyi indiikleyen diyetle beslenen siganlarda, resveratroliin
triagilgliserol ve kolesterolln hepatik birikimini 6nledigi gosterilmistir (274). Etanol ile
indiiklenmis yagl karaciger modelinde resveratroliin hepatik lipid metabolizmasindaki
yolaklar1 kontrol eden sinyal molekiillerinin aktivitelerini artirarak karacigerde oksidatif

stres ve hiicre 6limiinii azalttig: tespit edilmistir (275).

2.7.5. RESVERATROLUN HEPATiK METABOLIZMASI

HepG2 olarak bilinen insan hepatoblastoma hiicrelerinde yapilan calismalarda
resveratroliin pasif diflizyon veya bir tasiyicinin araciligi ile karaciger hiicrelerine
alindigi  gosterilmistir  (276). Resveratroliin  hepatik  metabolizmast  temelde
glukuronidasyon ve sililfasyon basamaklarindan olusmaktadir. Karacigerde faz II
enzimleri ile metabolize edilen trans resveratrol igin baslica metabolitler trans-
resveratrol-3-O-glukuronit, trans-resveratrol-3-silfat, trans-resveratrol-3,5-distlfat ve
trans-resveratrol-3-4°-disiilfat olarak sayilabilir (277). Hepatositlerde ise resveratrol
glukuronit ve resveratrol sulfatlar ¢oklu ilag direnciyle iligkili olan MRP-2 proteini ile
safra kanalina tasinmaktadir (268, 278).
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2.7.6. RESVERATROLUN KANDA TASINMASI, HUCREYE ALINMASI,
HUCRE iCi RESEPTORLERI ve VUCUTTAKI DAGILIMI

Resveratrol konsantrasyonu insanlarda serum ve plazmada oldukca diisiiktiir.
Sudaki ¢oziiniirliigiiniin az olmasi sebebiyle serumda konjuge formda ya da proteinlere

bagli olmak zorundadir.

Albiimin resveratroliin tasinmasi1 yaninda hiicre i¢i biyolojik etkilerinin ortaya
¢ikmasinda da goérev almaktadir. Albiimin-resveratrol kompleksi hiicre ylzeyinde
bulunan alblmin reseptoriine baglanmakta ve boylece resveratrol hiicre igine
alinmaktadir (279). Ayrica resveratrol lipoproteinlere kovalent olmayan baglarla
baglanabilme 6zelligi ile albiiminle yaptigt kompleks yapiya benzer sekilde hiicre
membraninda bulunan LDR reseptoriine baglanarak hiicre i¢ine alinmaktadir (278, 279)
Resveratrol, 21 kDa’luk caveolin (cav) proteini ile kapli, sfingomyelin ve kolesterolce
zengin vezikiiller aracilifiyla endositoz ile hiicre i¢ine alinmaktadir. Resveratrol cav-1

proteininin ekspresyonunu diizenleyebilmektedir (280, 281).

Resveratrol, transmembran glikoprotein ailesi lyesi olan integrinler ve mitojen
ile aktive olan protein kinazlarin (MAPK) aktivasyonu araciligiyla hiicre igi sinyal
kaskadin1 baglatabilir (278).

Rodentlerde yapilan ¢alismada karacigerin resveratrol ve resveratrol
metabolitleri i¢cin temel birikim bolgesi oldugu rapor edilmistir (102,119). Diger

organlarda konsantrasyonunun karacigere gore daha az oldugu tespit edilmistir (282).

2.7.7. RESVERATROL VE DIYABET

Diyabet, diinya genelinde prevalans: yiiksek metabolik bir hastaliktir.
Kemirgenlerde yapilan ¢alismalarla resveratroliin hiperglisemik hayvanlarda kan glukoz
duzeyini azaltarak glukoz homeastazini sagladigi, insiilinin etkisini gelistirdigi ve
pankreatik B hiicrelerini korudugu gosterilmistir (283). Obez Zucker si¢anlarda ve
yiiksek yagli diyet uygulanmis farelerde resveratrolin adipoziteyi azaltarak insulin
duyarligin1 gelistirdigi rapor edilmistir (284, 285). 62 T2DM’li hasta iizerinde yapilan
calismada 3 ay boyunca kontrol grubuna yalmizca oral hipoglisemik ajan verilirken

diger gruba oral hipoglisemik ajanin yan1 sira 250 mg/d resveratrol tedavisi uygulanmis
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ve 3 aym sonunda resveratrol takviyesi yapilan grupta hemoglobin Alc, sistolik kan
basinci, total kolesterol ve total protein seviyelerinde kontrol grubuna kiyasla iyilesme
goriilmiistiir. Ancak, viicut agirliginda, HDL ve LDL seviyelerinde dikkate deger bir
fark goriilmemistir (286).

Resveratroliin diyabet nedeniyle ortaya ¢ikan nefropati (287-289), ndropati
(290-292), retinopati (293-296), hipertansiyon (297), kardiyovaskiiler hastaliklar (298-
300), karaciger hasari durumlarinda (301) T1DM ve T2DM hayvan modellerinde
biyokimyasal ve klinik parametreleri iyilestirdigi gosterilmistir. Bu sebeple resveratrol,
glisemik kontrolin duzenlenmesinde efektif olabilir ve diyabet tedavisinde adjuvan
olarak kullanilabilir (286).

Diyabetle birlikte artan kan glukoz seviyesi insiilin saliniminin artirilmasi ile
dengelenmeye c¢alisilir. Insiilin salinimi icin pankreatik P hiicrelerinin asir1 uyarimi
hiicrelerin zamanla tiikenmesine ve yikimima yol agmaktadir. Resveratrol, insiilin

salinimini azaltarak pankreatik B hiicrelerinin yikimini 6nlemektedir.

STZ ile TIDM STZ-nikotinamid ile T2DM modeli olusturulan si¢canlarda ve
obez Zucker siganlarda resveratroliin periferal dokular tarafindan glukoz alimi iizerinde
uyarici etkisi oldugu gosterilmistir. GLUT4 tasiyicilar ile diizenlenmekte olan glukoz

transportunun resveratrol ile arttig1 rapor edilmistir(283, 302).

Resveratroliin obezite ve diyabetin gelismesine engel oldugu (283, 286, 303) ve
obez hayvanlarda hepatik steatozisi engelledigi rapor edilmistir (304-306) Yuksek
fruktoz  diyeti uygulanmug sicanlarda da  resveratrolin  hiperinstlinemiyi,

hipertriglisedemiyi ve vaskiiler disfonksiyonu iyilestirdigi gosterilmistir (307).

2.7.8. RESVERATROL, ER STRESI ve INFLAMASYON

Resveratrol proinflamatuar sitokinlerin sentez ve salinimina etki ederek
inflamasyon siirecinde rol almaktadir. Resveratroliin IL-1, IL-6 ve IL-8 gibi sitokin ve
monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1)’in mRNA ve gen ekspresyonlarmi ve

salinimini kontrol edebildigi rapor edilmistir (268, 308).
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Fruktoz obezite insidansi ile yakin iligkilidir. Neredeyse tamamen karacigerde
metabolize edilen fruktozun asiri tikketimi hepatik stres cevabini tetiklemektedir (19,
97). Hepatik stres cevabi1 ER stresi ve ilgili olarak inflamasyon ile oksidatif stresle
karakterize edilmektedir (12-19). Dolayisiyla ER stresi, obezite ve hepatik steatozis ile
iliskili olan insiilin direnci, inflamasyon, lipotoksisite ve oksidatif streste 6nemli rol
oynar (126). ER stresi ile baglantili olan PERK, ATF6 ve IREla yolaklarmin timii
inflamasyonla iliskili olan NFxB’yi aktiflestirebilir (309). NF«kB, inflamatuar cevaba
neden olan TNF-ave IL-1pB gibi proteinlerin ekspresyon ve transkripsiyonlarini baslatan
spesifik DNA dizilerine baglanir (310). Proinflamatuar sitokin ve kemokinlerin tretimi
ve salinmasi inflamasyon ve oksidatif stresle sonuglanan hasara neden olur.
Resveratroliin NFkB aktivasyonunu engelleyerek inflamasyonu ve TNF-a, IL-6, ve
COX-2 (siklooksigenaz 2) gibi inflamatuar proteinlerin seviyesini azalttigi
gosterilmistir (311, 312). Uzun sireli ya da yiksek dozda uygulanan resveratrol
tedavisinin ER stresi ile iliskili olan T2DM, obezite ve insiilin direncinin

engellenmesinde rol aldig1 diistiniilmektedir.

2.8. VITAMIN D

Ik olarak 1923 yilinda Goldblatt ve Soames tarafindan tanimlanan (313, 314)
vitamin D yagda ¢6ziinebilen ¢ok islevli bir hormondur (315). Ginlik vitamin D
ithtiyacinin az bir kismu besinlerle saglanmakla beraber kalani epidermiste bulunan 7-
dehidrokolesteroliin giines 15181 ile fotokimyasal tepkimeye girmesi ile karsilanir (316).
Vitamin D eksikligi, gelisme siirecinde kemiklerde deformasyonla iligkili olan
hastaliklara neden olurken yetiskinlerde osteomalazi ve kalsiyum dengesinin

bozulmasiyla kas metabolizmasinda bozukluklara sebep olur (317, 318).

28.1. VITAMIN D SENTEZi, METABOLIZMASI ve BIYOLOJIK
FONKSIYONLARI

Vitamin D’nin kemik ve kalsiyum metabolizmasinin diizenlenmesinde gorev
aldig1 bilinmektedir. Kolekalsiferol (vitamin D3) ve ergokalsiferol (vitamin D2) olmak
lizere 2 ana formu bulunmaktadir. Insanlarda vitamin D 6ncelikli olarak giines 1s131ndan
ultraviyole 1sinlar araciligiyla 7-dehidrokolesterol hidroksilasyonunun kolekalsiferole
katalize edilmesiyle deri hucrelerinde endojen biyosentez yoluyla gerceklesir (319).

Biyolojik olarak inaktif endojen ve diyet kaynakli vitamin D silomikronlar ile sistemik
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olarak taginir ve bir dizi seri reaksiyon ile metabolik olarak aktif 1,25-dihidroksivitamin
D (1,25 (OH)2D3)’e doniistiiriiliir. Karacigerde, vitamin D, karacigerde 25-hidroksilaz
enzimi ile 25-hidroksivitamin D (25(OH)Ds)’ye donistiiriiliir. Pre-hormon olarak
diisiniilen 25(OH)Ds bobrekte 1-o-hidroksilaz enzimi ile biyolojik olarak aktif
1,25(0OH)2Dz’e hidroksillenir (320). Vitamin D’nin aktif formu olan 1,25(OH)2D3
vitamin D reseptoriine (VDR) baglanir ve birgok transkripsiyon faktoriinii aktiflestirir.

Kolekalsiferol balik, yumurta, kirmiz1 et gibi pek ¢ok diyet kaynaginda bulunur.
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CYP: sitokrom P450. Hv: fotokimyasal reaksiyonu
Sekil 2-8 Vitamin D metabolizmasi (321)’den degistirilerek

2.8.2. VITAMIN D RESEPTORU (VDR)

Ik olarak 1974 yilinda tamimlanan VDR (322), vitamin D’nin aktif formuna
(1,25D) biyolojik olarak baglanarak etki eden bir reseptordir (321). DNA-baglayan N
terminal ¢ift ¢inko parmak domaini, 1,25 D’ye baglanan C terminal domaini ve 2
fonksiyonel domainle iliskili olan 3 ayr1 bolgeden olusan nikleer hormon reseptorddr.
Kromozom 12q13.1 iizerinde 14 ekzondan olusan ve genis promotor bolgesiyle coklu
doku-spesifik transkriptlerini olusturabilme yetenegine sahiptir (323). VDR farkli hiicre
tiplerinde farkli ekspresyon seviyesi gostermekle beraber neredeyse tiim dokularda

eksprese edilir (324).
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1,25D’nin VDR’ye baglanmasiyla VDR hicre iginde transkripsiyon faktorl
olarak rol oynar. VDR, retinoik asit reseptorleri (RxR) ile heterodimer olusturarak ilgili
genlerin transkripsiyonlarmi aktif hale getirir. Reseptorler arasindaki gesitli
fonksiyonlara sahip heterodimerizasyon hormonal uyar1 sonucunda olusan
transkripsiyon cevap sayisini artirir. Bu etkilesimler DNA’da vitamin D cevap
elementlerine (VDREs) baglanarak (325) gen transkripsiyonunu baslatir. VDR
homodimerleri RXR olmaksizin gen ekspresyonunu diizenlemek iizere DNA’ya
baglanabilir (326). Safra asidi, litokolik asit gibi sentetik VDR analoglar1 da 1,25D’nin
etkinliginin diizenlenmesinde reseptoriin ikincil ligandi olarak gorev almaktadir (327).
VDR geninde meydana gelen mutasyonlar, vitamin D’ye direngli ragitizm gibi nadir
monogenetik hastaliklara sebep olabilmektedir (328). VDR lokusunda bugiine kadar 25
den fazla farkli polimorfizm tespit edilmistir (329). VDR geninde bulunan allellik
farkliliklar hastaliklara karsi genetik yatkinlik olusturabilmektedir. Vitamin D insiilin
salmmmim diizenlediginden, VDR geninin ve iliskili olarak VDR geninde meydana

gelebilecek mutasyonlarin T2DM gelisimini tetikleyebilecegi diistiniilmektedir (330).

2.8.3. VITAMIN D BAGLAYAN PROTEIN (DBP)

Calbindin-dzgk olarak bilinen DBP vitamin D metabolitlerinin spesifik tastyicisi
olarak gorev alan Gc (grup spesifik komponent) geni tarafindan kodlanan (331, 332) ve
karaciger tarafindan sentezlenip saliman polimorfik tek zincir serum glikoproteinidir
(333). Vitamin D endositozu ve metabolizmasi igin Onemlidir  (334).
immiinmodiilasyona ve globiiler aktin ve yag asidi baglanmasina etki etmektedir (335)
DBP vitamin D ile birlikte kompleks bir halde bulunur ve hedef dokulara vitamin D’nin
taginmasini saglar (333). DBP’de meydana gelen polimorfizmler ile T2DM arasinda bir
baglantinin olabilecegi diisliniilmektedir. Siyah irkta DBP polimorfizmi ve T2DM
arasinda bir iliski oldugu bulunmustur (336, 337). Farkli DBP varyantlar1 farkli
afinitelerde vitamin D metabolitlerine baglandigi ve B hiicrelerinde vitamin D’nin
intraseliiler miktarin1  etkiledigi ve adacik  hiicrelerinde artan yag asidi

konsantrasyonunun 3 hiicre anormalliklerini indiikledigi diisiiniilmektedir (336).
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2.8.4. VITAMIN D ve T2DM

Vitamin D, T2DM’in etyopatogenezinde ve onlenmesinde 6nemi giderek artan
bir hormondur. Vitamin D eksikliginin glukoz intorelaransi i¢in bir risk faktorii oldugu
ve osteamalazi tedavisinde uzun siireli vitamin D kullaniminin insiilin salinimini artirip
glukoz toleransini iyilestirdigi (317, 338) dolayisiyla vitamin D eksikliginin T2DM
riskini artirdig1 bilinmektedir (34, 339).

T2DM’in gelisimini tanimlayan ana sorunlar; pankreatik beta hiicre fonksiyon
bozuklugu, insiilin direnci ve sistemik inflamasyondur. Pankreas adaciklarinda bulunan
beta hiicrelerindeki fonksiyon bozuklugu veya beta hiicre kaybi hiperglisemi ve
hiperlipidemiye neden olur (340). Pankreatik adacik fizyolojisi vitamin D’yi de
kapsayan pek cok faktorle duzenlenmektedir. Vitamin D eksikligi insiilin salinimini
bozmakta T2DM ve diger metabolik hastaliklarla iligkili olan insiilin direncini
artirmaktadir (341, 342). Glukozla uyarilmis insiiline cevap deneyleri erken donemde
uygulanan vitamin D takviyesinin insiilin salinim fonksiyonuna koruyucu etki
gosterebilecegi ancak ge¢ donemde uygulanan vitamin D takviyesinin etkili olmayacagi

diistindiirmektedir (343).

Vitamin D sitokinlerin etki ve olusumlarimi diizenleyerek de insiilin saliniminm
artirir. Fas/Fas Ligand yolaklarinin etkinligini azaltarak anti-apoptotik etki gosterir
(344, 345). Vitamin D dolayli olarak kalsiyum baglayici proteinleri diizenleyerek
insiilin salinimint etkileyebilmektedir (345). Yapilan ¢alismalarla uzun siireli vitamin D
tedavisinin insiilin salimimini artirarak glukoz seviyesini normal hale getirdigini

gostermistir (338).

2.8.5. VITAMIN D ve HEPATIK METABOLIZMA

Hepatik metabolik fonksiyonlarin normal seyrinde devam edebilmesi igin
hepatik insiilin direnci ve T2DM gelisiminin engellenmesi gerekmektedir. Vitamin D
hepatik lipogenezise ve glukoneogenezise etki etmektedir. Vitamin D takviyesi hepatik

insiilin direncini diizenleyerek T2DM’i azaltmaktadir.
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Insan, sican ve farelerden elde edilen hepatositlerde VDR mRNA ve
proteinlerinin ¢ok az eksprese edildigi ya da hi¢ eksprese edilmedigi bulunmustur (346,
347). Diger bir deyisle, hepatik yildizs1 hicreleri, sinizoidal endotelyal hicreler ve
Kupffer hucreleri gibi parankimal olmayan hicreler giclii bir sekilde VDR
ekspresyonunu yapar (348). Ancak inflamasyon ile birlikte hepatositlerde VDR
seviyesinde artig goriilmektedir. Ayrica, inflamasyon ile artan hepatik stellat hiicreleri
ve Kupffer hiicreleri ve diger dokularda tanimlanmis VDR’nin immiin fonksiyonlari

karaciger hastaliklari ile iligkili olabilmektedir (321).

2.8.6. VITAMIN D, INFLAMASYON ve ER STRESI

T2DM sistemik inflamasyonla iliskilidir. Aktif T lenfositlerde, makrofajlarda ve
timiis dokusunda bulunan VDR, vitamin D’nin immiin modiilator olarak rol alabilecegi
yonunde fikir olusturmustur (349-351). Vitamin D, makrofajlarin lenfositlere antijen
sunma aktivitesini azaltmakta, dentritik hiicre olgunlasmasini, B hiicrelerinde T lenfosit-
iligkili immiinglobulin sentezini ve gecikmekli-tip-hiperduyarlilik reaksiyonlarini
engellemektedir (317, 328, 329, 350, 352, 353). Sitokinlere etki ederek pankreatik beta
hicrelerinde insulin duyarligini artirabilmektedir (354). Vitamin D’nin sitokin
genlerinin ekspresyonunda rol oynayan NF-kB iizerine etki ettigi gosterilmistir (355).
Vitamin D ve 25(0OH)Ds 1-a-dihidroksilaz enzimi monosit ve makrofajlarda
bulunmaktadir. Vitamin D’nin aktif formu olan 1,25(OH).D monosit hucrelerinin
adhezyonunu kolaylastirir ve VDR araciligiyla myeloid progenitorlerin makrofajlara
farklilasmasini uyarir (356, 357). T2DM ve diyabetik olmayan hastalardan izole edilen
lipopolisakkarit ile uyarilmis monositlere uygulanan vitamin D’nin TNF-a, IL-6 ve IL-1
gibi pro-inflamatuar sitokinlerin tretimini engelledigi gosterilmistir (355, 358). Ayrica
vitamin D, dogal oldiiriicii hiicrelerin olusum ve aktivitesini bastirirken aktif lenfositler

uzerinde anti-proliferatif etki gostermektedir (335, 350).

ER stresinin ve oksidatif stresin hiicre Olimiinii, doku hasarin1 ve organ
disfonksiyonunu tetikledigi bilinmektedir. Tunicamycin ve yiiksek dekstroz
konsantrasyonu ile olusturulan ER stres modelinde 1,25-(OH)2D3 uygulamasinin ER
stresini inhibe ettigi gosterilmistir. Ayrica diger vitamin D analoglariin tunicamycin ile

uyarilmis ER stresini azalttigi gosterilmistir. Tlim bu bulgular vitamin D’nin VDR ile
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etkilesim halinde olan ko-aktivator/ko-reseptorlerinin ekspresyonunun dizenlenmesinde

rol aldigin1 gostermektedir (359).

2.9. IMMUNOHISTOKIMYA YONTEMI

Immunohistokimya radyoaktif olmayan ¢esitli isaretleyiciler yardimiyla
dokularda bulunan birtakim proteinlerin bulunduklar1 yerde, 151k mikroskopik seviyede
gorlinebilir hale getirildigi bir yontemdir. Yontem tek asamali ya da iki asamalidir. Bu
yontem icin yaygin olarak parafin kesitler, bunun disinda dondurma ve rezin kesitler de
kullanilmaktadir. Parafin kesitlerde dokunun dogru bir prosediirle tespit edilmesi sarttir
boylelikle dokuya ait antijenik yapi korunmus olur. Yontemde dokuda aranacak
proteine karsi gelistirilmis poliklonal veya monoklonal antikorlar kullanilmaktadir.
Dokuda aranilan proteine karsi gelistirilmis antikorlar protein ile baglanmakta ve bir
antijen-antikor kompleksi olugsmaktadir. Olusan bu kompleksin 1s1k mikroskopu altinda
gosterilebilmesi igin birtakim isaretleyiciler kullanilmaktadir. Tek asamali yontemde
sinyal olusturan haberci molekiiller isarete karsi olusturulan primer (birincil) antikora
baglanmaktadir. iki asamali yontemde primer antikorun elde edildigi tiire kars:
olusturulan sekonder (ikincil) bir antikor haberci molekiilii tasimaktadir. Tki asamali
yontem her bir primer antikora sinyal tasiyan birka¢ sekonder antikorun birden

baglanabilmesi sebebiyle tek asamali yonteme gore daha duyarlidir (360).

2.9.1. Biotin-Streptavidin Ydntemi

Avidin, biotine kars1 ilgisi olan bir glikoproteindir. Biotin ile isaretlenmis proba
haberci molekiilii ya da sinyali iceren avidinin baglanmasi ile biotin saptanir. Bir avidin
molekiilii dort biotin molekiilii baglayabildiginden sinyal ileri derecede artirilmig olur.
Streptavidin Streptococcus avidini’den elde edilmektedir. Yiiksiiz bir molekiil olmasi ve
0zgiil olmayan elektrostatik baglanmalarin az olmasi nedeniyle avidine alternatif olarak

kullanilmaktadir (360).

2.9.1.1. Sinyal Olusturan Sistemler (Haberci Molekiiller)
Isaretlenen bolgelerin goriiniir hale getirilmesinde antikora ya da streptavidine
baglanan sinyal olusturan sistemler diger bir deyisle haberci molekiillerle saglanir.

Bunlar fluorokromlar, enzimler ve metaller olmak tizere 3’e ayrilir.
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2.9.1.1.1. Fluorokromlar: streptavidine ya da antikora baglanan fluorokromlar uygun
dalga boyundaki 1sikta floresan 1s1ma verir. En ¢ok kullanilan fluorokromlara floresein
izotiyosiyanat (FITC), Teksas kirmizisi, rodamin kirmizi ve amino-metil-kumarin asetik
asit (AMCA) ornek verilebilir. Duyarliligr yiiksek, ¢oziiniirliigii daha iyidir. Birden
fazla probun ayni anda saptanmasina olanak vermektedir. Morfolojik goriintiiniin

zay1flig1 ve sinyalin ¢abuk solmasi gibi nedenleri ile dezavantajlari bulumaktadir.

2.9.1.1.2. Enzimler: En ¢ok kullanilan enzimler peroksidaz ve alkalin fosfatazlardir.
Isaretlenen bolgede goriilebilen bir iiriiniin ¢okelmesi mantigma dayanarak calisir.
Morfoloji daha iyi goriildiigiinden isaretlenen bolgenin kesin yerlesimi belirlenebilir.
Sinyal normal 151k mikroskobunda tespit edilebilir. Dayanikli reaksiyon driind ile

preparatlarin uzun siire saklanmasina olanak verir.

2.9.1.1.3. Metaller: Streptavidin ya da antikora baglanmis halde bulunan kolloidal altin

ile igaretlenen bolgenin tespiti yapilir. Sinyal hem 151k hem de elektron mikroskobunda

go6zlenebilir (360).
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3. GEREC VE YONTEM

Calisma Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim
Dali’'nda 2017-2018 yillar1 arasinda yapildi. Istanbul Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu'ndan (205280 nolu) alinan etik kurul onay: ile calisma Istanbul
Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii Laboratuvar Hayvanlari
Anabilim Dali’ndan temin edilen 56 adet 8 haftalik erkek Sprague-Dawley sican ile
gergeklestirildi. Her birinde 7 adet deney hayvani olacak sekilde 8 adet deney grubu

olusturuldu.

Deney Gruplari

Deney grubuna alinan tiim sigcanlar deneye baslamadan bir gece dncesinde a¢ birakildi.
Kuyruk veninden alinan kandan glukometre cihazi ile aglik kan glukozu 6l¢iimii yapildi
ve ardindan deney baglatildi. Ayrica tiim gruplarin 2, 5, 7 ve 9. haftalarin sonunda aglik
kan glukoz Olctimleri tekrarlandi. Deney siiresince her hafta tiim hayvanlarin agirlik
Olctimleri yapildi. Her giin yem ve su tiiketimleri dlgiilerek her bir sicanin aldig: giinliik
kalori hesaplandi. 1 gram standart yem 2,6 kalori, 1 gram fruktoz 4 kalori olarak kabul
edildi. Giinliik kalori; (tliketilen yem miktar1 x 2,6) + (tiikketilen fruktozlu su miktar
x40)/100 formiilii ile hesaplandi.

Deney siiresince tiim kontrol gruplarina ¢esme suyu ve standart yem verildi. T2DM
modeli olusturulan gruplara ise 5 hafta siire ile her giin taze olarak hazirlanan %10’luk
fruktozlu su ¢ozeltisi ve standart yem verildi. 5. haftanin sonunda 4 haftalik tedavi

siiresince bu gruplara da ¢esme suyu ve standart yem verilmeye baslandi.

Kontrol Gruplari

Her bir grupta 7 hayvan olacak sekilde 4 kontrol grubu olusturuldu. Bu gruplara deney
stiresince ¢esme suyu ve standart yem verildi. Deneyin 2. haftasinin sonunda aglik kan
glukozu 6l¢iimiiniin ardindan tek doz intraperitonal (i.p) serum fizyolojik enjeksiyonu
(%0,9 NaCl) yapildi. 5. haftanin sonunda aglik kan glukozuna bakildiktan sonra model

olusturma siireci tamamlanarak deneyin 4 hafta siiren tedavi siirecine gecildi.
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Grup | (n=7): Saghkh kontrol grubu (K)
Enjeksiyona bagli olusabilecek stresin her grupta ayni olmast i¢in 5. haftanin sonunda 4
hafta boyunca her giin tek doz i.p serum fizyolojik enjeksiyonu ve haftada 1 kez oral

serum fizyolojik uygulamasi yapilarak deney tamamlandi.

Grup Il (n=7): Resveratrol uygulanan kontrol grubu (KR)
5. haftanin sonunda aglik kan glukozu Olgiimiiniin ardindan deneyin 4 hafta siren
resveratrol tedavi sirecine gecildi. 4 hafta siire ile 1 mg/kg/giin dozunda i.p resveratrol

uygulamasi yapildi. Resveratrol hazirlanirken 6nce DMSO ile ¢oziildiikten sonra PBS
ile dilUe edildi.

Grup 111 (n=7): Vitamin D uygulanan kontrol grubu (KD)
5. haftanin sonunda aglik kan glukozu 6l¢iimii yapildi ve deneyin 4 hafta siiren vitamin
D tedavi siirecine gegildi. 4 hafta boyunca haftada 1 kez oral vitamin D uygulamasi

(170 IU/hafta) yapilarak deney tamamlandi.

Grup 1V (n=7): Resveratrol + vitamin D uygulanan kontrol grubu (KDR)

5. haftanin sonunda aglik kan glukozu Ol¢iimiiniin ardindan deneyin 4 hafta siiren
resveratrol ve vitamin D kombine tedavisi siirecine gecildi. 5. haftanin sonunda aglik
kan glukozu Ol¢limiiniin ardindan deneyin 4 hafta slren resveratrol tedavi strecine
gecildi. 4 hafta sire ile 1 mg/kg/giin dozunda i.p resveratrol uygulamasi yapildi.
Resveratrol hazirlanirken 6nce DMSO ile ¢oziildiikten sonra PBS ile diliie edildi.
Ayrica bu gruba 4 hafta boyunca haftada 1 kez vitamin D uygulamas: (170 1U/hafta,

oral) yapilarak deney tamamlandi.

Diyvabet Gruplan

Her bir grupta 7 hayvan olacak sekilde 4 diyabetik grup olusturuldu. Bu gruplara 2 hafta
stire ile her giin taze olarak hazirlanan %10’luk fruktozlu su ¢dzeltisi ve standart yem
verildi. 2. haftanin sonunda aclik kan glukozu 6l¢iimii yapildi ve gruplardaki her bir
siganin agirhigr Olgiilerek agirlik ortalamasi hesaplandi. Serum fizyolojik igerisinde
¢ozdiiriilmis Streptozotocin (STZ) 40 mg/kg tek doz i.p. olarak uygulandi. 48 saat sonra
aclik kan glukozlar 6lciilerek 160 mg/dl olanlar diyabetik kabul edildi. 5. haftanin

sonuna kadar sicanlara icme suyu olarak %10’luk fruktozlu su verildi.
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Grup V (n=7): Diyabet kontrol grubu (F)
5. haftanin sonunda aglik kan glukozu 6l¢iimiiniin 4 hafta siiren tedavi sirecine gegildi.
4 hafta boyunca her giin tek doz i.p PBS enjeksiyonu ve haftada 1 kez oral serum

fizyolojik uygulamasi yapilarak deney tamamlandi.

Grup VI (n=7): Resveratrol Uygulanan Diyabet Grubu (FR)

5. haftanin sonuna kadar siganlara igme suyu olarak %10’luk fruktozlu su verildi. 5.
haftanin sonunda aglik kan glukozu 6l¢iimiiniin 4 hafta siiren tedavi siirecine gecildi. 4
hafta siire ile 1mg/kg/giin dozunda i.p resveratrol uygulamasi yapildi. Resveratrol

hazirlanirken 6nce DMSO ile ¢oziildiikten sonra PBS ile dilUe edildi.

Grup VII (n=7): Vitamin D Uygulanan Diyabet Grubu (FD)
5. haftanin sonunda aclik kan glukozu dl¢timiiniin ardindan 4 hafta siiren tedavi siirecine
gecildi. 4 hafta boyunca haftada 1 kez vitamin D uygulamasi (170 IU/hafta, oral)

yapilarak deney tamamlandi.

Grup VII1I (n=7): Resveratrol + Vitamin D Uygulanan Diyabet Grubu (FDR)

5. haftanin sonunda aglik kan glukozu Ol¢iimiiniin ardindan deneyin 4 hafta siiren
resveratrol tedavi siirecine gegildi. 4 hafta sure ile 1 mg/kg/giin dozunda i.p resveratrol
uygulamasi yapildi. Resveratrol hazirlanirken 6nce DMSO ile ¢oziildiikten sonra PBS
ile diliie edildi. Ayrica bu gruba 4 hafta boyunca haftada 1 kez vitamin D (170 [U/hafta,

oral) uygulamasi yapilarak deney tamamlandi.

9. haftanin sonunda tlim deney gruplarmna ait siganlar aglik kan glukozu 6lgiimiiniin
ardindan ketamin/ksilazin (60 mg/kg/ 10 mg/kg) anestezisi altinda sakrifiye edilerek

karaciger dokular1 alind.
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GRUPLAR 0-2 Hafta 2.Haftanin Sonu 2-5 Hafta 5-9 Hafta
Saghkh Kontrol Igme suyu Serum Fizyolojik Enjeksiyonu | I¢me suyu Igme suyu

Standart yem

Standart yem

Standart yem

Resveratrol Kontrol

Igme suyu
Standart yem

Serum Fizyolojik Enjeksiyonu

Igme suyu
Standart yem

Igme suyu Standart yem
Resveratrol 1 mg/kg/gun,

Vitamin D Kontrol Igme suyu Serum Fizyolojik Enjeksiyonu | igme suyu Igme suyu Standart yem
Standart yem Standart yem Oral vitamin D
170 IU/hafta
Resveratrol+Vitamin D Kontrol fcme suyu Serum Fizyolojik Enjeksiyonu | Icme suyu I¢me suyu Standart yem

Standart yem

Standart yem

Resveratrol 1 mg/kg/giin
Oral vitamin D

170 IU/hafta
Diyabet Kontrol %10’luk fruktozlu su STZ enjeksiyonu %10’luk fruktozlu su Icme suyu Standart yem
Standart yem 40 mg/kg, ip, tek doz Standart yem
Diyabet-Resveratrol %10’luk fruktozlu su STZ enjeksiyonu %10’luk fruktozlu su Igme suyu Standart yem
Standart yem 40 mg/kg, ip, tek doz Standart yem Resveratrol enjeksiyonu
1 mg/kg/gln, ip
Diyabet-Vitamin D %10’luk fruktozlu su STZ enjeksiyonu %10’luk fruktozlu su Igme suyu Standart yem
Standart yem 40 mg/kg, ip, tek doz Standart yem Oral vitamin D

170 IU/hafta

Diyabet-Resveratrol+Vitamin D

%10’1luk fruktozlu su
Standart yem

STZ enjeksiyonu
40 mg/kg, ip, tek doz

%10’luk fruktozlu su
Standart yem

Igme suyu Standart yem
Resveratrol 1 mg/kg/gun
Oral vitamin D

170 1U/hafta
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Dokular

Anestezi altinda alinan karaciger doku 6rnekleri, %10’luk tamponlanmis notral formalin
ile +4°C bir gece fikse edildikten sonra, doku rutin takip proseduriine uygun olarak gore
strastyla %70, %90, %96 ve %100’lik alkol serilerinden gegirilerek parafin bloklara
gomiildii. Mikrotom (Leica) yardimiyla alinan 5 pm’luk parafin doku kesitleri pozitif
sarjli lamlar iizerine alinip bir gece 37°C’deki etiivde bekletilerek kesitlerin lam {izerine

adhezyonu saglandi.

Alinan doku kesitlerine monoklonal ve poliklonal antikorlar kullanilarak Streptavidin-

Biotin- Peroksidaz yontemi ile immiinohistokimyasal boyama uygulandi.

Immiinohistokimyasal Boyama:

Immiinohistokimyasal boyama i¢in ZytoChem Plus HRP Kit, Broad Spectrum kiti ve
fare monoklonal GRP 78 (Santa Cruz Biotechnology, sc-376768CA), fare MAb PCNA
Ab-1 (NeoMarkers, 106P1203A), Rb pAb NF«B p65 (Abcam, ab7970-1 435981), mAb
tavsan Cleaved Caspase 3 (Cell Signaling, 9664S), IL-1B (Biorbyt, A0956), IL-6
(Biorbyt, A0928), poliklonal tavsan TNFa (Biorbyt, orb371962) antikorlar1 kullanilda.
Kitin i¢inde tavsiye edilen boyama islem sirast antikorlara gére modifiye edilerek takip
edildi.

1. Pozitif sarjli lamlara alinmis olan kesitler toluolde deparafinize edildikten sonra
strasiyla %100°lik, %96’ ik ve %70’lik alkol serilerinden 3’er dakika siireyle
gecirilerek distile suya indirilerek rehidrate edildi.

2. Parafin doku kesitleri antijen iyilestirilmesi i¢in mikrodalgada sitrat tampon
(pH:6.0) icerisinde 2 kez 3 dakika kaynatildi.

3. Metanol ile hazirlanmis %3’liik H202 ¢Ozeltisinde 10 dakika bekletildi.
(Endojen peroksidaz lar bloke edildi.)

4. Kesitler PBS ile 2 kez 2 dakika yikandi.

5. Zemin boyanmasinin engellenmesi i¢in kesitler bloklama soliisyonuyla 5 dakika
inklbe edildi.

6. TNFa (1:150), IL-6 (1:150), IL-1B (1:150), Aktif Caspase-3 (1:300), GRP-78
(1:50), PCNA (1:100) ve NFxB (1:50) primer antikorlar1 antikor diliient
(Zytomed Systems, G829-2) i¢inde ¢oziildiikten sonra +4°C’de 1 gece inkiibe
edildi.
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7. Kesitler 3 kez 2’ser dakika PBS ile yikandi.

8. Kesitler 2. antikor ile 13 dakika inkube edildi.

9. Kesitler 3 kez 2’ser dakika PBS ile yikandi.

10. Kesitler Streptavidin-peroksidaz kompleksi ile 13 dakika inkiibe edildi.

11. Kesitler 3 kez 2’ser dakika PBS ile yikandu.

12. Substrat-kromojen (AEC; 3-amino-9-ethylcarbazole) solusyonu ile renk
reaksiyonu elde edildi.

13. Isik mikroskobu altinda gergeklestirilen reaksiyon distile su ile durduruldu.

14. Mayer’s hematoksilen ile 40 saniye siireyle ¢ekirdek boyamasi yapildi.

15. Cesme suyunda yikanan kesitler PBS ile morartildiktan sonra distile suya alindi.

16. Kesitler gliserin jel kapama soliisyonu ile kapatildi.

17. Leica DM 2500 model 1sik mikroskobu ve kamera sistemi kullanilarak

goriintiilendi ve Leica LAS programi ile degerlendirildi.

Boyama o6zgiilliigiiniin kontrolii: immun boyamani kontrolii icin bir negatif kontrol
kullanildi. Negatif kontrol olarak kullanilan kesite immiin boyama islemi aynen

uygulandi sadece birinci antikor yerine PBS konularak bu safha atlandi.

Immiinohistokimya sonuclarimin degerlendirilmesi:

GRP78, TNF-a, IL-1B ve IL-6 antikorlariin immiin boyamalarinin degerlendirilmesi
icin HSCORE analizi yapildi. Tim deney gruplarina ait doku kesitlerinde rastgele
secilmis 8 farkli alanda hem immun pozitif hiicre sayisi ve hem de boyanma yogunlugu
dikkate alinarak semi-kantitatif degerlendirme yapildi. Her bir antikorun immin
boyanma yogunluguna gore 4 kategori olusturuldu. Buna gore: 0 (boyanma yok), 1+
(zayif ancak tespit edilebilir boyanma), 2+ (orta yogunlukta boyanma), 3+ (yogun
boyanma). Her bir kesit icin HSCORE degeri [(1+Boyanma yogunluk skoru) x (Hiicre
ylzdesi)] (269).

Istk mikroskobu altinda (X400 buyutmede) tim doku kesitlerinde rastgele secilen 10
alanda PCNA, NF-xB ve Kaspaz 3 immin pozitif hiicreler sayildi. “Immiin pozitif
hiicre yiizdesi = (immiin pozitif hiicre sayisi/ toplam hiicre sayis1)x100 formiilii” ile

hesaplandi (361).
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ANTIKOR MARKA/KATALOG NUMARASI | DILUSYON ORANI

NF-kB p65 Abcam, Bristol, United Kingdom 1:50
Ab7970-1 435981

PCNA NeoMarkers, Fremont, CA, USA 1:100
106P1203A

Caspase 3 Cell Signaling, The Netherlands 1:300
(D175) (5A1E) 9664S

IL-6 Biorbyt, Cambridge, England 1:150
Orb6210 A0928

TNF-a Biorbyt, Cambridge, England 1:150
Orb371962

IL-1B Biorbyt, Cambridge, England 1:150
Orb10903 A0956

GRP78 Santa Cruz Biotechnology, CA, | 1:50

USA sc-376768

Istatistiksel yontemler

Tum elde edilen verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde SPSS 20.0 paket

program kullanildi. 3 ve daha fazla grubun kiyaslanmasinda varyans analizi yapildi.

Ikili gruplarin analizinde bagimsiz T testi kullanildi. Anlamlilik seviyesi p<0,05 kabul

edildi.
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Hayvan Deneyinde Kullamlan Kimyasallar Markasi

Streptozotocin (STZ) Adipogen LifeScience AG-CN2-0046

Resveratrol (C14H1205) Glentham Life Sciences GP5884

DMSO Santa Cruz

Vitamin D PEVIT—B 300.000 1U/ml I.M/ORAL Ampul, Deva
lag

D-(-)-Fruktoz Glentham Life Sciences GC9966

Ksilazin Rompun %2 Bayer

Ketamin Ketalar Pfizer

Steril Apirojen izotonik NaCl ¢ozeltisi Medifleks Eczacibasi

Tablo 3.3 Hayvan deneyinde kullanilan kimyasallar

Immiinohistokimyada Kullamlan Kimyasallar Markasi

Fosfat Tamponu (PBS Tablet) Sigma LifeScience
%10’luk Notral Formalin Manuel Hazirland1
Sitrat Tamponu (pH:6) Manuel Hazirland:
%3’lik H,O, Cozeltisi Manuel Hazirland:
Toluen Gr For Analysis, 2,5 It Merck
Ethanol Absolute Gr For Analysis, 2,5 It Merck

Tablo 3.4 immiinohistokimyada kullanilan kimyasallar




Kullanilan cihazlar

54

Cihaz

Etlv

Hassas terazi

Isiticili manyetik karistirict
Mikrodalga firin
Mikropipetler

pH metre

Saf su cihazi

Vorteks

Isik Mikroskobu

Isik Mikroskobu

Isik mikroskobu kamerasi
Sterilazator

Su banyosu

Mikrotom

Buzdolab1

Derin dondurucu (-20)

Boyama kabi

Markasi

Elektro-Mag M420B
Ohaus Galaxy 4000
Elektro-Mag M221
Beko 1550

MediSis, Ependorf
Scheat pH-meter CG825
Millipore Elix3
Elektro-Mag M16
Olympus optical (CHL2-FM3)
Leica (DM 2500)

Leica (DFC 280)
Elektro-Mag M420
Kottermann

Reichert 390965

Profilo

Bosch

Tablo 3.5: Kullanilan cihazlar

Kullanilan Sarf Malzemeler

Pozitif Yiikli Lam (72’lik Kutu)
Lamel 24x60

Mikrotom Bicagi
Immiinohistokimya Kabi (Chamber)
Cam Malzemeler (Sale, Beher)

Sicaklik Olger

Tablo 3.6: Kullanilan sarf malzemeler
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4. BULGULAR

4.1. Achk Kan Glukozu

Deney baslangicinda tiim deney hayvanlarinin aglik kan glukoz degerleri olgiilerek
deney grubuna dahil edildi. Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildiginde gruplar
arasinda anlamli fark bulunamadi (p=0,671). 2 hafta siire ile %10’luk fruktoz
uygulamasinin ardindan aglik kan sekeri o6lgiildii. Fruktoz uygulanan diyabet-kontrol
(F), vitamin D-diyabet (FD), resveratrol-diyabet (FR) ve vitamin D-resveratrol-diyabet
(FDR) gruplar ile fruktoz uygulanmayan saglikli kontrol (K), vitamin D-kontol (KD),
resveratrol-kontrol (KR) ve vitamin D-resveratrol-kontrol (KDR) gruplari arasinda ¢ok
ileri derecede anlamli fark bulundu (p<0.001). STZ uygulamasindan (40 mg/kg, i.p) 48
saat sonra yapilan aclik kan glukoz 6l¢iimlerinde F, FD, FR ve FDR gruplari ile K, KD,
KR ve KDR gruplar arasinda ¢ok ileri derecede anlamli fark saptandi (p<0.001). 3
hafta sonra tedavi baslangicinda yapilan aglik kan glukozu 6l¢iimleri istatistiksel olarak
degerlendirildiginde F, FD, FR ve FDR gruplar ile K, KD, KR ve KDR gruplari
arasinda ¢ok ileri derecede anlamli farkin devam ettigi goriildii (p<0.001). Tedaviye
baslandiktan 2 hafta sonra yapilan aglik kan glukozu Ol¢iimlerinde fruktoz ve STZ
uygulamasinin uygulanan gruplarda tedavi ile birlikte kan glukozunun diismeye
basladig1 goriildi. F grubu ile FD (p<0,01), FR (p<0,05) ve FDR (p<0.001) gruplari
arasinda anlamli fark bulundu. Ayrica F grubu ile K, KD, KR, KDR gruplar1 arasinda
cok ileri derecede anlamli fark saptandi (p<<0,001). FD ve FR gruplar1 ile FDR grubu
arasinda da anlamli fark bulundu (sirasiyla p<0.05 ve p<0.01). FD, FR ve FDR gruplar1
ile kontrol gruplari arasinda da anlamli fark saptandi (p<0.001). 4 haftalik tedavinin
ardindan yapilan 6l¢iimde aglik kan glukozunun tedavili gruplarda diistiigii gézlendi. F
grubu ile tiim gruplar arasinda ¢ok ileri derecede anlamli fark (p<0.001) devam ederken,
FR ile FDR grubu arasinda anlamli fark bulundu (p<0.05). Tiim kontrol gruplari ile FD
grubu (p<0,01) ve FR grubu (p<0,001) arasinda anlaml1 fark bulunurken, FDR grubu ile
aralarinda anlamli fark bulunamadi (p>0,05) (Tablo 4.1).



Tablo 4.1: Tum deney gruplarina ait aclik kan glukozlarinin (mg/dl) istatistiksel degerlendirilmesi
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F FD FR FDR K KD KR KDR P
0.GUN 72,57+2,99 74,71+3,99 76,29+4,42 74,14+5,55 74,43%3,31 73,29+2,43 74,86+1,68 75,00+2,52 0671
100,43+14,61% 105,86+11,49% |93,5718,58° 99,5718,696° 73,14+4,74 74,14+3,24 74,14+2,91 71,14+2,03
STZ ONCESI 0,000
208,57+27,34° 206,43+41,32® |203,86+41,71° |205,57+37,367 74,14+2,27 74,71+4,82 77,00+1,83 73,86%2,73
48'SAAT AKS 7’ - ? 7 - ’ ’ - 7 ? - 7’ -1 ’ —_—- ’ - 01000
. 200,71+34,33°
TEDAVI 207,29124,742 203,71435,84% |192,43126,79° 75,4312,22 76,00£3,05 74,14+4,22 72,43%+2,37 0.000
BASLANGICI '
A + + a + b + c,d,f + c,eg,i + c.egh + cegh + ceg,i
TEDAVi ORTASI 206,00£28,05 [162,00+23,53° |164,86+43,82° |123,43+10,49 74,14+1,68 76,14+2,19 75,1443,34 72,43%+2,4 0.000
. + + a + a + a,c + a,b,d + a,b,d + a,b,d + a,b,d
TEDAVi SONU 207,14+24,9 |114,29+17,93° |120,71+44,04° |87,1416,77 74,7143,30 73,14+1,77 74,71+2,98 74,43+1,62 0,000

STZ ONCESI: %p<0,001 K, KD, KR ve KDR gruplaria kiyasla
48.SAAT: p<0,001 K, KD, KR ve KDR gruplarina kiyasla

TEDAVI BASLANGICI: %<0,001 K, KD, KR ve KDR gruplarina kiyasla
TEDAVI ORTASI: 2p<0,01, °p<0,05 ve °p<0,001 F grubuna kiyasla; 9p<0,05 ve ®p<0,001 FD grubuna kiyasla; 'p<0,01 ve 9p<0,001 FR

grubuna kiyasla; "p<0,01 ve 'p<0,001 FDR grubuna kiyasla.

TEDAVI SONU: %p<0,001 F grubuna kiyasla; °p<0,01 FD grubuna kiyasla; °p<0,05 ve 9p<0,001 FR grubuna kiyasla.
(K: Saglikli kontrol, KD:Kontrol-vitaminD, KR:Kontrol-resveratrol, KDR:Kontrol-vitaminD-resveratrol, F:Diyabet kontrol, FD:Diyabet-vitaminD, FR:Diyabet-resveratrol, FDR: Diyabet-

vitaminD-resveratrol)



4.2. Viicut Agirhg

Deney grubuna dahil edilen tiim deney hayvanlarmin agirlik 6lgiimleri yapildi. KD grubuna ait deney hayvanlarinin agirlik ortalamasi diger
gruplara gore daha diisiik bulundu. KD grubu (158,43+11,30) ile FR (241,07+55,63) ve FDR (236,07+67,39) gruplar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark saptandi (sirasiyla p<0,01 ve <0,05). KD grubu (199,21+15,52) ile FR (243,14+88,1) ve FDR (276,43+63,1) gruplari
arasindaki anlamli fark STZ uygulamasinin yapildigi 2. Haftada da devam etti (p<0.05). Tedavilerin basladigi 5. Haftada ve deneyin

sonlandig1 9. Haftada tiim gruplar birbirleriyle kiyaslandiginda aralarinda anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05) (Tablo 4.2).

Tablo 4.2: Tim deney gruplarina ait viicut agirliklarinin (gr) istatistiksel degerlendirilmesi

F FD FR FDR K KD KR KDR
Deney

216,93+43,92 |223,43+46,33 |241,07+55,63% |236,07£67,39° |175,57+10,47 |158,43+11,30 |217,79+9,69 |216,29+9,83
Baslangici
2.Hafta 259,14+52 48 |260,14+47,68 |271,5+49,3% 276,43+63,1% 239,14+12,87 |199,21+15,52 |257,14+14,98 |254+13,16
5.Hafta 234,3+80,11 |279,9+41,5 243,14+88,1 300,9+55,51 303,3+18,41 |232,9+17,04 |271,43+19,43 |295+14,43
9.Hafta 258,71+69,16 |279,57+37,15 |286,14491,82 |322,29456,95 |331,29+14,81 |248+28,13 302+30,64 308,86+14,51

(K: Saglikli kontrol, KD:Kontrol-vitaminD, KR:Kontrol-resveratrol, KDR:Kontrol-vitaminD-resveratrol, F:Diyabet kontrol, FD:Diyabet-vitaminD, FR:Diyabet-resveratrol, FDR: Diyabet-

Deney Baslangici: 2p<0,01, °p<0,05 KD grubuna kiyasla. 2.Hafta: #p<0,05 KD grubuna kiyasla.

vitaminD-resveratrol)
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4.3. Kalori Alnm

TUm deney gruplarma ait sicanlarin gilinliik tiikettigi yem ve fruktozlu su miktarlar
Olctilerek aldiklar1 giinliik kalori hesaplandi. Sicanlara 2 hafta fruktoz uygulamasimin
sonu olan 2. haftanin, STZ ugulamasindan bir hafta sonra 3. haftanin, {i¢ hafta daha
%10’luk fruktoz diyeti uygulanip T2DM model olusturma siireci tamamladigi 5.

haftanin ve tedavi siirecinin tamamlandig1 9. hafta kalori degerleri dikkate alinda.

2., 3., 5. ve 9. haftalarda diyabet grubu (F), vitamin D tedavisi uygulanan diyabet grubu
(FD) ve resveratrol tedavisi uygulanan diyabet grubu (FR) saglikli kontrol gruplarina
(K, KD, KR, KDR) kiyasla ileri derecede anlamli bulundu (p<0,001). Sadece 3., 5. ve 9.
haftalarda F grubu ile kombine tedavi uygulanan diyabetik grup (FDR) arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0.05).

Resveratrol ve vitamin D’nin birlikte uygulandig: diyabet grubu (FDR) 2., 3., 5.ve 9.
haftalarda saglikli kontrol (K) ve resveratrol ve vitamin D’nin birlikte kullanildig:
saglikli kontrol grubuna (KDR) kiyasla ileri derecede anlamli bulunurken vitamin D
tedavisi uygulanan saglikli kontrol (KD) ve resveratrol tedavisi uygulanan saglikli

kontrol (KR) grubuna kiyasla anlamli bulundu (p<0,01).



Tablo 4.3: Tim deney gruplarina ait kalori aliminin (kcal/kg) istatistiksel degerlendirilmesi

F FD FR FDR K KD KR KDR p
2.HAFTA 74,05+6,83* |70,23+4,68% |69,5+4,11% |66,32+2,64% |55,3+2,94 59,81+5,06 |57,43+4,33 |52,72+2,41 |0,000
3.HAFTA 75,43+4,28%"69,98+4,41= |70,41+3,40= |67,21+2,38 |53,9+3,53¢ |60,08+4,7° |58,15+5,28° |52,34+2,1¢ |0,000
5.HAFTA 75,51+5,04% |69,68+5,07% |74,02+2,79° |67,63+3,84 |53,9+3,53° |58,11+4,28¢ |58,93+6,32¢ |55+2,09°¢ 0,000
9.HAFTA 73,854,172 172,86+1,522 |74,65+3,022"|68,7+1,13 56,31+2,5° |59,15+1,18¢ |62,19+5,38¢ |57,39+2,18° |0,000
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2. HAFTA #p<0,001 K, KD, KR, KDR grubuna kiyasla

3.HAFTA 2p<0,001 K, KD, KR, KDR grubuna kiyasla. bp<0,05, °p<0,01, dp<0,001; FDR grubuna kiyasla.
5.HAFTA 3<0,001 K, KD, KR, KDR grubuna kiyasla. . ®p<0,05, 9p<0,01, °p<0,001; FDR grubuna kiyasla.
9. HAFTA 2p<0,001, K, KD, KR, KDR grubuna kiyasla. °p<0,05, p<0,01ve p<0,001 FDR grubuna kiyasla.

(K: Saglikli kontrol, KD:Kontrol-vitaminD, KR:Kontrol-resveratrol, KDR:Kontrol-vitaminD-resveratrol, F:Diyabet kontrol, FD:Diyabet-vitaminD, FR:Diyabet-resveratrol, FDR: Diyabet-

vitaminD-resveratrol)
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4.41. NF-xB:

NF-kB antikoru kullanilarak immiinohistokimyasal boyama yapilan karaciger doku
kesitlerinde, inaktif formdaki NF-kB, hiicrelerin sitoplazmasinda, aktif formdaki NF-xB
ise nukleusta pozitif reaksiyon verdi. Nukleuslar: boyanan hucreler aktif NF-xB pozitif
hucreler olarak kabul edildi.

Karaciger dokularinda NF-kB immiinpozitif hiicre sayilarinin ortalama degerleri, F
grubunda (36,29+1,77); FD grubunda (20,06+3,52); FR grubunda (24,3+2,69); FDR
grubunda (3,07£0,93); K grubunda (0,147+0,25), KD grubunda (0,118%0,2); KR
grubunda (0,132+0,28) ve KDR grubunda (0,27+0,55) olarak bulundu (Tablo 4.4)

F grubu ile diger tiim gruplar arasinda NF-kB immiin pozitif hiicre sayis1 bakimindan
cok ileri derecede anlamli fark bulundu (p<0,001). Ayrica FD (p<001), FR (p<0,001) ve
FDR (p<0,05) gruplarina ait doku kesitlerindeki immiin pozitif hiicre sayis1 ile K, KD,
KR ve KDR gruplari arasinda anlamli fark bulundu (Sekil 4.1).



Tablo 4.4: Tim deney gruplarina ait NF-kB immiin pozitif hiicre yiizdesinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi.

FD

FR

FDR

K

KD

KR

KDR

NF-kB

36,29+1,77

20,063,522

24,3+2,69 2P

3,07+0,93%b¢

0,147+0,25%P¢

0,118+0,23b<4

0,132+0,28aP<d

0,27+0,55%b¢

0,000

NF-kB; %p<0,001 F grubuna kiyasla, ®p<0,001 FD grubuna kiyasla, °p<0,001 FR grubuna kiyasla, 9p<0,05 FDR grubuna kiyasla.
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(K: Saglikli kontrol, KD:Kontrol-vitaminD, KR:Kontrol-resveratrol, KDR:Kontrol-vitaminD-resveratrol, F:Diyabet kontrol, FD:Diyabet-vitaminD, FR:Diyabet-resveratrol, FDR: Diyabet-

vitaminD-resveratrol)
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Sekil 4.1: NF-xB antikoru ile Immiinohistokimya y&ntemiyle boyanan o6rneklerin
mikroskop goriintiileri. A, B: F grubu, C: K grubu, D,E: FR grubu, F: KR grubu, G, H:
FD grubu, I: KD grubu, J, K: FDR grubu, L: KDR grubu. immiin boyama:
Streptavidin- biotin- peroksidaz. Zit boya: Hematoksilen. Biiylitme: A,C,D,F,G,LJ,L:
x20 ; B,E,H,K: x40.

(K: Saglikli kontrol, KD:Kontrol-vitaminD, KR:Kontrol-resveratrol, KDR:Kontrol-vitaminD-resveratrol, F:Diyabet
kontrol, FD:Diyabet-vitaminD, FR:Diyabet-resveratrol, FDR: Diyabet-vitaminD-resveratrol)
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4.4.2. 1L-6:

IL-6 antikoru kullanilarak immiinohistokimya yontemi ile boyanan karaciger doku
kesitlerinde, sitoplazmalar1 ve nukleuslar1 boyanan hiicreler IL-6 immun pozitif hiicreler
olarak degerlendirildi.

Karaciger dokularinda IL-6 immiin pozitif hiicreler hem pozitif hiicre sayis1 hem de
boyanma siddetine gore degerlendirilerek HSCORE analizi yapildi. HSCORE ortalama
degerleri, F grubunda (307,14+£36,17); FD grubunda (127,68+20,74); FR grubunda
(160,45%43,1); FDR grubunda (119,88+10,71); K grubunda (104,7+0,6), KD grubunda
(102,32+0,42); KR grubunda (102,98+0,7) ve KDR (101,21+0,63) grubunda olarak
bulundu (Tablo 4.5).

IL-6 immin pozitif hucrelerin genellikle santral ven ve portal ven cevresinde
bulundugu, nadir olarak hepatositlerin arasinda dagilmis tek tek hiicreler oldugu goriildii
(Sekil 4.2). F grubunun diger tiim deney gruplari ile kiyaslandiginda hem pozitif hiicre
sayisinin ¢oklugu hem de boyanma siddetleri nedeni ile HSCORE ortalamasinin ¢ok
ileri derede anlamli olarak farkli oldugu saptandi (p<0.001). FR grubunun ise FDR
grubu ve tiim kontrol gruplar1 (p<0,001) ile arasinda ¢ok ileri derecede anlamli fark
oldugu tespit edildi. Vitamin D tedavisi uygulanan FD ve FDR gruplarinda IL-6 immin
pozitif hiicre dagilimlarinin kontrol gruplari ile benzer oldugu ve aralarinda istatistiksel

olarak bir fark olmadigi saptandi (p>0.05) (Tablo 4.5) (Sekil 4.2).



Tablo 4.5: Tiim deney gruplarina ait IL-6 immiinpozitifliginin HSCORE analizi ile istatistiksel olarak degerlendirilmesi.
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F

FD

FR

FDR

K

KD

KR

KDR

IL-6

307,14+36,17

127,68+20,74%

160,45+43,1°

119,88+10,71%0

104,7+0,6 %0

102,32+0,42 2P

102,98+0,7 &P

101,21+0,6 2P

0,000

IL-6; 3p<0,001 F grubuna kiyasla °p<0,001 FR grubuna kiyasla

(K: Saglikli kontrol, KD:Kontrol-vitaminD, KR:Kontrol-resveratrol, KDR:Kontrol-vitaminD-resveratrol, F:Diyabet kontrol, FD:Diyabet-vitaminD, FR:Diyabet-resveratrol, FDR: Diyabet-

vitaminD-resveratrol)
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Sekil 4.2: IL-6 antikoru ile Immiinohistokimya ydntemiyle boyanan o6rneklerin

mikroskop goriintiileri. A: F grubu x10, B: F grubu x20, C: F grubu x40, D: K grubu
x20, E: FD grubu x10, F: FD grubu x20, G: FD grubu x40, H: KD grubu x20, I: FR
grubu x10, J: FR grubu x20, K: FR grubu x40, L: KR grubu x20, M: FDR grubu x10,
N: FDR grubu x20, O: FDR grubu x40, P: KDR grubu x20. Immiin boyama:
Streptavidin- biotin- peroksidaz. Zit boya: Hematoksilen. Biiyilitme: x20

(K: Saglikli kontrol, KD:Kontrol-vitaminD, KR:Kontrol-resveratrol, KDR:Kontrol-vitaminD-resveratrol, F:Diyabet
kontrol, FD:Diyabet-vitaminD, FR:Diyabet-resveratrol, FDR: Diyabet-vitaminD-resveratrol)
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4.4.3. IL-1B:

Karaciger doku kesitlerinde IL-1 beta antikoru kullanilarak yapilan immiinohistokimya
yonteminde sitoplazmalar1 boyanan hiicreler immiin pozitif hiicreler olarak kabul edildi
ve HSCORE ile analiz edildi.

HSCORE ortalama degerleri, F grubunda (269,57+28,97); FD grubunda (196,85+13,1);
FR grubunda (163,45+54,68); FDR grubunda (113,4+11,23); K grubunda (104,7+0,6),
KD grubunda (102,31+0,42); KR grubunda (103,00+0,68) ve KDR (101,2+0,6)
grubunda olarak bulundu (Tablo 4.6).

IL-1B immiin pozitif hiicrelerin genellikle santral ven ¢evresinde bulunduklar1 gozlendi
(Sekil 4.3). Immiinohistokimya HSCORE ortalamalarimin F grubunda diger tiim
gruplara oranla yiiksek oldugu ve istatistiksel olarak ¢ok ileri derecede anlamli fark
bulundugu saptandi (p<0.001). FD ve FR gruplarimin hem FDR grubu (sirasiyla
p<0,001 ve p<0,01) hem de kontrol gruplariyla (p<0,001) aralarinda anlamli fark
oldugu saptand1 (Tablo 4.6) (Sekil 4.3).



Tablo 4.6: Tiim deney gruplarina ait IL-1f immiinpozitifliginin HSCORE analizi ile istatistiksel olarak degerlendirilmesi.
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F

FD

FR

FDR

K

KD

KR

KDR

IL-1p

269,57+28,97

196,85+13,12

163,45+54,682

113,4+11,232bd

104,7+0,620¢

102,31+0,423b¢

103,00+0,68%0<

101,2+0,6%P¢

0,000

IL-1P; 3p<0,001 F grubuna kiyasla; °p<0,001 FD grubuna kiyasla ®p<0,001 ve %p<0,01 FR grubuna kiyasla

(K: Saglikl1 kontrol, KD:Kontrol-vitaminD, KR:Kontrol-resveratrol, KDR:Kontrol-vitaminD-resveratrol, F:Diyabet kontrol, FD:Diyabet-vitaminD, FR:Diyabet-resveratrol, FDR: Diyabet-

vitaminD-resveratrol)
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Sekil 4.3: IL-1p antikoru ile Immiinohistokimya yontemiyle boyanan o6rneklerin
mikroskop goruntdleri. A: F grubu x20, B: K grubu x20, C: FD grubu x20, D: KD
grubu x20, E: FR grubu x20, F: KR grubu x20, G: FDR grubu x20, H: KDR grubu x20

(K: Saglikli kontrol, KD:Kontrol-vitaminD, KR:Kontrol-resveratrol, KDR:Kontrol-vitaminD-resveratrol, F:Diyabet
kontrol, FD:Diyabet-vitaminD, FR:Diyabet-resveratrol, FDR: Diyabet-vitaminD-resveratrol)
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4.4.4. TNF-a:

TNF-o antikoru kullanilarak immiinohistokimya yontemi ile boyanan karaciger doku
kesitlerinde, sitoplazmalar1 boyanan hiicreler TNF-o immiin pozitif hiicreler olarak
degerlendirildi.

Immiin pozitif hiicre dagilimi ve boyanma siddetine gére yapilan HSCORE analizi
sonucu ortalama degerleri, F grubunda (268,86+30,47); FD grubunda (148,79+36,09);
FR grubunda (141,2+18,38); FDR grubunda (118,97+10,96); K grubunda (104,7+0,6),
KD grubunda (102,98+0,68); KR grubunda (101,21+0,63) ve KDR (101,2+0,63)
grubunda olarak bulundu (Tablo 4.7).

TNF-0 immiin pozitif hiicrelerin genellikle santral ven cevresinde nadir olarak portal
alanda bulunduklar1 gdzlendi (Sekil 4.4). immiinohistokimya HSCORE ortalamalarinin
F grubunda diger tiim gruplara oranla yiiksek oldugu ve istatistiksel olarak cok ileri
derecede anlaml fark bulundugu saptandi (p<<0.001). FD ve FR gruplarinin FDR grubu
ile aralarinda anlaml bir fark bulunmazken (p>0.05), tiim kontrol gruplariyla (p<0,001)
aralarinda ¢ok ileri derecede anlamli fark oldugu tespit edildi (p<0.001) (Tablo 4.7).



Tablo 4.7: Tiim deney gruplarina ait TNF-o immiinpozitifliginin HSCORE analizi ile istatistiksel olarak degerlendirilmesi.

FD

FR

FDR

K

KD

KR

KDR

TNF-a |268,86+30,47

148,79+36,09%

141,2+18,38°

118,97+10,96%

104,7+0,6%0¢

102,98+0,6820¢

101,21+0,6%0¢

101,2+0,632b¢

0,000

TNF-a; 2p<0,001 F grubuna kiyasla. °p<0,001 FD grubuna kiyasla. °p<0,001 FR grubuna kiyasla

70

(K: Saglikl1 kontrol, KD:Kontrol-vitaminD, KR:Kontrol-resveratrol, KDR:Kontrol-vitaminD-resveratrol, F:Diyabet kontrol, FD:Diyabet-vitaminD, FR:Diyabet-resveratrol, FDR: Diyabet-

vitaminD-resveratrol)
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Sekil 4.4: TNF-o antikoru ile Immiinohistokimya yontemiyle boyanan o6rneklerin
mikroskop goriintiileri. A: F grubu, B: K grubu, C: FD grubu, D: KD grubu, E: FR
grubu, F: KR grubu, G: FDR grubu, H: KDR grubu. immiin boyama: Streptavidin-
biotin- peroksidaz. Zit boya: Hematoksilen. Biiyilitme: x20

(K: Saglikli kontrol, KD:Kontrol-vitaminD, KR:Kontrol-resveratrol, KDR:Kontrol-vitaminD-resveratrol, F:Diyabet
kontrol, FD:Diyabet-vitaminD, FR:Diyabet-resveratrol, FDR: Diyabet-vitaminD-resveratrol)
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4.4.5. GRP78:

Karaciger doku kesitlerinin immiinohistokimya ydntemi ile boyanmasi sonucu,
sitoplazmalar1 boyanan hiicreler aktif GRP78 pozitif hiicreler olarak degerlendirildi.
Karaciger dokularinda GRP78 HSCORE ortalama degerleri, F grubunda (350+£21,04);
FD grubunda (177,65+55,6); FR grubunda (169,43£39,62); FDR grubunda
(127,91+44,01); K grubunda (104,7+0,6), KD grubunda (102,3£0,42); KR grubunda
(102,31+0,42) ve KDR grubunda (101,21+0,63) olarak bulundu.

HSCORE analizi, hem GRP78 pozitif hiicre sayismin ve hem de boyanma
yogunlugunun F grubunda diger tiim gruplara gore istatistiksel olarak ¢ok ileri derecede
anlamli olarak yiiksek oldugunu gosterdi (p<0.001). GRP78 pozitif hiicrelerin 6zellikle
santral ven g¢evresinde bulunan hepatositler oldugu goézlendi (Sekil 4.5) FD ve FR
gruplarinda HSCORE analiz ortalamalarinin kontrol gruplarina kiyasla anlamli olarak
yiiksek oldugu saptandi (sirastyla p<0.001 ve p<0.01). FDR grubunda ise santral ven
cevresinde birka¢c GRP78 immin pozitif hiicre gozlendi. FD, FR ve tim kontrol gruplari
ile arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi (p>0.05) (Tablo 4.8) (Sekil 4.5)



Tablo 4.8: Tiim deney gruplarina ait GRP78 immiinpozitifliginin HSCORE analizi ile istatistiksel olarak degerlendirilmesi.

F

FD

FR

FDR

K

KD

KR

KDR

GRP78

350+21,04

177,65+55,62

169,43+39,622

127,91+44,012

104,7+0,6%0¢

102,3+0,42 #b¢

102,31+0,423bc

101,2+40,6320¢

0,000

vitaminD-resveratrol)

GRP78; %p<0,001 F grubuna kiyasla; °p<0,001 FD grubuna kiyasla; °p<0,01 FR grubuna kiyasla

(K: Saglikl1 kontrol, KD:Kontrol-vitaminD, KR:Kontrol-resveratrol, KDR:Kontrol-vitaminD-resveratrol, F:Diyabet kontrol, FD:Diyabet-vitaminD, FR:Diyabet-resveratrol, FDR: Diyabet-
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Sekil 4.5: GRP78 antikoru ile Immiinohistokimya ydntemiyle boyanan o6rneklerin
mikroskop goriintiileri. A:, B: F grubu x20, C: K grubu D: E: FD grubu F: KD grubu,
G, H: FR grubu, I: KR grubu, J, K: FDR grubu, L: KDR grubu. Immiin boyama:
Streptavidin- biotin- peroksidaz. Zit boya: Hematoksilen. Biiylitme: x20

(K: Saglikli kontrol, KD:Kontrol-vitaminD, KR:Kontrol-resveratrol, KDR:Kontrol-vitaminD-resveratrol, F:Diyabet
kontrol, FD:Diyabet-vitaminD, FR:Diyabet-resveratrol, FDR: Diyabet-vitaminD-resveratrol)
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4.4.6. Kaspaz-3:

Karaciger doku kesitlerinin immiinohistokimyasal boyanmasi sonucu, nukleuslar1 ve
sitoplazmalar1 boyanan hticreler kaspaz-3 pozitif hiicreler olarak degerlendirildi.
Karaciger dokularinda kaspaz-3 immiinpozitif hiicre sayilarinin ortalama yiizde
degerleri, F grubunda (2,9340,39); FD grubunda (1,12+0,25); FR grubunda (0,22+0,18);
FDR grubunda (0,09+£0,007); K grubunda (0,047+0,006), KD grubunda (0,04+0,007);
KR grubunda (0,034+0,008) ve KDR grubunda (0,025+0,01) olarak bulundu (Tablo
4.9).

Sadece F ve FD gruplarinda her alanda 2-3 aktif kaspaz-3 immiin pozitif hiicreye
rastland1 ve bu gruplardaki immiin hiicre sayilari ile diger gruplar arasinda istatistiksel
olarak ¢ok ileri derecede anlamli fark bulundu (p<0,001). Ayrica F (2,93+0,39) ve FD
gruplarinda (1,12+0,252) gruplar1 arasinda kaspaz-3 immiin pozitif hiicre sayisi
bakiminda ¢ok ileri derecede anlamli fark bulundu (p<0.001). Diger deney gruplarinda

tiim kesit alaninda ¢ok nadir birkag immiin pozitif hiicreye rastlandi (Sekil 4.6).



Tablo 4.9: Tim deney gruplarina ait kaspaz-3 immiin pozitif hiicre yiizdesinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi.

FD

FR

FDR

K

KD

KR

KDR

Kaspaz-3

2,93+0,39

1,12+0,252°

0,22+0,18?

0,09+0,007 2

0,047+0,0062

0,04+0,007%

0,034+0,008?

0,025+0,01%

0,000

Kaspaz-3; %p<0,001 F ve FD grubuna kiyasla. ®p<0,001 F grubuna kiyasla
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(K: Saglikl1 kontrol, KD:Kontrol-vitaminD, KR:Kontrol-resveratrol, KDR:Kontrol-vitaminD-resveratrol, F:Diyabet kontrol, FD:Diyabet-vitaminD, FR:Diyabet-resveratrol, FDR: Diyabet-

vitaminD-resveratrol)
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Sekil 4.6: Kaspaz 3 antikoru ile immiinohistokimya y&ntemiyle boyanan drneklerin
mikroskop goriintiileri. A, B: F grubu C: K grubu x20, D, E: FD grubu, F: KD grubu
Immiin boyama: Streptavidin- biotin- peroksidaz. Zit boya: Hematoksilen. Biiyiitme:

x20.

(K: Saglikli kontrol, KD:Kontrol-vitaminD, KR:Kontrol-resveratrol, KDR:Kontrol-vitaminD-resveratrol, F:Diyabet
kontrol, FD:Diyabet-vitaminD, FR:Diyabet-resveratrol, FDR: Diyabet-vitaminD-resveratrol)
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4.4.7. PCNA:

Karaciger doku kesitlerinin immiinohistokimyasal boyanmasi sonucu, nukleuslari
boyanan hiicreler PCNA pozitif hlicreler olarak degerlendirildi. Karaciger dokularinda
PCNA immiinpozitif hiicre sayilarinin ortalama Yyizde degerleri, F grubunda
(16,484+0,56); FD grubunda (28,522+1,91); FR grubunda (42,142+5,11); FDR
grubunda (38,696+2); K grubunda (14,84+12,74), KD grubunda (37,72+1,47); KR
grubunda (51,83+1,12) ve KDR grubunda (48,83+6,24) olarak bulundu (Tablo 4.10).
%10’luk fruktoz ve 40 mg/kg STZ uygulanip tedavi uygulanmayan diyabetik grup ile
tedavi uygulanan diyabetik ve kontrol gruplar PCNA immiin pozitif hiicre sayilari
bakiminda kiyaslandiginda aralarinda ileri derecede anlamli fark bulundu (p<,0,001).
Sadece F grubu grubu (16,484+0,56) ile K grubu (14,84+12,74) arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunamadi (p>0,05). Resveratrol uygulamasinin, vitamin D ve
kombine resveratrol+vitamin D uygulamasina goére hem diyabetik hem de kontrol
gruplarinda PCNA ekspresyonunu daha fazla uyardig1 saptandi. Kombine resveratrol +
vitamin D tedavisinin tek basina vitamin D tedavisine gére PCNA pozitif hiicre sayisini

daha fazla arttirdig1 hem kontrol hem de diyabetik gruplarda tespit edildi (Sekil 4.7).



Tablo 4.10: Tiim deney gruplarmna ait PCNA immiin pozitif hiicre ylizdesinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi

FD

FR

FDR

K

KD

KR

KDR

PCNA

16,484+0,56

28,522+1,91%

42,142+5,11°4

38,696+2,56"¢

14,84+12,74%¢9

37,721,470

51,83+1,12041011

48,83+6,24Pdhik

0,000
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PCNA; 2p<0,01 ve p<0,001 F grubuna kiyasla °p<0,05 ve %p<0,001 FD grubuna kiyasla, ®p<0,05 ve p<0,001 FR grubuna kiyasla, 9p<0,001

ve "p<0,05 FDR grubuna kiyasla, 'p<0,001 K grubuna kiyasla, Jp<0,001 ve Xp<0,01 KD grubuna kiyasla

(K: Saglikli kontrol, KD:Kontrol-vitaminD, KR:Kontrol-resveratrol, KDR:Kontrol-vitaminD-resveratrol, F:Diyabet kontrol, FD:Diyabet-vitaminD, FR:Diyabet-resveratrol, FDR: Diyabet-

vitaminD-resveratrol)
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Sekil 4.7: PCNA antikoru ile Immiinohistokimya ydntemiyle boyanan o6rneklerin
mikroskop goriintiileri. A: F grubu, B: K grubu, C: FD grubu, D: KD grubu, E: FR
grubu, F: KR grubu, G: FDR grubu, H: KDR grubu. Immiin boyama: Streptavidin-
biotin- peroksidaz. Zit boya: Hematoksilen. Biiylitme: x20.

(K: Saglikli kontrol, KD:Kontrol-vitaminD, KR:Kontrol-resveratrol, KDR:Kontrol-vitaminD-resveratrol, F:Diyabet
kontrol, FD:Diyabet-vitaminD, FR:Diyabet-resveratrol, FDR: Diyabet-vitaminD-resveratrol)
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5. TARTISMA

Tip 2 Diabetes Mellitus (T2DM), pankreatik beta hiicre kayb1 ya da fonksiyon
bozuklugu sonucu ortaya c¢ikan hipergliseminin periferik dokularda neden oldugu
insiilin direnci ile karakterize metabolik bir hastaliktir (59, 362). Genellikle yetiskinler
arasinda yaygin olan T2DM’un, son yillarda cocukluk ve ergenlik donemindeki

bireylerde de goriilme siklig1 artmaktadir (363).

T2DM’un diinya genelinde artan prevalansi, yeni tedavi segenekleri ve ilaglari
gelistirebilmek i¢in hayvan modelleri {izerinde yapilan g¢aligmalari artirmistir (364).
Wilson ve Islam (2012), T2DM hastaliginin patogenezine en yakin oldugu diisiiniilen
genetik olmayan alternatif bir model gelistirmistir. Gelistirilen model ile siganlara 2
hafta boyunca %10’luk, %20’lik, %30’luk veya %40’lik fruktozlu su ve standart yem
diyetini takiben 2. haftanin sonunda intraperitonel 40 mg/kg STZ enjeksiyonu
uygulamistir. STZ enjeksiyonundan 1 hafta sonra kan glukozu 6l¢iilmiis ve tokluk kan
glukoz seviyesi 200-300 mg/dl’den biiyiik olanlar diyabetik olarak kabul edilmistir (5).

Bu model daha sonra birgok arastirmaci tarafindan da kullanilmistir (365-368).

Bu caligmada, 2 hafta boyunca %10’luk fruktozlu su ve standart yem diyetini
takiben 2. haftanin sonunda 40 mg/kg STZ enjeksiyonu uygulandi. STZ
uygulamasindan 48 saat sonra aglik kan glukozu 6l¢iildi, aglik kan glukozu >160mg/dl
olanlar diyabetik kabul edildi. Wilson ve Islam’in modelinden farkli olarak STZ
enjeksiyonu sonrasinda 3 hafta daha %10’luk fruktozlu su ve standart yem diyetine
devam edildi. 5. haftanin sonunda da tedavi uygulamalarina baslandi. Buradaki amag
diyabet olustuktan sonra fruktozdan zengin diyetle beslenmenin yol actigi hasarlarin
tedavi ile ne kadar geri dondiirebildigi sorusuna cevap aramakti. Literatiirde

uyguladigimiz deney protokoliine rastlanmamistir, bu model ilk olacaktir.

Wilson ve Islam’in modelinde oldugu gibi arastirmacilar 2 hafta %10 ya da
%20’lik fruktoz uygulamasin takiben 35 veya 40 mg/kg STZ uygulamas1 yaptiktan 72
saat ya da bir hafta sonra kan glukozunu olctiiklerinde, kan sekeri >250-300 mg/dl

olan siganlar1 diyabet olarak kabul etmistir. Bu ¢alismada aglik kan glukoz 6l¢iimii 48.
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saatte yapilmis, tim diyabetik gruplarda ortalama aclik kan glukoz degeri >200mg/dl
bulunmustur. Herhangi bir tedavi uygulanmayan diyabet kontrol grubunun (F grubu)
deney sonuna kadar 9 haftalik siirecte aglik kan sekerinin >200mg/dl civarinda devam
ettigi tespit edildi. Bu da ¢alismamizda Wilson ve Islam’in modelini modifiye ederek

gelistirdigimiz yeni T2DM deney modelinin olusturuldugunun en 6nemli kanitrydi.

Resveratrol (3,5,4’-trihidroksistilben) pek ¢ok bitki turiinde bulunan biyolojik
olarak aktif bir bilesiktir. Anti-oksidan (369), anti-kanser (370), néroprotektif (290) ve
kardiyoprotektif (371) etkiye sahiptir. Resveratroliin en 6nemli diger 6zelliklerinden biri
de glukotoksisite olarak bilinen hiperglisemiye engel olmak, kan glukoz seviyesini
azaltmak ve insiilin salinimin1 diizenlemektir (372). Resveratrol antidiyabetik ila¢ olan
glibenclamide ile benzer etkiyle siilfoniliire reseptdrlerine baglanir ve insiilin salinimin
kontrol eder (373). Ayrica thiazolidinedionelar ile benzer etkiye sahip olmasi (25)
resveratroli T2DM tedavisinde alternatif bir secenek haline getirmistir. Yapilan
calismalar vitamin D’nin kemik metabolizmasindaki ana etkisinin yani sira insiilin
duyarligi ve insiilin direncini de diizenledigini gostermistir (33, 374). Uzun sureli
vitamin D tedavisinin insiilin salinimini artirarak glukoz seviyesini normal hale

getirdigini gostermistir (354).

Bu caligmada diyabetik gruplara resveratrol, vitamin D ve resveratrol/vitamin D
kombine tedavisi uygulandi. Tek basina resveratrol ve vitamin D uygulanan diyabetik
gruplarda aclik kan sekerinin 9. haftada literatiirle uyumlu olarak diistiigii saptandi.
Ozellikle resveratrol ve vitamin D kombin tedavisi uygulanan grupta aglik kan sekerinin
belirgin bir sekilde diistligli ve saglikli gruplarla arasinda anlamli fark kalmadig: tespit

edildi. Bu da resveratrolin vitamin D’nin etkinligini artirdigin1 desteklemektedir (31).

Wilson ve Islam (5) ve Obafemi ve arkadaslar1 (365) %10 fruktoz ve STZ (40
mg/kg) uygulanan diyabetik grupta viicut agirliklarinda azalma saptamistir. Ibrahim ve
arkadaglar1 (367) ise ayn1 modelle yapilmis baska bir ¢calismada diyabetik grubun kilo
kaybetmedigini ama diger gruplara kiyasla viicut agirliklarindaki artisin daha az
oldugunu saptamistir. Bu ¢alismada tedavi uygulanmayan diyabet kontol (F) grubunun
vucut agirliginda 9 haftanin sonunda yaklasik %20’lik bir artis olurken herhangi bir
uygulama yapilmayan saglikli kontrol (K) grubunda bu artisin yaklasik %89 oldugu



83

saptand1. Yapilan literatiir arastirmalarinda STZ diyabetik siganlara resveratrol ya da
vitamin D tedavisi uygulanan gruplarda tedavi uygulanmayan diyabetik gruba gore
viicut agirhiklarinin arttigi bildirilmistir (375-377). Resveratrol, vitamin D ve kombin
resveratrol/vitamin D tedavisi uygulanan hem diyabetik hem Kkontrol gruplarinda bu

artisin %25-50 arasinda degistigi goriildii.

Fruktoz, glukoz ile ayn1 kimyasal formiile sahip olmasina karsin yapisal olarak
farklilik gosteren bircok meyve ve sebzede bulunan basit bir sekerdir. Fruktoz absorbe
edildikten sonra portal ven aracilig1 ile karacigere tasinir. Hepatositlere GLUT2 yoluyla
alinir. Fruktozun metabolize edilmesi insiilinden bagimsiz olarak gerceklesir (11). Asiri
fruktoz tliketimi T2DM riskini artirmaktadir. Fruktoz, karacigere alindiktan sonra
oksidasyona ugrama, glukoz, glikojen ya da laktik aside cevrilme, de novo lipogeneze

girme gibi bircok metabolik yolaga girebilir (113).

Yiiksek fruktoz diyetinin siganlarda insiilin direnci, hipertrigliseridemi ve yagl
karaciger ile karakterize edilen pek ¢ok metabolik bozukluga yol actig1 bilinmektedir
(378). Karaciger kan glukozu homeastazinin diizenlenmesinde rol oynayan 6nemli bir
organdir (379). Insiilin direnci ve hipoinsiilinemi, diyabet nedenli karaciger
komplikasyonlarinin gelisiminde major bir risk faktorli olan hiperglisemi ile
sonuglanmaktadir. Hiperglisemi karacigerde lokal ve sistematik hasara neden olan yag
birikimini artirmaktadir (380). Fruktozla uyarilmis hepatik trigliserid birikiminin
karacigerde inflamasyona neden oldugu gosterilmistir (381, 382). Karaciger ¢ok
miktarda Kupffer hiicresi icermektedir. Bu hiicreler karaciger hasari durumunda aktif
hale gegebilir, TNF-a ve IL-1B gibi inflamatuar sitokinleri igeren iiriinleri salabilir. Bu
faktorler hepatik inflamasyonu tetikleyebilir (383). Ayrica transkripsiyon faktorii NF-
kB’nin hepatositlerin yasam ve 6liimii arasindaki ¢izgide énemli bir role sahip oldugu
gosterilmistir (384). Cai D ve arkadaslart (2005) diyabetik karacigerdeki NF-«xB
aktivitesinin dikkate deger bir sekilde arttigini bildirmistir (219).

NF-xB, inflamasyon, immiin cevap, apoptoz, hiicresel adhezyon, proliferasyon
ve hiicre buyumesi gibi hucresel sireclerin kontrolinde yer alan transkripsiyon
faktoradir (204, 205). Bir transkripsiyon faktort olan NF-xB inflamatuar ve immdan

yanitlarin diizenleyicisidir. Diyabet durumlarinda karacigerde inflamasyon ve apoptoz
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yuksek seviyede goOrulmektedir. Hiperglisemi, IKB kinaz tarafindan NF-«B’nin
aktiflestirilmesine neden olur (209). NF-kB aktivasyonu ise 1L-6, TNF-a ve IL-1B gibi
proinflamatuar sitokinlerin sentezini uyarmaktadir (385). Ylksek fruktoz diyetinin
karacigerde NF-kB aktivasyonu bagl olarak IL-6, TNF-a ve IL-1B sentezini artirdigi
birgok c¢alisma ile gosterilmistir (385-387). Bu bilgiler 1s1ginda bu ¢alismada, yiiksek
fruktoz diyeti ve diisik doz STZ uygulamasiyla olusturulan diyabet kosullarinda
karaciger dokusunda olasi inflamasyonu NF-xB, IL-6, IL-1p ve TNF-o proteinlerini
tespit ederek gostermek icin doku kesitlerine immiinohistokimya boyama yapildi.
Tedavi uygulanmayan diyabet kontrol (F) grubunda NF-«B aktivasyonunun arttigi buna
bagl olarak IL-6, IL-1B ve TNF-a ekspresyonlarinda diger gruplarla kiyaslandiginda
anlamli bir yiikselme oldugu saptandi. Bu sonuglar diger calismalar1 destekler

niteliktedir.

Resveratrol (3,4°,5-trihidroksistilben) serbest radikallerin neden oldugu hiicresel
hasar1 engelleyen (260) stilben grubu bilesiktir (261). Yapilan in vivo ve in vitro pek
cok calismayla resveratroliin anti-diyabetik, antioksidan, anti-kanser, anti-inflamatuar
etkisi gosterilmistir (261). Resveratroliin karacigerde oksidatif hasari azaltan glutatyon
peroksidaz aktivitesini artirdig1 bildirilmistir (388). Ayrica resveratrolin proinflamatuar
sitokinlerin sentez ve salimmima etki ederek inflamasyon siirecinde rol aldigi
bilinmektedir (389). Li ve arkadaslarmin (2014) yapmis oldugu yiiksek yagh diyet
modelinde, resveratroliin insulin direnci, glukoz metabolizmasi bozuklugu, fibrozis,
oksidatif stres, inflamasyon ve NF-kB'nin aktivasyonu gibi ¢esitli kilit olaylar
hafiflettigi bildirilmistir (311). Ayrica yiiksek yagli diyet uygulanan hayvanlarin
karacigerlerinde makrofaj infiltrasyonunu azalttigi da gosterilmistir (390). Pan ve
arkadaglarinin (2015) yaptigi bir baska calismada resveratrol tedavisinin karacigerde IL-
1B ve TNF-a ekspresyonunu azalttigini gostermesi resveratroliin inflamasyonu

onlendigini destekler niteliktedir (26).

Bu c¢aligmada resveratrol tedavisi uygulanan diyabet (FR) grubunda NF-xB
ekspresyonunun baskilanmasina bagl olarak IL-6, IL-1B ve TNF-a ekspresyonlarinin
tedavi uygulanmayan diyabet kontrol (F) grubu ile kiyaslandiginda belirgin olarak
diistigliniin saptanmasi resveratroliin anti-inflamatuar 6zelligini destekler niteliktedir.

Diyabetin neden oldugu karaciger hasari inflamatuar cevabi, lipid birikimini ve
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karaciger fibrozisini indiklemektedir (391). T2DM sistemik inflamasyonla iliskilidir.
T2DM, ROS iiretiminde artisa neden olan insiilin direnci ve kronik hiperglisemiye
neden olmaktadir. ROS birikimi karaciger inflamasyonuna neden olan NF-«kB yolagini
aktiflestirebilmektedir (392). Lipopolisakkarit (LPS) ile uyarilmis murin makrofajlarda
vitamin D’nin NF-xB inhibitoriinlin regiilasyonunu artirarak NF-xB’nin niikleer
translokasyonunu azalttigi gosterilmistir (393). Peroksizom proliferator-aktive edilmis
reseptor a (PPAR-a), esas olarak karacigerde eksprese edilmektedir ve hepatik lipid
metabolizmasinin diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Ning ve ark (2015) diyabetik
sigan karacigerlerinde 1,25(OH)2D3’tin NF-kB ve iligkili inflamatuar sitokinlerin
ekspresyonunu inhibe edebildigi ve diyabetik karaciger hasarinda koruyucu etkisi

olabilen CPT-1 ve PPAR-a ekspresyonunu artirabildigi bildirmistir (394).

Son yillarda vitamin D’nin T2DM (395) ve metabolik sendrom (396) gibi pek
cok kronik hastaligin riskini azaltmada 6énemli rol oynadig: bildirilmistir. Makrofaj ve
dentritik hiicreler vitamin D reseptorii eksprese ettifinden vitamin D inflamatuar
cevabin diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir (316, 397). Pek ¢ok ¢alisma vitamin

D’nin inflamatuar cevabi diizenleyici etkisini gostermistir (398, 399).

Vitamin D’nin proinflamatuar sitokin genlerinin ekspresyonunda rol oynayan
NF-xB iizerine etki ettigi gosterilmistir. Biyolojik olarak Vitamin D’nin aktif formu
1,25(0OH)2Dz’dur (400). 1,25(0OH).D3’iin lipid metabolizmasini, NF-kB sinyal yolagini
ve inflamasyonu diizenleyerek diyabetik si¢anlarin karacigeri iizerinde koruyucu etkiye
sahip oldugu bildirilmistir. 1,25(0OH)2D3’tin NF-kB sinyal yolagini, NF-kB inhibitorii
IxkB-a fosforilasyonunu azaltarak ve mRNA stabilitesini artirarak diizenledigi
gosterilmistir (393). Ayrica diyabetik hastalardan ve saglikli bireylerden izole edilen
lipopolisakkarit ile uyarilmis monositlere vitamin D uygulamasinin TNF-a, I1L-6 ve IL-
1 gibi pro-inflamatuar sitokinlerin tretimini engelledigi gosterilmistir (355, 358).
Benzer olarak Liu ve ark. (2016) ¢alismalarinda vitamin D uygulamasi yapilan TD2M’li
sicanlarin karacigerlerinde IL-1B ve TNF-o seviyelerinde azalma meydana geldigi

sonucuna varmistir (380).
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Bu ¢alisgmada vitamin D ve resveratrol/vitamin D kombin tedavisi uygulanan
diyabet gruplarmda (FD ve FDR gruplari)) NF-xB, IL-6, IL-1B ve TNF-a
ekspresyonlarinin, tedavi uygulanmayan diyabet kontrol grubu ile kiyaslandiginda
belirgin olarak distiigii ancak en etkili sonucun diyabet-vitamin D-resveratrol (FDR)
grubunda oldugu tespit edildi. Vitamin D’nin NF-«xB sinyal yolag iizerine diizenleyici
etkisine bagli olarak NF-kB’nin inhibitoriine bagh kaldigi ve IL-6, IL-1B ve TNF-a gibi
proiflamatuar sitokinlerin ekspresyonlarini uyaramadigi sonucuna varildi. Resveratroliin
de kan glukozunun regiilasyonunu saglamasi ve oksidatif stresi azaltmasina bagli olarak
NF-kB aktivasyonunu engelledigi bilinmektedir (311, 389). Hem resveratrolin hem de
vitamin D’nin NF-xB aktivasyonu {izerine diizenleyici etkileri, ayrica resveratroliin
vitamin D etkinligini artirmasi nedeni ile resveratrol/vitamin D kombin tedavisinin

inflamasyonu dnlemede daha etkili oldugu sonucuna varildi.

Endoplazmik retikulum (ER) tzerindeki ribozomlarda sentezlenen membran ve
salgi proteinleri transkripsiyon sonrasinda ER liimenine gegerlerler. Burada proteinler
katlanarak ii¢ boyutlu yapilarina kavusur. Proteinlerin fonksiyonel olabilmesi i¢in dogru
katlanmalar1 sarttir. Katlanma siirecinin dogru bir sekilde ger¢eklesmesi icin hiicre
cesitli kontrol mekanizmalart gelistirmistir. Hatali katlanan proteinler, ER’den
sitoplazmaya yonlendirilerek proteozomal yikima ugramaktadir (134). Aminoasit
eksikligi, viral ve toksik etkiler, katlanmamis ya da yanlis katlanmis proteinleri gibi
patolojik kosullarda ER homeostazi bozulmakta ve ER stresine neden olabilmektedir
(135). Calismalar ER stresini, alkolik olmayan steato-hepatitis olusumunda hepatik
steatozisin bir mekanizmasi oldugunu gostermistir (124). Kronik fruktoz tiketimi, ER
stresinin tetiklenmesine neden olur. ER membran proteinleri fruktozile edilebilir ya da
lipidler ER stresine ve katlanmamis protein cevabi (UPR)’ye neden olacak sekilde ER
membranina dogru birikebilir. ER homeastazi tekrar saglanmaya caligilsa da devam
etmekte olan fruktoz maruziyeti ile inflamasyon, oksidatif stres ve apoptoza neden olan
ER stresi gorullr (125, 126). ER’de bulunan saperon proteini GRP78 6nemli bir UPR
diizenleyicisidir. GRP78, IRE1, PERK ve ATF6’nin aktivasyonunda ve ER stresine
cevabin olusturulmasinda 6nemli bir role sahiptir. Normal sartlar altinda bu ¢ ER
transmembran proteini GRP78 bagli olarak bulundugundan inaktif haldedir (401).
Yanlis katlanmis ya da hatali katlanmis bir protein ortaya ¢ikarsa, GRP78 yerinden
ayrilarak bu proteinlerin hidrofobik kisimlarina baglanir. GRP78 den ayrilan IRE1,
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PERK ve ATF6 transmembran proteinleri kendilerini aktiflestirip UPR cevabini
baslatabilmektedir (402-404). Yiiksek fruktoz ile beslenmenin ER stres ile iliskili
hepatik stres cevabi tetikledigi (19, 97) ve fruktozla uyarilmis hiperlipidemi ve
hipergliseminin sistemik ER stresi ve oksidatif strese katki yapabilecegi (13, 97)

gosterilmigtir.

Bu calismada yuksek fruktoz diyeti ve diisiik doz streptozotocin (STZ) ile
olusturulan T2DM modelinde resveratrol ve vitamin D’nin ayr1 ayr1 etkilerinin yan1 sira
birlikte kullanimlarinin karacigerde endoplazmik retikulum stresi Gzerine etkilerinin
incelenmesi i¢in GRP78 ekspresyonuna bakildi. Tedavi uygulanmamis diyabet kontrol
(F) grubunda GRP78 ekspresyonunun tiim gruplara kiyasla anlamli derecede arttiginin
saptanmasi, hiperglisemiye bagli glukoz toksisitesi nedeni ile ER stresinin uyarildigini

distindiirdii.

Yiiksek yagl diyet ile beslenen sicanlarda resveratroliin, hepatik steatoz ve ER
stresine karsit koruyucu etkisinin olabilecegi bildirilmistir. Yiiksek yagl diyet ile
beslenme sonucu ATF4, GRP78 ve CHOP protein seviyelerinin artmis oldugu ancak
resveratrol tedavisi ile ATF4, GRP78 ve CHOP protein seviyelerinin anlamli derecede
distiigi saptanmistir (26). Bir baska c¢alismada, resveratrolin CHOP ve GRP78
ekspresyonunun down regiilasyonu ile ER stresini iyilestirdigi bildirilmistir (405).
Caligmalar vitamin D’nin insiilin duyarligini artirmasmin yaninda (33) immin
duzenleyici etkisinin (30) oldugunu ayrica ER stresini de baskiladigin1 (31, 32)
gostermistir.  Riek ve ark (2012) vitamin D yetersizligi olan kisilerden izole edilen
monositlerde ER stresinin arttigin1 ve bu monositlere uygulanan vitamin D ile ER
stresinin azaltildigin1 gostermistir (32). Stone ve ark (2015) vitamin D’nin etkinliginin
dort farkli hiicre serisinde resveratrol ile artirilabilecegini bildirmistir (38).
Resveratroliin, 1,250(OH):D3’tin  VDR’ye baglanmasini artirdii ve VDR hedef
genlerinin epigenetik kontroliinii diizenledigi ileri siiriilmiistiir. Cheng ve ark (2016)
SH-SY5Y hucrelerinde ER stresini azaltmada vitamin D ve resveratroliin sinerjetik

etkisini rapor etmistir (31).
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Bu c¢alisgmada fruktoz diyeti ve streptozotocin (STZ) ile olusturulan T2DM
modelinde resveratrol ve vitamin D’nin ayri ayri etkilerinin yani sira birlikte
kullanimlarinin karacigerde endoplazmik retikulum stresi Uzerine etkisi arastirildi. Tek
basina resveratrol uygulanan diyabet-resveratrol (FR) grubunda GRP78 ekspresyonun
diyabet-vitamin D (FD) grubuna gore azaldigini ama asil etkinin birlikte kullanilan
diyabet-vitamin D-resveratrol (FDR) grubunda daha belirgin oldugunu goriildii.
Vitamin D ve resveratrol tedavisinin hiperglisemiyi engellemesi ve immdn dizenleyici

etkileri ile ER stresini de engellemis olabilecegi diistintild.

Katlanmamis protein cevab1 (UPR) ER stresini ¢6zmek i¢in yetersiz kaldiginda
apoptoz yolagi aktif hale ge¢mektedir. UPR’nin anahtar diizenleyicilerden bazilar
cesitli yolaklarla apoptozu baslatmaktadir. IRElalfa, TNF reseptor-iliskili faktor 2
(TRAF2) adaptor proteini ve c-Jun N-terminal kinaz (JNK)’1 aktiflestirir (406, 407).
IRE1/TRAF2 kompleksi hiicre tipi ve icerigine bagl olarak pro ya da anti-apoptotik
etki gosteren (408) NF-«xB aktivasyonuna neden olabilmektedir (409, 410). Uzun streli
PERK yolaginin aktivasyonunun da hiicre 6liimiine neden oldugu bilinmektedir (411).
ATF4’iin asir1 ekspresyonu, ER stresinde apoptozun 6nemli bir mediatérii olan CHOP
(412) ve ATF3 ile PERK yolagi apoptozu uyarabilmektedir (413-415). Balakumar ve
ark ¢aligmalarinda (416) diyetle uyarilmis insiilin direncine sahip si¢anlarin karaciger ve
pankreaslarinda mRNA ve protein diizeyinde ER stres belirteglerinde artis meydana
geldigini ve bununla iligkili olarak pankreas ve karacigerlerinde CHOP mRNA
seviyesindeki artisa bagli JNK ve kaspaz-3 aktivitesinde de artis oldugunu rapor
etmistir. STZ-diyabetik siganlarin karacigerinde hiperglisemi nedeniyle kaspaz-3
aktivasyonu arttigi bildirilmistir (417). Haligur ve ark (2012) STZ ile uyarilmig
diyabetik sican hepatositlerinde apoptotik aktivitenin arttigini ve diyabette karaciger
komplikasyonlar1 ile birlikte artan apoptotik aktive arasinda bir baglant1 olabilecegini
ileri sirmistiir (418). Omega-6’dan zengin yagli bir diyetle beslenen sicanlarin
karacigerlerinde aktif kaspaz-3 ekspresyonunun ve buna bagli apoptik hiicre sayinin
arttig1 bildirilmistir (419). Bu ¢alismada tedavi uygulanmayan diyabetik grupta kaspaz-
3 aktivasyonun diger gruplarla kiyaslandiginda artmis oldugu saptandi. Fruktoz ve STZ
uygulamasina bagli olarak hipergliseminin ve beraberinde artan inflamutar sirecin ER

stersine bagli olarak apoptotik yolagi uyarmis olabilecegi diistliniildii.
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Prolifere eden hiicre niikleer antijen (PCNA) 36 kDa agirliginda histon olmayan
bir proteindir ve nikleusta bulunur. DNA polimeraz aktivitesini dizenler. PCNA
ekspresyonu ile mitotik aktivite arasinda bir korelasyon bulunmaktadir ve hiicre

proliferasyonu i¢in bir belirteg olarak diistintilebilir (420, 421).

Resveratrol kemokin sinyal transdiiksiyonunun kontroliiniin yani sira ayrica
proliferasyon, farklilasma, apoptoz ve stres cevabi gibi hiicresel siireclerde genlerin
organize edilmesinden sorumludur. Resveratroliin hiicre proliferasyonu ve apoptoz
Uzerine etkisi, hicre tipine, uygulama dozuna ve stiresine gore farklilik géstermektedir.
CCly ile karaciger hasar1 olusturulan siganlarda resveratrol tedavisinin oksidatif stres ve
apoptozu azalttigi, buna karsilik PCNA ekspresyonunu artirarak karacigerde hicre
proliferasyonunu uyardigi bildirilmistir (269). Arastirmacilar resveratroliin, bir gama
sekretaz inhibitori olan DAPT gibi davranarak Notch-3 ve TGF-f proteinlerinin
ekspresyonunu baskiladigini, hepatositlerin proliferasyonunu uyararak hepatosit

apoptozunu engelledigini ileri siirmiistiir (269, 422).

Wang ve ark resveratrollin insan gobek kordonu mezenkimal kok hicrelerinde,
hicre yenilenmesi (423), yaslanma (424), apoptoz (425) ve noral farklilagsma (426) ile
iligkili olan SIRT1 sinyalini diizenleyebildigini bildirmistir (427). DNA duplikasyonunu
ve hiicre proliferasyonunu tespit etmede S fazi belirteci olan PCNA ekspresyonunun
SIRT1 ile iligkili oldugu bulunmustur (428). 0,1, 1 ve 2,5 uM resveratrol
uygulamasindan sonra SIRT1 ve PCNA ekspresyonundaki artisin hiicre proliferasyon
mekanizmasi ile yakin iligkili oldugu bulunmustur (427). Azalan SIRT1 ekspresyonu ile
pl6 seviyesinde artis meydana geldigi (424, 429), hiicre yaslanmasina ve hiicre siklus
tutulumuna neden oldugu (430, 431) bildirilmistir. Bu ¢alismada 4 hafta siire ile
Tanriverdi ve ark. (269) ile benzer olarak diisiik doz resveratrol uygulamasi yapilmistir.
Immiinohistokimya yontemi ile PCNA ve kaspaz-3 ekspresresyonu arastirildiginda
diyabetik siganlarda diisiik doz resveratrol tedavisinin karaciger hiicrelerinde koruyucu
etkisi oldugu, hepatosit proliferasyonunu uyarirken apoptozu engelledigi saptandi.
Sonuglarimiz Tanriverdi ve ark. (269) sonuglarimi desteklemektedir. Diisiik doz
resveratrol uygulamasi notch proteinlerinin ekspresyonunu baskilayarak hepatosit

proliferasyonunun uyarilmasina neden olmus olabilir.
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Vitamin D’nin hiicre proliferasyonu ve apoptozu iizerine etkisi tartigmalidir.
Dinlenme fazindaki hiicrelerde PCNA seviyesi oldukca diisiikken doniisiim gegiren
hiicrelerde onarimi saglamak i¢in PCNA seviyesinde artis goriilmektedir (432).
1,25(0OH)2D3 ‘nin immiin-diizenleyici etkisiyle PCNA ekspresyonunu diizenleyebildigi
ve onarimi artirabildigi gorilmektedir. Ancak malignant buyime, hipertrofi ve anormal
biiyiime gibi durumlarda 1,25(OH)2D3’nin PCNA ekspresyonu iizerinde baskilayici
etkisi bulunmaktadir (433). Pek ¢ok ¢alisma 1,25(OH).D3‘nin PCNA ekspresyonunu
inhibe ederek, malignant blylimeyi (434) ve kardiyovaskiler hipertrofiyi (435)
baskilayarak antiproliferatif etki gosterdigini bildirmistir.

Elattar ve ark (2017) g¢alismalarinda diyabetik siganlara uygulanan
1025(0OH):D3 ya da anti-diyabetik ajan olan metforminin tedavi uygulanmayan
diyabetik sicanlarla kiyaslandiginda karaciger enzimlerinde ciddi oranda azalma
meydana geldigini, glukoz metabolizmasini diizenledigini, kaspaz-3 ve PCNA
ekspresyonlarindaki degisimler gz oniline alindiginda apoptozda azalma ve hiicresel
proliferasyonda artis oldugunu gostermistir (374). Pek ¢ok ¢alisma ile 1,25(OH)2D3’lin
PCNA ekspresyonu iizerindeki diizenleyici etkisini gosterilmistir. Kim ve ark. (2005)
vitamin D uygulamasiyla si¢anlarda artan PCNA ekspresyonu ile bdbrekte tubular hiicre
proliferasyonunda artis oldugunu bildirmistir (436). Ayrica Domingues-Faria ve ark
(2014) ise vitamin D eksikliginin yaslh si¢anlarin iskelet kaslarinda atrofi ile sonuglanan
PCNA protein ekspresyonunda azalma gergeklestigini gostermistir (437). Kose ve ark
(2017) calismalarinda hipoksinin neonatal sigan akcigerlerinde PCNA seviyesini
azalttigin1 ancak yiiksek doz vitamin D tedavisinin hiicre proliferasyonunu artirdigini

bildirmistir (438).

Bu c¢alismada vitamin D tedavisi uygulanan diyabet grubunda PCNA
ekspresyonu tedavi uygulanmayan diyabet kontrol grubuna kiyasla artmistir. Kaspaz-3
ekspresyonu vitamin D uygulanan diyabet grubunda azalmis olmasina ragmen
resveratrol ve resveratrol/vitamin D kombin tedavisi uygulanan diyabet grubuna kiyasla
PCNA cekspresyonundaki artisin daha az oldugu, kaspaz-3 ekspresyonunun ise anlamli
olarak bu gruplardan daha yiiksek oldugu saptandi. Uygulanan vitamin D dozunun bu
sonugta etkili olmus olabilecegi Kose ve ark. yapmis oldugu ¢alismada (438) oldugu

gibi yiiksek doz vitamin D’nin proliferasyon ve apoptozun engellenmesinde daha yararl
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olabilecegi diisiiniildii. Resveratrol/vitamin D kombin tedavisi uygulanan diyabet
grubunda PCNA ekspresyonunda goriilen artisin ve kaspaz-3 ekspresyonunda goriilen
azalmanin resveratroliin vitamin D’nin etkinligini artirmasina bagli olarak ortaya ¢ikmis

olabilecegi sonucuna varild.

Bu g¢alismada Wilson ve Islam (2012) tarafindan gelistirilen yiiksek fruktoz
diyeti ve diisiik doz STZ enjeksiyonu ile olusturulan T2DM modelini modifiye ederek
diyabet tedavisinin arastirilmasinda kullanilmak iizere yeni bir model gelistirilmis oldu.
9 haftanin sonunda deney tamamlandiginda diyabet modeli olusturulan grubun aglik kan
sekerinin yliksek seyretmeye devam etmesi modelin T2DM modeli ile uyumlu oldugu
yoniindeydi. Yeni T2DM modeli {izerinde ilk kez karaciger dokusunda olas1 ER stresi,
inflamasyon ve apoptoz iliskisi ¢alisildi. Yiiksek fruktoz diyeti ve diisiik doz STZ
uygulamasinin NF-kB’nin aktifleserek nukleusa yerlesmesinin IL-6, TNF-a ve IL-
1B’nin ekspresyonlarini artirdigi bdylece inflamasyonun uyarildigr diistintildi. Ayrica
GRP78 ekspresyonu ile ER stres yolaginin aktiflestigi, kaspaz-3 ekspresyonu ile bazi
hiicrelerin apoptotik hiicre Oliimiinii sectigi saptandi. Resveratrol ve vitamin D
tedavisinin etkileri ayr1 ayri degerlendirildiginde resveratroliin hiicre proliferasyonu
uyararak ve kaspaz-3 ekspresyonunu azaltarak diyabetin neden oldugu karaciger
hasarimi iyilestirmede vitamin D tedavisinden daha etkili oldugu goriildii. Resveratrol ve
vitamin D’nin, inflamasyon belirte¢leri olan NF-kB, IL-6, TNF-a, IL-1B nin ve ER stres
belirteci GRP78’in ekspresyonlarini benzer sekilde azalttig1 saptandi. Sunulan modelde
ilk kez bu c¢alisma ile resveratrol/vitamin D kombin tedavisinin etkileri incelendi.
Kombin tedavinin aglik kan sekerini neredeyse saglikli kontrol grubuna yakin degerlere
diigiirdiigt, inflamasyon, ER stresi ve apoptozu Onledigi ve karaciger morfolojisini de

en iyi sekilde korudugu tespit edildi.

Sonug olarak bu g¢alisma ile resveratroliin vitamin D’nin etkinligini bir¢ok
yolakta artirdig1, diyabet tedavisi i¢in yeni bir terapotik yaklasim olabilecegi sonucuna
varildi. Bu calismanin bir sonraki asamasinda; ER stresi ve apoptoza ait islem
yolaklarinda ortak proteinlere bakilmasi, elektron mikroskobu ile ultrastriikttrel olarak
karaciger dokusunun incelenmesi, ayrica serumda inflamasyonla ilgili parametrelerin

6l¢iimlerinin yapilmasi planlanmaktadir.
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