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ONsSOZ

Giiniimiizde heniiz tedavisi gelistirilmemis hastaliklara ¢are aranmakla birlikte, diger
yandan hastaliklara yakalanmadan dnlenmesi i¢in de yogun ¢alismalar yapilmaktadir. Bu
hastaliklarin en sik goriilenlerinden biri, tiptaki adiyla “diabetes mellitus”, giinliik dildeki
adiyla “seker hastaligi”dir. Diabetes mellitus, pankreasta insiilin fireten B hiicrelerinin
tahribati sonucu olusan insiilin eksikligi yada hedef hiicrede insiilin reseptdriinde rezitans
gelismesi ile olusan kronik bir hastaliktir. Diabetes mellitus hastaliginda birgok faktor
etkilidir. Bunlar arasinda genetik sebepler, obezite, asiut protein igerikli diyet ve son
zamanlarda {izerinde sik¢a durulan oksidatif stres gibi degisik faktorler vardir.

Oksidatif stres viicuttaki oksidan/antioksidan dengenin oksidanlar y6niinde artmasi
olarak nitelendirilebilir. Bu durum serbest radikaller olarak bilinen tiirlerin, hiicre i¢i veya
hiicreler arast sistemlerde, biyomolekiilleri indirgemesinden kaynaklanir. Serbest
radikallerin bu etkileri sadece seker hastaligi degil yaglanma ve kanser gibi bir¢ok hastaligin
ve/veya bu hastaliklarin komplikasyonlarimn patogenezinde rol oynamaktadir. Reaktif
oksijen radikalleri DNA, proteinler ve lipitler gibi makromolekiillerle etkileserek DNA
hasari, lipit peroksidasyon ve protein oksidasyonuna neden olarak hiicrenin biittinliigiini
bozarlar. Viicutta serbest radikallerin bu etkilerini engellemek amaciyla antioksidan
sistemler gelismistir. Fakat bu sistemler viicudun korunmasim tamamen saglayamadiklart
icin oksidatif stres kaynakli veya etkili bazi hastaliklarda disaridan antioksidan ilavesi
gerekebilmektedir. Dogal {iriinlerin  biiyiik bir boliimii, hastaliklarm Onlenmesi ve
tedavisindeki olasi klinik 6zellikleri agisindan aragtirilmaktadir. Fitoaleksin olarak bilinen
bitki antibiyotiklerini iceren ve giiglii antifungal 6zellikli olan polimerler (viniferinler)
familyas1 bu dogal iiriinler arasindadir. Bu grubun en etkili tiyelerinden birisi resveratroldiir.
Son yillarda yapilan arastirmalarda, resveratrol su ana dek bulunan en giiclii antioksidan
madde olarak literatiire gec¢mistir. Bu ¢aligmada streptozotozin ile diyabet olusturulan
sicanlarda resveratrolin DNA hasarim koruyucu ve antioksidatif etkisi arastirilmasi
amaglanmgtir.

_ Aragtiuma, “Resveratroliin Streptozotosin Tarafindan Olusturulan Genotoksik Hasari
Onleyici Etkisi” isimli ve VFT-09002 kodlu proje olarak, Adnan Menderes Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi’nin destegi ile gergeklestirilmigtir.
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1.GIRIS

Bilim diinyasinda, bir yandan hastaliklarin tedavisi igin yeni imkanlar aragtirilirken,
diger yandan da saghkli bir yasam siirdiirebilme ve hastaliklarin var olmadan 6nlenmesi
yolunda yogun gahismalar yapilmaktadir. Yapilan bu ¢ahismalarda son yillarda lizerinde en
fazla durulan konu beslenmedir. Ozellikle antioksidanlar bu konuda olduk¢a 6nemli bir yer
tutmaktadir (Schiller ve ark 1993, Seven ve Candan 1996). Canlida biriken oksitleyici serbest
radikaller DNA kopyalanma siirecini bozarak, DNA’mn zarar gérmesine neden olabilirler.
Oksidasyonun insan viicudunda kanser egilimini tetikleyebilir veya bagisiklik sistemine zarar

verebilir olduguna yodnelik bulgular mevcuttur (Halliwell 1991, Valko ve ark 2007).

Son ydriingesinde bir veya daha fazla ortaklanmamus elektron igeren atom veya
molekiillere serbest radikal adi verilmektedir (Hallivell 1989, Cheeseman ve Slater 1993,
Murrant ve Reid 2001). Bu ortaklanmamus elektronlar molekiilii gok kararsiz hale getirirler.
Serbest radikal, dis yoriingedeki elektronun ortaklanmasint saglamak igin diger molekiillerle
reaksiyona girebilecek sekilde reaktif bir yapr gostermektedir (Freeman ve Crapo 1982,
Gutteridge ve Halliwell 1994).

Serbest radikaller aerobik hiicrelerin tiim fraksiyonlarmda, metabolizma sirasinda veya
patolojik durumlarda birer yan iiriin olarak meydana gelebilmekte ve hiicrelerde tersinir ya da
tersinmez degisikliklere neden olabilmektedirler (Ames ve ark 1993). Bu degisiklikler,
oksidasyon, fragmantasyon, kopriilesme (disiilfit baglantisi, protein - protein baglantisi,
protein- lipid baglantisi), protein sarmalinda kesilme, floresans seklinde olmaktadirlar.

Bunun sonucunda ciddi hiicre, doku ve/veya organ hasari meydana gelebilmektedir (Yu

1994, Yanbeyi 1999).



Serbest radikaller, kirli havada, sigara dumaninda, radyasyonda (1simim), bitki koruma
ilaglarinda, bozulmus gidalarda ve normal viicut metabolizmasinda (yiyeceklerden enerji
agiga ¢ikarma islemi esnasinda) bulunmaktadirlar ve bunlar viicuttaki hiicrelere saldirirarak
tahrip etmektedirler. Ilk saldirtda éncelikli olarak yeni bir serbest radikal olugmakta ve bunun
ardindan kontrol edilemeyen zincirleme bir reaksiyon baglamaktadir. Yiyecekler, kozmetikler,
ilaclar, sigara dumam (aktif veya pasif sekilde etkilenen) ve modern yasamm getirdigi diger
pek cok zararli kimyasallar sayesinde de serbest radikal atagiyla karst karsiya kalinmaktadir.
Ister disaridan gelsin ister viicut iginde olugsun serbest radikaller viicut saghfmna zarar
verirler ve herhangi bir hasar vermeden once etkisiz hale getirilmeleri gerekmektedir

(Kenneth ve ark 1998) .

Antioksidanlar, serbest fadikallerin etkilerini notralize ederek onlarin neden olduklari
dejeneratif hastaliklar ve erken yaslanma siireclerini baslatan zincirleme tepkimeleri
engelleyen molekiillerdir (Adewuyi 2001). Serbest radikaller karafsm ve reaktif molekiiller
olmalarina yol agan elektron agigimi kapatabilmek icin baska atomlarn elekironlarini
paylasmak iizere onlara saldirmaktadirlar. Antioksidanlarsa, serbest radikaller i¢in kolay bir
elektron hedefi olusturmaktadirlar. Eger serbest radikaller almak istedikleri elektronu
antioksidanlardan saglarlarsa baska bir yapiya zarar vermezler (Kenneth ve ark 1998).
Antioksidan mekanizmalar rutin biyokimyasal olaylarda ortaya ¢ikan serbest radikallert
ortadan kaldirabilir. Cesitli patolojik siire¢ler sonucu oksidan- antioksidan sistemin dengesi
bozulabilir. Bu durumda antioksidan mekanizmalar tiikenir (deplesyon). Sonug olarak serbest

radikal etkinligi artarak hiicre zedelenmesi ve 6lim gelisebilir (Akkus 1995).
Viicutta antioksidanlar s6yle siniflandinlabilirler;
A. FEtki mekanizmalarina gére
- Primer antioksidanlar (toplayict etki)
- Sekonder antioksidanlar (zincir kirict)

- Tersiyer antioksidanlar (onarici etki)



B. Kaynaklarma gére
- Endojen antioksidanlar
- Eksojen antioksidanlar

Viicutta meydana gelen ve genellikle oksijen kaynakli serbest radikallerin baslattigt
oksidatif hiicre hasar siirecine oksidatif stres denir. Meydana gelen serbest radikallerin
toksisitesi ya direkt olarak radikal temizleyicilerle yada indirekt olarak antioksidanlarla
antagonize edilir. Direkt  radikal temizleyiciler, radikallerin baglattiklari zincirleme
reaksiyonlart ilk basamaklarda-durdurarak radikallerin etkisinin artmasmi onlerler. Indirek
radikal temizleyiciler ise radikal siipiiriicii etki ile reaksiyona girmeden daha zararsiz
molekiillere déniistiirerek veya diger molekiillerden serbest radikal olusmasim engelleyerek

antioksidan etki yaparlar (Cheeseman ve Slater 1993, Akgiil ve ark 1999, Onat ve ark 2002).

Antioksidanlarin bir kismu viicudumuzda ﬁretilebilmektevyken, bir kismi da disaridan
alinmaktadirlar. Yapilan aragtirmalar sonucunda besinlerle alman antioksidanlarm hazir
olarak satilan, tablet veya kapsiil formlarindan daha yararli oldugu gézlenmistir. Bir besinin-
icinde bulunan farkli unsurlarm beraber tiiketilmesi, muhtemelen daha etkili olmaktadir
(Fremont 2000). Sindirim sistemimiz ve hiicrelerimiz antioksidanlarm dogal olanlarini daha
kolay ve dogru kullanmaktadirlar. Piyasada satilan antioksidan desteklerin yararh
olabilmeleri ¢ok farkli etkenlere baghdir. Ayrica bu desteklerin bazilari hiicreler tarafindan

kullanilamamakta, biyolojik bir yarar saglanamamaktadir.

ideal kosullar altinda serbest radikaller ve antioksidanlar arasinda bir denge soz
konusudur. Ancak bu denge ozellikle giiniimiizde kargilastigimiz dis etkenler nedeniyle
bozulmakta ve yogun hasarlarla karst karsiya kalmmaktadir. Yiiksek kalorili beslenme,
besinlerdeki katki maddeleri, ilag artiklari, radyasyon ve giines 1513 kendisi, havadaki
kimyasal maddeler, egzoz ve baca dumani, karsifastigimiz birgok kanserojen madde ve streshi
hayat sartlar gibi bir ¢ok etken viicudumuzun giiciinii zayiflatmakta ve dabha fazla
antioksidan maddeye ihtiyac duymamiza neden olmaktadir. Bilinen en eski antioksidanlar A,

E, C vitamini, selenyum ve cinkodur. Ancak son yillarda yapilan arastirmalarda, resveratrol



(RSV) su ana dek bulunan en gii¢lii antioksidan madde olarak literatiire gegmigtir (Berteli ve

ark 1996, Fremont 2000).

1.1. Besveratrol

RSV’nin C vitaminine gére 20- 50 kat daha fazla etkili bir antioksidan oldugu
saptanmustir (Celotti ve ark 1996).

RSV ilk kez 1963 yilinda, Japonlar tarafindan Ko-jo-kon olarak adlandirilan
Polyganum cuspidatum (knotweed — sivri uglu ¢oban degnegi) bitkisinin kurutulmus
koklerinin aktif bileseni olarak tespit edilmistir. Kati, toz halinde, hafif grimsi- beyaz renkte,
suda kolayca ¢dziinebilen, kaynama noktast 253 — 255°C, oktanol - su partisyon katsayist;

3,139 LogP, pKa’ s1 9,14 olan bir bilesiktir (Langcake ve Pryce 1976).

Polyganum cuspidatum bitkisinin Cin ve Japon geleneksel ilaglari arasinda olup
oldukga uzun yillardan beri yangy, allerji, damar tikanikligs, cilt iltihabi ve hiperlipidemi gibi
hastaliklarin tedavisinde kullamildigi bilinmektedir. Daha sonra Langcake ve Pryce
tarafindan 1976 yilinda Vitis vinifera saraplik tiziimlerinde tespit edilen RSV’nin, daha sonra

1992 yilinda Siemann ve Creasy tarafindan saraptaki varlig1 da tespit edilmistir.

RSV pek cok bitki tiiriinden yaralanma, ultraviole ve fungal saldirilara yanit vermek
fizere sentezlenen, flavonoid yapida polifenolik bir fitoaleksindir. Fitoaleksinler, bitkiler
tarafindan patojenik mikroorganizmalara karst korunma amach sentezlenen, kimyasal

maddelerdir (Langcake ve Pryce 1976).

Dogada bitkilerin ayni diizeyde strese maruz kalmalart miimkiin olmadigindan
fitoaleksin sentezi, kuskusuz her zaman aym miktarda olmayacaktir. Bu nedenle, RSV nin
kontrollii kosullarda elde edilmesi tizerinde ¢alismalar yapilmaktadir. Giintimiizde bu amagla
cesitli tekniklerden yararlamlmakta olup, yilin her doneminde bir ornek iriin elde

edilmesinin yollari arastinilmaktadir. S6z konusu teknikler igerisinde ise morfolojik olarak

4



farklilasma ejilimindeki kallus ve hiicre stispansiyonu kiiltiirlerinden yararlanitmaktadir. Ana
bitkiden kesilen doku pargasinin, steril ve yapay besin ortamnda biiyiitiiimesi sonucu olugan

morfolojik diizensizlige sahip kiitleler kallus olarak tamimlanmaktadir (Fremont 2000).

1.1.1. Resveratrol Iceren Bitkiler

Bu polifenoliin findik, iziim, yer fisti§1, ananas ve dutun da i¢inde bulundugu 72 bitki
tirinde varligt  belirlenmistir.  (Bitkiler ayrica RSV’nin  glukozid formunu da
sentezlemektedirler. Yer fistigi ve ¢am gibi birgok bitkide 6zellikle de tiziimlerde bulunan
benzer yapldaki. bilesenler, RSV’nin dimerleri (e-viniferin) (Cizelge 1.1), trimerleri (o-
viniferin, gnetin-H) (Cizelge 1.2), tetramerleri (r-viniferin) (Cizelge 1.3) olarak bilinmektedir

(Fremont 2000).

RSV’yi dogal olarak iiretebilen tiirlerin baginda gelen asmalar; sofralik {izlim, sarap,
kuru tiziim, sirke veya geleneksel iiriinler olarak tanmimlanan pekmez, pestil gibi diger
islenmis iirtinleri ile beslenmede yaygm olarak kullamilmaktadirlar. Uziimde RSV, meyve
etinde ¢ok diisiik derisimlerde bulunmakta yada hi¢ bulunmamaktadir. Uziimiin taze veya
islenmis olarak titketilmesinin yararlar1 RSV’ nin {iztim ¢esitleri i¢in 6nemli bir kalite olgiitli
haline gelmesine neden olmustur. Uziimdeki RSV’ nin oda sicakhigs, mikrobiyal enfeksiyon,
ultraviyole radyasyon, ozona maruzuyet gibi cevresel kosullardan etkilendigi ve RSV

oranimin degistigi saptanmistir (Hain ve ark 1990).

(W



Cizelge 1.1 Bitkilerde gozlenen RSV’ nin dimerleri .

Bilesik Kimyasal Formiiii Bitki téiri Familya
g-Viniferin ngszO6 Vitis vinifera Vitacea
Vitica affinis Dipterocarpaceae
Shorea disticha Dipterocarpaceae
S.stipularis Dipterocarpaceae
Carex fedia Cyperaceae
C. kobomugi Cyperaceae
C. pumila Cyperaceae
Balanocarpol 28H2207 Balanocarpus zeylanicus Dipterocarpaceae
Hopea jucunda Dipterocarpaceae
Pallidol Cstsz(, Cissus pallida Vitacea
Cassigerol A CstzzOs Cassia garreitiana Leguminosae
Gnetin A 1,0, Gnetum leyboldii Gnetaceae
Gnetin F La5,0, Welwitschia mirabilis Gnetaceae
Gnetin G ngszO7 Welwitschia mirabilis Gnetaceae
Cizelgel.2. Bitkilerde gozlenen RSV’ nin trimerleri .
Bilesik Kimyasal Formiilii | Bitki tiirdi Familya
o-Viniferin 42H3009 Vitis vinifera Vitacea
Copalliferol A 42H3207 Vateria copallifera Dipterocarpaceae
Balanocarpus zeylonicus | Dipterocarpaceae
Horpea cordifolia Dipterocarpaceae
Shorea stipularis Dipterocarpaceae
S. cordifolius Dipterocarpaceae
S.elegans Dipterocarpaceae
S. kanneliyensis Dipterocarpaceae
S. lancifolius Dipterocarpaceae
S. oblongifolius Dipterocarpaceae
Stemonoporol 42H3209 Stemonoporus affinis Dipterocarpaceae
S. canaliculatas Dipterocarpaceae
Copalliferol B C42H3209 Vateria copallifera Dipterocarpaceae
Distichol 42H3209 Shorea disticha Dipterocarpaceae
Canaliculatol 42I—InO9 Stemonoporus Dipterocarpaceae
’ canaliculatus
Miyabenol C H O Carex fedia Cyperaceae
2 329 .
C. kobomugi Cyperaceae
C.pumila Cyperaceae
Gnetin H C42H3209 Welwitschia mirabilis Gnetaceae
Gnetin | 21,0, Welwitschia mirabilis Gnetaceae
Gneti F Cst2206 Welwitschia mirabilis Gnetaceae
Gnetin F C28H2206 Welwitschia mirabilis Gnetaceae
Gnetin G Welwitschia mirabilis Gnetaceae
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Cizelgel.3.Bitkilerde gozlenen RSV’ nin tetramerler .

Bilesik Kimyasal Formili Bitki tiiri Familya
a-Viniferin C42H3009 Vitis vinifera Vitacea
Copalliferol A (342}13207 Vateria copallifera Dipterocarpaceae
Balanocarpus zeylanicus | Dipterocarpaceae
Horpea cordifolia Dipterocarpaceae
Shorea stipularis Dipterocarpaceae
S. cordifolius Dipterocarpaceae
S.elegans Dipterocarpaceae
S. kanneliyensis Dipterocarpaceae
S. lancifolius Dipterocarpaceae
S. oblongifolius Dipterocarpaceae
Stemonoporol C42H3209 Stemonoporus affinis Dipterocarpaceae
S. canaliculatas Dipterocarpaceae
Copalliferol B C42H3209 Vateria copailifera Dipterocarpaceae
Distichol C42H3209 Shorea disticha Dipterocarpaceae
Canaliculatol 42H3209 Stemonoporus Dipterocarpaceae
canaliculatus
Miyabenol C H O Carex fedia Cyperaceae
42 329 .
C. kobomugi Cyperaceae
C.pumila Cyperaceae
Gnetin H C42H3209 Welwitschia mirabilis Gnetaceae
Gnetin | C42H3209 Welwitschia mirabilis Gnetaceae

1.1.2. Resveratroliin Kimyasal Yapisi

OH
(C14H1203)

Sekil 1.1. RSV’ nin kimyasal yapasi.

Bir stilben bilesigi olan RSV, iki karbon kopriisiiyle baglanmis iki fenolik halkadan
olusmustur ve maksimum absorbans degeri yaklasik 310 nm’dir. RSV stilben molekiiliiniin

3, 4 ve 5 konumlarina hidroksil gruplarmm baglanmasiyla olusmus bir yapidir. RSV’ nin 3,

~3



4, 5- trihidroksi- stilben ve 3,4,5- stilbenetriol olarak bilinen cis- ve trans- stereocizomerik
formlart bulunmaktadir. Cis- ve trans- RSV’ nin glikozid formlart RSV-3-O-beta-D-glikosid
olarak bilinen piceid’dir. Cis- ve Trans- glikozidler cis- piceid ve trans-piceid olarak
adlandirilmaktadir. Trans izomerlerinin biyolojik aktivitelerinin cis izomerlerine gore daha
yitksek oldugu saptanmugtir. Trans RSV yapi olarak dietilstilbesterole ve 17 beta- estradiol’e
benzemekte olup karma Gstrojenik, agonist/antagonist dzelliklere sahiptir (Celotti ve ark

1996).

RSV ve tiirevlerinin kimyasal yapisinda birden fazla aromatik halka ve hidroksil grubu
bulundugundan polifenoller grubu altinda simflandirilmaktadirlar (Commun ve ark 2003).
RSV bitkilerde fungal enfeksiyon yada agir metal iyonlaﬁ, UV- g1k ve fiziksel hasarlanmalar
gibi sﬁesli durumlara kars, asetal- malonat ve fenilpropanoid y(;llarlnln birincil Ve ikincil
metabolizmalart ile p- kumaril CoA ve malonil CoA’ dan sentezlenmektedir. Bu
mekanizmadaki stilben sentaz (STS)’da, fenolik maddeler; malonil CoA ve p-kumaril CoA
iizerinden RSV olugumunu katalizleyen anahtar enzimdir. RSV stres altindaki bitkiler i¢in
dogal bir bitki antibiyotigidir. Bu sebeple bitkiler aleminde hastalik engelleyici anti-fungusit

fitoaleksin olarak da isimlendirilebilmektedir (Soleas ve ark 1997).

Trans-resveratrol (C14H1203; M.A= 22825), 1,3- Benzenediol, 5- [(1E)- 2- (4-

hidroksifenil) ethenil] (9C1), 3, 5, 4 - trihidroksitilben, CA 1201, (E)- resveratrol, 3,4, 5-
Stilbenetriol (7 CI, 8 Cl), (E)- 5- [2- (4- Hidroksifenil) ethenil]- 1, 3- benzenediol (E)- 5- (p-
Hidroksistiril) resorsinol resveratrol (6Cl) diye de adlandirilmaktadir. Cis- resveratrol

(C14H1203; M.A=228.25) ise, 1,3- Benzenediol, 5- [(1Z)- 2- (4-hidroksifenil) ethenil] (9Cl),

1,3- Benzenediol, 5- [2- (4- Hidroksifenil) ethenil], (Z)- (Z)- resveratrol diye de
adlandiriimaktadir (Sekil 1.2.).



trans-resveratrol cis-resveratrol

Sekil 1.2. Trans - resveratrol ve Cis- resveratrol kimyasal formiilii (Haneke 2002).

Trans- resveratrol i¢cin UV absorbans tam degeri [UVmax (EtOH) nm (g) 308 (30000)]

iken, cis- resveratrol icin [vamax (EtOH) nm (g) 288 (12600)]’dir (Haneke 2002).

1.1.3. Resveratroliin Bivosentezi

RSV’ nin sentezi fenil alaninden ¢ok basamakli bir gekilde gerceklesmektedir. Fenil
alaninden ammonia liyaz enzimiyle deaminasyon sonucu birinci basamakta sinnamik asit
olugur. Sinnamik asit, 4- hidroksilazla, p-hidroksilasyonla 4- kumarik aside déniigiir. 4-
koumaril Ko-A ile ester yapisina donisiir. 4- koumaril Ko-A, ti¢ malonil Ko-A {initesi ile
stilben sentaz enzimiyle RSV olusur (Fremont 2000). Ester yapisindan sonraki koenzim

yardimiyla RSV olugumu asagidaki gibidir (Sekil 1.3).
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Sekil 1.3. RSV’ nin biyosentezi (Fremont 2000).

1.1. 4. Resveratroliin Etkiferi

RSV’ nin etkilerine iligkin son yillarda birgok arastirma yaymlanmaktadir. Bu yayinlar

incelendiginde RSV’ nin saglikla ilgili gok yonli etkileri oldugu goriilmektedir.

1.1.4.1. Resveratroliin anticksidan etkisi

Yapilan epidemiyolojik galismalar Giiney Fransa’da yagh diyet ve sigara kullaniminin
fazla olmasima ragmen bol tiiketilen sarap nedeni ile koroner kalp hastahig1 insidansmn diger
bolgelere gore daha diisik oldugunu ortaya ¢ikarmis, bu duruma “Fransiz Paradoksu”
(French Paradox) adi verilmigtir. RSV ile ilgili galismalarin hizlanmasinda Fransiz Paradoksu
olgusunun etkisi biiyiiktiir. Bu konuda yapilan yayinlar paradoksa sebep olarak kirmizi sarap

icinde bol miktarda bulunan RSV’ yi isaret etmistir. RSV sayesinde disiik yogunluktaki
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lipoproteinler (LDL) damarlarda birikmeden taginabilmektedir. Yapilan klinik ve deneysel
calismalarda RSV’ nin trombosit agregasyonunu engelledigi, dokulan iskeminin zararh

etkilerinden korudugu ortaya konmustur (Lorengil ve Salen 2002).

RSV’ nin, LDL’de bulunan doymamis yag asitlerinin glicli bir inhibitérii oldudu
bildirilmistir. Doymanus yag asitlerinin  oksidasyonuyla LDL’deki degigikliklerin
arteriyoskleroz iizerinde baskin bir rol oynadigina inamlmaktadir.llk olarak insan LDIL’sine
eklenmis trans-RSV’ nin bakirin katalizledigi oksidasyonu azalthigimi gésterilmistir. LDL
oksidasyonunda trans-RSV asil olarak bakir selasyonuyla etki eder. Cis izomerinin gelasyon
kapasitesi trans izomerinin yaris1 kadar bulunmugtur (Fremont 2000). LDL’ nin bakir
baglama kapasitesinin yiiksek oldugu bilindiginden dolayi, RSV’ nin yiiksek bakir selasyon
kapasﬁesi onemlidir. Trans izomerinin selasyon kapasitééi cis izomerinden yaklagik .iki kat
daha fazladir. RSV’ nin antioksidan 6zelligi ve bakir selasyon kapasitesinin yiiksek olmasi,

serbest radikal siipiiriicii 6zelliginden kaynaklanmaktadir (Nigdikar ve ark 1998).

Oksidasyon LDL partikiillerinin protein kismini (apoB) regiile B/E reseptor sistemi ile
katabolizmasin bozarak etkiler. Bu nedenle polifenolik bilesikler yéniinden zengin besinlerin
koruyucu etkilerinin antioksidan 6zelliklerine bagh oldugu diistiniilmektedir (Fremont 2000).
Yapilan bir ¢alismada RSV’ nin p(;tent hidroksil radikal siipliriicti 6zelligi ile DNA
kinlmalarm  azaltifi  ortaya konmustur (Mark ve Duncan 2000). Diisiik dansiteli
lipoproteinlerin oksidasyonlar1 atherogeneziste onemli rol oynarlar. Bakir ve demir gibi
metaller pro- oksidan olarak etki gosteren metallerdir. (Belguendouz ve ark 1997). Diisiik
dansiteli lipoprotein peroksidasyonlarinin demir ve bakir iyonlari ile artinldig: bilinmektedir.
Serbest radikal stipiirticii etkinin arastirildigt bir ¢alismada RSV’ nin demir ve bakir iyonlar

diizeyini anlamli olarak diigiirdiigii gésterilmigtir (Fauconneau ve ark 1997).

1.1.4.2. Resveratroliin kanserden koruyucu etkisi

RSV’ nin kimyasal yapisimin tammlanmasi ve bilimsel yaklasimlarm kurulmas: ile

gerceklestirilen ¢aligmalarda, kanserden korunmaya yonelik etkisi agi1a gikanlmistir. RSV’



nin kansere kargsi etkinligi 1985°1i yillarda Japonya’da baslayan caligmalarla ortaya
koﬁmustur, Giivenilir pek gok kamitin destegiyle kanserin pek ¢ok safthasinda durdurucu ve
engelleyici 6zelligi ile birinci dereceden dogal tedavi saglamaktadir. RSV sadece kanser
onleyici degil, ek tedavi olarak da onerilmektedir. RSV {izerine yapilan ¢aligmalarda; RSV’
nin essiz bir hiicre yok etme sistemine sahip oldugu, tiimor baskilayici gen p53 olsa da

olmasa da tiimor hiicrelerini yok ettigi ifade edilmistir (Bertelli ve ark 1996).

RSV’ nin kansere karsi kimyasal koruyucu ozelligi oldugu ilk kez 1997 yilinda
belirlenmistir (Latruffe ve ark 2002). Bu aktivite igin bilesiklerde hidroksil grubu
gerekmektedir. RSV’ nin karsinojenezin ti¢ major basamaginda kanser Onleyici aktivitesi
vardir (Fremont 2000). RSV antikanser ve antimutajen olarak rol oynar ve karsinojenlerin
detoksifikasyonunu indiikler. Antienflamatuar stireci siklooksijenaz-1 (COX-1) ve
hidroperoksidaz fonksiyonlarmi inhibe ederek gergeklestirir. Bunun yaninda hiicre
farkhilasmamasmi indiikleyerek kanser geli§imini engeller (Bertelli ve ark 1996). Bircok
kemoterapstik maddenin apopitotik hiicre 6limiinti uyararak tiimér hicrelerini ortadan
kaldirdiklar: bilinmektedir (She ve Bade 2001). Apoptozis siireci, organizma gelisiminde,
dokularin homeostasisiniﬁ korunmasinda ve ¢ok hiicreli organizmalarda istenmeyen veya
hasarli hiicrelerin ortadan kaldinlmasinda gerekli bir mekanizmadir. Ttmér hiicrelerinde
CYP1B1 adli bir enzim bulundugu bildirilmistir . Bu enzim resveratrolii Piceatannol’a
doniistiirir. Bu madde antikanserojen olarak bilinmektedir. Piceattannol kanser hiicrelerini
apoptozise zorlar. CYPIBI enzimi yalnizca {imér hiicrelerinde bulundugu i¢in saglhikl
hiicreleri etkilemeksizin timor hiicrelerini etkiler (Aziz ve ark 2003). RSV’ nin apoptozisi
uyardig1, JB6 epidermal hiicreleri, promiyelosit 16semi hiicreleri, gesitli kolon kanseri hiicre
serileri, meme kanseri hiicre serileri ve prostat kanser hiicrelerinin de dahil oldugu ¢esitli
hiicre gruplarinda bildirilmistir (Kim ve Chang 1990). Asagida RSV’ nin uyard:g1 apoptoza
neden olan farkli yollar gésterilmektedir (Sekil 1.4.).



_ RESVERATROL

../'f/ \
&fﬂ/j J, \\“x
Siklin D1/COK4 38 kinaz JPR3K
//’ f & \\4
/, -/ ERK1/2 PKB/AKT
“(f f x‘/ *,
BUYUMENIN DURDURULMASI p53*" \
.3
\, fosforlanmig (3P} \
\‘k ‘ yﬁ” p53 T
o __,-'/"/J .
P2 HART < CDYB/CDBA yolu.  \
Ty W
Bax Bcl-2 APOPTOZ
Bak Belx f’fﬂ
-.\K&\A /\,/r‘
Kaspaz-9 //""{
Kazpaz-3

Sekil 1.4. RSV’ nin uyardi1 apoptoza neden olan farkli yollar.

RSV’ nin insan meme kanseri hiicrelerinde dioksin ve benzopirinlerin arilhidrokarbon
aractll kanserojen etkilerini inhibe ettigi gosterilmistir. Sitokrom P450, arilhidrokarbon
hidroksilaz olarakta bilinmekte olup polisiklik aromatik hidrokarbonlarin prokarsinojenik
aktivasyonunda rol almaktadir. P450 1A1'in inhibitorleri akeiger kanserinde oldukga etkili
bulunmuslardir. RSV insan akciger mikrozomlarinda sitokrom p450 1A} 1 éelektif bir sekilde
inhibe etmistir. Insan hepatoma HepG2 hiicrelerinde RSV’ nin derigim bagimh bir sekilde
P450 1Al'i inhibe ettigi ortaya konmustur. Ayrica benzopirin ile uyariimis sitokrom 1Al
mRNA proteinindeki artigt ortadan kaldirdigi gosterilmistir. Insan meme karsinoma
dizilerinde dimetilbenzantrasen ile uyarilan sitokrom 1Al aktivitesini dogrudan inhibe
etmistir (Hsieh ve ark 1999). Sitokrom P450 3A4 ince barsakta en ¢ok bulunan enzimlerden
bir tanesi olup birgok ilacin barsaktan dolagima gegisini engellemektedir. RSV zaman ve

derisim bagiml olarak bu enzimin aktivitesini de azaltmigtir (Chan ve Delucchi 2000).

Antikanserojen tedavinin ana hedeflerinden bir tanesi de tirozin kinaz ailesi enzimlerin
inhibisyonudur. RSV’ nin bu enzim ailesinde anlaml1 inhibisyon yaptigi insan plasental ve
prostatik adenoma hiicrelerinde gosterilmistir (Palmieri ve ark 1999). Bu tedavinin bir diger
hedefi de protein kinaz C' nin (PKC) inhibisyonudur. Ciinkii PKC tiimor gelisiminde anahtar
rol oynamaktadir. RSV kalsiyum fosfatidilgliserin ile uyarilan beyin PKC aktivitesini anlamlt

olarak inhibe etmektedir (Stewart ve ark 1999).



Ayrica prostaglandin sentezinin inhibisyonu ile de timor gelisiminin yavasladig1 rapor
edilmigtir. RSV’ nin antitiimor etkisinin ribontikleotid rediiktaz, DNA polimeraz, protein
kinaz C, siklooksijenaz- 2 aktivitelerinin inhibisyonu, karsinojenezin inhibisyonu, apoptotik

hiicre aktivasyonuna bagh olabilecegi bildirilmistir (Jang ve ark 1997).

RSV’ nin kanserin baglangig, ilerleme ve gelisim donemlerine nasil etki ettifi
arastirtlmugtir. Timor baglangicina etkisi hayvan modellerinde antimutajen ve serbest
radikalleri inhibe etmesi ile antioksidan 6zelliginden kaynaklanmaktadir. Cox-1 inhibisyonu
ile tiimér ilerleme aktivitesini azalttifi gozlenmektedir. Bu enzim proinflamatuvar madde
olan arasidonik asitten degiserek olusan bir maddedir ve timdor gelisimini uyarir. RSV 100
pg/ml Cox-1 enzimini %98 oraninda inhibe etmektedir. Gelisimle ilgili g¢alismalar
gostermektedir ki insan promyelotik 16semi hiicrelerinin farklilagsmasim tegvik etmektedir ve
riboniikleotid rediiktaz1 inhibe etmektedir. Cogalan hiicrelerde DNA sentezi igin bir enzime
ihtiyag vardir. RSV’ nin kan-forming hiicrelerine karsi minimum toksik etkisi anti-kanser
potansiyelini cazip kilmasiyla karakterizedir. Nitekim deneklerle (fare, tavsan) yapilan

calismalarla bu durum biiyiik Slgiide ortaya konmustur (Wang ve Ng 1999).

Kemik iligi nakline ugrayan hastalarda RSV’ nin tiimér hiicrelerini temizleyerek niiks
etme oramni azalttifl gozlenmistir. Hemapoetik sistemde RSV’ nin inhibitdr etkisi kismen
doniigtimlii, oysa 16semi hiicrelerinde doniisimsiizdir. Kemoterapi ve radyoterapi kanser
tedavisinde kullanilan viicuda ciddi zarar veren ancak kanser tedavisinde heniiz alternatifleri
gelistirilemeyen tedavi gekilleridir. Kemoterapi ilaglar1 kanser hiicrelerini hedef alirken
normal hiicrelere de zarar vermektedir. Kemoterapi tedavisi sirasinda zarar goren hiicrelerin
baginda, kemik iligi (bu nedenle kan degerleri diiger), sag hiicreleri (saglar dokiiliir), sindirim

sistemi hiicreleri gelmektedir (She ve Bade 2001).

Kemoterapi ve radyoterapi srasinda Ozellikle bazi bitkisel driinler kullamlmaktan
kaginilmaktadir. Ciinkii kullanilan bitkisel @irin (1sirgan otu, aloe vera vb.) kanseri onleyici
6zelligi yaninda karaciger enzimlerini bozmasi, normal hiicreleri koruyan bir bitkisel tedavi
iken kanserli hiicreleri de korumasi, 6zellikle kemik iliginin baskilanarak g¢aligmasinin
engellemesi vb. gibi yan etkiler nedeniyle zaten zor olan kemoterapinin daha da i¢inden
¢ikilmaz bir hal almasina neden olmaktadir. Oysa siyah Uziim bu agidan miitkemmel bir

meyvedir. Siyah {iziimde bulunan RSV; kemik iligini koruyan ve calistiran ender
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maddelerden biridir. Bu nedenle sivah tiziim surubu kullanan kemoterapi hastalarmda kan
J

degerleri diismemektedir, bu hastalar §zellikie trombosit almaya ihtiyag duymaziar.

1.1.4.3. Resveratroliin vazodilatir etkisi

Polifenoller icerisinde RSV’ nin etkili bir vaskiller diiz kas gevsetici oldugu
disiiniilmektedir. Noradrenalin ile kastirilan endotelli aortalarda RSV 3x10° M ve daha
yitksek konsantrasyonlarda kasiimalari anlamli sekilde azaltmis ancak 1pM L-NNA ile
inkiibasyon yapildiginda RSV’ nin bu kasilmay1 azaltict etkisi ortadan kalkmstir. 10° M
fenilefrin ile prekontrakte edilen dokularda ise RSV 10 M ve tizerindeki konsantrasyonlarda
gevseme olusturmus ve bu gevseme 1pM NG- nitro- L- arjinin (L-NNA) ile ortadan
kalkmugtir. 6x10™ M’dan daha yiiksek konsantrasyonlarda ise RSV’ nin endotelsiz dokularda -
da gevseme olusturdufu ve bu gevsemenin L-NNA inkiibasyonundan etkilenmedigi

gdsterilmistir (Chen ve Pace-Asciak 1996).

[zole domuz koroner arterlerinde RSV’ nin vazodilatér etki mekanizmasini incelemeye
yonelik yapilan bir ¢aligmada 30 mM potasyum kloriir (KCI) ile prekontrakte edilen digi ve
erkek endotelli ve endotelsiz domuz koroner arterlerinde 1-100 mM RSV’ nin etkisi 100 pM
L-NNA, 10 pM tamoksifen (estrojen reseptr antagonisti), 10 uM sodyum ortovanadat
(tirozin fosfataz inhibitori)), 10 yM indometazin (siklooksijenaz inhibit6rii), 10 pM
propranolol (-adrenoseptdr antagonisti), veya 10 uM sikloheksimidin (protein sentez
inhibitérii) 20 dakika pre-inkiibasyonundan sonra incelenmistir. RSV’ nin endotelli dokuda
olusturdugu gevsetici etki endotelsiz dokuya gére daha yiiksek bulunmustur. L- NNA
inkiibasyonu ile de RSV’ nin olusturdugu gevsemeler azalmistir. 10 pM indometazin ve 10
uM propranolol inkiibasyonu RSV’ nin olusturdugu gevsemeleri etkilememistir. Vazodilator
prostanoidlerin ve -adrenoseptdrlerin domuz izole koroner arterlerinde RSV’ nin gevsetici
etkisinde rol almadig: gosterilmistir. Tirozin fosfataz inhibit6rii olan 10 pM sodyum orto-
vanadatin pre-inkiibasyonu sonucu RSVle olusan gevsemenin kismen azaldifi gosterilmis ve
bu azalma sodyum orto-vanadatin tirozin fosforilasyon bagimli mekanizmalar yoluyla eNOS
aktivitesini azaltabilme vyetenegine baglanmistir. 10 pM tamoksifen veya 10 pM

sikloheksimid preinkiibasyonu da RSV’ nin vazodilatér etkisini etkilememistir. Bu da, RSV’
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nin akut vazodilatér etkisinde estrojen reseptdrlerinin rol almadigint ve bu gevsetici etkinin
genomik mekanizmalardan bagimsiz olarak gerceklesmesine ba{giaﬁm@txr (Li ve ark 2006).
Yine bu ¢alismada RSV doz bagimhi olarak (15uM) KCI kontraksiyonlarint inhibe etmistir.
30 pM RSV inkiibasyonu ise kalsiyum doz cevap egrisini saga kaydmrmis ve maksimum
kasilma cevabim azaltmistir. Bu verilerden RSV’ nin kalsiyum antagonisti 6zellige sahip
oldugu ve voltaj bagimh kalsiyum kanallarindan ekstraseliler kalsiyum gegisint inhibe
edebilecegi sonucu ¢ikarilabilir (Li ve ark 2006). RSV’ nin endotel bagimh gevsetici
etkisinin, endotel hiicrelerinde [Ca'] diizeylerindeki artisa bagl oldugu, fakat vaskiiler diiz
kas kontraksiyonundaki direkt inhibisyon yapici etkisinin Ca™ duyarlihigindaki azalmaya

bagl olarak gergeklesebilecegi belirtilmigtir (Bulug ve Demirel 2006).

Endotelin, kardiyovaskiiler bozukluklarin endojen mediyatorleri arasinda yer
almaktadir. Insanlarda ve hayvanlarda yapilan c¢alismalarda endotelin diizeyinin
kardiyovaskiiler hastaliklarda arttig1 ve endotelin reseptdr blokérlerinin kullanilmasinin bu
hastalik komplikasyonlarim azalttii gosterilmigtir. Domuz koroner arter diiz kas
hiicrelerinde, RSV’ nin mitojenler tarafindan aktive edilen protein kinaz aktivitesini inhibe
ettigi ve endotelin- 1’in stimiilan etkilerini bloke ederek koroner arter diiz kasina niikleer
translokasyonunu 6nledigi gosterilmistic (El-Mowafy ve White 1999). Oksidatif stres
endotelin-1 olusumunu ve otokrin endotelin-1 aktivitesini vaskiiler diiz kas hiicrelerinde
artirmaktadir. Bu etki 100 pM RSV ile inhibe edilmektedir. Hiperkolesterolemik
tavsanlarda, 3mg/kg/giin 12 hafta boyunca uygulanan RSV tedavisinin plazma endotelin-1
diizeylerini diisiirdiigii ve plazma nitrik oksid (NO) diizeylerini artirdig1 gosterilmistir (Zou
ve ark 2003). RSV 2- 4 mg/kg miktarlarda intragastrik olarak 5 hafta boyunca verildiginde
endotel kazinmasi sonucu ortaya ¢ikan intimal hiperplaziyi belirgin olarak zayiflatmaktadar.
Aym ¢alismada kiiltiire edilmis tavsan damar diiz kas hiicrelerinde DNA sentezinin, RSV ile

doza bagimli olarak inhibe edildigi gosterilmistir (Zou ve ark 2000).

1.1.4.4. Resveratroliin lipid profili izerine etkisi

RSV besinlerin par¢alanmasi sonucunda olusan serbest radikallerin kilcal damarlara

saldirmasinda giiclit bir anticksidan goérev Ustlenerek diisitk yogunluktaki lipoproteinlerin
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olusumunu ve kilcal damarlarda birikmesini engeller (Celik 2002). Diyet iginde 20 giin
boyunca 50-100 mg/l RSV desteginin disitk yogunluklu lipoprotein ve gok diisiik dansiteli
lipoprotein (VLDL) diizeylerini dustirdiigi ve bunun feges iginde safra asitlerinin

atilimindaki artiga paralel seyrettigi saptanmistir (Miura ve ark 2003).

1.1.4.5. Resveratroliin 6strojenik etkisi

Trans RSV ve sentetik bir dstrojen olan dietilstilbesterol arasindaki yapi benzerligi
maddenin dstrojenik aktivitesi olabilecegini diigtindiirmektedir. Gehm ve arkadaglar1 (1997),
dstrojen pozitif ve negatif insan gogiis adenokarsinoma hiicrelerini kullanarak, RSV’ nin
diger etkileri i¢in gerekli olan konsantrasyonlarda &strojen reseptoriine baglanmak igin

Ostradiol ile yaristigini géstermistir (Gehm ve ark 1997).

RSV’ nin 8strojen reseptérlerinden hem &strojen reseptdrii o hem de B ya esit olarak
baglandi1 saptanmustir (Pervaiz 2003). RSV tek basina verildiginde &strojen reseptor
bagimli transkripsiyonel olaylar1 zayif bir sekilde inditklemekte fakat 17- f - 6stradiol ile
birlikte verildiginde tam tersine transkripsiyonel olaylari inhibe etmektedir. 17- B - dstradiol
insanlarda dahil olmak iizere bir ¢ok tiirde ana fizyolojik &strojendir (Soleas ve ark 1997).
RSV, &strojen reseptorlerine baglanip onlani aktive edebildigi icin fitodstrojen olarak
tammmlanmistir (Gehm ve ark 1997). Dogal Gstrojen grubundan olan fitodstrojenler, kimyasal
yapilarma gore; izoflavonlar, flavonlar, stilbenler ve lignanlar olarak simflandirilir
(Biiyiiktuncer ve Bagaran 2005). Asagida sekil 1.5. *de stilben, flavon, linan ve isoflavon

arasindaki iligki verilmistir.
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Sekil 1.5. Stilben, flavon, linan ve isoflavon arasindaki iliski (Fremont 2000).

RSV hem 8strojen reseptérii-o' ya hem de B' ya baglanmaktadir ama strojen reseptorii
B’mun agonist aktivitesi o ' nin agonist aktivitesinden daha yiiksektir. Ostrojen reseptorii beta
reseptoriinden zengin dokular, RSV’ nin agonist aktivitesine daha duyarhidir fakat, genel
olarak biitiin fitodstrojenik aktiviteli bilesiklerin potensi 17- B - estradiole gére 100 kez daha
diisiiktiir (Bowers ve ark 2000). Meme kanseri hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada Gstrojen
varliginda RSV’ nin antidstrojenik etki olusturduu  Ostrojen yoklugunda ise
dstrojenik/antiostrojenik etkiler olusturdugu gosterilmigtir (Bhat ve ark 2001). RSV dogal
olarak regiile edilmis gen ekspresyonunu arttirnug ve Ostrojene bafimli gdgis kanser
hiicrelerinin poliferasyonunu stimiile etmistir. Ancak aym tipte Ostrojen pozitif insan gogiis
kanser hiicrelerinde daha yiiksek konsantrasyonlarda RSV hiicre poliferasyonunu inhibe

etmistir (Fremont 2000).
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1.1.4.6. Resveratroliin antienflamatuvar etkisi

Enflamasyon o6ncesi- sentez siireclerinde iki énemli enzim sistemi vardir. Bunlar

siklooksijenaz (COX) ve lipo oksijenaz (LOX) yollaridir (Soleas ve ark 1997).

Prostaglandin H sentaz olarak da bilinen siklooksijenaz' n siklooksijenaz 1 (COX-1) ve
siklooksijenaz 2 (COX-2) olmak iizere iki formu bulunmaktadir (Gusman ve ark 2001).
Bunlardan ilki olan COX-1 siirekli olarak ifade edilir;, mukozal biitiinlik, gastrik
mikrosirkiilasyon ve motor fonksiyonlarin korunmasinda 6nemli rolii vardir (Krishna ve ark
2002). COX-2 ise uyarilabilir konumdadir; beynin, bobreklerin ve kanserli dokularm belli
bolgelerinde ifade edilmektedir. COX-2 sitokinler ve endotoksinler tarafindan uyan'lmakta ve
enflamasyonel reaksiyonlarda rol almaktadir (Pervaiz 2003). Siklooksijenaz yolunda
arasidonik asit prostaglandinlere metabolize edilmektedir. Prostaglandinler hiicre
cogalmasini arttirarak, bir yandan timdr angiogenezini uyarwrken aym zamanda immiin
sistemi baskilayarak, tiimér hiicre gelisimine neden olmaktadirlar. Bu nedenle prostaglandin
biyosentezinin COX' un segici inhibisyonu ile baskilanmas: kanserden korunmada yeni bir
kimyasal strateji olarak dnerilmektedir (Joe ve ark 2002). Diger bir yol olan lipoksijenaz
yolunda, arasidonik asit hidroksieikosatetraenoik asitlere (HETE) veya Ikotrienlere
metabolize edilmektedirler. Lipoksijenazin temel rolii bilinmemekle birlikte bu enzimin

artmis diizeylerinne bronsit, hepatit ve astimda rastlanmaktadir (Krishna ve ark 2002).

RSV’ nin 5- lipoksijenazi ve prostaglandin sentezini inhibe ettigi bildirilmistir. RSV’
nin konsantrasyona bagl olarak COX-1 etkisini inhibe ettigi bilinmekle beraber, bunun yam
sira RSV’ nin COX-2 etkisini nasil etkiledigi tam olarak bilinmemektedir. Baz1 ¢alismalarda
RSV’ nin COX-2' nin etkisini engelledigi bildirilmigken, bazilarinda ise COX-2' nin etkisine
bir etkisi olmadig1 veya etkisini ¢ok az arttirdi: bildirilmistir (Soleas ve ark 1997).

1.1.4.7. Resveratroliin kardiyovaskiiler sisteme etkisi

RSV potansiyel kardiyoprotektif bir maddedir. Madde, LDL oksidasyonunu inhibe

etmekte, platelet agregasyonunu ve diiz kas proliferasyonunu da inhibe etmektedir. Ayrica
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in- vivo calismalarda RSV, sican karacigerinde yaglanmay: azaltmakta ve insan plataletlieri
ve ndtrofillerinde de proatherojenik Griinlerin olugmasim durdurmay1 da saglamaktadir.
Bahsedildigi tizere RSV, kardiyovaskiiler koruyucu etkisini kuvvetli antioksidan &zelligi
dolayisiyla kazanmaktadir. Viicutta ¢esitli sebeblerle olusan ve bir¢ok hastaligin olusmasina
ve doku hasarlarinin meydana gelmesine yol agan siiperoksit iyonlarin ve hidrojen peroksit
driinlerinin  yakalanmasinda ve yok edilmesinde kuvvetli aktivite gostermektedir. Bu
aktivitesini de glutatyon ile birlikte c¢alisarak saglamaktaktadir. RSV’ nin kardiyovaskiiler
sistem fizerine etkileri ve etki mekanizmalari tam olarak aydmlatilabilmis degildir. Burada
RSV’ nin rolii, hastaliin patogenezinde rol oynayan polimorfoniikleer 16kositlerin
fonksiyonlarini  diizenleme kapasitesi ile iligkili olabilir. Caligmalarda RSV’ nin
polimorfoniikleer 15kositlerce aktive edilen enflamatuvar medyatorlerin salimini etkiledigi ve
adezyon bagimhi trombojenik polimorfoniikleer 16kosit (PNL) fonksiyonlarinda down-

regiilasyon yaptig1 tespit edilmistir (Fremont 2000).

Ayrica tiim bu etkilerinin diginda; tziim cekirdeginin, gece goriisiinde Snemli olan
parlak igiklarin neden oldugu g6z kamagmasini gegirmeye yardimet oldugu da kanitlanmistir.
Yine Fransa'da 100 denek iizerinde yapilan iki ayri aragtirma da 5 hafta boyunca giinde 200
mg tiziim ¢ekirdegi kullanarak, parlak 1giklara maruz kaldiktan sonra gérme keskinliine
yeniden kavusma durumunun artirdigi ortaya ¢ikmustir. Ayrica, yine bazi testlerde {izlim
¢ekirdegi preparatlarinin, bilgisayar ekrani karsisinda ¢alismanin neden oldugu goz gerilimini
gecirdigi ve miyop kisilerde retinanin islevini ve duyarhiigmm dizelttigi goriilmiistiir (Rabini

ve ark 1997).

Ancak tiim bu yararh etkilerinin yaninda RSV ile ilgili dikkat edilmesi gereken
hususlarda vardir. Giiniimiize kadar tiztim ¢ekirdegi ekstresi hakkinda énemli herhangi bir
yan etki bulunduguna dair bir ¢aligmaya rastlanmamaktadir. Ayrica, herhangi bir ilag
etkilesimide giinlimiiz bilgileriyle mevcut olmamakla birlikte kolesterol diigiiriicti ilag
kullanan kisilerde yine de tedbirli olmak gerektigi konusunda uyarilar bulunmaktadir. Ayrica
liziime alerjisi olan Kkisilerde yorgunluk, bulanti gibi belirtilerin meydana geldigi
bildirilmistir. Uziime kars1 herhangi bir allerjisi olmayan saglikli kisilerde ekstreleri igeren
formiilasyonlar ya da ekstrelerin giin icerisinde 50- 200 mg araliginda kullanilmasi tavsiye

edilmektedir (Mizutani ve ark 2001).
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Ozellikle son yillarda tizerinde oldukca fazla arastirma yapilan ve insanlik acisindan
son derece Gnemli olan bu maddenin fretimi ve Uretim verimini arttirma yoniindeki
calisialarin biyoteknolojiye dolayisiyla insanliga biiyiik bir hizmet olacag agiktir (Lorengil

ve Salen 2002).

1.2. Deneysel Diyabet Modelleri

Diyabetin neden oldugu komplikasyonlarin incelenmesi ve tedavi yaklagimlarinin
belirlenmesinde deneysel diyabet modelleri 6nemli bir yer tutmaktadir. Cok ¢esitli deneysel
diyabet modelleri vardir. Hayvan diyabet modelleri genel olarak insan diyabetine benzerlik
gOsterir ancak higbir model insan diyabeti ile tipatip ayni degildir. Diyabet modelleri ¢esitli
sekillerde olusturulabilir (Oztiirk ve ark 1996).

1.2.1. Cerrahi Diyabet

Bu metodda hayvanlara total veya kismi pankreatektomi yapilir insiiline bagimli
diyabetes mellitus (IDDM) ve insiiline bagimli olmayan diyabetes mellitus (NIDDM)’ dakine
benzer hiperglisemi vardir. Uygulama zorlugu nedeniyle rutin deneysel diyabet modeli

olarak kullaniimaz (Oztiirk ve ark 1996).

1.2.2. Kimyasal Diyabet

Deneysel ¢alismalarda gesitli ilaglar ve kimyasallar diyabet benzeri tabloya neden olur.
Bunlardan streptozotosin (STZ) ve alloksan en spesifik ve kullanish olanlardir. Digerleri
sadece bir haftalik ve reversibl diyabetojenik etki olsturur ve etkileri pankreas beta
hiicrelerine spesifik degildir (Oztiirk ve ark 1996). Alloksan ve STZ beta hiicre yikimi ile
insanlardaki IDDM’e benzer diyabet meydana getirir (Vega ve ark 1993).



Alloksan trik asit ve glukoza benzer yapida bir pirtmidindir. STZ’den daha eski, daha
az onkojenik bir ilagtir ancak STZ’den daha az kullanilir. Ciinkii hiperglisemisi daha siddeth
ve diyabet olusumu daha zordur. Alloksan sican, fare, deniz kaplumbagasi, kedi, koyun,
maymun, balik, kus ve giivercinlerde diyabet olusturabilir ancak kobayda diyabet
clusturamaz. Cilink{i kobaylarda ¢inko eksikligi bulunur ve alloksanin diyabetojenik etkisi

cinko ile iliskilidir (Mordes ve Rossini 1981).

iik defa 1959 yihinda Streptomyces achromogenes’den fermentasyon yolu ile elde
edilen STZ yaklasik 2 yil kadar antibakteriyel bir ajan olarak kullanilmistir. Fakat
hiperglisemik etkisi dolayist ile bu kullanima son verilmistir. Kapali formiili; CsHisN3O7’
dir. 2- deoksi- 2- (3 metil -3- nitréz iireido) -D- glukopiranoz olan STZ nin icindeki karbon
%36.23, hidrojen %70, azot %15.84, oksijen %42.23” diir (Green ve Anderson 1981).

STZ 1970 yilina kadar Streptomyces achromogenes’den fermentasyon yolu ile elde
edilerek kullanilmaktayken bu tarihten sonra aymt biyolojik aktiviteyi gosteren sentetik STZ,
kullanilmaya baslanmistir. Bu maddenin etkisi ¢ok yonliidiir. Antibiyotik, diyabetojenik ve
antitimoral etkileri bulunmaktadir (Hillman ve ark 1982). STZ giintiimiizde o&zellikle
diyabetojenik etkisi nedeniyle deneysel diyabet modelini gelistirmek igin kullamlmaktadir.
Diyabetojenik etkisi ilk defa Rakieten tarafindan gosterilmistir (Yenson 1981). Pankreasin
beta hiicrelerine sitotoksik etki yapmaktadir. Yapilan bazi calismalar STZ’ nin beta
hiicrelerindeki nikotinamid adenin diniikleotid (NAD) seviyesinde bir diisiise yol agtiim
bunu takiben beta hiicresi nekrozu ortaya ¢iktigimi gostermektedir (Lazarus ve Shapiro 1973).
STZ’ nin diger dokularda da yaptig1 degisimler ¢esitli ¢caligmalarla degerlendirilmektedir.
Fakat deneysel veriler beta hiicrelerine seg¢imli bir birikim yaptigii gosterir. Bu durum beta
hiicrelerinin 6zelligine bagh olabilir. Oregin beta hiicrelerin hiicre ici pH’1 degisik olmasi,
hiicre i¢i ve hiicre dist glukoz konsantrasyonlarmin farkli olmasi, glutatyon diizeylerinin

6nemi bugiin etki mekanizmasini belirlemek igin yapilan calismalar arasindadir (Onay 1997).

STZ kan sekeri diizeyinde 3 fazli etki olusturur. Bunlar;

Birinci faz: Gegici hiperglisemik evredir. Kan sekeri maddenin kullanimi izleyen 2

saat i¢inde karaciger glikojeninin ani yikimi nedeniyle yiikselir.
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fkinci faz: Olimie sonuglanabilecek hipoglisemik fazdir. Bu sirada, hasara ugrayan 3-

hitcrelerinden saluumu oldukea artan insiilinin plazma diizeyi hizla ylikselir.

Uciincii faz: Kalict hiperglisemik fazdir. Bu noktadan baglayarak instilin diizeyleri,
kullanilan diyabetojenik ajanin dozu ile iligkili olarak diiser ve kan sekeri yiikselir (Alkan

1998).

STZ yapisal olarak yiiksek reaktif yan zinciri olan bir glukoz oldugu i¢in insulin iireten
hiicreler tarafindan selektif olarak almur. STZ’ nin toksisitesi tasinabilir sekerlerin yerine
geemesinden kaynaklanir. STZ enjeksiyonundan sonra pankreas beta hiicresinde ADP- riboz
sentetaz aktivasyonu ile hizla NAD harcanir. Boylece STZ DNA’da kirik olugturan
karbonyum iyonlanmin artigina neden olur ve bunlar aracihifl ile DNA hasarina yol agar
(Mandrup 1993). STZ hasan enjeksiyondan sonraki 30 dk ile 2 saat arasinda goriiliir. NAD
harcanmasiyla olugan agik, oksidadif metabolizmayi etkiler ve beta hiicre 6lim{i meydana
gelir (Bizirikve Sandler 1989). STZ’den sonra kan keton cisimleri, kan plazma serbest yag
asitleri ve glikolitik ara iiriinler, glikojen, sitrat diizeyleri normaldir, hiperglisemi goriiliir.
Hemoglobin A;c diizeyi artrmistir ve kalici diyabet meydana gelir (Oztiirk ve ark 1996). STZ
sican, kobay, fare, kopek ve maymunlarda bagarili bir sekilde diyabet olusturur ancak

tavsanlar STZ’ nin diyabetojenik etkisine reistandir (Oztiirk ve ark 1996).

1.2.3. Spontan Diyabet

Bazi1 hayvanlar genetik olarak diyabet olusumuna yatkindirlar. Bu  hayvanlarda
kendiliginden diyabet olusumu s6z konusudur (Gottlieb ve ark 1988). Diger modellere gore
insandaki diyabete daha ¢ok benzerlik gésterir ancak bu hayvanlarin temini her zaman kolay

degildir (Oztiirk ve ark 1996).
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1.2.4. Viral Diyabet

Viral enfeksiyonlar hem insanlarda hem hayvanlarda diyabet nedeni olabilmektedir.
Deneysel diyabet olusturan viriisler sunlardir; Ensephalomyokardit virlistintin M varyants,
coxachi viriis, rubella, reoviriis, Venezuella equine ensefalit viriisii (Craighead ve Mc Lane

1936).

1.2.5. Transgenik Diyabet

Bu modelde sigan veya insan insiilin promotor clementlerinden olusan transgenler ki
bunlar pankreas beta hiicrelerini hedef alan heterolog proteinlerdir, eksprese edilerek

hiperglisemik hale getirilir. Yiiksek afinite ile insiilini baglar (Schacfer ve ark 1994).

1.3. Diyabet ve Oksidatif Stres

Diyabet ve diyabet komplikasyonlarimn reaktif oksijen tirleri ile olan iligkisini
gosteren calismalarda, non enzimatik glikasyon, enerji metabolizmasindaki degigikliklerden
kaynaklanan metabolik stres, sorbitol yol aktivesi, hipoksi ve iskemi- perflizyon sonucu
olusan doku hasarmnin serbest radikal tiretimini arttirdigi ve antioksidan savunma sistemini

degistirdigi vurgulanmaktadir (Saxena ve ark 1992, Altan ve ark 1997).

Serbest radikal olusumunun hipergliseminin dirck sonucu oldugunu destekleyen
caligmalarin (Giugliano ve ark 1996) yam sira endotel ve diiz kas hiicreleri yiiksek
konsantrasyonda glukoz igeren ortamda inkiibe edildiginde de serbest radikal olusumunun
bagladif1 gozlenmistir (Rosen ve ark 1995, Du ve ark 1999). Hiperglisemi ve oksidadif stres
arasinda yakin iliski oldugu goriisii in vivo calismalarla desteklenmistir (Ceriello 1997).
Deneysel hayvan calismalarinda insandakine benzer diyabet olugturmak igin kullamlan STZ,

oksidan maddeler meydana getirerek langerhans adaciklarmi selektif olarak tahrip etmekte ve



uygun olmayan NO cevaplari vererck diyabeti baglatt:g1 ¢tiginiilroektedir (Altan ve atk 1997,

Das ve Chainy 2001).

Hiperglisemini yani sira hipertri gliserideminin de diyabetin komplikasyonlan i¢in
bagimsiz risk faktorii olduu goriigi 6nem kazanmaktadir. Yapilan epidemiyolojik
calismalar, plazma lipid peroksidlerindeki artigin, diyabetten gok vaskiiler hastaligin kendisi
ve hipertriglisemi ile iligkili oldugunuu gostermektedir (Bhat ve ark 2001, Januszewski ve ark

2003).

Hiperglisemi aracih reaktif oksijen tirleri (ROS) dretimi baslica 3 mekanizma ile

agtklanmaktadir (Bonnefont 2002):

1. Glukozun oto- oksidasyonu ve siipercksit iiretimi: Mitekondri solunum zinciri
baslica ROS iiretim kaynagidir. Son yillarda yapilan ¢ahsmalar, diyabetteki patolojilerin bir
¢ogunun artmis mitekondriyal ROS iiretimi ile ilintili oldugunu gdstermektedir. Artan glukoz
konsantrasyonu sonucunda  hiicre iginde glukoz oksidasyonu meydana gelir. Glukozun
oto- oksidasyonu NADH olusumuna neden olur ve NADH oksidadif fosforilasyonla ATP

{iretiminde kullanilir. Bu reaksiyon sirasimda siiperoksit radikalleri olusur (Altan ve 1997).

2. Proteinlerin  glikasyonu: Proteinler yitksek glukoz konsantrasyonlari ile
karsilastiklarmda, glukoz bir enzimin araciligma gereksinim duymadan proteine baglanarak
kontrolsiiz glikasyon reaksiyonlarina neden olur. Glikasyona uframis protein, molekiiler
oksijene bir elektron vererck serbest oksijen radikali olusumuna neden olur (Gillery ve ark

1998).

3. Poliol yol: Yiiksek glukoz konsantrasyonu, poliol yolu ile sorbitol iiretimine neden
olur. Bu yolda gorev alan Aldoz- rediiktaz enzim aktivitesi igin NADPH kullanilir. Bu durum
hiicre ici NADPH depolarinin tiikenmesine neden olur. Bu durumda okside glutatyon,
rediikte forma cevrilemez ve bu antioksidan kapasitenin simrlanmasina neden olur. Rediikte
glutatyon ve vazodilatasyonda gorev yapan NO sentezinin azalmasi diyabetin vaskiiler
komplikasyonlarinin ortaya ¢ikmasinda rol oynar (Das ve Chainy 2001). Vazodilatér

mediatorlerin kaybt endondronal kan akiminin azalmasina dolayisiyla endondronal hipoksi
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veya iskemiye yol agmaktadir. Bu olaymn sonucunda ndronal hiicre, Schwann hiicrelerde
hasar meydana gelmektedir. Glukozun sorbitél yolu ile fruktoza ve sorbitola ¢evrilmesinin
bir sonucu olarak hiicrede miyoinozitol diizeylerinde azalma ve bunun sonucunda da Na-K
ATP-az enzim aktivitesinde diisme oldugu gézlenmistir ki bu enzim aktivitesi sinir iletim

hiz1 i¢in 8nem tagimaktadir (Cameron ve Cotter 1995).

1.4. Comet Assay Yontemi

“Tek hiicre jel elektroforezi (Single cell gel electrophoresis, SCGE) veya Comet teknigi,
memeli hiicrelerindeki DNA hasarint 6lgmek ve analiz etmek arnac1yla’ kullanilan, hizl,
baéit, duyarli ve yaygin kullanim alanina sahip bir tekniktir (Tice ve ark 2000). {1k defa 1978
ytlinda Rydberg ve Johanson tarafindan DNA sarmal kiriklarimin dlgiilmesi amaciyla
kurulan, daha sonra 1984 yilinda Ostling ve Johanson tarafindan gelistirilen teknikle nétral
pH’daki lizing sartlarinda uygulanarak DNA ¢ift sarmak kirklan tayin edilmekteydi
(Farbain ve ark 1995). Singh ve arkadaglari tarafindan 1988 yilinda protokolde birtakim
degisiklikler yapilarak yontem alkali lizing kosullarmnda uygulanmugtir. Singh ve
arkadaslarinin comet yontemi protokolii bugiin kiiciik degisiklerle diinya genelinde en yaygin
kullanilan genotoksisite protokoliidiir. Comet y6nteminde mikroskop lami {izerindeki ince
bir tabaka agar jeline siispanse edilen az sayidaki hiicreler lize edildikten sonra elektroforeze
tabi tutulmakta, ethidium bromiir gibi DNA baglayici floresan bir boya ile boyandiktan sonra
mikroskopla degerlendirilmektedir (Mc.Kelvey ve ark 1993). Comet teknigi ile DNA
hasariin  kantitatif olarak tayin edilmesinde, kuyruk uzunlugu, kuyruk momenti ve
kuyruktaki DNA yiizdesi en yaygin kullanilan parametrelerdir. Kuyruktaki DNA yiizdesinin
belirlenmesi ve sonuglarin gozle degerlendirilmesi diger parametrelere gére doz cevap
iliskisini daha iyi yansitmasi sebebiyle tercih edilmektedir. Comet teknigi DNA hasarimi
izlemede uygun ve etkili bir yontem olarak kullamlmaktadir. Ayrica bireyin DNA onarim
kapasitesini belirlemek iginde comet tekniginden yararlamlmaktadir. Hasarli DNA’nin
onartlmamast kanser olusumunun temel mekanizmasi olarak kabul edilir. Bu olay DNA
onarim yetersizlifini ve kansere yatkinhigr dolayisiyla bireysel duyarhiligs belgeler. Bunun
yanisira, okside olmug piirin ve pirimidin bazlarmm net gostergesi olarak bazi bakteriyel

enzimlerin kombinasyonu ile comet tekniginden saglik alaninda yararlanmak miimkiindiir.
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Genotoksikolojik, ekotoksikelojik ve biyoizleme aragtirmalarinda Sncelikli kullamm alanma

sahiptir (Tice ve ark 2000).

1.5. Cahsmamn Amack

Bu calismada STZ ile diyabet olustirulmus sicanlarda meydana gelen genetik hasar,
total oksidan ve antioksidanlar {izerine resveratroliin degisik dozlardaki etkilerinin

aragtirilmasi hedeflenmistir.



2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerec

2.1.1. Cihazlar

Calisma kapsaminda Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve
Toksikoloji Anabilim Dali, Parazitoloji Ana Bilim Dali ve ADU- BILTEM’ de bulunan;
20x40 yatay elektroforez tanki (Biogen), gii¢ kaynag1 (Power Station 200. Labnet), kamera
atacmanli floresan mikroskop (Olympus BX- 51), buz dolabi/derin dondurucu (Profilo),
sogutmal santrifiij (Niive. NF 800 R.), vorteks (Niive. NM 110), hassas terazi (Shimadzu
AX 120), su banyosu (Niive. BM 402), dijital pH metre (Denver model 225), glukometre
(Accu-check Go. Bayer), degisik hacimlerde pipet (Ependorf, Scorex), farkli boyutlarda
deney tiipii, balon joje ve beher glas (Isolab), ependorf tiipii (0,5-1,5 ve 2 ml’lik, Roth), lam
(Ozel yapim rodajli lam), lame! (24 x 60 mm Isolab), lam / lamel pensi, cerrahi makas, pens,
doku tutucular, cerrahi eldiven (Beybi), polietilen enjektor (2,5, 5, 10 ml, Ayset), insiilin
enjektorii (Kar-med medikal), heparinli tiip, etiiv (Niive FN 500), Rel- Assay diagnostic total
oksidan status, Rel- Assay diagnostic total antioksidan status kitleri ve sigan besleme

sondasindan yararlanidu.
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2.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calisma kapsamunda dimetilsiilfoksid (SAFC D8418), diisiik erime noktah agar (Sigma
A9045, Tip VII), ethidiam bromide (Sigma- Aldrich E8751), etilendiamintetraasetik asit
(EDTA) disodyum tuzu (Sigma E5134), histopaque- 1077 (Sigma), normal erime noktah
agar (Sigma A7174, Tip VI-A), sodyum hidroksit (Sigma-Aldrich S5881), sodyum chloride
(Sigma S9625), trisma base (Sigma T1503), trion x- 100 (Fluka 93443), PBS tablet (Mg+2 —
Ca+?2 free) (Sigma P4417), RSV (Sigma R5050), streptozotocin (Sigma S0130) kullanildi.

2.1.3. Havyan Materyali

Bu c¢alismada 180- 190 gr agulifinda 2- 3 aylik toplam 33 adet erkek Wistar-albino
sican kullamilmugtir. Hayvanlarin segiminde saglik durumlarinmn iyi olmasina ve daha 6nce
herhangi bir deneyde kullanilmanmg ve saglikli olmasina ézen gosterilmigtir. Calismadan 1
hafta once deneklerin ortama adaptasyonu saglanmustir. Denekler dogal giin 15181 alacak
sekilde ve her bir kafeste 5 sican olarak ayrilmiglardir. Deneklere ¢aligma siiresince standart
sican yemi ve ¢esme suyu ad libitum olarak verilmistir. 1 Haftalik uyum siiresinin sonunda
rast gele secilen 24 denefe %0.9° luk serum fizyolojik icerisinde taze hazirlanmis STZ
¢ozeltisinden 0,5 ml iginde 50 mg/kg olacak sekilde tek doz intraperitonal enjeksiyonla
verilerek, deneysel diyabet olusturulmustur (Tuch ve ark 2000). Kontrol gurubundaki 9
denege ise 0,5 ml serum fizyolojik intraperitoneal olarak enjekte edilmis ve bu denekler
saglikli kontrol gurubunu olusturmustur. STZ’ nin etki tarz1 géz oniinde tutularak, STZ
enjeksiyonu yapilmis hayvanlarin igme sularma enjeksiyondan 2 saat sonra baglamak {izere,
24 saat siire ile %35 oraninda glukoz ilave edilmistir (Mc Anuff ve ark 2002). Enjeksiyondan
48 saat sonra glukometre ile kuyruk veninden alinan kan 6rneklerinde ol¢iilen glikoz diizeyi
200 mg/dl ve iizerinde olan denekler diyabetik olarak kabul edilmis ve deney guruplar
olusturulmustur (Noyan ve ark 2004).

Birinci grup kontrol grubu olarak tutulmus, 2. gruba yalnizca STZ verilmis, 3. gruba

STZ + RSV (5 mg/kg), 4. gruba STZ + RSV (25 mg/kg), 5. gruba STZ + RSV (50 mg/kg)




verilmistir. RSV, STZ uygulamasindan sonra mide sondasi araciigi ile 45 giin siiresince

hergiin aym saatte verilmistir.

Cizelge 2.1. Caligmada kullamilan gruplar.

Gruplar Uvgulanan Sagaltim
Kontrol negatif %0.9°luk serum fizyolojik 0,5 ml
Kontrol pozitif 9%0.9’luk serum fizyolojik iginde 50 mg/kg olacak sekilde STZ gozeltisinden 0,5 ml

Sagaltim 5 mg/kg STZ + RSV (5 mg/kg)

Sagaltim 25 mg/kg STZ + RSV (25 mg/kg)

Sagaltim 50 mg/kg STZ + RSV (50 mg/kg)

Cizelge 2.2. Arastirmada kullanilan standart sigan yeminin bilesimi.

Nem (%) 12 | Vitamin K (mg/kg) 1
Protein (%) 20 Vitamin B; (mg/kg) 3
Ham 1if (%) 7 | Vitamin B, (mg/kg) 4
Ham kiil (%) 8 Vitamin By (mg/kg) 1
Yag (%) 6 Vitamin By, (mg/kg) 0.09
Enerji (Kcalkg) 2650 | Pantotenik asid (mg/kg) 1.5
Lizin (%) 1 Niasin (mg/kg) 10
Metiyonin (%) 0.6 Biyotin (mg/kg) 0.08
Metiyonin+sistin (%) 1 | Kolin klorid (mg/kg) 1000
NaCl (%) 0.2 Magnezyum (ppm) 200
Kalsiyum (%) 1 Demir (mg/kg) 300
Fosfor (%) 0.9 | Bakir (mg/kg) 20
Sodyum (%) 0.5 Manganez (mg/kg) 10
Vitamin A (1U) 300 Cinko (mg/kg) 4
Vitamin D (IU) 1000 | Iyodin (mg/kg) 1.3
Vitamin E (mg/kg) 60 Selenyum (mg/kg) 0.3

2.2. Kullamilan Analiz Kitleri

Cah@ﬁlada total oksidan degerleri; Rel Assay Diagnostics Total Oxidant Status kitleri
kullanilarak, Thermo Labsystems Multiskan Spectrumda 530 nm dalga boyunda, total
antioksidan degerleri; Rel Assay Diagnostics Total Antioxidant Status kitleri kullanilarak
Thermo Labsystems Multiskan Spectrumda 660 nm dalga boyunda dl¢iilmistiir.
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2.3. Comet Assay Yéntemi

PBS’ten 1 ml alinip, fizerine 1 ml kan ilave edildi ve 1ml Histopaque pastor pipeti ile
en dibe eklendi. Toplam 3 ml’lik hacim 2100 devirde +4 °C de 20 dk santrifiij edildi.
Icerisinde lenfositleri barindiran aradaki bulutsu yapi alindi. Bulutsu yap1 kendi igerisinde 2
defa 2100 rpm , +4 OC de 5 dk santrifiij edildi. Ustteki kisum atilds, alttaki hiicre peleti 500 pi
PBS soliisyonu ile yikanip, vortekslendi ve tekrar 2100 rpm, +4°C de 5 dk santrifiij edildi,
{istteki faz atildi. Alttaki hiicre peleti tekrar 500 pl PBS ile sulandirildi, ardindan vortekslenip
+4 °C deki buzdolabinda saklandi. PBS- lenfosit karisimindan 50pl alinip ependorf tiipe
kondu. +37 °C ye getirilmis 325ul LMPA iizerine ilave edildi, vortckslendi. NMA ile
kaplanmig lamlarm iizerine mikropipetle LMPA + lenfosit karistmmdan 75 pl alinip, lam
lizerine yayilip lizeri lamelle kapatildi. Buz tzerinde donduruldu. Donduktan sonra Jamel
ayrilip, lam iizerine tekrar 75 pl LMPA damlatild: ve tizeri lamelle kapatildi. Buz ﬁzerinde
dondurulduktan sonra lamel ayrilip, lam lizing ¢6zeltisi i¢ine kondu, bir gece buzdolabmda
bekletildi. Siire sonunda saleden ¢ikarilan lamlar, elektroforez tankinda bulunan tampon
icerisine konup, alkali ortamda 20 dk bekletildi. 20 dk sonunda elektroforez cihazinda 25 dk.
25 volt da 300mA’ de yiiriitiildii. Bu islemin sonunda lamlar i¢erisinde soguk nétralizasyon
tamponu bulunan sale igerisine alindi. Burada 5dk bekletilip, aym islem 2 kere tekrarlandi.
Islem sonunda ethidium bromidden her bir lama 65 pl damlatilip, {izeri lamelle kapatildi.
Elde edilen preperatlar kamera cklentili floresan mikroskobunda incelendi (Ostling ve

Johanson 1984).

2.3.1. Kullanilan Cézeltilerin Hazirlanmast

Bu amagla kullanilan gézelti-ler;

1. Dﬁsi{k erime noktali agar ¢ozeltisi

125 mg diisiik kaynama noktali agar (LMPA) 25 ml PBS de ¢oziiliir, 5’er ml lik kiiglik

hacimlere boliindii ve kullamlincaya kadar buzdolabinda sakland: (Ostling ve Johanson

1984).

(a2
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2. Fosfat Tamponlu Serum Fizyolojik Cozeltisi (PB5)

2 adet PBS tablet 200 ml distile suda ¢oziildii ve otoklavda sterilize edildikten sonra
+4°C de sakland: (Ostling ve Johanson 1984).

3. Elektroforez Tampon Cozeltisi

300mM NaCH 200 mM EDTA maddeler tek tek stok hazirlanip sonra karistinilds. 45
ml NaOH, 7,5 ml EDTA 1500 ml ye distile su ile tamamlandi. Tampon hazirlandiktan sonra
buzdolabinda sogutularak kullamld: (pH>13) (Ostling ve Johanson 1984).

4. Ethidium Bromiir Stok Cozeltisi (200 mg/ml)

10 mg ethidium bromiir tartilip, 50 ml distile suda ¢&ziildii ve oda sicakliginda tutuldu.
Deneyde kullanihirken 100 pl stok alinarak 9,9 ml distile suda seyreltildi (Ostling ve
Johanson 1984).

5.200 mM EDTA Cozeltisi

14,89 g EDTA disodyum tuzu 200 ml distile suda ¢oziilerek pH 10’a ayarlandi ve oda
1sisinda saklandi (Ostling ve Johanson 1984).

6. Lizing Stok Cozeltisi

146,1 g NaCl, 37,2 g EDTA disodyum tuzu, 1,2 g Tris, 500 ml distile suda ¢dziildii. 10
g NaOH eklenerek Ph 10’a ayarlandi. 890 ml ye distile su ile tamamlanarak 2,5 M NaCl,
100mM EDTA, 10 mM Tris iceren stok ¢dzelti hazirlandi ve oda 1sisinda saklandi.
Kullanilacag1 zaman lam tagiyict kutuda 178 ml stok lizing ¢ozeltisi 2 ml Trion x-100 ve 20

ml Dimetil siilfoksit ile karistirilip buzdolabinda tutuldu (Ostling ve Johanson 1984).



7. Normal Kaynama Noktali Agar Cozeltisi

500 mg normal kaynama noktali agar (NMPA) 50 ml PBS igerisinde ¢oziilerek, % 1°
lik NMPA ¢ozeltisi hazirlandi (Ostling ve Johanson 1984).

8. Notralizasyon Tampon Cozeltisi

48,5 g tris tartihp, 750 ml distile suda ¢oziilerek pH 7,5” ayarlandiktan sonra 1000 ml

ye distile su ile tamamland1 ve oda 1sisinda saklandi (Ostling ve Johanson 1984).

9. Sodyum Hidroksit (NaOH) Cozeltisi (10N)

200g NaOH 500ml distile suda ¢6ziildii. Dayaniklilig: iki haftadir (Ostling ve Johanson
1984).

2.3.2. Lamlarin hazirlanmasi

Bir gece onceden buzdolabinda bekletilmis rodajli lamlar, igerisinde %1°lik NMPA
bulunan beher icerisine daldirlarak kaplandi ve kullanilincaya kadar saklanmak tizere
buzdolabina kaldirildi. Hazirlanan lamlar nemli ortamda 2. ve 3. agaroz katlan dokiilene

kadar saklanabilir (Ostling ve Johanson 1984).

2.3.3. Lizis Asamasi

Lizis soliisyonu hiicre ve c¢ekirdek zarm lize edip DNA sﬁrmallarmln agaroz icinde
serbest kalmasini saglamak amaciyla kullantlir (Horoz ve ark 2006). Bu amagla, hiicreler lam
iizerinde agaroz jele gomiildiikten sonra, slaytlar yaklasitk 1 saat siire ile yiiksek
konsantrasyonda tuz ve deterjan iceren soguk lizis soliisyonunda bekletildi (Ostling ve

Johanson 1984).




2.3.4. Eicktroforez Tamponu

Elektroforezde yiiriitmeden once DNA zincirlerinin ayrilmasi igin slaytlar alkali

elektoforez tamponunda 20 dk inkiibasyona birakild: (Ostling ve Johanson 1984).

2.3.5. Klektroforezde Yiiriitme

Alkali elektroforez tamponunda inkiibasyon tamamlandiktan sonra DNA’lar bu tampon

cozelti igerisinde 300 mA 20 volt” luk elektriksel alanda 5 °C’de 25 dk. yiiriitiildii (Ostling ve
Johanson 1984).

2.3.6. Notralizasyon

Elektroforezde viiriitme islemi tamamlandiktan sonra alkali tampon ¢dzeltisini
slaytlardan uzéklastlrmak icin slaytlar 5 dk ve 2 kez nétralizasyon tamponu ile ytkand:

(Ostling ve Johanson 1984).

2.3.7. Boyama

Nétralizasyon tamamlandiktan sonra floresan boya olan Ethidium bromid boyast
(5pg/ml) kullanilarak DNA’lar boyand1 ve dort saat iginde degerlendirildi (Ostling ve
Johanson 1984).

2.3.8. Degerlendirme

Ethidium bromid ile boyanan slaytlarm tizerine lamel kapatilarak 20 biiyiitmeli floresan

mikroskop ile 100 adet DNA goriintiisii degerlendirildi. Degerlendirme gorsel skorlama
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vontemiyle gergeklestirildi (Kobayashi ve ark 1995). Olusan hasarin derecesine gore DNA
g&rﬁntﬂléri 5 alt kategoride simflandirilarak puanlandirildi. Asagida goriildiigi gibi hig hasar
bulunmayan DNA’lar 0, hasar olan DNA’lar hasarin derecesine gdre 1 den 4°c kadar
puanlandirildi ve sonuglar genetik hasar indeksi (GHI) olarak degerlendirildi (Pitarque ve ark

1999).

GHI= (Tipl + 2.Tip2 + 3.Tip3 +4.Tip4) / (Tip 0 + Tip1 + Tip 2 + Tip 3 + Tip 4)

Sekil 2.1. DNA hasar derecesine gére Comet kategorileri
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2.5.9, istatistik Analizier

Yapilan ¢alismalar sonucunda elde edilen veriler SPSS 13,5 istatistik programi
kullanilarak degerlendirilmistir. Verilerin ortalamalart + standart hatalaryla ifade edilmistir.
Elde edilen verilerin normallik testleri yapilnus ve guruplar arasmdaki istatistiksel farklan
saptamak igin ANOVA testi, post-test olarak Duncan testi uygulanmistir. Istatistiksel

anlamlilik icin p<0,05, 0,01 ve 0,001 degerleri segilmistir (Ozdamar 2003).



3. BULGULAR

3.1. Viicut Agirligr Degisimleri

Sicanlarm bir hafta siiren uyum stireglerinin sonunda, ¢aligmaya baglamlacak ilk giin ve
calisma sonlandirimadan bir giin dnce agirhklart slgiildi. Elde edilen degerler kaydedilerek
her bir grubun agulik ortalamalarn aritmetik olarak hesaplandi ve standart sapmalari
belirlendi. Asagida Cizelge 3.1."de tiim gruplara ait tedavi stiresince elde edilen baslangi¢ ve

son giin sigan agirlik degerleri gériilmektedir.

Cizelge 3.1. Gruplarin 0. giin ve 45. giin canli agirlik degerleri.

Gruplar n 0.Giin Sican Agirhiklan 45.Glin Sican Agirhiklan
Kontrol pozitif 6 196,00 + 25,60 174,17 % 40,71
Kontrol negatif 9 182,11 £21,27 287,56 + 21,92
Sagaltm 5 mg/kg 6 183,33 + 9,68 174,67 24,42
Sagaltim 25 mg/kg 6 188,80 + 10,13 165,60 + 40,56
Sagaltim 50 mg/kg 6 191,80 £ 6,90 162,00 + 16,29

Elde edilen bu veriler ¢calismanm 45. giiniinde sagaltim gruplarinda bulunan siganlar
ve diyabet olusturulmus kontrol pozitif grubunda bulunan siganlar arasinda canli agirhk
bakimindan anlamli bir fark olmadigim ancak; bu gruplarla saglikli grup olan kontrol negatif
grubu arasinda canh agirlik bakimindan anlamli bir farklilik olduBunu gdsterdi (p<0,001).
Sigan canli agirhiklarinda meydana gelen farklar karsilagtirildiginda canli agirlikda en fazla
kaybin sagaltim 50 mg/kg grubunda, daha sonra sirasiyla sagaltim 25 mg/kg grubu ve en az

diisiisiin 5 mg/kg grubunda oldugu belirlendi.
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3.2. Kan Glukoz Diizeyi Degigimieri

Calismamizda siganlar uyum siirecini tamamladiktan sonra calismaya basladifimiz ilk
giin ve ¢alismanin tamamlanaca@ giin sicanlarn kan glukoz degerleri 5l¢iildil. Daba sonra
her bir grubun kan glukoz degerleri ortalamasi alinip ve bu degerlerin standart sapmalari

hesaplandi. Cizelge 3.2.”de bu degerler gosterilmektedir.

Cizelge 3.2. Gruplarin 0. giin ve 45. giin kan glukoz degerleri.

Gruplar n | 0.Giin Glukoz Degerleri (mg/dl) | 45.Giin Sigan Glukoz Degerleri (mg/dl)
Kontrol pozitif 6 | 433,00 5444 451,33 £49.23

Kontrol negatif 9 | 124,89 +£24,78 153,22 +£39,03

Sagaltim 5 mg/kg 6 | 367,67+114,27 539,67 + 67,20

Sagaltim 25 mg/kg | 6 | 376,60 + 105,24 518,60 + 127,67

Sagaltim 50 mg/kg | 6 | 461,80 44,39 474,40 £44,19

Deneysel olarak STZ ile siganlarda diyabet olusturulduktan sonra tokluk kan glukoz
degerleri 6lciildii. Kontrol pozitif ve sagaltim gruplarmin 0. giin tespit edilen baglangic
glukoz degerlerinin kontrol negatif grubunun 0. gin tespit edilen baglangic glukoz
degerlerinden istatiksel olarak p<0.001 diizeyinde farkli oldugu bulundu. Sagaltim 50 mg/kg
grubunun 45. giin kan glukoz degeri ile sagaltim 5 ve 25 mg/kg grubunun 45. giin kan glukoz
degeri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi. Bu sonuglar RSV’ nin geker

diizeyi iizerinde anlaml1 bir etkisinin olmadigim gostermektedir (p>0.05).
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3.3. Plazma Total Oksidan Kapasite Diizeyleri

Gruplarin 45.giin plazma total oksidan degerleri Cizelge 3.3’de gosterilmistir.

Cizelge 3.3. Guplarin 45. giin plazma TOS degerleri.

Gruplar n TOS Degerleri
Kontrol pozitif 6 10,47 £2,14
Kontrol negatif 9 9,08+ 1,80
Sagaltim 5 mg/kg 6 8,59 + 0,81
Sagaltim 25 mg/kg 6 9.41+0,71
Sagaltim 50 mg/kg 6 12,63+ 1,72

Cizelge 3.3. toplu olarak verilen plazma total oksidan diizeyleri incelendiinde RSV 5
mg/kg grubunda en az, RSV 50 mg/kg sagaltim dozunda ise en yiiksek oldugu goriildii. RSV
50 mg/kg grubundaki bu farklilik ise, diger tiim gruplardan farkli bulundu (p<0.05).

18,007

10, 00

5,00

Ortalama Oksidan Duzey (umalquL)

a, 00
Fentrnl Eontral R3¥ 5 wmgfky BBV 28 mygfhg REV S50 mgllyg
poezitif negacif
gruplar
Error Bars: +/- 1 2D

Sekil 3.5. Gruplarin 45. giin plazma TOS indeksleri (umolEq/ L).



3.4. Plazma Total Antioksidan Kapasite Diizeyleri

Gruplarmn 45. giin plazma total antioksidan degerleri Cizelge 3.4.’de gdsterilmigtir.

Cizelge 3.4. Guplarin 45. giin plazma TAS degerleri.

Gruplar 1} TAS Degerleri
Kontrol pozitif 6 0,41 +0,08
Kontrol negatif 9 0,34 £ 0,16
Sagaltim 5 mg/kg 6 0,64 + 0,09
Sagaltim 25 mg/kg 6 0,49+ 0,11
Sagaltim 50 mg/kg 6 0,41+0,10

Cizelge 3.4.’de toplu olarak verilen total antioksidan diizeyleri incelendiginde kontrol

negatif grubunda en az, RSV 5 mg/kg sagaltim dozunda ise en yiiksek oldugu goriildii. RSV
5mg/kg grubundaki bu farkhlik ise, diger tiim gruplardan farkli bulundu (p<0.05).

ortalama Total Antioksidan Diizeyi
(umolEq/L}

Kc»nt;rc,l Kontraol BEV 5 mgshg BEV 5 mgskyg REV BD mufkg
pozicif negatif

Gruplax

Error Bars: +/- 1 2D

Sekil 3.6. Gruplarin 45. giin plazma TAS indeksleri (umolEq/ L).
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3.5, Lokosit DNA Hasar Ditzeyi DeZisimleri

Calisma sonunda si¢anlardan alinan kan 6rneklerinden Comet Analiz teknigi ile 16kosit
DNA hasar diizeyleri incelendi, genetik hasar indeksleri (GHI) ve standart sapmalart
hesaplandr. Cizelge 3.5."de tiim gruplara ait elde edilen DNA hasar diizeylerine iliskin 45.
giin GHI degerleri yer almaktadir.

Cizelge 3.5. Guplarmn 45. giin genetik hasar indeksleri.

Gruplar n 45. Giin Genetik Hasar indeksi
Kontrol pozitif 6 2,22 +£0,15
Kontrol negatif 9 0,69 + 0,09
Sagaltim 5 mg/kg 6 0,52+ 0,34
Sagaltim 25 mg/kg 6 1,40 0,21
Sagalum 50 mg/kg 6 1,22+0,20

Cizelge 3.5°deki sonuglar gdstermektedir ki kontrol negatif grubu GHI ile tiim sagaltim
gruplar1 ve kontrol pozitif grubu GHI’leri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

saptanmustir (p<0,001).

Kontrol negatif ve pozitif gruplan ile diger sagaltim gruplar arasinda da anlamh bir
fark bulundu (p<0,001). Sagaltima alinan gruplardaki GHI diizeyi kontrol pozitif grubuna
gire anlamh diizeyde (p<0,001) azalmig olmasina karsin, kontrol negatif grubundaki GHI

degerlerine indirememis ve bu farkhlikta yine (p<0,001) anlamli bulunmustur.

Sagaltim gruplarmin GHI kendi aralarinda degerlendirildiginde ise, 25 mg/kg grubu ile
sagaltim 50 mg/kg grubu arasinda istatiksel agidan anlamli bir fark bulunmamus (p>0.,05),
ancak; sagaltim 50 mg/kg grubu ile sagaltim 5 mg/kg grubu arasinda anlamh bir fark
saptanmustir (p<0,05). Bu sonuglar RSV’ nin 50mg/kg dozda genetik hasari diger 5 ve 25

mg/kg dozlarina gore anlamli diizeyde (p<0,05) 6nledigini gostermistir.
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4. TARTISMA

Bu calismada deneysel olarak STZ ile diyabet olusturulmus sicanlarda, oksidatif stres
sonucunda DNA’ da genotoksik hasarin meydana geldigi, RSV’ nin doza bagimh olarak bu

hasart kismen engelledigi ¢alismadan elde edilen bulgularla ortaya konmustur.

STZ deneysel diyabet olusturmak i¢in 45mg/kg- 65mg/kg araliginda intra peritoneal
olarak uygulanir (Fox ve Dayel 1981). Kan Sekeri diizeyinde li¢ fazhi etki olusturur.
Maddenin kullanimim izleyen 2 saat iginde kan sekeri karacier glikojeninin ani yikimi
nedeniyle yiikselir. Ikinci faz ¢liimle sonuglanabilecek hipoglisemik fazdir. Bu sirada hasara
ugrayan P hiicrelerinden hizla saliverilen insiilinin plazma diizeyi hizla yiikselir. Ucgtincii faz,
kalict hiperglisemik fazdir. Bu noktadan baslayarak insilin dizeyleri, kullamlan
diyabetojenik ajanm dozu ile iligkili olarak diiger ve kan sekeri yiikselir (Okyar ve ark 2001,
Satav ve Katyere 2004).

Bu calismada tek doz daha &nce diyabete neden oldugu gésterilmis olan 50 mg/kg STZ
kullamtmistir. STZ uygulanmasimin nedeni kolay, kalici diyabet olusturmasi ve hayvanin
uzun siire diyabetik olarak yasayabilir olmasidir. Bu sekilde olusturulan diyabet insanda
olusturulan insuline bagimli diyabete benzer. Bu tip diyabette otoimmunite olasi nedenlerin
basinda gelmekle birlikte, viral enfeksiyonlar, fiziksel veya emosyonel -stres, besinsel
faktorler ve gevresel toksinler de neden olabilir. Bu tip diyabette total veya totale yakin

insulin sekresyon kayb1 olur (Fiengold ve Funk 1997).

STZ enjeksiyonundan 48 saat sonra kan gekeri yiiksekligi meydana gelmektedir (Hu ve
ark 1996). Calismamizda da tek doz daha once yapilan ¢aligmalarla uyumlu olarak STZ

enjeksiyonundan 48 saat sonra tiim hayvanlarda kan sekeri yiiksekligi olugsmustur (Cameron



ve Cotter 1996). STZ enjeksiyonundan sonraki 8. giinde akut diyabet, 3 hafta sonra kronik

: diyébet olusmaktadir (Mulder ve ark 1996).

Beta hiicrelerinin antioksidatif kapasiteleri diisitk oldugu icin oksidatif degisikliklere
karst ¢ok hassastirlar. STZ metabolizasyonu sirasinda metil katyonlari ve metil radikalleri
gibi alkali ajanlarin yaninda reaktif oksijen tiirevleri de tiretilmektedir. Bu @irlinlerin pankreas
Langerhané adaciklarinda deformasyona ve diyabetin patogenezinde rol oynadiklarina dair
bir ¢ok calisma bildirilmistir (Heineke ve ark 1993). Karabay ve arkadaslarimn (2005)
yaptiklart bir ¢alismada diisiik doz STZ ile diyabet olusturulmug sicanlarda 8 hafta sonra
pankreas P hiicreleri incelendiginde, 6zellikle mitokondri ve Golgi kompleksi diizeyinde
degisiklik oldugu, graniil sayisinda da belirgin azalma oldugu izlenmistir. Bu ¢alismada STZ
kan glukoz diizeyini artirarak, pankreas P hiicreleri tizerindeki tahriio edici etkisini agik bir
sekilde gostermektedir. Caligmamizda olusan oksidadif stresin diyabete mi yoksa STZ’ ye mi
bagl oldugunun karigabilecegi diisiiniilebilir. Ancak STZ’ nin yarilanma 6mri 6 saat oldugu

icin bu dénemden sonraki oksidatif stres STZ’ ye bagl degildir (Kakar ve ark 1996).

Karahan ve arkadaslarinin (2005) yaptiklari ¢alismada farkli konsantrasyonda STZ
verilen sican gruplartyla plasebo verilen sican grubunun karsilastirilmast sonucu elde edilen
kan glukozu degerleri, STZ uygulanan gruplarda istatistiksel olarak anolamh sekilde
yiikseldigi goriilmektedir. STZ verilen deney gruplarmin kan glukoz deerleri birbirleriyle
karstlagtinldiginda ise istatistiksel olarak anlamh bir fark gozlenmemistir. Bu veriler 1s1ginda
STZ uygulamasmm hiperglisemi olusturdugu ancak kan glukozu yiikselmesinin doza bagumli
olmadigr goriilmiistir (Karahan 2005). Bu ¢alismada RSV’ nin STZ verilen si¢anlarda
diyabet olusumunu nlemedigi gériilmiigtiir. Ancak, diyabetli kontrol grubu ile RSV verilen
diyabetli gruplarm kan seker diizeyleri kargilastimldiginda kan sekeri diizeylerinde RSV
miktar arttikca belirli oranlarda diismeler gdzlenmis olsada bu istatistiki olarak anlamli

bulunmamastir.

Caligmamizda deney grubundaki siganlarin kontrol grubu hari¢ beden afirhklarmda
anlamli bir azalma gozlenmistir. Diyabetes Mellitus’un katabolik yollar stimiile etmesi
sonucu beden agirhgmin azaldig, insiilin hormonunun beden agirhgindaki azalmay: 6nledigi

veya diizelttigi bilinmektedir (Czech 1977).
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Karahan ve ark: (2005) yaptigt bir ¢alismada farkh dozda STZ alan deney gruplan
birbirleriyle karsilastirildidinda deney boyunca gozlenen afirhk azalmasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmamast agirlik azalmasinm STZ” nin dozu ile iliskili olmadigini

gOstermistir.

Zayiflamamn temel nedeni, hiicrelerin glikozu yeterince kullanamamasidir. Idrarla
glikoz atilimma bagli 01a£rak olugsan kalori ve elektrolit kaybi, dehidrasyon ve insiilin
yetersizliginden kaynaklanan yag ve protein katabolizmasindaki artis da diyabette meydana
gelen kilo kaybimin diger nedenleridir (Yilmaz 1999). Diyabette ortaya ¢ikan glikoziiri ile
atilan her gram glikoz i¢in viicuttan 4.1 kcal yitirilir. Bu kayb: karsilamak i¢in oral kalori

aliminin artirilmast plazma glikozunu daha da yiikseltip glikoziiriyi artirir (Yilmaz 1999).

Cam ve ark. (2003) ile Aksoy ve ark. (2003) 4 ve 6 haftalik deney sonunda diyabetik
siganlarin viicut agirhklarnda azalma oldugunu bildirmigtir. Andallu ve Varadacharyulu
(2003) diyabetik siganlarda viicut agirhg: kaybinin doku proteinlerinin agirt yikimina bagh
oldugunu bildirmistir. Bagka bir caligmada ise alloksan (200 mg/ kg deri alti) veya
streptozotozin (60 mg/kg damar igi) verilerck diyabet olusumunu takiben 4. haftada

sicanlarin viicut agirliklarim %22 azaldig rapor edilmistir (Sochor ve ark 1979).

Bizim ¢alismamizda da tiim bu g¢aligmalarla uyumlu olarak, STZ uygulamas:
yapilmayan kontrol grubu harig, deney gruplarindaki siganlarin beden agirhiklarinda anlaml

azalmalar meydana gelmigtir. RSV’ nin bu azalma tizerinde anlamli bir etkisi olmamustir.

Jain ve ark. (1990) STZ ile diyabet olusturduklart ratlarda yaptiklari ¢alismada,
diyabetik ratlarin eritrositlerinde lipid peroksidasyonunun kontrol grubuna gore anlamli
olarak yiiksek oldugunu bulmugslardir. Poliol yolunda glukozun sorbitole doniisiimii sonucu
NADPH miktarimin  azalmasi, okside glutatyonun rediikte forma doniisim hizm:
yavaslatmakta ve antioksidan kapasiteyi negatif yonde etkilemektir (S6zmen ve ark 2001).
Ayrica sorbitoliin  fruktoza oksidasyonundaki artig, siiperoksit anyon olusumunu
artirmaktadir (Giugliano ve ark 1995). Faure ve ark. (1993) ile Vantyghem ve ark. (2000)
diyabetes mellituslu yetiskinlerde diisiik diizeyde metabolik dekompozisyon olsa bile MDA

diizeyinin oksidatif stres sonucu arttigint rapor etmislerdir. Kontrol negatif grubunda 9,08 +
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1,80 birimi olan TOS diizeyi kontrol pozitif grubunda 10,47 £ 2,14 birimi olarak
bulunmustur. Bu da oksidadif strese bagh olarak oksidanlann artisina iliskin g&rlisti
desteklemektedir. RSV uygulanan grupta kontrol pozitif grubuna goére RSV 5 mg/kg
grubunda 8,59 + 0,81, RSV 25 mg/kg grubunda 9,41 + 0,71 olmak tizere daha diisiik diizeyde
TOS saptanmustir. RSV 50 mg/kg dozda ise TOS 12,63 £ 1,72 olarak saptanmig ve tim
gruplardan daha yiksek bulunmustur. Ancak tiim bu veriler arasinda istatistiki bir farklilik

saptanamamigtir.

Diyébetes mellitusta serbest radikallerin {iretiminin artmasina yol agan bir diger dnemli
etki de, antioksidan miktarmin azalmasidir. Poliol yolunda glukozun sorbitole doniistimii
sonucd,NADPH miktarinin ézalmam, okside glutatyonun rediikte forma dontsiim hizini.
yavéslatmakta ve antioksidan kapasiteyi negatif y(‘iﬁde etkilemektir (S6zmen ve ark 2001).
Ayrica sorbitoliin  fruktoza oksidasyonundaki artig, stiperoksit anyon olusumunu
artirmaktadir. Gerek serbest oksijen radikallerinin olusumunun artmasi gereksé antioksidan
sistemin kesintiye ugramasi durumlarinda diyabetli hastalarda oksidatif stres artmaktadir
(Giugliano ve ark 1995). Gumieniczek ve ark. (2005) alloksan ile deneysel diyabet
olusturulmug tavsanlarda diyabetik kontrol gurubu total antioksidan kapasite diizeylerinin
saghkli kontrol gurubuna oranla anlaml olarak azaldigim bildirmistir. Anderson ve ark.
(1998) ile Tas ve ark. (2006) bildirdigi diyatetik kontrollerdeki benzer sonucun olusmasinda,
antioksidan olarak tamimlanan katabolik iriinlerin artigindan ya da biitiinligi bozulmus
hiicrelerden antioksidan sizintiya bagh olarak hiicresel antioksidan maddelerin viicut
stvilarinda birikmis olmasindan kaynaklanabilecegini akla getirmektedir. Calismamizda ise,
yukaridaki ¢alismalardan farkli olarak RSV verildiginden dolayr Kontrol negatif grubuna
kiyasla RSV gruplarinda daha yiiksek plazma antioksidan miktar: saptanmugtir. Dikkat ¢eken
nokta ise, Kontrol negatif grubuna kiyasla RSV 5 mg/kg grubunda (P=0,004) ve RSV 25
mg/kg grubunda (P=0,012), RSV 50 mg/kg grubundan daha yiiksek diizeyde antioksidan

diizeyinin saptanmig olmasidir.

Tez calismamizda elde ettigimiz DNA hasar diizeyi bulgulan, Cizelge 3.5. de
goriildiigii gibi, pozitif kontrol grubunda ve sagaltim gruplarinda negatif kontrol grubuna
gore anlamh oranda yiiksektir. Ancak RSV verilen gruplarda DNA hasari anlamh diizeyde
azalmistir. Diyabetde ilerlemis glikozillenme {riinlerinin  DNA' y1  etkilemesiyle,

kromozomal degisiklikler, DNA zincirinde kiriimalar, DNA' nin tamirinde, replikasyonunda




ve transkripsiyonunda bozukluklar olabilir (Weitberg ve ark 1985, Dizdaroglu 1992, Haliwell
ve Dizdaroglu 1992). Dandona ve ark. (1996) diyabét hastalarinda oksidatif DNA hasarinin
ve oksidatif DNA hasar iiriinlerinden 8-OHdG’ in gerek Tip I gerekse Tip II DM hastalarinda
saghikli kontrol gurubundan yiiksek oldugunu bildirmektedir. Dinger ve ark. (2003)’nn
Comet Analiz yontemiyle Tip I diyabet hastalarinda mononiikleer 16kosit DNA hasar
diizeylerini aragtirdiklan ¢aligmada, Tip I diyabet hastasi kadmn ve erkelerde mononiikleer
16kosit DNA hasar diizeylerininin saglikli kontrol grubuna gore anlaml olarak artmis
oldugunu tespit etmislerdir. Bizim ¢alismamizda ki Comet Analiz sonuglarimiz da, diyabette
DNA hasar diizeyinin arttig1 yoniindeki bildirimlerle (Anderson ve ark 1998, Sardas ve ark
2001, Dinger ve ark 2003) paralel sonuglar elde edilmistir. Caligmamizda RSV verilen
gruplarda RSV dozuna bagimli gekilde DNA hasarmnin diyabetli gruba gore anlamli olarak

azaldigt goritlmiistir.

Calismadan elde edilen sonuglar gdstermistir ki kontrol negatif grubu GHI ile tim
sagaltim gruplart ve kontrol pozitif grubu GHI’leri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark saptanmustic (p<0,001). Kontrol negatif ve pozitif gruplan ile diger safaltim gruplart
arasinda da anlamli bir fark bulunmustur (p<0,001). Sagaltima alinan ‘gruplardaki GHI
diizeyi kontrol pozitif grubuna gére anlamli diizeyde (p<0,001) azalmis olmasina karsm,
kontrol negatif grubundaki GHI degerlerine indirememis ve bu farkhihkta yine (p<0,001)
anlamli bulunmugtur. Bu husus caligmada oldukga dikkat ¢ekici bulunmustur. Yukarida

incelenen ¢ahismalarda ise belirtilen durum agik degildir.

Sapaltim gruplarimin GHI kendi aralarinda degerlendirildiginde ise, sagaltim 50 mg/kg
grubu ile sagaltim 5 mg/kg grubu arasmda anlamh bir fark saptanmistir (p<0,05). Bu
sonuclar RSV’ nin 50mg/kg dozda genetik hasart diger 5 ve 25 mg/kg dozlarina gore anlaml
diizeyde (p<0,05) 6nledigini diger bir ifadeyle RSV dozu arttik¢a GHI diizeyinde azalma

gOrilmiigtiir.




Kanser tedavisinde cesitli dogal veya sentetik maddeler, hiicre poliferasyonunu
engellemesi ve apoptozu tetiklemesi nedeniyle kullanilmaktadirlar. Antioksidanlarin kanseri
onlemedeki roliinii destekleyen gok sayida ¢alisma bulunmaktadir. Fitoaleksin olarak bilinen
bitki antibiyotiklerini igeren ve giiclii antifungal 6zellikli olan polimerler (viniferinler)
familyasi dogal antioksidanlar arasmdadwr. Bu grubun bilinen tyelerinden biri RSV’ dir.
RSV’ nin radikal siipiiriicti etkisi ile DNA hasarim azalttigmi gosteren calismalar da
mevcuttur. Ayrica RSV’ nin lipid metabolizmasimt diizenleme, eikosanoid sentezini inhibe
etme ve ftrombosit ¢okelmesini baskilama gibi ozellikleri yaninda antioksidan,
antikanserojen, antienflamatuar, antimutajen, antiproliferatif, antiviral, antibakteriyal,
dstrojenik ve damar gevsetici gibi biyolojik 6zellikleri de bulunmaktadir. Sunulan ¢aligmada
streptozotozin ile diyabet olusturulan sicanlarda RSV’ nin DNA- hasarmi Onleyici ve

antioksidatif etkisi aragtirnlmustir.

STZ ile diyabet olusturulan ratlarda kan glukoz diizeyleri énemli 6l¢lide artmugtir.
Buna bagli olarak serbest radikal artig1 oksidatif stresi arttirmis ve DNA hasari olusturmustur.
RSV, DNA hasarin1 6nleyici etkisi artan doza bagimli olarak artmigtir. Ancak, TAS ve TOS
diizeylerinin hangi mekanizmalardan kaynaklanan degisimler oldugunun daha 1yi
anlagilabilmesi amaciyla ayrintili oksidan ve antioksidan parametrelerin aragtrilmasi,

RSV’nin DNA hasarini 6nlemedeki mekanizmasimn incelenmesi gerekmektedir.



OZET

RSV’ nin STZ Tarafindan Olusturulan
Genotoksik Hasari Onleyici Etkisi

Resveratroliin (RSV) sagliga yararli pek ¢ok etkisi oldugu bilinmektedir. Bu tezin
amact streptozotosin STZ kullamlarak olusturulan deneysel diyabet sonucu meydana gelen
oksidadif stres kaynakli DNA hasarina RSV’ nin etkisini arastirmaktir. Bu calismada yetigkin
Wistar- Albino erkek sicanlar kullanmildi. Sicanlar bes gruba ayrildi, kontrol negatif (diyabetik
olmayan sicanlar n=9), kontrol pozitif (diyabetik sicanlar n=6) ile RSV gruplarn 5mg/kg
(n=6), 25mg/kg (n=6) ve 50 mg/kg (n=6) olusturuldu. RSV sicanlara 45 giin boyunca
intragastrik sonda ile verildi. Seker hastaligini tetiklemek icin tek doz intraperitoneal yolla
50mg/kg STZ verildi. Kan seker diizeyi 200mg/dl iizerinde olan sicanlar diyabetli kabul
edildi. Caligmanin sonucunda seker hastast olan sicanlarda, saghikh sicanlara gére viicut
agirliginda azalma goriildi (P<0,001). Total antioksidan durumunun RSV 5mg/kg grubunda
diger gruplara gore daha yiksek oldugu gorildi (P=0,003). Fakat 25 ve 50 mg/kg
gruplarinda ( strasiyla P=0,662 ve P=0.969) kontrol negatif grubuna gore anlamli bir fark
gozlenmedi. Uygulanan RSV’ nin kan glukoz diizeyini etkilemedigi goriildii. Gruplar
arasmda total oksidan miktart anlamli farkliliklar gostermedi. Genetik hasar indeksi (GHI),
kontrol pozitif ve kontrol negatif gruplan arasinda farkliik gosterdi (P<0,001). Kontrol
pozitif grubuna gore, RSV gruplarinda GHI daha diisiik bulundu (P<0,001). RSV 25 ve 50
mg/kg gruplan arasinda GHI farkli bulunmadi. Fakat RSV 5 ve 50 mg/kg gruplari arasinda
RSV 50mg/kg grubunun GHI daha diisik bulundu. Bu sonuglar RSV’ nin seker hastasi

farelerde DNA hasarmi azaltabilecegini ileri stirmektedir.

Anahtar kelimeler; Resveratrol, Streptozotosin, DNA hasari, diabetes mellitus, Comet

yontemi



SUMMARY

The Protective Effect of RSV on Genotoxic Damage in Streptozotocin Induced Diabetic
Rats

Resveratrol (RSV) is assumed to possess many health beneficial effects. Diabetic
oxidative stress induce DNA damage. The aim of this thesis was to analyze the preventive
effect of RSV in experimentally induced DNA damage in diabetic rats compared to non
diabetic rats. Adult Wistar-Albino male rats were used. Five group established as follows,
control negative group (non-diabetic rats, n=9), control positive group (diabetic rats, n=6),
RSV 5mg/kg (n=6), 25mg/kg (n=6) and 50 mg/kg (n=6) groups (diabetic rats with RSV
applied by oral gavage during 45 days). In order to induce diabetes mellitus single dose of 50
mg/kg streptozotocin was intraperitoneally injected. Rats having blood glucose levels higher
than 200 mg/dL were considered as diabetic. Body weight was decreased in diabetic rats
compared to non-diabetic rats (P<0,001). Total antioxidant status was higher in RSV 5 mg/kg
group (P=0,003) but not significant in 25 and 50 mg/kg RSV groups (P=0,662 and P=0.969,
respectively) according to control negative group. RSV did not affected blood glucose level.
Total oxidant status was not significant among groups. Genetic damage index (GDI) was
different among RSV, control positive and control negative groups (P<0,001). RSV groups
were able to diminish GDI according to control positive group (P<0,001). Although, there
was also significant difference with control negative group (P<0,001) but RSV was not able
to diminish GDI levels to control positive group. Among RSV groups, GDI was not
significant between 25 and 50 mg/kg RSV groups but it was different between 5 and 50
mg/kg RSV groups and GDI values were better for 50 mg/kg RSV group. These results
suggest that RSV may diminish DNA damage in diabetic rats.

Key words; RSV, streptozotocin, DNA damage, diabetes mellitus
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