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OZET

Fenetil izotiyosiyanatin ratlarda yiiksek yag diyeti ve streptozotosin ile indiiklenen

yagh karaciger hastaligina etkilerinin incelenmesi

Amag: Bu calismada, yiiksek yag dieti ve streptozotosin ile olusturulan deneysel
diabetin indiiksiyonu sonucunda ortaya ¢ikan yagli karaciger hastaliginda, oksidatif stres
ve karaciger hasarma karsi fenetil izotiyosiyanat’in, SIRT1-Nrf2 yolagi iizerinden
etkilerinin arastirilmasi amacglanmastir.

Materyal-Metot: 30 adet (150-250g, 6-8 haftalik, erkek) Wistar Albino
sicanlardan her grupta 10 sican olacak sekilde li¢ grup halinde gruplandirildi: Kontrol,
yiiksek yagli diyet + Streptozotosin (35mg / kg), yiiksek yaglh diyet + Streptozotosin
(35mg / kg) + Fenetil izotiyosiyanat (40 mg / kg). Serum ALT seviyeleri ve serum
lipidleri (TG, TC, HDL ve LDL / VLDL), antioksidan enzim aktiviteleri (SOD, CAT,
GPx), MDA, GST, SIRT1 ve NF-Kp seviyeleri, ayrica Nrf2'nin DNA baglanma seviyeleri
belirlendi. Karaciger dokularinda histolojik incelemeler yapildi.

Bulgular: Kontrol grubuna gore YYD+STZ grubunda, serum HDL diizeylerinin,
karaciger dokusunda antioksidan enzim aktivitelerinin (SOD, CAT, GPx), GST, SIRT1
and NF-kB miktarinin, ayn1 zamanda Nrf2’nin DNA’ya baglanma aktivitesinin azaldigi,
serum ALT, serum lipid (TG, TC, LDL/VLDL) ve MDA diizeylerinin ise arttigi
gozlenmistir (p<0.05). PEITC verilen gruptaki bu parametrelerde diizelmenin oldugu
belirlenmistir (p<0.05). Histolojik incelemeler biyokimyasal analizleri desteklemistir
(p<000.1).

Sonu¢: PEITC, SIRT1/Nrf2 yolag: iizerinden YYD ve STZ ile indiiklenen
NAFLD'yi iyilestirmistir. PEITC'nin NAFLD'ye kars1 gelecek vaat eden ve etkili bir aday

ajan olabilecegini sdyleyebiliriz.

Anahtar kelimeler: Fenetil izotiyosiyanat, Nrf2, SIRT1, Streptozotosin, Yiiksek
yag diyeti.
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ABSTRACT

Investigation of the effects of phenethyl isothiocyanate in fatty liver disease

induced by high-fat diet and streptozotocin in rats.

Aim: In this study, it was aimed to investigate the effects of phenethyl
isothiocyanate on the SIRT1-Nrf2 pathway against oxidative stress and liver damage in
fatty liver disease caused by the induction of experimental diabetes induced by high fat
diet and streptozotocin.

Materials and Methods: 30 Wistar Albino rats (150-250g, 6-8 weeks old, male)
were divided into three groups (each of 10 rats): control, high fat diet+ Streptozotocin
(35mg / kg), high fat diet+ Streptozotocin (35mg / kg) + Phenethyl isothiocyanate (40mg
/ kg). Levels of serum ALT, and serum lipids (TG, TC, HDL, and LDL / VLDL), activities
of antioxidant enzymes (SOD, CAT, GPx), and levels of MDA, GST, SIRT1, and NF-Kp,
also activity of DNA binding levels of Nrf2 were determined. Histological examinations
were performed on the liver tissues.

Results: Compared to the control group, in the rats of the HFD+STZ group, serum
HDL level, hepatic antioxidant enzyme activities (SOD, CAT, GPx), levels of GST,
SIRT1, and NF-KpB, as well as DNA binding activity of Nrf2 decreased, serum ALT,
serum lipids (TG, TC, LDL / VLDL) and MDA levels were observed to increase (p
<0.05). It was determined that there was an improvement in these parameters in the group
of PEITC treatment (p <0.05). Histological examinations supported biochemical analysis
(p <000.1).

Conclusion: PEITC improved NAFLD induced by HFD and STZ through the
SIRT1-Nrf2 pathway. We can say that PEITC could be a promising and effective
candidate agent against NAFLD.

Key words: Phenethyl isothiocyanate, Nrf2, SIRT1, Streptozotocin, High fat diet.
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1. GIRIS

Nonalkolik yagli karaciger hastaligi (Non-alcoholic fatty liver disease=NAFLD),
alkol kullanimindan bagimsiz olarak ortaya ¢ikan, steatoz, nekroz, fibrozis, inflamasyon
gibi parametrelerin de eslik edebildigi kronik bir karaciger hastaligidir. Metabolik,
genetik, farmakolojik, cerrahi veya enfeksiyonel olarak ortaya ¢ikabildigi tespit edilmistir
(1). Ancak temel sebebi karaciger yaglanmasi ya da basit steatoz adi1 da verilen, toplam
karaciger kiitlesinin %5’ inden fazlasinin lipitler tarafindan isgal edilmesidir. Bu noktada
yaglanmanin temel nedenleri arasinda metabolik sendrom, diyabet, insiilin direnci,
obezite gibi faktorler yer alir.

Tek basmma meydana gelen basit steatoz metabolik a¢idan c¢ok fazla problem
yaratmazken, steatoza eslik eden iltihabi infiltrasyon, nekroz, fibrozis gibi etmenler
olaym cok daha ciddi boyutlara tasinmasina ve Nonalkolik steatohepatit (NASH) adi
verilen hastaligin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (2).

NAFLD gelisim basamaklarini agiklamak i¢in kullanilan en temel goriis ¢ift vurus
hipotezidir. Hipotezin ilk basamag1 hepatosteatoz gelisimidir ve patogenezde gosterilen
en temel faktor insiilin direncidir (1).

Hipotezin ikinci basamagi ise lipit peroksidasyonu ve bunun sonucunda ortaya
cikan oksidatif strestir. Peroksidasyon sonucunda ortaya ¢ikan {irlinlerden birisi
malondialdehit (MDA) olmakla beraber hiicresel artis1 sonucunda kemotaksis, kolajen
tiretiminde artig ve buna bagl olarak fibrozis olusumu gozlenir. Bu siiregte gézlenen
oksidatif stres ise megamitokondria, hepatosit balonlagsmasi, Mallory cisimcikleri
olugmas1 gibi yapisal bozukluklarin yani sira nekroz, apopitoz, proinflamatuar
sitokinlerin saliniminda diizensizlikler gibi metabolik bozukluklar1 da beraberinde
getirmektedir (3, 4). Ayrica siireg icerisinde NF-Kf” nin MDA tarafindan aktivasyonu ile
proinflamatuar sitokinlerin (IL-6, IL-8, TNF-a, TGF-B) ve bazi hormonlarin (Leptin,
Resistin, C-Selektin, Adiponektin) indiiksiyonu tetiklenir. Bu indiiksiyonun,
inflamasyonu ve fibrozisi tetikledigi ve hatta hepatosit 6liimiiniin temelinde yatan en
onemli sebep oldugu diisiiniilmektedir (5, 6).

NAFLD’ nin gelisim basamaklarindan olan NASH, tek basina dahi oldukga agir
bir karaciger patolojisine neden olurken patogenezin devaminda siroz, hepatoselliiler

karsinoma (HCC) ve hatta olusan hasara bagli olarak 6liime neden olabilmektedir (7, 8).



Fitokimyasallar bitkilerde dogal olarak bulunan biyoaktif bilesiklerdir. Bu ailenin
bir {iyesi olan izotiyosiyanatlar genel itibari ile Cruciferae (Brassicaceae) familyasinin
iiyeleri olan su teresi, karnabahar, brokoli, roka, mor lahana gibi sebzelerde bol miktarda
bulunmaktadir. Aslinda bitki biinyesi icerisinde izotiyosiyanat bilesikleri dogal olarak
bulunmazken, bitkinin yapisinda bulunan glukosinolatlarin fiziksel strese (kesilme,
¢ignenme, vb) maruz kalmalar1 sonucu mirozinaz enziminin aktivitesi ile olusmaktalardir
(9-11). izotiyosiyanatlar ailesinin bir {iyesi olan fenetilizotiyosiyanat (PEITC) &zellikle
su teresi ve brokolide bol miktarda bulunmakla beraber DNA hasarinin engellenmesinde
aktif rol oynayarak antikanserojenik etki gosterdigi bilinmektedir (11-13).

Nrf2 her zaman ekzojen ve in-situ sinyallere yanit olarak sitoprotektif genlerin
ekspresyonunu siki bir sekilde diizenleyen ve yaygin olarak ifade edilen bir
transkripsiyon faktoriidiir (14). Sitoplazma igerisinde, normal fizyolojik sartlar altinda
sitozolik inhibitorii olan Keapl veya INrf2 olarak adlandirilan proteine bagli olarak
bulunur. Hiicresel oksidatif stresin arttigi durumlarda Keapl’ den ayrilarak g¢ekirdege
transloke olur ve burada ARE boélgesine baglanarak bir¢ok genin aktive edilmesini saglar
(15). Sonug¢ olarak ARE bolgesinin indiiklendigi antioksidan ve detoksifikasyon
genlerinin  yukar1 yonlii regiilasyonu arttirilir.  Stiperoksit dismutaz (SOD),
Hemeoksijenaz (HO-1), Katalaz (CAT), Glutatyon S-transferaz (GST), Glutatyon
peroksidaz (GPx), NAD(P)H: quinine oksidorediiktaz (NQOL1) gibi enzimler bu
sitoprotektif genlerin aktivasyonu ile iiretilen enzimlerin bir kismidir.

Ilk kez Saccharomyces cerevisiae mayasinda bulunan sirtuin genlerinin
sentezledigi yedi adet sirtuin enzimi bulunmaktadir (16). Temel olarak nikotinamid
adenin diniikleotid (NAD") bagimli histon ve/veya protein deasetilaz grubudur. Sirtuin
ailesi icerisinde en ¢ok iizerinde durulan ve bilimsel ¢alismalara konu olan {iye SIRT1’
dir. SIRT1’ in inflamasyonda aktif rol oynayan NF-Kp {izerinde baskilayici etki gosterdigi
yapilan ¢alismalar ile ortaya konulmustur (17). Yine yapilan bir¢ok ¢alisma ile SIRT1’
in Nrf2 tizerinde yukar1 yonlii regiilasyonu tetikleyerek oksidatif strese karsi aktif
korumada gorev aldig1 gosterilmistir (18-20).

Cok sayida calisma, obezite ve hepatik insiilin direncinin NAFLD’ nin ortaya
¢ikmasinda rol oynayan kritik patojenik faktorler oldugunu gostermektedir (21, 22). Bu
faktorlerin neden oldugu sinyal ve diizenleme mekanizmalarindaki fonksiyon
degisiklikleri hepatoselliiler fonksiyonlar1 bozarak NAFLD patogenezine yatkinligi

artirmaktadir. NAFLD gelisimi ve ilerlemesi igin kesin mekanizmalar tam olarak



anlagilamamasina ragmen, obezite, insiilin direnci, oksidatif stres ve proinflamatuar
stirecleri iceren ¢ok yonlii bir hipotezin sonucu olarak ortaya ¢iktigi kabul edilmektedir.

Bu nedenle, oksidatif stres i¢in anahtar rol oynayan Nrf2 transkripsiyon faktorii
izerinden su teresinin etken maddesi olan PEITC’ nin NAFLD mekanizmasi tizerinde
etkisini incelemek ana hedefimizi ve hipotezimizi olusturmaktadir. Calismamizdaki diger
hedefimiz ise, son yillarda karaciger hastaliklar1 hakkinda yapilan arastirmalarda tizerinde
sik¢a durulan Sirtl’ in Nrf2 iizerindeki olasi etkisini aragtirmaktir.

Bu amagla calismamizda yiiksek yag diyeti ve streptozotosin ile olusturulan
deneysel diyabetin indiiksiyonu sonucunda ortaya ¢ikan yagl karaciger hastaliginda, lipit
metabolizmasi, oksidatif stres ve karacigerde meydana gelen hasarin azaltilmasinda,
PEITC’ nin SIRT1 ve Nrf2 yolagi iizerinden antioksidan ve ksenobiyotik
metabolizmasina etkilerini ve bu yolagin nonalkolik yagl karaciger hastaliginin

tedavisindeki potansiyel roliinii arastirdik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.  Karaciger Morfolojisi

Karaciger, insan viicudunda deriden sonra en biiyiik organ olup viicut agirliginin
ortalama %2’ sini olusturur (23). Erigkinlerdeki agirlig1 yaklasik olarak 1.5 kg kadardir
(24). Karinda sag iist kadran1 doldurur ve karacigerin biiyiik bir kismi kaburga kafesi
tarafindan dis etkenlerden korunmaktadir. Karaciger, peritonla kapli bir organ olmakla
birlikte safra kesesi yatagi, porta hepatis ve arka ylizeyde vena cava inferior’ un sag
komsulugundaki diyafram ile temas halinde olan bolgede periton bulunmamaktadir. Bu
periton yap1 kolajen liflerden olugsmus olan gii¢lii bir bag dokusu halindedir ve bu yapiya
Glisson Kapsiilii ad1 verilir (25).

Karacigerin temel yap1 elemani, karaciger epitel hiicreleri olan hepatositlerdir. Bu
epitel hiicreleri 151k mikroskobu altinda lobiil seklinde goriintiilenmektedir. Karacigerin
en kiiciik islevsel birimi 0.8-2 mm c¢apinda ve birka¢ milimetre uzunlugunda olan
“karaciger lobiili” ad1 verilen yapilardir. Karaciger lobiiliiniin bu yapisi1 genellikle iki
hiicreden olusur. Bu komsu hiicreler arasinda kii¢iik safra kanalciklart bulunur. Bu

kanalciklar safra kanallarina dokiiliir (Sekil 2.1).

Santral

Sinuscidler g s :
Karaciger hiicreleri

Disse araligl _ Kupffer nicreleri
-~

Terminal
. ; Safra kanalcig
lentatikler sl

L
Lenfatik
kanal

At
Safra kanali

Resim 2.1. Karaciger lobiil kesiti (24)



Karacigere gelen kan hacminin 1050 ml’si portal venden, 450 ml’si ise hepatik
arter yoluyla gelmekte olup karaciger dakikada ortalama 1500 ml kan ile sulanmaktadir
(25, 26). Hepatik arterler ile gelen kan ise boliimler arasindaki hepatik arteriollere, oradan
da dogrudan hepatik siniisoidlere son olarak santral vene dokiiliir. Karacigerden ¢ikan
kan hepatik ven ise vena cava inferior’ a dokiilmektedir. Portal kan akimi, tiim ince
bagirsaklarin vendz drenajini saglar. BoOylece ince bagirsakta besin degeri zengin
maddeleri ve beraberinde ilaglarla zehirli maddeleri karacigere tasir (27).

Venoz sintisoidler, hepatik hiicreler haricinde endotel hiicreleri ve biiyiik Kupffer
hiicreleri ile de doselidir. Kupffer hiicreleri, makrofaj tipi hiicreler olup retikuloendotelyal
hiicreler olarak da adlandirilir. Hepatik siniis kanindaki bakteri ve oteki yabanci
maddeleri fagosite ederler (28).

Viral enfeksiyon, fibrozis yada inflamasyona bagl olmadan kismi hepatektomi
veya akut karaciger hasarina bagli olusan hepatik doku kayiplarinda karaciger kendini
yenileme potansiyeline sahiptir. Bu sirada hepatositlerin bir ya da iki kez boliindiigii
tahmin edilmektedir (28). Karacigerin yeniden olusumunun mekanizmasi tam olarak
anlasilmamakla birlikte, hepatosit bliylime faktoriiniin karaciger hiicresinin b6liinmesi ve
bliylimesinde 6nemli bir faktor olarak goriilmektedir. Ayrica epidermal biiylime faktorii,
Tiimor Nekroz Faktor (TNF) ve interlokin-6 (IL-6) gibi sitokinler, karaciger hiicrelerinin
yenilenmesini uyarmada rol alabilir.

2.1.1. Karacigerin islevleri

Karacigerin Kan Depo Islevi: Karacigerin normal kan voliimii 450ml dir.
Bununla birlikte karaciger genisleyebilen bir organ oldugundan sag atriyumda basing
yiikseldiginde hepatik venler ve siniisler-de biiyiik miktarlarda kan depolanabilir. Bundan
da anlagilacagi gibi karaciger, kan hacmi azaldiginda ek kan saglama yetenegi olan, kan
hacmi asir1 sekilde arttiginda ise 6nemli bir kan deposu olabilen biiyiik vendz bir organdir.

Karacigerin Kan Temizleme Islevi: Barsak kapillerlerinden Portal venlere akan
kan bagirsaklardan bir¢ok bakteriyi de beraberinde karacigere getirir. Karacigere gelen
bu kan venoz siniisler i¢inden gegerken siniisoidleri doseyen Kupffer hiicreleri tarafindan
son derece etkili bir sekilde temizlenmektedir.

Karacigerin Metabolik Islevleri: Karaciger de viicudun diger bolgelerinde
kullanilacak bir¢gok madde sentez edilip, islenirken diger bir¢ok metabolik islev de
yiiriitiiliir. Bu metabolik iglevler karbonhidrat metabolizmasi, yag metabolizmasi, protein

metabolizmasi ve vitamin depolama (A, D, B12) seklinde siralanmaktadir.



2.2.  Nonalkolik Yagh Karaciger Hastahgi (NAFLD)

NAFLD, alkolik yagh karaciger hastaligina benzeyen ancak alkol kullanmayan
bireylerde kendini gosteren bir karaciger hastalifidir. En basit haliyle karaciger
yaglanmasi ile baslayan inflamasyon, fibrozis ve hepatik steatozunda igerisinde yer aldig1

genis bir klinik spektruma sahiptir (29).

Steatoz

Inflamasyon

NAFLD

Sekil 2.1. NAFLD’ nin klinik spektrumu (2)

NAFLD’ nin temelinde yatan en basit neden steatoz olarak da adlandirilan basit
karaciger yaglanmasidir. Karaciger yaglanmasimi kendi igerisinde ikiye ayirmak
miimkiindiir. Baz1 ilaglarin kullanimi (kortikosteroidler, vb.) ile gebelik gibi nedenlere
bagli olarak ortaya ¢ikan akut karaciger yaglanmasi ve temelinde birbirinden farkli ¢ok
fazla etkenin bulundugu kronik karaciger yaglanmasidir. Kronik karaciger yaglanmasinin
en temel sebepleri alkol, obezite, hiperlipidemi ve diyabet olmakla beraber AIDS, Wilson
Hastalig1, Hepatit C gibi hastaliklarda da kendini gosterebilir (1).

Karacigerde ekstraselliiler matris proteinlerinin belli bir bdlgede ¢ok fazla
birikmesi durumuna karaciger fibrozisi adi verilmektedir. Birgok kronik hastalik
durumunda ortaya ¢ikabilen karaciger fibrozu (metabolik sendrom, Wilson Hastaligi,
asirt alkol tiiketimi, viral hepatitler, NAFLD, vb.) siroz ve sonrasinda karaciger
yetmezligine kadar devam edebilen bir mekanizmayi tetikler (30, 31).

Basit karaciger yaglanmasinin yani sira fibrozis, inflamasyon, hepatositlerde
balonlagmanin da goriildiigli durumlar nonalkolik steatohepatit (NASH) olarak

tanimlanmaktadir. NAFLD kapsaminda ortaya ¢ikan morbidite ve mortaliteden NASH’



in sorumlu oldugu belirtilmektedir (32, 33). NASH’ in, kriptojenik siroz vakalarinin
yaklasik %70’ inden sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (34).

2.2.1. NAFLD Epidemiyolojisi ve Morfolojisi

Yetiskin bireylerde (toplumsal olarak) yapilan tarama caligmalar1 kapsaminda
NAFLD goriilme siklig1 %17-33 olarak hesaplanmistir. Obezitenin varliginda ise bu oran
%75’ e kadar ¢ikmaktadir. Bu hastalarda NASH goriilme sikligr ise %3 civarinda
kalmustir (35).

Ulkemizde bu konu hakkinda genis capli arastirmalar olmamakla birlikte yapilan
grup calismalarinda; yetigkinlerin %19.8-42, geng yetiskinlerin %10.6-23.2, ¢cocuklarin
ise %6-11.8 arasinda prevalansa sahip oldugu tespit edilmistir (36).

Tablo 2.1. Bolgesel NAFLD prevalansi (37)

Bolge NAFLD Prevalansi (%)
Afrika 13.48
Asya 27.37
Avrupa 23.71
Kuzey Amerika 24.13
Gliney Amerika 30.45
Genel 25.24

Tablo 2.2. Yas dagilimina gére NAFLD prevalansi (37)

Yas NAFLD Prevalansi (%)
30-39 22.43
40-49 26.53
50-59 27.40
60-69 28.90
70-79 33.90

NAFLD hastalarinda obezite %51.34, diyabet %22.51, hiperlipidemi %69.16,
hipertansiyon %39.34, metabolik sendrom 9%42.54 goriilme sikligina sahipken
hepatoselliiler karsinoma (HCC) insidansi bin kisi i¢in yaklasik 0.44” tiir (37).



2.3.  Serbest Radikaller

En son orbitalinde ortaklanmamis elektron(lar) bulunduran ve bu nedenle diger
maddelerle kolaylikla tepkimeye giren atom veya molekiillerdir. Serbest radikaller son
yoriingedeki eslenmemis elektron(larin)dan dolay1 oldukga kararsiz bir yapiya sahiptir.
Kararsiz yapidan kararli hale gecebilmek i¢in diger atom ve molekiillerle reaksiyona
girebilmek i¢in oldukga saldirgan bir tavir gosterirler (38).

Serbest radikallerin biiylik ¢ogunlugunun oksijen kaynakli (Reaktif Oksijen
Tiirleri = ROT) olmasina ragmen nitrojen kaynakli (Reaktif Nitrojen Tiirleri = RNT)
olanlar1 da mevcuttur (39).

Viicudumuzda meydana gelen metabolik aktiviteler sonucunda serbest
radikallerin olusmasi dogaldir ve viicudumuzda son derece hayati Oneme sahip
antioksidan mekanizmasi tarafindan kontrol altinda tutulur. Ancak yaslanma, sigara
kullanimi, agir egzersizler, hava kirliligi, glines 1smlar1 gibi i¢ ve dis faktorlere bagh

olarak viicudumuzdaki denge serbest radikallerin lehine degisim gosterir (40).

Gilines 1ginlan
Agir egzersizler
Yaglanma
Sigara kullanimi
inflamasyon
Hava kirliligi

Antioksidanlar l

Serbest Radikaller
(ROS)
(RNS)

OKSITATIF STRES

Sekil 2.2. Oksidatif dengenin bozulmasi



Organizmada; antioksidanlar ve serbest radikaller arasindaki dengenin bozulmasi
oksidatif stres olarak tanimlanmakla birlikte oksidatif stres en temelde kanser olmak
tizere bir¢ok hastaligin patogenezinde aktif rol oynar (41, 42).

2.3.1. Reaktif Oksijen ve Nitrojen Tiirleri

Oksijenli solunum yapan canlilarda, solunumun dogal siireci olarak O tiiketilir.
Uc asamada gergeklesen solunumun (Glikoliz, Krebs siklusu ve ETS) son asamasi olan
elektron transport zinciri mitokondride gergeklesir.

Elektron transport zinciri tepkimeleri sirasinda enerji iiretimi ig¢in elektronlar
kademeli olarak her seferinde bir sonraki halkaya aktarilir. En son oksijen ile bulusur ve
sonucta su olusur. Ancak gergeklesen bu metabolik olaylar sirasinda oksijenin tamami
suya donlismeyip yaklasik %2-3 kadar1 oksijen kokenli radikallerin olusmasina neden
olur. Ayrica, bu metabolik yan firiinler diger hiicre organellerinde (ER, Lizozom,
Peroksizom) ve sitozolik enzim faaliyetleri sonucunda da meydana gelebilir (38).

Oksijenin elektron alarak meydana getirdigi radikallere siiperoksit (O2), hidroksil
(OH), alkoksil (RO), peroksil (ROO") 6rnek olarak verilebilir. Ayrica hidrojen peroksit
(H202) radikal olmadigi halde diger radikallerin olusum siirecinde prooksidan olarak rol
oynadigi i¢in ROT kapsamina girer (43-45).

Yine metabolik reaksiyonlarin dogal sonucu olarak ortaya ¢ikan nitrojen kokenli
radikallere ise nitrik oksit (NO’) ve azotdioksit (NO2') verilebilir.

2.3.2. Serbest Radikallerin Biyomolekiillere Etkileri

Hiicre zarlarinda bulunan poliansatiire (coklu doymamis) yag asitlerinin reaktif
oksijen tiirleri tarafindan aldehit, alkol, etan, peroksit gibi cesitli Giriinlere yikilmast lipit
peroksidasyonu olarak adlandirilir (45). Hiicresel zedelenmenin en 6nemli sebeplerinden
biri lipit peroksidasyonudur. Hiicre ve organel zarlarinda meydana gelen peroksidasyon,
iyon gecirgenliginde azalmaya ve zar akiskanliginin bozulmasina neden olur. Bu durum
organel igeriklerinin hiicre igerisine dagilmasina neden olurken ilerleyen siirecte hiicresel
oliimii beraberinde getirir (46).

ROT, hiicresel proteinler {izerinde oksidasyona neden olurlar. Meydana gelen
oksidatif hasar ozellikle enzimlerin yapisal ve fonksiyonel olarak modifikasyona
ugramasina yol acarken ayni zamanda hiicresel iskelet proteinlerinin yapilarinin
bozulmasini da saglar (46).

Serbest radikallerden olan hidroksil, DNA’ da bulunan piirin ve pirimidin
bazlarindaki c¢ift baglara H atomu ilave ederken ayni zamanda bir pirimidin bazi olan

timindeki metil gruplarinin H’ lerini koparir (47). Sonug olarak DNA’ da bag yapilarina
9



zarar verirken baz kimyasini da degistirerek mutasyonlara neden olur. Bu mutasyonlarin
ve DNA’ da ki konformasyonel degisimlerin karsinogenezde aktif olarak rol aldig:
bilinmektedir.

2.4.  Antioksidan Savunma Sistemi

Insan viicuduna disaridan alinan serbest radikallerin ve normal viicut
metabolizmast sonucunda ortaya ¢ikan reaktif oksijen / nitrojen tiirlerinin
makromolekiillere zarar vermesinin engellenmesini ve detoksifiye edilmesini saglayan
maddelere antioksidan denir (48-50). Antioksidanlarin yapisal ve fonksiyonel olarak

gruplandirilmasi asagidaki sekilde 6zetlenmistir (40, 51-55).

Antioksidanlar
Dogal Antioksidanlar Yapay (Ilag) Antioksidanlar
Barbitiiratlar
Mannitol
Enzimatik Antioksidanlar Nonenzimatik Antioksidanlar Sitokinler
SOD
CAT Endojen Eksojen
ggf; Glutatyon A Vitamini
. ; Melatonin C Vitamini
Sitokrom C oksidaz s E Vitamini
b ; . Ferritin e s
Hidroksiperoksidaz : K Vitamini
Transferrin Ko-enzim 0
Hemoglobin Likopen .
Myoglobin Allil siilfit
Seriiloplazmin
Albumin
Bilirubin

Sekil 2.3. Antioksidanlar

2.4.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)
Hiicre igerisinde ortaya ¢ikan siiperoksit radikalini (O2°), hidrojen peroksit (H20>)

ve molekiiler oksijene (O2) katalizleyen enzimdir (56).

20, + 2H* —S0D H,O, +0O,

Yapisal olarak {i¢ farkli formu bulunan SOD’ un bakir (Cu) ve ¢inko (Zn) igeren
formu (Cu/Zn SOD), manganez (Mn) igeren formu (Mn SOD) mitokondride yer alirken
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ayrica ekstraselliiler matrikste bulunan (EC SOD) bir formu bulunmaktadir (57). Bunlarin
icerisinde Ozellikle EC SOD ekstraselliiler matrikste bulunan tek antioksidan enzim
olarak ayr1 bir yere sahiptir ve Ozellikle akcigerlerde inflamasyon ve fibrozis gibi
hastaliklardan korumada son derece 6nemli bir rol oynamaktadir (58).

2.4.2. Katalaz (CAT)

Aerobik canlilar i¢in vazgecilmez bir role sahip olan katalaz enzimi dort hem
grubuna sahiptir. Birgok hiicre tipinde bulunmasina ragmen o6zellikle karaciger, kan,
bobrek ve kemik iliginde oldukga yiiksek konsantrasyonlarda bulunmaktadir (59). Hiicre
icerisinde en yogun olarak peroksizomlarda yerlesmis olmakla beraber mitokondri ve

endoplazmik retikulumlarda da yer yer almaktadir (60).

2H202 CAT, 2H,0 + O3

H202 normal sartlar altinda serbest radikal kapsamina girmemekle beraber gegis
metallerinin varhiginda (Fe*?, Cu*) Fenton tepkimesine girerek veya siiperoksit ile Haber-
Weiss tepkimesine girerek en tehlikeli serbest radikal olan hidroksil radikalinin

olusmasinda aktif olarak rol oynar (57, 61, 62, 63).

H20, + Fe*? _Fenton reaksiyonu , OH" + OH- + Fe*?

02- + H,O, _Haber-Weiss reaksiyonuI OH" + OH- + Oy

Katalaz bu noktada devreye girerek hidroksil radikali olusmadan H2O> nin su ve
molekiiler oksijene parcalanmasini saglayarak sitoprotektif etkisini ortaya koyar.

2.4.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Biiyiik ¢ogunlugu sitozolde bulunmakla beraber (%60-75) mitokondride de (%25-
40) yerlesim gosteren, dort protein alt biriminden olusan, organik hiperoksitlerin
(6zellikle lipit peroksitleri) ve hidrojen peroksitin indirgenmesini saglayan bir enzimdir

(64, 65, 66).

H.0., + 2GSH GPx GSSG + 2H:0
ROOH + 2GSG GPx , ROH+GSSG +H20

Selenyuma bagli olup olmamasina goére iki ana gruba ayrilmakla beraber toplam 8

adet izoenzim formu tanimlanmistir (67, 56).
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2.4.4. Glutatyon S-Transferazlar (GST)
Faz II detoksifikasyon enzimlerinden olan GST, 6zellikle elektrofilik bilesiklerin
makromolekiiller tizerindeki olumsuz etkisini ortadan kaldirmakla gorevlidir ve bu gérev

esnasinda Glutatyon (GSH) molekiiliinden faydalanir (68, 69).

ROOH +2 GSH _ GST GSSG + ROH + H.O
Glutatyon; hiicre i¢erisinde bir antioksidan gibi davranir, detoksifikasyonda gérev
alir, hiicre i¢i sinyal iletiminin diizenlenmesinde ve apoptoziste aktif olarak rol oynar (70).
2.4.5. Glutatyon Rediiktaz (GR)
GST ve GPx tarafindan gergeklestirilen tepkimeler sonucunda meydana gelen
okside formdaki glutatyonun (GSSG), rediikte formdaki glutatyona doniismesini

saglayan enzimdir.

GSSG + NADPH + H* GR_ 2GSH + NADP*

Tepkimenin gerceklesebilmesi i¢in ortamda NADPH (elektron vericisi olarak)
varhigt gereklidir (71, 72).

2.5.  Niikleer faktor E2 ile iliskili faktor 2 (Nrf2)

Nrf2, CNC-bZIP (cap’n’collar family of basic leucine-zipper) yapisina sahip,
sitoplazmada dogal inhibitorii olan Kelch benzeri ECH-iligkili protein 1 (Keapl) ile
beraber bulunan bir transkripsiyon faktoriidiir (73).

Nrf2, ksenobiyotikler, elektrofiller, radyasyon ve en Onemlisi oksidatif stres
tarafindan aktivasyona ugrayan ve bu stres kosullarina karsi aktif olarak gorev alan
hiicresel koruma kalkanidir (74). Endojen antioksidan ve indiiklenebilir faz II enzim
ifadesinden sorumludur (75). Insan viicudunda &zellikle karacigerde, ayn1 zamanda sinir
sistemi, bobrekler, akcigerler, kalp ve makrofajlar dahil olmak iizere ¢esitli doku ve
organlarda bulunur (76, 73). Hiicre icerisinde antioksidan, antienflamatuar ve detoksifiye

edici yanitlarin olugsmasinda sitoprotektif etki gosterir.
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DLG ETGE Neh4 NehS Neh6 Nehl Neh3

Sekil 2.4. Nrf2 Yapisi (77)

Nrf2 yapisal olarak 6 farkli Neh bolgeden olusur. Her Neh bolgesinin farkl
gorevleri olmakla beraber Keap1 ile baglantiy1 saglayan kistm Neh2 bolgesinde bulunan
DLG ve ETGE motifleridir (Sekil 2.5) (77). Nehl1 bolgesi kiigiik Maf (sMaf) proteini ile
heterodimer olusturarak DNA’ ya baglanmay1 saglar (78). Neh3 bolgesi tizerinde gok
fazla caligma yapilmamis olmasina ragmen, yapilan nadir ¢aligmalara gore Neh4 ve Neh5
alanlart ile aym1 dogrultuda goérev yaptigi ve transaktivasyonda rol oynadigi tespit
edilmistir (79). Neh4 ve Neh5 bolgeleri transkripsiyonel aktivasyon alanlari olarak
vazgegilmez bir gorev lstlenirler (80). Neh6 ise Nrf2 nin stres sartlar1 altinda kararsiz
hale gelmesini saglayan bolgedir (81).

2.5.1. Keapl/Nrf2/ARE Yolag

Keapl, Nrf2 nin dogal inhibitorii olarak gorev yapan ve sitozolde yerlesik halde

bulunan bir proteindir (82). Keapl ii¢ temel fonksiyonel alandan olusur.

Sekil 2.5. Keap1 Yapisi (77)

Bu bolgelerden BTB alan1 Keapl homodimerizasyonu i¢in vazgecilmezdir. [IVR
bolgesi ile birlikte ubikitinasyon ve proteozomal degredasyonun gerceklesmesini
saglarlar (83, 84). Kelch bolgesi ise Nrf2 nin DLG ve ETGE motiflerine baglanarak Nrf2
nin inhibe olmasini saglar. Bu durumdaki Nrf2, Keapl - Cul3 (Cullin 3) - ubikitin E2
ligaz tigliisti tarafindan ubikitinasyon yolu ile proteozomal degredasyona ugratilir (85).
Ancak oksidatif stres, elektrofiller veya ksenobiyotiklerin varliginda Keapl-Nrf2
birbirinden ayrilirlar. Bu stres kaynaklarinin varlifinda Keap1 iizerinde bulunan reaktif
sistein kalintilart modifiye olur ve Keapl konformasyonel degisime ugrar (86, 87). Bu
degisime bagli olarak, zaten diisiik afinite ile Kelch bolgesine bagli olan DLG motifi
Keapl den ayrilir ve Nrf2 aktif hale gelir (88).
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Sekil 2.6. Nrf2 — Keap1 etkilesimi ve ayrilmasi (78)

Keapl den ayrilarak aktif hale gelen Nrf2 niikleusa transloke olur. Cekirdekte
Nrf2’ nin Nehl bolgesi sMaf proteinleri ile heterodimer olusturarak DNA {izerinde
antioksidan ve detoksifikasyon enzimlerinin transkripsiyonlarinin aktive edildigi ARE
(Antioksidan cevap elementi) bolgesine baglanir (89). ARE bolgesi tarafindan aktive
edilen antioksidan sitoprotektif genler igerisinde SOD, CAT, GPx, NQO1, GST, GCL

gibi enzimler yer alir (90).
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Proteozom
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Antioksidan ve
Cekirdek Detoksifikasyon Genleri

Sekil 2.7. Nrf2 — Keapl — ARE (77)

2.6.  Sirtuinler ve Etki Mekanizmalar:

Sirtuin genleri Saccharomyces cerevisiae mayasinda tespit edilmistir (16). Genel
olarak yedi farkli Ozellikte varyanti bulunan sirtuin ailesinin, protein deasetilaz ve
adenozin difosfat-ribozil transferaz etkinlikli protein ailelerinden oldugu tespit edilmistir
(91). Bu yedi sirtuin varyantinin mono-ADP-ribozil transferaz veya NAD" bagimli
deasetilaz seklinde rol oynayan NAD" bagimli katalitik temel alanlar1 vardir.

SIRT-7 i¢in herhangi bir enzimatik aktivite tespit edilememis olmakla birlikte
SIRT1, SIRT2, SIRT3 ve SIRT5’ in NAD™ bagiml deasetilaz, SIRT4 ve SIRT6’ nin
ADP-ribozil transferaz aktivitesine sahip oldugu tespit edilmistir (92).
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Tablo 2.3. Sirtuinlerin yerlesim yerleri ve fonksiyonlari (93)

Sirtuin | Yerlesim yeri | Etkinlik alan1

Metabolizmanin diizenlenmesi,

SIRT1 | Cekirdek o
Oksidatif stres

SIRT2 | Sitoplazma | Hiicre siklusu

SIRT3 | Mitokondri Termogenez, ATP iiretimi
SIRT4 | Mitokondri Insiilin salgist

SIRT5 | Mitokondri | Ure dongiisii

DNA-Baz onarimi,
SIRT6 | Cekirdek
Metabolizmanin diizenlenmesi

SIRT7 | Cekirdekgik | rRNA transkripsiyonu

2.6.1. SIRT1

Sirtuin ailesinin yedi iiyesi icerisinde iizerinde en ¢ok caligsilan ve hiicresel
diizeyde etkinligi en ¢ok ortaya konulan iiyesi SIRT1’ dir. SIRT1 proteini; hiicre gen
ifadesinin diizenlenmesi (histon deasetilasyonu ile) (94), tireme sisteminin aktivitesi (95),
kanser onleme mekanizmalar1 (p53) (96), apoptozun diizenlenmesi (97), yaslanmanin
geciktirilmesi (98), metabolizmanin genel olarak diizenlenmesi (99), DNA onarimi (100),
inflamasyonun azaltilmasi (17), hatta embriyonik gelisimin diizenlenmesi (101) gibi
bircok olayda dnemli roliiniin oldugu bildirilmistir.

Sirtuin ailesinin yedi farkli liyesinden biri olan ve iizerinde en fazla calisma
yapilan SIRT1, NAD+ bagimli deasetilaz olarak gorev yapar (102). Hiicresel bazda
bircok fonksiyonelliginin yani sira en 6nemli gérevlerinden biri de oksidatif strese karsi
sitoprotektif gorevidir. Bu gorevi Nrf2’ nin yukar1 yonli regiilasyonu ile gergeklestirir
(20).

Nrf2 normal sartlar altinda sitozolde, dogal inhibitorii olan Keapl’ e bagl olarak
bulunur. ROT varlig1, SIRT1 ifadesinin artmas1 ve bazi aktivatorler sayesinde Nrf2 aktive
olur (85). Aktivasyondan sonra niikleusa transloke olan Nrf2, DNA {izerinde sitoprotektif
enzimlerin transkripsiyonunu modiile eden ARE bélgesine baglanir (90). Bu baglanma
HO-1, NQOI1, SOD, CAT gibi hiicresel savunma mekanizmalarinin yukar1 yonlii

regiilasyonuna neden olur.
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SIRT1 - Nrf2 yolag: ¢ok farkli aktivatorlerin etkisi altinda faaliyet gosterir. Bu
faaliyet sonucunda sitoprotektif enzimlerin aktivasyonu gergeklesirken NF-Kf3, TNF-a,
IL-6, IL-1B, INOS, COX2 gibi molekiillerin inhibisyonunda da aktif olarak rol oynarlar
(Sekil 2.8. (18-20, 103-115)).
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Sekil 2.8. SIRT1 — Nrf2 Yolag

2.7.  Fitokimyasallar ve Cesitleri

Fitokimyasallar bitkisel gidalarda dogal olarak bulunan, besinsel degeri olmayan
aktif bilesiklerdir. Ozellikle meyvelerde, sebzelerde, tahillarda, baharatlarda ve
baklagillerde bol ve gesitli olarak bulunur (116). Sayilart binlerle ifade edilen bu
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fitokimyasallarin; insan viicudunda iyilesmeyi kolaylastirici, kansere karsi koruyucu,
dogal oksidatif diizeni dengede tutucu, bagisikligr tetikleyici, enzim diizenleyici gibi
bir¢ok etkileri mevcuttur.

Cok cesitli tiirleri olmakla birlikte etkinlikleri bilimsel ¢alismalarla kanitlanmis
fitokimyasallardan bazilarmi 6zellikle belirtmekte fayda vardir.

Polifenoller genis fitokimyasal cesitlilige sahip olan bir gruptur. Anti-kanser,
antienflamatuar 6zelliklerinin yani sira antioksidan metabolizmasini, apoptozu, timor
metastazini, hiicre boliinmesini diizenlemede goérev alirlar (117, 118). Tiimor baskilama
ve metastazini diizenlemede rol oynayan, ayrica SIRT1 aktivatorii olarak gorev alan
resveratrol (liziim, kizilcik, dut, serbet¢i otu); zerdegal bitkisinin temel bileseni olan ve
hiicre sagkalimi, apoptozisin diizenlenmesi, hiicre ic¢i sinyalizasyon diizeninin
korunmasinda aktif olarak gorev alan kurkumin (119); siyah ve yesil ¢aydan elde edilen,
kanser riskini azaltan, DNA ve RNA sentezinin diizgiin bir sekilde gerceklesmesinde
gorevli olan epigallocatectin-3-gallate (EGCG) (120); antikanser 6zelligi ile narenciye ve
karabugday bitkilerinde bol miktarda bulunan quercetin (121, 122) bu grupta yer alan
sadece birkac fitokimyasaldir.

Izoflavonlar baklagiller, ézelliklede soya fasulyesinden elde edilen genistein bu
grubun en gok ¢alisilmis iiyesidir. Insan kanser tiirlerinde kemopreventif dzellikte oldugu
gosterilmistir (123, 124).

Flavonoidler hiicrelerde lipit peroksidasyonunun diizenlenmesinde gorev almakla
beraber inflamasyona neden olan enzimler iizerinde inhibe edici Ozellikleri vardir.
Ozellikle ¢ay tiirlerinde, brokolide, cilek, havug, lahana, domates, kabak gibi bitkilerde
bol miktarda bulunurlar (125).

Karotenoitler oksidatif hasarin giderilmesinde ve viicutta kanser dnleyici olarak
gorev alirlar. Havug ve domates bu fitokimyasal agisindan en degerli besinler olmakla
birlikte turp ¢esitlerinde, ananas, iiziim, karnabahar, kereviz, patlican ve rezenede de
bulunmaktadir (126).

Likopenler antioksidan, antikanser ve hormonal diizenleyici olarak etki ederler
(127). Likopen en ¢cok domateste bulunmaktadir (128).

Stlfitler diger adiyla organosiilfiir bilesikleri kan sekerini diizenleyici,
antioksidan, antimikrobiyal etki gosterirler. Ozellikle soganl bitkilerde (sogan, sarimsak,

pirasa) ve brokolide bol miktarda bulunmaktadir (129).
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Ellagitanninler antioksidan, antiviral, antimutajenik, antienflamatuar, antikanser
ve antimikrobiyal 6zellikler sergileyen ellagitanninler badem, ceviz, iizlim, nar, findik
gibi besinlerde bulunur (130).

Indoller hipoglisemi ve hipotansiyon olusturma etkilerinin yaninda antioksidan ve
merkezi sinir sistemi iizerinde diizenleyici etkileri olan bir fitokimyasal grubudur.
Lahana, salgam, karnabahar, brokoli gibi bitkiler indoller agisindan oldukg¢a zengindir
(131).

Fitatlar oksidatif stresin engellenmesinde rol oynayan fitatlar 6zellikle kepekli
tahillarda (musir, piring, yulaf, bugday) ve soya fasulyesinde dnemli miktarda bulunur
(132).

2.8.  lzotiyosiyanatlar (ITC)

Izotiyosiyanatlar, fitokimyasallar igerisinde kendi baslarma bir grup olmayip

glukosinolatlarin enzimatik hidrolizleri sonucunda ortaya cikarlar.
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Sekil 2.9. Glukosinolatlarin genel yapisi

Glukosinolatlar, Cruciferae (=Brassicaceae) familyasina ait tere, lahana, brokoli,
karnabahar gibi sebzelerde bol miktarda bulunan bir fitokimyasaldir (133). Hacli sebzeler
olarak da adlandirilan bu sebzelerin mekanik bir strese ugramalar (kesilme, dogranma,
ezilme, ¢ignenme) yapilarinda yer alan mirozinaz enziminin salinmasina neden olur
(134). Aym1 zamanda bagirsaklar icerisinde bulunan bakterilerin mikrobiyal mirozinaz
salmimi1 da ITC” lerin serbest kalmasina yardimei olur (135). Ancak mirozinaz enziminin
1stya duyarli oldugu, sebzelerin pisirilmesinin ITC igerigini azalttig1 bilinmekle beraber
sebzelerin ¢ig olarak tiiketilmesi sonucunda pisirilmis sebzeye gore ¢ok daha fazla ITC
serbest kalmaktadir (134). Mirozinaz enzimi, glukosinolatlarin enzimatik olarak hidrolize

edilmesini ve sonugta izotiyosiyanatlarin agiga ¢ikmasini saglar (136).
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Sekil 2.10. Glukosinolatlarin hidrolizi ile ortaya ¢ikan irtinler (137)

Izotiyosiyanatlar (R-N=C=S) genel olarak DNA hasarin1 engelleyerek anti-kanser
ozellik gosterirler (135). Ayrica yapilan c¢alismalarda ITC’ lerin antibakteriyel,
antifungal, insektisidal ve nematosidal etkilere de sahip oldugu gosterilmistir (138, 139).

ITC’ ler kendi igerisinde birgok gruba ayrilir. Uzerinde en c¢ok bilimsel ¢alisma
yapilanlar1 ise Siilforofan, Fenetilizotiyosiyanat (PEITC), allil izotiyosiyanat, benzil
izotiyosiyanat bilesikleridir (140).

2.8.1. Fenetilizotiyosiyanat (PEITC)

Degerli bir fitokimyasal grubunu olusturan glukosinolatlardan birisi olan
glukonasturtiin® in mirozinaz enzimi ile hidrolize edilmesi sonucu olusan bir

izotiyosiyanattir (141).
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Sekil 2.11. Glukonasturtiin’ in kimyasal yapis1

Ozellikle su teresi (Nasturtium officinale) bitkisinde fazla bulunmasina ragmen
turp, lahana, brokoli, karnabahar gibi bitkilerde de mevcuttur (133). Insanlarda yapilan
caligmalarda alinan 100g’ lik brokoli miktarmin yaklasik 200 pmol PEITC salinimi
sagladig1 tespit edilmistir (134, 142).

Sekil 2.12. PEITC’ nin yapist

Yapilan bir¢ok ¢alisma PEITC’ nin viicut icerisinde ¢ok 6nemli gorevlerde rol
oynadigim1 ispatlamistir. Bu caligmalardan; kimyasal kanserojenlerin etkinliginin
engellenerek kemopreventif etki gosterdigi (143, 144), apoptozisin uyarilmasini ve hiicre
dongiisiiniin engellenmesi ile kemoterapétik bir ajan olarak rol oynadigi (145-148),
metastazi ve anjiyogenezi baskilayarak kanser yayilimini durdurdugu (149, 150), kanser
hiicrelerinde otofajiyi tetikledigi (151), T lenfositlerin, naturel killer hiicrelerin ve
makrofajlarin aktivasyonuna neden oldugu (152), ROT seviyesindeki artisa bagli olarak
Faz Il enzimlerinin yukar1 yonlii regiilasyonunu sagladigi (153) tespit edilmistir.

NF-kB, karsinogenezisin gelismesinde apoptozu engelleyerek rol oynar (154).

Yapilan bir¢ok ¢alisma NF-KB seviyesinin yiikselmesinin farkli kanser tiirleri [Melanom
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(155), Kolon (156), Meme (157), Prostat (158), Pankreas (159)] i¢in bir kriter oldugunu
gostermistir. Ayrica hiicre farklilasmasi ve inflamasyon siireglerinde de aktif rol oynar
(160). PEITC’ nin yukarida verilen aktivite alanlarinin haricinde ¢ok énemli bir 6zelligi
de kemoteropotik ajan olarak faaliyet gostermesidir. PEITC’ nin, NF-kKf transkripsiyon
faktoriinii inhibe ettigini ve bu sekilde anti-kanser 6zelligi gosteren bir fitokimyasal

oldugu ortaya konulmustur (161, 162).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1.  Geregler
3.1.1. Cahsmada Kullanilan Kimyasal Malzemeler
Rat ALT (Alanin Aminotransferaz) Assay Kiti - Bioassay Technology Laboratory
Rat Glutatyon-S-Transferaz ELISA Kit - Bioassay Technology Laboratory
Rat Sirtuin 1 ELISA Kit - Bioassay Technology Laboratory
Trigliserit (TG) Kolorometrik Assay Kit - Elabscience
Rat INS (Insiilin) ELISA Kit - Elabscience
HDL ve LDL/VLDL Miktar Tayin Kiti - Biovision
NF-kB p65 ELISA Kiti - Elabscience
Nrf2 Transkripsiyon Faktor Assay Kit - Abcam
Niikleer Ekstraksiyon Kiti - Abcam

. NaOH (Sodyum Hidroksit) - Merck
. NaCl (Sodyum Kloriir) - Sigma
. KCI (Potasyum Kloriir) - Sigma

K2HPO4 (Dipotasyum Fosfat) - Sigma
KH2PO4 (Potasyumdihidrojenfosfat) - Sigma
TBA (Tiyobarbitiirik Asit) - Sigma

H3PO4 (Fosforik Asit) - Sigma

. C4H100 (n-Biitanol) — Lab-Scan

Na,EDTA (Disodyum Etilendiamintetraasetik Asit) - Sigma

. NBT (Nitro Blue Tetrazolium Kloriir) - Sigma

Na.,COs3 (Sodyum Karbonat) - Merck

. Ksantin - Sigma
. (NH4)2SO4 (Amonyum Siilfat) — Alfa Aesar

CuCly (Bakir Kloriir) — Alfa Aesar

H>O> (Hidrojen Peroksit) — Carlo-Erba

EDTA (Etilendiamintetraasetik Asit) — Sigma Aldrich
GSH (Glutatyon) — Sigma Aldrich

. Albiimin - Sigma

Bradford Reaktifi - Sigma
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29. Fenetilizotiyosiyanat -Sigma Aldrich

3.1.2. Cahsmada Kullanmilan Cihazlar
Hassas Terazi - Radwag
Homojenizator - IKA Ultra Turrax
Derin Dondurucu - Sanyo
Su Banyosu - Niive
pH metre - Thermo Scientific
Termometreli 1siticili karistirict - IKA C-MAG HS7
Multimod mikroplate okuyucu - Biotek Synergy H1
Sogutmali santrifiij - Eppendorf 5415R
Biomedical freezer - Sanyo MDF-U333
. Vorteks - Niive

© ©° N o gk~ w DR

[
= O

. UV Spektrofotometre - Shimadzu

[EEN
N

. Otomotik Pipet - Eppendorf
Meziir (25ml, 50ml, 100ml, 250ml) - Isolab
Beher (50ml 100ml, 250ml, 500ml) - Isolab

e
> »

3.2.  Deney Hayvanlarinin Temini ve Deney Gruplarinin Hazirlanmasi

Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’ ndan alinan onay
ile (16.04.2019 tarih ve 2018/A-49 protokol numarali), Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi
Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezi, Inonii Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Biyokimya Anabilim Dal1 Arastirma Laboratuarinda ve Indnii Universitesi Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Arastirma Laboratuarinda gerceklestirildi.
Calismada kullanilan deney hayvanlari, Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezi’ nden temin edilmistir ve ‘Hayvan Kullanimi
Etik kurallari’ na uygun olarak calisilmistir. Calismada 30 adet erkek, 150-250 g
agirh@inda, 6-8 haftalik Wistar albino rat kullanildi. Calisma siiresi boyunca deney
hayvanlar1 22-24 °C sicaklik, 12 saat aydmlik / 12 saat karanlik siklusuna uygun olan
odalarda, polipropilen kafeslerde tutularak ad libitum yem ve musluk suyu ile beslendi.

Toplam 30 adet erkek rat, her bir grupta 10 adet olacak sekilde tesadiifi olarak 3
esit gruba ayrildi.

I. Grup 1 (Kontrol Grubu): 2 hafta boyunca standart yem ile ad libitum beslenen

grup (n=10).
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Il. Grup 2 (YYD+STZ): 2 hafta boyunca yiiksek yag diyeti ile beslenen ve 14.
glinlin sonunda intraperitonal olarak 35 mg/kg STZ (Streptozotosin) enjeksiyonu
yapilan grup (n=10).

1. Grup 3 (YYD+STZ+PEITC): 2 hafta boyunca yiiksek yag diyetine ek olarak
oral gavaj yolu giinliik 40 mg/kg PEITC verilen ve 14. giinlin sonunda
intraperitonal olarak 35 mg/kg STZ enjeksiyonu yapilan grup (n=10).

3.3.  Yiiksek Yagh Rat Yeminin Hazirlanmasi

Deney hayvanlariin beslenmesi i¢in hazirlanan yiiksek yag diyetine ait besin

kompozisyonu asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 3.1. Yiiksek Yag Diyeti Enerji Kompozisyonu

Besin Cesidi Enerji (%)
Nisasta 38.70
Sakkaroz 5 Al
Yag 41.41
Protein 14.69
TOPLAM 100
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Tablo 3.2. Yiiksek Yag Diyeti Besin Kompozisyonu

Besin Cesidi Miktar (g)
Nisasta 409
Sakkaroz 50.1
Yag 183.1
Protein 166.9
Ham Kiil 39.5
Lizin 9.7
Metionin 31
Seliiloz 27.4
Fosfor 6.1
Kalsiyum 6.2
Potasyum 7.5
Sodyum 0.2
Klor 0.8
Nem 90.4
TOPLAM 1000

3.3.1. Numune Alinmasi ve Hazirhk Asamasi

Ratlarin STZ enjeksiyonundan sonra giinliik aglik kan sekeri 6l¢timii yapilmis, kan
sekeri degeri 300 mg/dl ve ilizerinde ¢ikanlar diyabet olarak degerlendirilmistir. Daha
sonra ksilazin / ketamin anestezisi uygulanan hayvanlarin kanlari alinarak sakrifiye
edildi. Alinan kan 6rneklerinden 1000 rpm’ de 15 dk siireyle santrifiij edilerek serum elde
edildi ve sonraki ¢alismalarda kullanilmak {izere -30 °C de muhafaza altina alindu.

Ratlardan alman karaciger doku Ornekleri ise iki gruba ayrildi. Birinci grup
%10’luk formaldehit igerisine alinarak histopatolojik incelemelerde kullanilmak {izere
ayrildi. Diger grup ise biyokimyasal analizlerde kullanilmak iizere -80 °C de muhafaza
edildi.

3.4. Karaciger Dokusunun Hazirlanmasi

pH 7.4 50 mM fosfat tamponunu hazirlamak i¢in 6.059 g KoHPO4 ve 2.07 g
KH2PO4 alinarak 800 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriildii. Cozeltinin pH ayarlamasi

yapilarak distile su ile 1000 ml ye tamamlandi.
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Biyokimyasal analizlerde kullanilmak iizere -80 °C de muhafaza ettigimiz
karaciger dokularindan 1/10 (w/v) oraninda olmak {iizere alinan karaciger doku parcasi
tizerine fosfat tamponundan ilave edilerek 5 dk siireyle 6000 rpm/dk da homojenizatérde
homojenize edildi. Elde ettigimiz homojenatlar 15000 g de +4 °C sicaklikta 15 dk siire ile
santrifiij edildi ve slipernatanlar1 ayrildi. Hazirlanan bu siipernatanlar GST, SIRT1, SOD,
CAT ve GPx olgiimlerinde kullanildi. Yine karaciger dokusundan hazirlanan niikleer
ekstraktlar ile Nrf2 ve NF-KB ol¢timleri gergeklestirildi.

3.5.  Biyokimyasal Analizler

3.5.1. Protein Miktar Ol¢iimii

Calisma siiresince gerceklestirilen biitlin biyokimyasal analizlerde Bradford
protein miktar tayin yontemi kullanilmistir (163).

Deneyin Yapihsi

Hazirlanan 0.15 M NaCl ¢ozeltisi ile 1 mg/ml BSA (sigir serum albumin)
cozeltisinden farkli konsantrasyonlarda (1, 0.75, 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625, 0.031 mg/ml)
standartlar hazirlandi. Hazirlanan standartlardan ve numunelerden plaka kuyucuklarina 5
ul konularak iizerine 250 pl Bradford cozeltisi ilave edildi. 10 dk’ lik inkiibasyon
siiresinden sonra 595 nm dalga boyunda okuma islemi gergeklestirildi. Albiimin
cozeltisinden elde edilen standart Kkalibrasyon egrisine gore numunelerin

Konsantrasyonlari hesaplandi ve sonuglar mg/ml cinsinden ifade edildi.
0,6
0,5

0,4

0,3
y =0,5085x - 0,0134

R?=0,9916
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Grafik 3.1. Protein standart kalibrasyon egrisi
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3.5.2. MDA Diizeyinin Ol¢iimii

Malondialdehit diizey dl¢lim analizi Uchiyama ve Mihara’ nin kullandig1 metoda
gore gerceklestirildi. Ol¢iim karaciger doku homojenatlarinda gerceklestirildi (164).

Deneyin Yapihisi

Deney prosediiriinden 6nce %1.15 KCI igerisinde %10 luk karaciger doku
homojenatlar1 hazirlandi. Homojenatin tizerine 3 ml %1 lik fosforik asit ve 1 ml %0.6 lik
TBA soliisyonu ilave edildi ve karisim vorteks yardimai ile iyice karistirildi. Hazirlanan
karisim 45 dakika kaynar su banyosunda inkiibe edildi. Siire sonunda karisimin sogumasi
beklenildi ve {izerine 4 ml n-biitanol ilave edilerek iyice karistirildi. Karigim 24 saat
karanlik ortamda inkiibe edildi ve n-biitanol fazinin ayrilmasi saglandi. Organik fazin
spektrofotometrede 532 nm dalga boyunda absorbansi 6l¢iildii. Deneyimizde standart
olarak 2 mM tetrametoksipropan’ in 20, 40, 60, 80, 100 ve 200 nmol/L lik ¢ozeltileri
kullanildi. Elde edilen standart kalibrasyon egri denklemine gére numunelerin MDA

diizeyleri hesapland1 ve dlglimler nmol/yas doku agirlik cinsinden ifade edildi.

2,5

l,j e
—

0 50 100 150 200 250

Tetrametoksipropan (nmol/mL)

Absorbans 532

Grafik 3.2. Tetrametoksipropan’ a ait standart kalibrasyon egrisi
3.5.3. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Ol¢iimii

Hiicresel antioksidan sisteminin onemli enzimlerinden olan SOD, siiperoksit

radikallerinin hidrojen peroksit (H202) ve oksijene doniistiiriilmesini saglar. Karaciger
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dokusunda SOD aktivitesinin Ol¢imiinde Sun ve ark. Tarafindan gelistirilen metot
kullanild1 (165, 166).

Deneyin Yapihisi

Deney tiiplerine 100 ul siipernatan konuldu ve tizerine 2.85 ml reaktif karisimi 0.3
mmol/L Ksantin, 0.6 mmol/L Na,EDTA, 150 mmol/L NBT, 400 mmol/L Na.COs ve 1
g/L BSA igerecek sekilde hazirlanan ¢ozelti eklendi. 2M (NH4)2SOg4 ile 167 U/L olacak
sekilde hazirlanan Ksantin oksidaz enzim ¢ozeltisi her tiipe 100 ul ilave edilerek 20 dk
boyunca karanlik ortamda inkiibasyona birakild1. Siire sonunda tiiplere 0.8 mmol/L CuCl>
cozeltisinden 1 ml ilave edilerek 560 nm dalga boyunda absorbans okuma islemi
gerceklestirildi. Numunelerin SOD aktivitesi, standart SOD enziminin % inhibisyon

grafigi ile hesaplandi ve sonuglar U/mg protein cinsinden ifade edildi.

A(kér) - A(numune)
% inhibisyon = X % 100
Ao

70 ~

% inhibisyon

*

—

o
1

-0,4 -0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
log SOD

Grafik 3.3. SOD standart kalibrasyon egrisi

3.5.4. Katalaz (CAT) Aktivitesinin Ol¢iimii
Aerobik solunum yapan hiicrelerde dogal bir tepkime iiriinii olarak olusan hidrojen

peroksiti (H202) su ve molekiiler oksijene pargalayan enzimdir. Karaciger dokusunda
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CAT aktivitesini Olgmek ic¢in Aebi tarafindan belirlenen aktivite tayin metodu
kullanilmistir (167).

Deneyin yapihisi

Deneye baslamadan 6nce 1/15 mmol/L pH 7 fosfat tamponu hazirlandi. Tampon
icin 3.522 g KH2PO4 ve 7.268 g Na2HPO4.2H>0 distile suda ¢oziildii. pH ayar1 yapilan
¢ozelti distile su ile 1 L hacme tamamlandi. Hazirladigimiz fosfat tamponuna %30 luk
H20- ekleyerek 10 mmol/L olacak sekilde ¢ozelti hazirlandi. Spektrofotometrede 240 nm
dalga boyunda absorbansi 0.5 olarak 6l¢iildii. Kiivetin igerisine 950 pl H202 ve 50 pl
numune Konulup ve hizlica karistirilan ¢6zeltinin cihaza ilk konuldugu anda yapilan
Ol¢timii baslangi¢ absorbans 6l¢iimii olarak kaydedildi. 1 dakika boyunca absorbans
degisimi incelendi. Siire sonundaki absorbansi kaydedilerek absorbans farki hesapland.
Molar absorbsiyon katsayisi kullanilarak agagidaki formiile gore hesaplandi. Sonuglar

U/mg protein seklinde ifade edildi.

Hesaplama
A Abs /t x Vix 10°
U/L =
ExLXxVs
A Abs : Okunan absorbans degisimi
t : Olgiim siiresi (1 dak)
Vi : Total hacim (1 ml)
Vs : Kullanilan numune hacmi (0.05 ml)
E : Molar absorpsiyon katsayis1 (39,4 M cm™)
L : Isik yolu (1 cm)
108 : Moliin mikromole ¢evirmek i¢in kullanilan garpan

3.5.5. Glutatyon Peroksidaz (GPx) Aktivitesinin Ol¢iimii

GPx, H20; in suya donlismesini saglayan enzimdir. Rediikte glutatyon (GSH)
varliginda gergeklesen bu tepkimenin devam edebilmesi i¢in okside glutatyonun (GS-SG)
indirgenmesini saglayan Glutatyon Rediiktaz (GR) enziminede ihtiyag duyulmaktadir.
Karaciger dokusunda GPx aktivite 6l¢limii Paglia ve Valentine’ in prosediiriine gore

gerceklestirildi (168).
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GPx

H202 + 2GSH » (GS-SG + 2H20

GR
GS-SG + NADPH + H* » NADP"+2GSH
Deneyin yapihisi

Oncelikle fosfat tamponu (50 mM, pH 7, 5 mM EDTA igeren) hazirland: ve diger
bilesikler bu tamponun igerisinde ¢6ziilerek hazirlandi. Her bir tiipe 2.65 ml fosfat
tamponu, 0.1 ml NADPH (3 mM), 0.1 ml GSH-Red (500 U/ml), 0.1 ml GSH (150 mM)
ve 20 pl numune eklenerek 10 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi. Siire
sonunda her numune tiipiine 0.1 ml H202 (50 mM) eklenerek spektrofotometrede 340 nm
dalga boyunda baslangi¢ degerleri dlgiildii ve 1 dakikalik absorbans degisiklikleri not
edildi. Veriler asagida verilen formiilden yararlanilarak hesaplandi ve sonuglar U/mg
protein cinsinden verildi.

Hesaplama

AA/t = 1 dakikalik zamanda absorbans farki

Vt = Tiim reaksiyon hacmi

E = NADPH’ 1n molar absorbtivite katsayis1 (6.22.10° Mt cm™?)

Vs = Tiim reaksiyondaki numune hacmi

L =Isik yolu

AA/tx Vtx 10°
U/L (umol/dk/L) =

ExVsxL

3.5.6. Serum ALT Aktivitesinin Ol¢iimii

Serum ALT aktivitesi, Alanin Aminotransferaz Test Kiti (Bioassay Technology
Laboratory) ile kolorometrik olarak dl¢iildii.

Deneyin Yapihisi

1. 5 pl tampon ve 20 pl substrat soliisyonu karistirilarak kor elde edildi.

2. Standartlar asagidaki tabloya uygun olarak karistirildi ve her birinin {izerine 5

ul tampon eklendi. Sonugta 5 farkli konsantrasyonda standart elde edildi.

S1|Sz2| Ss|Ss|Ss
Substrat soltisyonu |18 | 16 | 14 | 12 | 10
Sodyum piruvat 2146|810

31



3. Ornek tiiplerine 20 pl substrat ¢ozeltisi ve 5 ul numune eklendi. Hafifce

karistirilarak 37°C de 30 dakika inkiibasyona birakildi.

Siire sonunda kuyucuklara 20 ul DNPH c¢ozeltisi ilave edildi, hafifce
karistirildi ve 37°C de 20 dakika inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyondan sonra kuyucuklara 1:9 oraninda seyreltilmis 0.4 mol/| NaOH
cozeltisinden 200 pl ilave edildi, iyice karistirilarak 25°C de 15 dakika
inkiibasyona birakildi. Siire sonunda 510 nm dalga boyunda optik dansite
olgtimleri yapildi.

Hesaplama
AOD = ODgmek - ODkontrol
Hesaplanan AOD degeri ile tespit edilen standart egriye gore ALT aktiviteleri

hesaplandi.

ALT etkinligi (U/) =

Standart egriden hesaplanan ALT aktivitesi (U/I)

Test edilen protein konsantrasyonu

3.5.7. Serum Trigliserit Diizeyinin Ol¢iimii

Calismada, Trigliserit Olglimii i¢in  Trigliserit Kolorometrik Test Kiti

(Elabscience) kullanilda.

Deneyin Yapihisi

1.
2.

Kandan serum ornekleri ayristirilarak gerekli gruplandirma iglemi yapildi.
Kor kuyucuguna 2.5 pl distile su, standart kuyucuguna 2.5 pl standart ¢ézeltisi
ve Ornek kuyucuklarina sirasi ile 2.5 pl serum Ornekleri yerlestirildi. Her bir
kuyucuga 250 pl ¢alisma soliisyonu ilave edildi.

Hazirladigimiz plaka iyice karigtirarak 37°C 10 dakika inkiibe edildi ve 510
nm dalga boyunda optik dansiteleri okundu.

Hesaplama

ODémek — ODblank

TG Konsantrasyonu = X Standart Soliisyon (mmol/I)

ODstandart - ODbIank
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3.5.8. Serum Total Kolesterol, HDL ve LDL/VLDL Diizeylerinin Ol¢iimii
HDL-LDL/VLDL Kolesterol Kantifikasyon Kiti (Biovision) kullanilarak serum
total kolesterol, HDL ve LDL/VLDL diizeyleri belirlendi.

Deneyin Yapihisi

1.
2.

7.

Oncelikle deneyde kullanilacak reaktifler hazirlandi.

Her bir numuneden 100 pl alindi ve tizerine 100 pl ¢okeltme tamponu ilave
edilerek 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Elde edilen siipernatan
kism1 HDL fraksiyonu olarak ayr tiiplere alindi. Altta kalan ¢okelti kismina
200 ul PBS (pH 7.4) ilave edilerek tekrar santrifiij edildi ve dipte kalan ¢okelti
kism1 LDL/VLDL fraksiyonu olarak ayri tiiplere alindu.

Kolesterol standardindan 20 pl alinip iizerine 140 pul kolesterol test tamponu
eklenerek seyreltildi. Standartlar elde etmek i¢in kuyucuklara 0, 4, 8, 12, 16,
20 pl gozelti yerlestirildi ve her biri 50 pl olacak sekilde tizerlerine kolesterol
test tamponu eklendi (kor i¢in sadece kolesterol test tamponu kullanildr).
Numune kuyucuklarina 20 ul HDL fraksiyonu yerlestirildi ve kolesterol test
tamponu ile 50 pl/kuyucuk olacak sekilde ayarlama yapildi.

Standart ve numune kuyucuklarina 50 pl reaksiyon karisimi eklendi ve iyice
karistirildu.

Hazirladigimiz plaka 37°C de karanlikta 60 dakika inkiibe edildi ve 570 nm
dalga boyunda absorbanslari okundu.

Ayni deney prosediirii LDL/VLDL fraksiyonu i¢in tekrar gergeklestirildi.

Hesaplama

Standart kalibrasyon egrisi ¢izilerek elde edilen grafige gére numunelerin

kolesterol miktarlar: tespit edildi.
C=AN (ng/ ul)
A: Standart egriden hesaplanan 6rnek kolesterol miktaridir (ug).

V: Numune reaksiyon kutusuna eklenen orijinal numune hacmidir (ul).
3.5.9. GST Diizeyinin Ol¢iimii

Calismamizda karaciger dokusunda GST diizeyinin 6lgiimiinde Rat Glutatyon S-

Transferaz ELISA kiti (Bioassay Technology Laboratory) kullanildi.

Deneyin Yapihsi

1.
2.

Tiim reaktifler deneyden 6nce oda sicakligina getirildi.
120 pl standart (240 ng/ml) 120 pl standart seyreltme soliisyonu ile

seyreltilerek 120 ng/ml standart stok soliisyonu hazirlandi. Stok soliisyondan

33



seri dilisyon yapilarak 120, 60, 30, 15, 7.5 ng/ml konsantrasyonlarinda bes
standart elde edildi. Kor olarak standart seyreltme soliisyonu kullanildi.
Standart kuyucuklaria 50 pl olacak sekilde standartlar eklendi.

Numune kuyucuklarina 40 pl numune, 10 ul anti-GSTS antikoru eklendi.
Hem numune hem de standart kuyucuklarina (kor hari¢) 50 pl streptavidin-
HRP cklendi. Plaka film ile kapatilarak 37°C de 60 dakika inkiibasyona
birakildi.

60 dakika sonra 0.35 ml yikama tamponu ile her seferinde 30-60 saniye
arasinda olacak sekilde 5 sefer yikama islemi gerceklestirildi.

Her kuyucuga 50 ul substrat soliisyonu A eklendi. Hemen arkasindan 50 pl
substrat soliisyonu B ilave edildi ve plaka tekrar kapatilarak 37°C 10 dakika
inkiibe edildi.

Her kuyucuga 50 pl durdurma soliisyonu eklenerek mavi rengin sartya
doniismesi sagland1 ve 10 dakika igerisinde 450 nm dalga boyunda &l¢iim

yapilarak optik dansite tespit edildi.

Hesaplama

Standartlardan elde edilen optik dansite ve konsantrasyon degerleri kullanilarak

cizilen standart kalibrasyon egri denklemine gore hesaplamalar yapildi. Sonuglar ng/mg

protein seklinde verildi.
3.5.10. Nrf2 Aktivitesinin Ol¢iimii
Nrf2’ nin DNA’ ya baglanma aktivitesini 6l¢mek igin Nrf2 Transkripsiyon

Faktorii assay kiti (Abcam) kullanildi. Olgiim karaciger dokusu niikleer ekstraktlari ile

gerceklestirildi.

Deneyin Yapihisi

1.

Numune olarak kullanilacak niikleer ekstraktlar niikleer ekstraksiyon Kiti
(Abcam) kullanilarak hazirlandi. Niikleer ekstraktlarin protein Ol¢iimleri
Bradford metodu ile gergeklestirildi.

Deneyimizde kullanilacak tiim reaktifler oda sicakligma getirildi ve deney
prosediiriinde belirtildigi sekilde hazirlandu.

Kompetitif baglanma kontrol kuyucuklarina wt/mutant oligoniikleotid igeren
CBB, diger kuyucuklara ise 40 ul CBB soliisyonu eklendi.

10 pl pozitif kontrol ve kor uygun kuyucuklara eklendi.

Plaka sizdirmaz bant ile kapatilarak ve 1 saat 100rpm’ lik ¢alkalamayla oda
sicakliginda inkiibe edildi.

34



Siire sonunda 200 pl yikama tamponu ile 3 kez yikama iglemi gerceklestirildi.

7. Biitlin kuyucuklara 100 pl Nrf2 antikoru eklendi, plaka tekrar kapatild: ve oda
sicakliginda 1 saat inkiibasyona birakild.

8. Aymni sekilde 200 ul yikama soliisyonu ile 3 kez yikama islemi yapildi.

9. Tiim kuyucuklara 100 pl seyreltilmis anti-tavsan HRP antikoru eklendi, plaka
kapatild1 ve oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi.

10. Siire sonunda 200 pl yikama tamponu ile 4 kez yikama islemi gergeklestirildi.

11. Her kuyucuga 100 pl gelistirme soliisyonu ilave edildi ve yaklasik 15 dakika
oda sicakliginda karanlikta inkiibe edildi.

12. Siire sonunda her kuyucuga 100 pl durdurma soliisyonu eklendi ve 5 dakika
icinde 450 nm dalga boyunda spektrofotometrede 6l¢liim gerceklestirildi.

Hesaplama

Olgiimii gerceklestirilen drnek absorbans degerlerinin, pozitif kontroliin absorbans

degerine oranlanmasi ile yiizde hesaplanmasi yapildi.

3.5.11. SIRT1 Diizeyinin Olciimii

Karaciger dokusunda SIRT1 miktar tayininde Rat NAD-Dependent Protein
Deasetilaz Sirtliin-1 ELISA kiti (Bioassay Technology Laboratory) kullanildi.

Deneyin Yapihis1

1.

pH 7.4 PBS ile homojenize edildi ve hazirlanan siipernatanlar onceden
gruplandirilan ephendorf tiiplerine alindi.

Biitiin reaktifler deneyden 6nce oda sicakligina gelene kadar bekletildi.

120 pl standart (40 ng/ml) 120 ul standart seyreltme soliisyonu ile seyreltilerek
20 ng/ml standart stok soliisyonu hazirlandi. Stok soliisyonundan 1:2 oraninda
seri diliisyon yapilarak 5 farkli standart soliisyonu (20, 10, 5, 2.5, 1.25 ng/ml)
elde edildi. Kor olarak sadece standart seyreltme soliisyonu kullanildi.
Standart kuyucuklarina 50 pl standartlar eklendi.

Ornek kuyucuklarina 40 pl numune ve iizerine 10 pl anti-SIRT1 antikoru
eklendi.

Kor harig biitiin kuyucuklara 50 pl streptavidin-HRP ilave edildi. Sizdirmaz
film ile kapatilarak 37°C de 60 dakika inkiibe edildi.

Stire sonunda 0.35 ml yikama tamponu ile her seferinde 30-60 saniye

bekletilerek 5 sefer yikama islemi yapildi.
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8.

Her kuyucuga 6nce 50 pl substrat soliisyonu A ve ardindan 50 ul substrat
soliisyonu B eklendi. Plaka tekrar kapatildi ve karanlikta 37°C de 10 dakika
inkiibasyona birakildi.

Son olarak biitiin kuyucuklara 50 pl durdurma soliisyonu ekleyerek mavi
rengin sariya doniismesi izlendi. 10 dakika igerisinde 450 nm dalga boyunda

olgtim yapilarak optik dansite tespit edildi.

Hesaplama

Standartlardan elde edilen optik dansite ve konsantrasyon degerleri kullanilarak

cizilen standart egrisinin grafigine gore hesaplamalar yapildi. Sonuglar ng/mg protein

olarak ifade edildi.
3.5.12. NF-kp Diizeyinin Ol¢iimii
NF-KB ol¢iimii i¢in Niikleer Faktér Kappa B p65 ELISA Kkiti (Elabscience)

kullanildi. Olgiimde karaciger doku niikleer ekstraktlari kullanilda.

Deneyin Yapihist

1.

Deneyde kullanilacak reaktiflerin tamami oda sicakligina gelene kadar
bekletildi.

5000 pg/ml standartin tizerine 500 pl ¢alisma soliisyonu eklendi ve 2500 pg/ml
lik stok standardimiz elde edildi. Daha sonra bu stok standart ile seri diliisyon
yapilarak 6 farkli standart soliisyonu (2500, 1250, 625, 312.5, 156.25, 78.13
pg/ml) hazirlandi. Kor olarak ¢alisma soliisyonu kullanildi.

Ik 7 kuyucuga kor ve sirasiyla standart soliisyonlarindan 100 ul eklendi. Diger
kuyucuklara da sirastyla 6rnekler 100 pl olacak sekilde eklendi.

Plaka sizdirmaz film ile kapatilarak 37°C de 90 dakika bekletildi.

Siire sonunda plaka aspire edildi ve her kuyucuga 100 pl biyotinlenmis Ab
soliisyonu eklendi. Plaka tekrar kapatilarak hafif¢e galkalandi ve 37°C de 60
dakika inkiibe edildi.

Plaka aspire edildi ve kuyucuklar 350 ml yikama soliisyonu ile her seferinde
yaklasik 1-2 dakika bekleme olacak sekilde 3 sefer yikandi.

Her kuyucuga 100 pl HRP konjugat soliisyonu ilave edildi, plaka tekrar
kapatildi ve 37°C de 30 dakika inkiibasyona birakildi.

Soliisyon bosaltildi ve kuyucuklar ayn1 sekilde 3 kez yikandi.

Her kuyucuga 90 pl substrat reaktifi eklendi, plaka kapatildi ve karanlik
ortamda 37°C de 15 dakika inkiibe edildi.
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10. Biitiin kuyucuklara 50 pl durdurma soliisyonu eklendi ve hemen 450 nm dalga
boyunda optik dansite tespit edildi.

Hesaplama

Standart konsantrasyon X eksenine ve OD degerleri Y eksenine gelecek sekilde
grafik cizildi ve ortaya cikan standart egriye gore ornek hesaplamalart yapildi. Sonuglar
pg/mg protein olarak ifade edildi.

3.6. Karaciger Dokusunun Histopatolojik Incelenmesi

1. Grup: Kontrol grubu

2. Grup: Yiksek yag diyeti +STZ grubu (YYD+STZ)

3. Grup: Yiiksek yag diyeti + STZ + Fenetilizotiyosiyanat grubu (YYD+STZ+PEITC)

Calismanin sonunda ketamin/ksilazin anestezisi altinda si¢anlardan karaciger
doku ornekleri histolojik degerlendirmeler i¢in alindi. Histopatolojik incelemeler igin
alian karaciger doku 6rnekleri %10’luk formaldehit i¢erisinde tespit edildi. Tespit edilen
dokulara rutin doku takip islemleri uygulandi ve doku ornekleri parafin bloklar i¢ine
gomiildii. Hazirlanan bloklardan 5 um kalinliginda kesitler alindi. Histolojik olarak 1s1k
mikroskobik degerlendirme i¢in Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama yontemi kullanildi.
Kesitler Leica DFC 280 Isik mikroskobu ve Leica Q Win Goriintii Analiz sistemi
kullanilarak incelendi ve fotograflandi.

3.7.  Istatistiksel Analiz

Calismamizdan elde edilen verilerin analizinde IBM SPSS Statistics 22.0 for
Windows paket programi kullanildi. Sonuglar aritmetik ortalama ve standart sapma
olarak ifade edildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile incelendi.
Parametrik testlerin gruplar arasi karsilagtirmalarinda ANOVA varyans analizi ve
gruplarin  ikili  karsilastirmalarinda  ise  LSD  testi  kullamldi. Istatistiksel
degerlendirmelerde anlamlilik diizeyi p<<0.05 kabul edildi.

Tablo 3.3. Kontrol, YYD+STZ ve YYD+STZ+PEITC gruplarindaki biyokimyasal

parametrelere ait ortalamalar, standart hata ve standart sapma sonuglari

95% Giiven Aralif1

N | Ortalama | Standart Sapma | Standart Hata j Minimum | Maximum
Alt Sinir Ust Sinir
grupl | 10| 18.5311 .32757 .10359 18.2968 18.7654 17.99 19.15
grup2 | 10| 29.3527 48879 .15457 29.0030 29.7024 28.69 30.31
ALT grup3 | 10 | 19.0747 .21939 .06938 18.9177 19.2316 18.73 19.44
Total | 30| 22.3195 5.07534 .92663 20.4243 24.2147 17.99 30.31
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grupl | 10 | 52.5905 .57168 .18078 52.1815 52.9994 51.80 53.38
grup2 | 10| 87.1343 1.31568 41605 86.1932 88.0755 85.16 89.20
Trigliserid
grup3 | 10| 54.2493 .81868 .25889 53.6636 54.8349 53.29 55.79
Total | 30| 64.6580 16.20565 2.95873 58.6067 70.7093 51.80 89.20
grupl | 10| 113.7572 1.52799 48319 112.6642 114.8503 110.40 115.72
grup2 | 10 | 130.3064 .92132 .29135 129.6473 | 130.9654 128.66 131.67
T grup3 | 10 | 108.9306 2.37537 .75116 107.2314 | 110.6299 105.14 112.94
Total | 30| 117.6647 9.45602 1.72642 114.1338 121.1957 105.14 131.67
grupl | 10 | 49.4566 .65570 .20735 48.9876 49.9257 48.66 50.46
grup2 | 10| 37.4104 2.05328 .64930 35.9416 38.8792 34.21 40.40
HeL grup3 | 10| 48.8208 1.27839 .40426 47.9063 49.7353 46.12 50.17
Total | 30| 45.2293 5.80002 1.05893 43.0635 47.3951 34.21 50.46
grupl | 10 | 64.3006 1.41673 .44801 63.2871 65.3140 61.73 65.78
grup2 | 10| 92.8960 2.16134 .68348 91.3498 94.4421 90.40 95.95
LDL/VLDL
grup3 | 10| 60.1098 1.75611 .55533 58.8536 61.3661 57.40 62.77
Total | 30| 72.4355 14.91950 2.72392 66.8644 78.0065 57.40 95.95
grupl | 10 | 655.6948 23.36276 7.38795 638.9821 | 672.4075 614.20 698.17
grup2 | 10 | 326.0523 29.78629 9.41925 304.7444 | 347.3601 289.79 367.26
esT grup3 | 10 | 539.1041 20.76466 6.56636 524.2499 | 553.9582 515.90 571.49
Total | 30| 506.9504 140.88474 25.72192 454.3431 | 559.5576 289.79 698.17
grupl | 10 | 70.3010 1.28768 .40720 69.3799 71.2222 68.05 71.90
grup2 | 10 | 45.5690 1.91706 .60623 44.1976 46.9404 42.14 47.95
SIRTE grup3 | 10| 65.7130 1.44016 .45542 64.6827 66.7432 62.91 67.89
Total | 30| 60.5277 11.03028 2.01384 56.4089 64.6464 42.14 71.90
grupl | 10| 778.6883 40.04570 12.66356 750.0413 | 807.3353 710.04 815.99
grup2 | 10| 988.7351 35.46650 11.21549 963.3639 | 1014.1063 | 941.08 1042.32
NFEP grup3 | 10 | 857.5564 31.22221 9.87333 835.2214 | 879.8915 817.07 892.23
Total | 30 | 874.9933 94.62925 17.27686 839.6581 910.3284 710.04 1042.32
grupl | 10 | 49.9107 2.08121 0.65814 48.4219 51.3995 46.43 52.68
grup2 | 10| 36.0714 1.69408 0.53571 34.8596 37.2833 33.04 38.39
N2 grup3 | 10| 47.3214 2.72772 0.86258 45.3701 49.2727 42.86 51.79
Total | 30| 44.4345 2.16767 0.68548 42.8839 45.9852 40.78 47.62
grupl | 10| 523.2800 3.62179 1.14531 520.6891 | 525.8709 517.40 528.30
grup2 | 10| 667.2700 14.60267 4.61777 656.8239 | 677.7161 650.10 689.20
MDA grup3 | 10 | 548.9000 19.53794 6.17844 534.9234 | 562.8766 522.80 575.50
Total | 30| 579.8167 65.25176 11.91329 555.4513 | 604.1821 517.40 689.20
grupl | 10 | 15.6367 1.05514 .33367 14.8819 16.3915 14.26 16.85
grup2 | 10| 9.4322 .70719 .22363 8.9264 9.9381 8.62 10.55
Sob grup3 | 10 | 13.3406 .83853 .26517 12.7407 13.9404 12.18 14.42
Total | 30| 12.8032 2.73961 .50018 11.7802 13.8262 8.62 16.85
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grupl | 10 | 1169.2333 92.80061 29.34613 1102.8477 | 1235.6189 994.36 1274.57
grup2 | 10 | 814.0235 76.11498 24.06967 759.5741 | 868.4728 711.19 953.07
AT grup3 | 10 | 1030.7334 96.25453 30.43836 961.8771 | 1099.5898 927.79 1185.76
Total | 30 | 1004.6634 171.61487 31.33245 940.5814 | 1068.7454 711.19 1274.57
grupl | 10 | 104.1647 5.96681 1.88687 99.8963 108.4331 96.13 113.22
grup2 | 10 | 65.7171 3.91459 1.23790 62.9168 68.5175 60.92 70.45
oPx grup3 | 10 | 101.2081 5.84733 1.84909 97.0252 105.3910 95.44 112.31
Total | 30| 90.3633 18.49630 3.37695 83.4567 97.2700 60.92 113.22

Tablo 3.4. Gruplar arasi karsilastirmalarin yapilmasinda kullanilan ANOVA testi

sonuglari

Kareler Toplami | df | Ortalama Kare F Sig.
Between Groups 743.465| 2 371.732|2827.913|.000
ALT Within Groups 3.549 |27 131
Total 747.014 129
Between Groups 7591.515| 2 3795.758(4174.148|.000
Trigliserid | Within Groups 24.552 |27 .909
Total 7616.067 | 29
Between Groups 2513.638| 2 1256.819| 427.201|.000
TC Within Groups 79.434 |27 2.942
Total 2593.071|29
Between Groups 919.045| 2 459.523| 219.512|.000
HDL Within Groups 56.521 |27 2.093
Total 975.567 |29
Between Groups 6367.293| 2 3183.647| 978.336|.000
LDLVLDL |Within Groups 87.862 |27 3.254
Total 6455.155|29
Between Groups 558828.889| 2| 279414.445| 449.650].000
GST Within Groups 16777.914 |27 621.404
Total 575606.803 | 29
Between Groups 3461.681| 2 1730.841| 700.999.000
SIRT1 Within Groups 66.666 | 27 2.469
Total 3528.347 |29
Between Groups 225158.931| 2| 112579.465| 88.036|.000
Nf-kp Within Groups 34527.212 |27 1278.786
Total 259686.143 |29
Between Groups 1082.642| 2 541.211| 110.913|.000
Nrf2 Within Groups 131.776 | 27 4.881
Total 1214.419 |29

39



Between Groups 118003.205| 2 59001.602| 291.085].000
MDA Within Groups 5472777 |27 202.695

Total 123475.982 |29

Between Groups 196.809| 2 98.404 | 127.435|.000
SOD Within Groups 20.849 |27 172

Total 217.658 |29

Between Groups 641064.835| 2| 320532.418| 40.624|.000
CAT Within Groups 213033.407 | 27 7890.126

Total 854098.242 | 29

Between Groups 9155.222| 2 4577.611| 161.338|.000
GPx Within Groups 766.063| 27 28.373

Total 9921.286 | 29

Histolojik incelemede istatistiksel analizler SPSS 13 ve MedCalc programi ile

yapildi. Tim gruplarin ortalama degerleri nonparametrik Kruskal- Wallis testi ile

karsilastirildi. Gruplar arasindaki farkliligin 6nemli olup olmadigi Mann—Whitney U testi

ile ikili karsilagtirmalar yapilarak degerlendirildi. Tiim sonuglar ortalama =+ standart hata

(SE) olarak ifade edildi ve p<0.0001 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Istatistiksel olarak kesitler mononiikleer hiicre infiltrasyonu, vaskiiler konjesyon,

eozinofilik sitoplazmali piknotik niikleuslu hepatositler, hemoraji, vakuolizasyon ve

sinlizoidal dilatasyon agisindan degerlendirildi. Mikroskobik hasar her bir kriter i¢in yok

(0), hafif (1), orta (2) ve siddetli (3) olarak tanimlandi. Total skor bu parametrelere gére

hesaplanmuistir.
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4. BULGULAR

4.1. MDA Diizey Ol¢iimiiniin Sonuclar
Caligma sonucunda elde ettigimiz verilere gore, YYD+STZ verilen grupta
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artan MDA seviyeleri gozlemlenirken (p<0.05)

YYD+STZ+PEITC verilen grupta MDA seviyesinin anlamli bir sekilde azaldig1 tespit
edilmistir (p<0.05).

800,00

700,00 4
& 600,00 a,b
>an
@ 500,00
>
7
S 400,00
ur
©
< 300,00
£
£ 200,00

100,00

0,00
KONTROL YYD+STZ YYD+STZ+PEITC

Grafik 4.1. Kontrol, YYD+STZ ve YYD+STZ+PEITC deney gruplarinin karaciger
doku MDA diizeylerinin karsilastirilmast

a) Kontrol grubuyla karsilastirildiginda p< 0.05
b) YYD+STZ grubuyla karsilagtirildiginda p< 0.05

Tablo 4.1. MDA’ nin grup ortalamalar1 ve standart sapma verileri (p<0.05)

ORNEK SAYISI | MDA (nmol/ yas doku agirhg )
(n) ORT=SS
KONTROL 10 523.2800 + 3.62179
YYD+STZ 10 667.2700 + 14.60267?
YYD+STZ+PEITC 10 548.9000 + 19.537942P
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4.2.  SOD Aktivite Ol¢iimiiniin Sonuclar

Elde edilen verilere gore YYD+STZ verilen grupta istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde azalan SOD enzim aktivitesi tespit edildi (p<0,05). YYD+STZ+PEITC verilen
grupta ise SOD aktivitesinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttig1 tespit edildi

(p<0,05).
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Grafik 4.2. Kontrol, YYD+STZ ve YYD+STZ+PEITC deney gruplarinin karaciger

doku SOD aktivite diizeylerinin karsilastirilmasi

(a) Kontrol grubuyla karsilastirildiginda p< 0.05

(b) YYD+STZ grubuyla karsilastirildiginda p< 0.05

Tablo 4.2. SOD aktivitelerinin grup ortalamalar1 ve standart sapma verileri (p<0.05)

ORNEK SAYISI SOD (U/mg protein)
(n) ORT=4SS
KONTROL 10 15.6367 + 1.05514
YYD+STZ 10 9.4322 + 0.70719?
YYD+STZ+PEITC 10 13.3406 + 0.838532°
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4.3.  CAT Aktivite Ol¢iimiiniin Sonuclari

Calismadan elde ettigimiz verilerde, YYD+STZ verilen grupta CAT enzim

aktivitesinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldigi gozlenirken (p<0,05)

YYD+STZ+PEITC uygulanan grupta ise anlamli bir sekilde artig tespit edildi (p<0,05).

CAT

1400,00
1200,00
1000,00

800,00

600,00

U/mg protein

400,00

200,00

0,00
KONTROL YYD+STZ

YYD+STZ+PEITC

Grafik 4.3. Kontrol, YYD+STZ ve YYD+STZ+PEITC deney gruplarinin karaciger

doku CAT aktivite diizeylerinin karsilastirilmasi

(a) Kontrol grubuyla karsilastirildiginda p< 0.05
(b) YYD+STZ grubuyla karsilagtirildiginda p< 0.05

Tablo 4.3. CAT aktivitelerinin grup ortalamalari ve standart sapma verileri (p<0.05).

ORNEK SAYISI CAT (U/mg protein)
(n) ORT=SS
KONTROL 10 1169.2333 + 92.80061
YYD+STZ 10 814.0235 + 76.11498?
YYD+STZ+PEITC 10 1030.7334 + 96.25453°
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4.4,  GPx Aktivite Ol¢iimiiniin Sonuclar

Deney sonucunda elde edilen verilere gore YYD+STZ verilen grupta istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde azalan GPx enzim aktiviteleri tespit edildi (p<0,05).
YYD+STZ+PEITC uygulanan grup, Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde artan GPx enzim aktivitesi gbzlenemezken (p>0.05) YYD+STZ verilen gruba
gore anlamli bir artig tespit edilmistir (p<0,05).
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Grafik 4.4. Kontrol, YYD+STZ ve YYD+STZ+PEITC deney gruplarinin karaciger

doku GPx aktivite diizeylerinin karsilagtiriimasi

(a) Kontrol grubuyla karsilastirildiginda p< 0.05
(b) YYD+STZ grubuyla karsilagtirildiginda p< 0.05

Tablo 4.4. GPx aktivitelerinin grup ortalamalari ve standart sapma verileri (p<0.05).

ORNEK SAYISI GPx (U/mg protein)

(n) ORT=4SS
KONTROL 10 104.1647 + 5.96681
YYD+STZ 10 65.7171 + 3.91459°2
YYD+STZ+PEITC 10 101.2081 + 5.84733°
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45.  Serum ALT Aktivite Ol¢iimiiniin Sonuglar

Yaptigimiz  deney

sonucunda,

YYD+STZ uygulanmasi

sonucunda

rat

serumlarinda ALT aktivitesinin arttig1 gézlenmistir (p<0,05). YYD+STZ+PEITC verilen

grupta ise istatistiksel olarak anlamli bir diisiis gozlenmistir (p<0,05).
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Grafik 4.5. Kontrol, YYD+STZ ve YYD+STZ+PEITC deney gruplarinin serum ALT

aktivite diizeylerinin karsilastirilmasi

(a) Kontrol grubuyla karsilastirildiginda p< 0.05
(b) YYD+STZ grubuyla karsilagtirildiginda p< 0.05

Tablo 4.5. Serum ALT aktivitesinin grup ortalamalar1 ve standart sapma verileri (p<0.05)

ORNEK SAYISI ALT (U/L)
(n) ORT=4SS
KONTROL 10 18.5311 + 0.32757
YYD+STZ 10 29.3527 + 0.48879?
YYD+STZ+PEITC 10 19.0747 + 0.21939%P
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4.6.  Serum Trigliserit Diizey Ol¢iimiiniin Sonuclar
Calismamizdan elde ettigimiz verilere gore, YYD+STZ uygulanmasi sonucunda
rat serumlarinda trigliserit miktarinin arttigr gézlenmistir (p<0.05). YYD+STZ+PEITC

verilen grupta ise istatistiksel olarak anlamli bir diisiis gézlenmistir (p<0.05).
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Grafik 4.6. Kontrol, YYD+STZ ve YYD+STZ+PEITC deney gruplarinin serum

trigliserit diizeylerinin karsilagtirilmasi

(a) Kontrol grubuyla karsilastirildiginda p< 0.05
(b) YYD+STZ grubuyla karsilagtirildiginda p< 0.05

Tablo 4.6. Serum trigliserit’ in grup ortalamalar1 ve standart sapma verileri (p<0.05)

ORNEK SAYISI Trigliserit (mg/dl)
(n) ORT=4SS
KONTROL 10 52.5905 + 0.57168
YYD+STZ 10 87.1343 + 1.315682
YYD+STZ+PEITC 10 54.2493 + 0.81868%°
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4.7. Serum Total Kolesterol, HDL, LDL/VLDL Diizey Ol¢iimiiniin
Sonuc¢larn

Calisgmamizda, YYD+STZ uygulanmast sonucunda rat serumlarmda TC
miktarmin arttigt gézlenmistir (p<0.05). YYD+STZ+PEITC uygulanan grupta ise
istatistiksel olarak anlamli bir diisiis gozlenmistir (p<0.05). YYD+STZ uygulanmasi
sonucunda rat serumlarinda HDL miktarmin distigi gozlenmistir  (p<0.05).
YYD+STZ+PEITC verilen grupta Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir
artiy gézlenememisken (p>0.05) YYD+STZ uygulanan gruba gore istatistiksel olarak
anlamli bir artisin varligi tespit edilmistir (p<0.05). YYD-+STZ uygulanmasi sonucunda
rat serumlarinda LDL/VLDL  miktarinin  arttigt  gozlenmistir  (p<0.05).
YYD+STZAPEITC verilen grupta ise istatistiksel olarak anlamli bir diisiis tespit
edilmistir (p<0.05).
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Grafik 4.7. Kontrol, YYD+STZ ve YYD+STZ+PEITC deney gruplarinin serum
TC, HDL, LDL/VLDL diizeylerinin karsilastirilmasi

(a) Kontrol grubuyla kargilagtirildiginda p< 0.05
(b) YYD+STZ grubuyla karsilagtirildiginda p< 0.05
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Tablo 4.7. Serum TC, HDL, LDL/VLDL’ nin grup ortalamalari ve standart sapma verileri

(p<0.05)
ORNEK TC HDL LDL/VLDL
SAYISI ( mg/dl) ( mg/dl) (' mg/dl)
(n) ORT4SS ORT<SS ORT<+SS
113.7572 + 49.4566 + 64.3006 +
KONTROL 10
1.52799 0.65570 1.41673
130.3064 + 37.4104 + 92.8960 +
YYD+STZ 10
0.921322 2.05328? 2.161342
108.9306 + 48.8208 + 60.1098 +
YYD+STZ+PEITC 10
2.375372b 1.27839° 1.756112P

4.8.  GST Diizey Olciimiiniin Sonuglar

Calismamizda, YYD+STZ uygulanmasi sonucunda rat karaciger dokularinda

GST miktarinin distiigii gézlenmisken (p<0.05) YYD+STZ+PEITC verilen grupta ise

istatistiksel olarak anlamli bir artig tespit edilmistir (p<0.05).
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Grafik 4.8. Kontrol, YYD+STZ ve YYD+STZAPEITC deney gruplarinin karaciger

doku GST miktar diizeylerinin karsilastirilmasi
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(@) Kontrol grubuyla karsilastirildiginda p< 0.05
(b) YYD+STZ grubuyla karsilastirildiginda p< 0.05

Tablo 4.8. GST’ 1n grup ortalamalar ve standart sapma verileri (p<0.05)

ORNEK SAYISI GST (ng/mg protein)
(n) ORT4SS
KONTROL 10 655.6948 + 23.36276
YYD+STZ 10 326.0523 + 29.78629°
YYD+STZ+PEITC 10 539.1041 + 20.76466%P

4.9.  Nrf2 Aktivite Ol¢iimiiniin Sonuclari

Calismamizda, YYD+STZ uygulanmasi sonucunda rat karaciger dokularinda
(niikleer ekstrakt) Nrf2’ nin DNA’ ya baglanma aktivitesinin diistiigi gozlenmistir
(p<0.05). Buna karsin, YYD+STZ+PEITC verilen grupta ise istatistiksel olarak anlamli
bir artig gézlenmistir (p<0.05).
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Grafik 4.9. Kontrol, YYD+STZ ve YYD+STZ+PEITC deney gruplarinin karaciger
dokularinda Nrf2’ nin DNA’ ya baglanma aktivite diizeylerinin karsilastirilmasi
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(@) Kontrol grubuyla karsilastirildiginda p< 0.05
(b) YYD+STZ grubuyla karsilastirildiginda p< 0.05

Tablo 4.9. Nrf2’ nin DNA’ ya baglanma grup ortalamalar1 ve standart sapma verileri

(p<0.05)
. Nrf2 ( % DNA Baglanma
ORNEK SAYISI o
Aktivitesi)
(n)
ORT4SS

KONTROL 10 49.9107 + 2.08121
YYD+STZ 10 36.0714 + 1.694082
YYD+STZ+PEITC 10 47.3214 + 2.72772%P

4.10. SIRT1 Diizey Ol¢iimiiniin Sonuglar

Yapilan deney sonucunda elde edilen verilere gore, YYD+STZ uygulanmasi
yapilan rat karaciger dokularinda SIRT1 miktarmm diistigh gézlenmistir (p<0.05).
YYD+STZAPEITC verilen grupta ise istatistiksel olarak anlamli bir artis gézlenmistir
(p<0.05).
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Grafik 4.10. Kontrol, YYD+STZ ve YYD+STZ+PEITC deney gruplarinin karaciger

doku SIRT1 miktar diizeylerinin karsilastirilmasi
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(@) Kontrol grubuyla karsilastirildiginda p< 0.05
(b) YYD+STZ grubuyla karsilastirildiginda p< 0.05

Tablo 4.10. SIRT1’ in grup ortalamalar1 ve standart sapma verileri (p<0.05)

ORNEK SAYISI | SIRT1 (ng/mg protein)
(n) ORT4SS
KONTROL 10 70.3010 + 1.28768
YYD+STZ 10 45.5690 + 1.91706°
YYD+STZ+PEITC 10 65.7130 + 1.44016°

4.11. NF-kp Diizey Ol¢iimiiniin Sonuclar1
Elde edilen sonuglara gore, YYD+STZ uygulanmasi yapilan rat karaciger
dokularinda NF-KB miktarinin arttigi gozlenmistir (p<0.05). YYD+STZ+PEITC verilen

grupta ise istatistiksel olarak anlamli bir diisiis gozlenmistir (p<0.05).
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Grafik 4.11. Kontrol, YYD+STZ ve YYD+STZ+PEITC deney gruplarinin karaciger

doku NF-KB miktar diizeylerinin karsilagtiritlmasi

(a) Kontrol grubuyla karsilagtirildiginda p< 0.05
(b) YYD+STZ grubuyla karsilastirildiginda p< 0.05
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Tablo 4.11. NF-KB’ nin grup ortalamalari ve standart sapma verileri (p<0.05)

ORNEK SAYISI | NF-&p ( pg/mg protein)
(n) ORT4SS
KONTROL 10 778.6883 + 40.04570
YYD+STZ 10 988.7351 + 35.46650%
YYD+STZ+PEITC 10 857.5564 + 31.222213P

4.12. Histolojik Bulgular

Kontrol (Resim 4.1.A, 4.1.B) grubunu olusturan siganlarin karaciger doku
ornekleri 151k mikroskobik incelemelerinde normal histolojik goriinlimde oldugu
gozlendi. YYD+STZ grubunda mononiikleer hiicre infiltrasyonu (oklar) (Resim 4.2.A,
4.2.B, 4.2.C), vaskiiler konjesyon (beyaz yildiz) (Resim 4.2.B, 4.2.D), eozinofilik
sitoplazmali piknotik niikleuslu hepatositler (siyah yildiz) (Resim 4.2.D), hemoraji (siyah
ince oklar) (Resim 4.2.E), vakuolizasyon (Resim 4.2.E) ve siniizoidal dilatasyon (siyah
oklar) (Resim 4.2.F) gozlendi. YYD+STZ+PEITC grubunda ise karaciger dokusunda
histopatolojik hasarin belirgin derecede azaldigi gozlendi. Az miktarda mononiikleer
hiicre infiltrasyonu (beyaz ok) (Resim 4.3.A, 4.3.B), vaskiiler konjesyon (siyah ok)
(Resim 4.3.A, 4.3.B), eozinofilik sitoplazmali piknotik niikleuslu hepatositler (siyah
oklar) (Resim 4.3.C) izlendi.

L GRUBU

2 L S

KONTRO
o

Resim 4.1. Kontrol grubuna ait karaciger dokusu normal histolojik goriiniimde izlendi.

VC: Vena sentralis. A:H-E; X20, B: H-E; X40.
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Resim 4.2. YYD+STZ grubunda mononiikleer hiicre infiltrasyonu (oklar) (A, B, C),
vaskiiler konjesyon (beyaz yildiz) (B, D), eozinofilik sitoplazmali piknotik niikleuslu
hepatositler (siyah yildiz) (D), hemoraji (siyah ince oklar) (E), vakuolizasyon (E) ve
siniizoidal dilatasyon (siyah oklar) (F) gozlendi. A: H-E; X10, B, C, D: H-E; X20, E, F:
H-E; 40.
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Resim 4.3. YYD+STZ+PEITC grubunda karaciger dokusunda histopatolojik hasarin

belirgin derecede azaldig1 gozlendi. Az miktarda monontikleer hiicre infiltrasyonu (beyaz

ok) (A, B), vaskiiler konjesyon (siyah ok) (A, B), eozinofilik sitoplazmali piknotik

niikleuslu hepatositler (siyah oklar) (C) izlendi. A: H-E; X20, B, C: H-E; X40.

Tablo 4.12. Yiiksek yag diyeti ve STZ’nin neden oldugu hasar iizerine PEITC’nin

karacigerdeki iyilestirici etkileri. (Ort£SEM n=7).

GRUPLAR Karaciger
Kontrol 0.49 +0.07°
YYD+STZ 2.39+0.09°
YYD+STZ+PEITC 1.86 +0.08°¢

Aymni siitundaki a,b,c kiiclik harfleri gruplar arasindaki farkliliklar1 gostermektedir. (P <

0.0001)
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5. TARTISMA

NAFLD, yaygin bir kronik karaciger hastali1 olup dislipidemi, insiilin direnci,
obezite ve tip II diyabetik hastaliklar gibi yiliksek metabolik saglik sorunlari riski ile
iliskilidir. Metabolik sendrom prevalansina paralel olarak, NAFLD; karaciger steatozu,
nonalkolik steatohepatit (NASH) ve fibroz dahil olmak iizere {i¢ tipik patolojik alt tipi
kapsayan bir yagli karaciger spektrumundan olusmaktadir. En az siddetli oldugu asama
ise, karaciger hiicresinde biiylik dlgiide yag birikiminin neden oldugu basit karaciger
steatozudur (169). Steatozun ilerlemesi, yasam tarzi degisiklikleri ve fiziksel egzersiz ile
yavaglatilabilir veya tersine g¢evrilebilir. Fibrozun ge¢ asamasi olarak siroz, karaciger
fonksiyonunu geri dondiiriilemez bir sekilde bozabilir ve nihayetinde hastalarda
hepatoseliiler karsinom gelisme riskini artirabilir. Su anda, NAFLD tedavisinde resmi
olarak onaylanan herhangi bir farmakolojik ajan bulunmamaktadir. NAFLD' ye 6nerilen
ilk miidahale, enerji aliminin kisitlanmasi ve fiziksel aktivite gelistirmeyi iceren yasam
tarzi1 degisikligidir. Yasam tarzi degisikligi viicut agirligini azaltabilir ve viicut agirliginin
orta derecede azalmasi hepatik patolojik sendromu iyilestirebilir ve hepatik yag birikimini
azaltabilir. Ote yandan antioksidanlar, insiilin sensitizerleri ve lipid diisiiriicii ilaclar
olarak smiflandirilan bazi farmakolojik tedaviler uygulanmistir. Ornegin, yapilan bir
klinik deneyde, diyabetik olmayan NASH hastalarinin Vitamin E gibi antioksidan reaktif
ile tedavi edilebilecegi onerilmistir (170). E vitamininin, TNF-o (timor nekroz faktori
alfa)’ y1 baskilayarak inflamasyonu azalttigi, karaciger enzim diizeylerinde diisiis
sagladig ve insiilin direncini diizenledigi tespit edilmistir (171,172).

Gilinlimiizde uygulanan ilag tedavileri, karaciger yaglanmasinin engellenmesi ve
varolan yaglanmanin geriletilmesi, fibrozisin Onlenmesi ve inflamasyonun
baskilanmasia yoneliktir (173). NAFLD hastalarinin tedavisinde ¢ogunlukla lipid
diistiriicii ve antidiyabetik ilaclar kullanilmaktadir (174, 175). Yapilan calismalarda,
metforminin ALT — AST diizeylerinde diizelmeye neden oldugu (176), anjiotensin
reseptor blokerlerinin ALT — AST seviyesinde azalmayr ve fibroziste gerilemeyi
sagladig1 (177), pentoksifilin kullaniminin steatoz ve fibroziste azalmaya sebep oldugu
gosterilmistir (178).

Tipta gelismeler olmasima ragmen, bitkisel ilaglara kolayca ulasilabilmesi ve

sentez gerektirmemesinden dolay1 bitkisel tedavi, NAFLD'nin etkili tedavi yonetimi i¢in
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oldukea ilgi gormektedir. Biitiin tibbi bitkiler ve tibbi 6zelliklere sahip saflagtirilmamig
bitki Ozleri olarak tanimlanan bitkisel ilaglar, geleneksel olarak diinyanin farkli
iilkelerinde karaciger rahatsizliklarini iyilestirmek icin kullanilmaktadir.

PEITC bir glukosinolat ¢esidi olan glukonasturtiinin hidrolizi ile olusan, brokoli,
lahana, su teresi, karnabahar gibi bitkilerde bulunan etkinligi yiiksek bir fitokimyasaldir
(179). En 6nemli biyolojik etkileri arasinda antikanser 6zelligi 6n plana ¢ikmaktadir. Son
yillarda yapilan calismalarda o6zellikle kemopreventif ve kemoterdpotik etkilerinin
oldugu bildirilmistir. Wang ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alisma PEITC’ nin, bir¢ok
kanser tilirliniin (yumurtalik, testis, rahim agzi, kolorektal, vb.) tedavisinde kullanilan
cisplatine kars1 kanser hiicrelerinin duyarliligini arttirdigini ortaya koymustur (161).
Bagka bir caligmada ise PEITC’ nin bag-boyun kanserlerini 6nlemede ve tedavi siirecinde
etkili oldugu tespit edilmistir (180). PEITC, antikanser o6zelliginin yaninda giiglii
antiinflamatuar ve antioksidan 6zelliklere de sahiptir (181). Son zamanlarda yapilan bir
calismada ise, PEITC’nin yiiksek yag dieti ile indiiklenen obez farelerde hepatosteatozu
cesitli lipojenik faktorleri baskilayarak ve adiposit farklilasmasini bloke ederek inhibe
ettigi rapor edilmistir (182).

Bu calismamizda, PEITC’nin YYD ve STZ ile indiiklenen NAFLD olusum
mekanizmalari iizerine etkisini ve oksidatif stres i¢in anahtar rol oynayan SIRT1/Nrf2
yolagr ile iliskisini incelemeyi amagladik. Bu amagla, deney gruplarimizda, serum ALT,
serum kolesterol ve trigliserit seviyelerini, karaciger oksidatif stres parametrelerini, faz I1
enzimlerinden GST diizeyini, ayn1 zamanda oksidatif stres ve inflamasyonda rol oynadig:
bilinen SIRT 1 diizeyini, Nrf2 transkripsiyon faktoriiniin aktivitesini ve inflamasyonda
rol alan NF-KB diizeylerini inceledik.

NAFLD’ nin temel baslangi¢ noktasi hepatositlerde lipit damlaciklarinin
birikmesidir. Lipit birikimine bir¢ok farkli etkenin neden oldugu bilinmekle beraber
obezite, diyabet, insiilin direnci bu etkenlerin baslicalaridir (183). Obezite varliginda
NAFLD sikliginin arttigi (184) ve diyabetin NAFLD igin bir gosterge oldugu (185)
yapilan caligmalar ile gosterilmistir. Diinya genelinde artis gdsteren obezite ve diyabet
seviyelerine bakildigr zaman NAFLD’ nin diinyada en sik goriilen karaciger hastaligi
olmast hig sasirtic1 degildir.

Hastaligin tanisinda kullanilan temel laboratuvar bulgulart ALT (alanin
aminotransferaz) ve AST (aspartat aminotransferaz) degerleridir. Bunlarin yani sira ALP
(alkalen fosfataz) ve GGT (gama-glutamil transferaz) enzimlerinde de yiikselme

gozlenebilir (186). Ancak yapilan ¢alismalarda bazi hastalarda ALT — AST diizeylerinde
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hastaliga bagli olarak anlamli bir yiikselis gozlenirken (187), bazi hastalarda
aminotransferaz olgiimlerinde anlamli bir artis gozlenmemistir (188). ALT diizeyinin
T2DM hastalarinda  NAFLD gelisimini tahmin etmek igin bir belirte¢ olarak
kullanilabilecegi bildirilmistir (189). Calisma gruplarimizi karsilastirdigimizda, kontrol
grubuna gore YYD+STZ uygulanan gruptaki ALT diizeylerinde istatistiksel olarak
anlamli bir yiikselme go6zlenirken, PEITC uygulanan grupta ise ALT diizeylerinin
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldig1 gézlenmistir (p<0.05).

Asiri lipid, hepatik steatozu tetikleyen temel nedendir. Adipoz dokudan karacigere
asirt serbest yag asitleri (SYA) iletilir ve SYA'ler trigliserid formunda intrahepatik
havuzun genislemesine neden olur. Yag birikimi, karaciger hiicrelerinin proinflamatuar
sitokinleri salmasina, oksidatif stresi ve hepatik stellat hiicre aktivasyonunu tetikleyen,
sonucta hepatik inflamatuar hasara yol acan hepatik lipotoksisiteye neden olur. Yag asidi
metabolizmasinin iyilestirilmesi, NAFLD tedavisinde etkili bir 6nlemdir ve yag asidi
metabolizmasini hedefleyen bitkisel ilaglar, NAFLD' nin hem klinik 6ncesi hem de klinik
arastirmalarinda incelenmistir. Bitkisel ilaglarin, karaciger dislipidemisi olan hastalar
tizerindeki yararh etkileri, trigliserit (TG), toplam kolesterol (TC) ve diisiik yogunluklu
lipoprotein (LDL-C), alanin aminotransferaz (ALT) diizeylerini diisiirmek gibi lipid
metabolik parametreleri iyilestirebilmesinin yani sira yiiksek yogunluklu lipoprotein
(HDL-C) iretimini arttirmasidir (190). Arastirmamizda kontrol grubu ile
kiyasladigimizda, YYD+STZ grubundaki deney hayvanlarinda serum TC, TG,
LDL/VLDL-C seviyelerinin istatistiksel olarak anlamli arttigi ve HDL-C seviyelerinin
ise azaldigr tespit edildi (p<0.05). PEITC uygulanan deney grubunda ise bu
parametrelerin iyilestigi bir tablo karsgimiza ¢ikmaktadir. PEITC nin, hasta grubuna gore
TC, TG, LDL/VLDL-C diizeylerini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalttigini ve
HDL-C seviyelerini ise arttirdigini belirledik (p<0.05). PEITC nin hipolipidemik etkisine
yonelik ¢aligmalarin sayis1 artmakla birlikte calisma bulgularimiza benzer olarak, Gwon
ve arkadaglarinin yaptig1 calismada PEITC’ nin, viicutta lipit birikimini azalttigi,
aterosklerotik plak olusumunu onledigi, obezite de faydali etkileri oldugu ve
inflamasyonun baskilanmasinda aktif rol oynadigi ortaya koyulmustur (191). Bagka bir
calismada, yiiksek yag alimina bagl olarak gelisen steatozu ve adiposit farklilagmasini
engelledigini gostermistir (182).

Yukarida da belirtildigi lizere NAFLD gelisiminin temelinde karaciger lipit
miktarinin artmasi yer almaktadir. Ancak diyetteki yag ¢esitlerinin (doymus/doymamas)

farkli oranlardaki kompozisyonuna bagli olarak ortaya g¢ikardigi sonuglarda farklilik
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gostermektedir (192). Ozellikle doymus yag oran1 fazla olan diyete bagh olarak oksidatif
stres olusumunda, lipit peroksidasyonunda ve insiilin direncinde artis oldugu
bildirilmistir (193).

Hiicrelerde normal solunum siiresince solunumun dogal mekanizmasinin sonucu
olarak ROT firetilmektedir (194). Olusan bu ROT, hiicreler i¢in toksiktir ve bu nedenle,
GST, SOD, GPx ve CAT'den olusan homeostatik antioksidan savunma sistemi tarafindan
etkisiz hale getirilmektedir (195, 196). ROT olusumu ve noétralizasyonu arasindaki
orantisizlik siddetli oksidatif strese yol agabilir ve ardindan bu reaktif tlirlerin birikmesi
proteinleri oksitleyerek sonucta hiicre zarlarini ve organelleri bozarak onlar islevsiz hale
getirebilir (197). Calismamizda YYD+STZ uygulanan siganlarin karaciger dokularinda
SOD, GPx ve CAT gibi antioksidan enzimlerin aktivitesinde 6nemli bir azalma ve MDA
diizeyinde ise artis gozlendi (p<0.05). Bu sonuglar, indiiklenen oksidatif stresin
olusumunu gostermektedir. YYD+STZ' nin neden oldugu hepatotoksisitenin, ROS
lretimini artrma ve homeostatik antioksidan sistemi tiiketme kabiliyetinden
kaynaklandig1 6nceki arastirmalardan bilinmektedir (198).

Nrf2, oksidatif stres hasarina karsi savunma ile iligkili bir niikleer transkripsiyon
faktorii olup, NAD (P) H: kinon oksidorediiktaz 1 (NQO1), hem oksijenaz-1 (HO-1), ve
GST enzimi dahil olmak iizere antioksidan enzimlerin ekspresyonunu kontrol etmektedir
(199). Artan sayidaki ¢aligmalar, Nrf2'nin antioksidan savunmayi artirarak ve serbest
radikalleri yok ederek oksidatif stres hasarini hafiflettigini kanitlamigtir (200). Nrf2 ayni
zamanda bir¢ok sitoprotektif genin onemli bir diizenleyicisidir ve ¢esitli karaciger
hastaliklarinin tedavisi i¢in potansiyel bir hedef olarak kabul edilmektedir (201).
Caligmamizdaki gruplart  Nrf2’nin  DNA’ya baglanma aktivitesi acisindan
karsilastirdigimizda, YYD+STZ ile indiiklenen gruptaki azalmanin ve PEITC verilen
grupta ise gerceklesen artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu goézlenmistir (p<0.05).
Calisma bulgularimizla benzer olarak, Naidu ve arkadaslarinin yaptigr calisma ile
PEITC’nin sistein aminoasitleri ile etkilesime girme yetenegine bagli olarak Nrf2’nin
aktivasyonunda ¢ok 6nemli bir rol iistlendigini gostermistir (202). Diger bir ¢alismada ise
yine PEITC’nin Nrf2 transkripsiyon faktoriiniin etkinligini arttirarak faz II enzim
metabolizmasini aktive edildigi tespit edilmistir (203). Calismadan elde edilen bu
sonuclara bakildiginda, PEITC’nin Nrf2 aktivasyonu saglayarak sitoprotektif etki
sagladigin1 sOyleyebiliriz. Nrf2’nin koruyucu etkileri, akut hepatoksisite, karaciger

fibrozu, NAFLD ve viral hepatit dahil olmak iizere gesitli karaciger hastaliklarinda
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tanimlanmistir (204). Bu nedenle, Nrf2 sinyal yolu, karaciger hasarinin tedavisi i¢in
potansiyel bir hedef olabilecegi diisiiniilmektedir.

PEITC' nin antikarsinojenik etkisi, kanserojenlerin aktivasyonunu inhibe etme ve
ayrica GST gibi gelismis detoksifikasyon sistemlerini arttirma kabiliyetinden kaynakli
oldugu one siiriilmektedir (205). GST, bir dizi mutajenik elektrofilin, indirgenmis
glutatyon ile konjugasyonlarini katalize ederek detoksifiye eden ¢ok islevli bir enzim
ailesidir (206). Bu c¢alismada, GST diizeyinin PEITC tarafindan O6nemli Ol¢iide
indiiksiyonu, Seo KW ve arkadaslarinin PEITC ile tedavinin karaciger GST aktivitesinde
artisa neden oldugunu gosteren calisma sonuglariyla benzerlik gostermistir (207). Ote
yandan, Lieshout ve arkadaslari, PEITC' nin diyetle aliminin Wistar sicaninda hepatik
GST aktivitesini 6nemli 6l¢iide artirmadigini bildirmislerdir. Bu farkliliklar, tiire 6zgii bir
etkiden ve konsantrasyona veya siireye bagli etkilerden kaynaklaniyor olabilecegini
diistindiirmektedir (208).

Niikleer bir transkripsiyon faktorii olan NF-KB, immiin, inflamatuar ve anti-
apoptotik yanitlara gore sitokinlerin ekspresyonunu diizenlemektedir (209). Daha da
onemlisi, NF-KP, inflamatuar gen ekspresyonunu diizenlemede baskin faktor olarak kabul
edilmektedir (210). NF-KB' nin sitozolden niikleer translokasyonu, inflamatuar sitokin
tiretimini  indiikleyebilmekte ve inflamasyonu tetikleyebilmektedir (211). TNF-a,
interlokin (IL) -6 ve interlokin (IL) -1P gibi ¢ok sayida inflamatuar sitokinin, lokal
inflamatuar yanitlan tetikleyip biiyiittiigii ve karaciger hasarindan sorumlu oldugu iyi
bilinmektedir (212). Sonug¢ olarak, NF-KB aktivasyonunun inhibe edilmesi, karaciger
hasarinda anti-inflamatuar terapdtik uygulama i¢in umut verici bir hedef olabilir.
Caligmamizda, niikleer fraksiyondaki NF-KB diizeylerinin kontrol grubu ile
karsilastirildiginda YYD+STZ grubundaki artiginin ve PEITC verilen gruptaki NF-Kf
diizeylerindeki azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu goézlenmistir (p<0.05).
Calismamaiz ile benzer olarak Wang ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada da NF-
Kp aktivitesinin PEITC tarafindan inhibe edildigi gosterilmistir (161).

Nikotinamid adenin diniikleotid- (NAD-) bagimli protein deasetilazlar olan
sirtuinler, memeli organizmalarinin metabolizmasinda, kardiyovaskiiler hastaliklarda ve
yaslanma siirecindeki birgok yola aracilik ettigini gostermistir (213). Bir¢ok deneysel
modelde, sirtuinlerin oksidatif hasara karsi1 ¢ok onemli rol oynadiklar1 kanitlanmistir
(214). Ornegin, bir calismada, sirtuinlerin, mitokondriyal matrikste antioksidan bir enzim
olan Mn-SOD’ u deasetile ederek ROT' un siipiiriilmesinde artisa neden oldugu ileri

stirilmiistiir (215).
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SIRT1, hepatik lipit metabolizmasinin diizenlenmesinde, oksidatif stres ve yagl
karaciger hastaliklarinin ilerlemesine aracilik eden hepatik inflamasyona kars1 bazi
transkripsiyon diizenleyicilerini deasetile ederek yararli bir rol oynamaktadir (216).
SIRT1'in, Nrf2 yoluyla hiicreleri oksidatif stres hasarindan 6nemli 6l¢iide korudugu
(217), 6te yandan, arastirmalar ile artan kanitlar, SIRT1’in inflamatuar yanitlarla gii¢lii
bir gekilde iligkili oldugunu ve NF-Kf aktivasyonunu inhibe ederek inflamatuar yanitlar:
diizenledigini gostermektedir (218). Bu nedenle, SIRT1'in upregiilasyonu, Nrf2'yi aktive
ve NF-KB’ y1 inhibe ederek oksidatif stres ve inflamasyona kars: etkin bir sekilde rol
oynayabilir.

Calismamizda karaciger dokusunun histopatolojik analizleri, kontrole gore
YYD+STZ uygulanmasimin, mikroskobik olarak mononiikleer hiicre infiltrasyonu,
vaskiiler konjesyon, eozinofilik sitoplazmali piknotik niikleuslu hepatositler, hemoraji,
vakuolizasyon ve sinilizoidal dilatasyon olusumunu ortaya ¢ikarmistir. YYD+STZ
grubundaki bu degisiklikler, YYD+STZ uygulamasinin karacigerde, hemorajiye,
inflamasyona ve nekrotik hiicrelerin olusumuna neden oldugunu bildiren Kurek ve
arkadaglarmin bulgularina benzerdir (219). Dahasi, Dwivedi ve arkadaslarinin
calismasina gore YYD+STZ uygulamasinin, normal karaciger hiicrenin bozulmasina,
makro ve mikro vaskiiler steatoz ve ilimli inflamasyona neden oldugu gosterilmistir
(220). YYD+STZ grubundaki bu degisiklikler, PEITC uygulamasi ile anlamli olarak
azaldig1 goriilmekle birlikte elde edilen bu histopatolojik sonuclar, biyokimyasal analiz
bulgularimizi desteklemektedir.

Bu calismada, PEITC’nin YYD+STZ ile indiiklenen NAFLD olusum
mekanizmalarma etkisini arastirmayr amacladik. Calismamizdan elde ettigimiz tiim
veriler ele alindiginda, PEITC’nin hastaligin olusum risklerinden olan yiiksek lipid
seviyelerini kontrol altina alabilecegini, oksidatif stres ve inflamasyon prosesinin
siddetini azaltarak karacigerde olusan hasari azaltabilecegini 6n gérmekteyiz. Nrf2
yolaginin hepatik steatoza karsit koruyucu bir roliiniin oldugu diistiniilmekle birlikte
adiposit farklilasmasi, adipogenez veya beta-oksidasyon gibi lipid metabolizmasindaki
yolaklar iizerindeki etkisinin molekiiler mekanizmalarimi aydinlatacak ¢aligmalarin
yapilmasi ilerdeki ¢alismalarimizin temelini olusturmustur. Sonug olarak, Cruciferae
bitkilerinde biyoaktif bir bilesik olan PEITC, Nrf2 antioksidan yolunu ve SIRT1'in
upregiilasyonunu aktive ederek, aym1 zamanda NF-KB inflamatuar cevabin
inhibisyonuyla YYD ve STZ ile indiiklenen NAFLD'yi iyilestirmistir. Bu nedenle, bu
calismadan elde edilen bulgulara gére PEITC'nin NAFLD'ye karsi, gelecek vaat eden ve
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etkili bir aday ajan olabilecegini sdyleyebiliriz. Bu baglamda, PEITC nin farkli metabolik
yolaklar ve parametreler {izerine etkisinin incelenmesine, ayrica molekiiler yapi

modelleme ¢alismalarinin yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Gilintimiizde NAFLD, artan obezite ve diyabet prevalansina bagl olarak ciddi bir
sorun olarak artmaya devam etmektedir. Basit steatozdan baslayan klinik bulgular gerekli
tedbirler alinmadigi zaman inflamasyon, nekrozis, fibrozis, NASH, siroz, HCC
(hepatoselliiler karsinoma) ve hatta oliime kadar gotiirebilen ¢ok sikintili siireclerin
habercisi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. NAFLD hastaliina 6zgii herhangi bir ilag
maalesef ki hala bulunamamistir. Hali hazirda bulunan tedavi segeneklerinin yeterli
etkinlige sahip olmamasi, hastaligin tedavisi icin alternatif seceneklerin arastirilmasin
zorunlu hale getirmistir.

Calismamizda, NAFLD’ye karsi, fitokimyasallar ailesi iiyelerinden bir
izotiyosiyanat ¢esidi olan PEITC’ nin koruyucu etkisini inceledik. PEITC nin, 6zellikle
antikanser ve antioksidan etkileri 6n plana ¢ikmis olmakla birlikte bu etkilerinin
sorumlusu olarak Nrf2-ARE yolagi oldugu bildirilmistir.

Calismamiz sonucunda elde edilen verilere gore olusturulan deneysel diyabet ve
dolayisiyla NAFLD’ ye kars1 PEITC’ nin faydali olabilecegini gosterdik. NAFLD
olusumu ile ortaya ¢ikan hepatosit hasarini azaltmasi nedeni ile hepatoprotektif etkinligi
olabilecegini ortaya koymustur. Bunun yani sira, normal serum seviyelerinin {izerine
cikan TG, TC, LDL/VLDL seviyelerinin ve karaciger dokusunda yiikselen MDA
seviyesinin PEITC kullanimina bagli olarak diisiis gostermesi obezite, diyabet, metabolik
sendrom, kardiyovaskiiler hastaliklar, hiperlipidemi gibi hastaliklar {izerinde de
diizenleyici bir etki saglayabilecegini diisiinmekteyiz. Calismamizdan elde ettigimiz
diger sonug ise PEITC nin, hepatoprotektif, antioksidatif ve lipid diisiirticii etkilerinin
SIRT1/Nrf2 Aktivasyonu ve NF-KB inhibisyonu yoluyla olabilecegini gostermesidir.

Yaptigimiz ¢alisma sonucunda elde ettigimiz veriler, PEITC’ nin NAFLD’ ye kars1
koruyucu ve karaciger hasarini azaltic1 yonde etkilemesidir. PEITC’ nin, SIRT1/Nrf2 ve
NF-KB ile iliskisinin etki mekanizmalarinin temelinin aydinlatilmast ve molekiiler
modelleme teknikleri ile desteklenmesi gereklidir. Ayrica kullanilan PEITC’ nin diger
doku ve organlar iizerinde olumsuz etki yaratip yaratmayacagi gibi sorularinda
cevaplanmasi gerekmektedir. Bu ¢alismamizin devami niteligindeki yeni ¢aligmalarda
ozellikle PEITC’ nin yapi-etki mekanizmalarinin ve metabolik yolaklardaki etkiledigi

basamaklarin aydinlatilmasi amaciyla ve bunun yaninda diger dokular iizerinde toksik
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etki olusturup olusturmayacagimin kontrol edilmesine yonelik caligmalar yapilmasi

planlanmaktadir.
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