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I.  GIRiS

GUnimizde insan vicudu, teknolojinin de gelismesiyle
dizenli olarak gevresel kirleticiler egzoz, radyasyon, sigara dumani ve
pek ¢ok kimyasala maruz kalmakta ve bunun sonucu olarak daha fazla
oranda oksidatif stresle basa ¢ikmak zorundadir. Bir de buna, dengesiz
beslenmenin eklenmesiyle insan sagligini tehdit eden ve yasam kalitesini
disUren kalp-damar sistemi ve diyabet gibi kronik metabolik hastaliklarda

ve c¢esitli kanser tlrlerinde artis s6z konusu olmaktadir.

Ozellikle fast-food kultiriinin  hakim oldugu (Ulkelerde
hastalik ve 6lim orani obeziteye bagh olarak patlama noktasina gelmistir.
Bundan dolayr gunlik alinmasi gereken uygun diyet ve dogal saghkli
beslenme sekilleri giindemi mesgul eden en 6nemli konulardan bazilari
olmustur. Bu noktada Fransizlarin yasam tarzi ve beslenme aligkanliklari
dikkati cekmektedir. Epidemiyolojik ¢calismalara konu olan bu durumda ,
Ozellikle Guney Fransa’da kirmizi et orani yiksek, yagll bir diyetle
beslenen halkin gunlik dizenli sarap tiketimi nedeniyle koroner kalp
rahatsizliklarina yakalanma insidansi dudsdktdr. Bu durum Fransiz

Paradoksu olarak adlandiriimistir.

Sarap, icinde yuksek oranda polifenollerin bulundugu bir

icecektir. Bu polifenollerden resveratrol, gucli antioksidan, vazodilator ve



antiagregan 06zellikleri nedeniyle Fransiz paradoksunda en fazla rol

oynayan bilegik olarak kabul edilmektedir.

in vivo ve in vitro olarak yapilan bir cok calismada,
resveratrolin bu etkiler yaninda antikanserojen, antienflamatuar 6zelliklere
sahip oldugu ve insulin direncini kirdidi, vaskller endotel hulcre

reaktivitesini arttirdigi da rapor edilmigtir.

Resveratrolin  farmakokinetigi  hakkinda henlz yeterli
calisma bulunmamaktadir. Onun absorbsiyonu , dagihmi, metabolizmasi,

biyoyararlanimi ile ilgili bilinmesi gereken pek ¢ok konu bulunmaktadir.

Fransiz paradoksuna dikkatli bakildiginda, uzun sire ve
dizenli olarak sarap iciminin yasam Kkalitesini arttirdigr ve kronik

hastaliklara yakalanma riskini azalttig1 gérilmektedir.

Bu c¢alismada uzun sire resveratrol (50mg/L, 21 gun) igirilen
erkek ve disi siganlarin plazma, karaciger, akciger, bdbrek ve Kkalp
Orneklerinde resveratrol dlzeyi incelenmistir. Boylece orta derecede
kirmizi sarap igimiyle biyolojik olarak etkin konsantrasyonlara ulagsmadigi
bildirilen resveratroliin, bazi organlarda birikip birikmedigi arastiriimis
olacaktir. Ayrica cinsiyet farkhliginin doku resveratrol dizeyini etkileyip

etkilemedigi de belirlenmis olacaktir.



. GENEL BILGILER

IL.A. Geleneksel Akdeniz Diyeti

insanlarin  tlkettigi yiyecek ve icecekler  sinerjik ve
antagonist bir bicimde saghg etkileyebilmektedir.! Gunlik diyetleri
islenmemis tahil , meyveler , sebzeler , patates , baklagiller, zeytinyagu,
balik , kirmizi et , kimes hayvanlari, tam yagli sut Griinleri ve saraptan
olusan bazi Akdeniz Ulkelerindeki beslenme tarzi, Akdeniz diyeti olarak
tanimlanir.”®® Meyve ve sebze tiiketiminin yiiksek oldugu bu diyette bol

miktarda antioksidan alinimi s6z konusudur.®

Uzun zamandir Akdeniz diyeti ile kardiyovaskuler hastaliklar
ve kansere yakalanma riski arasinda ters bir korelasyon bulundugu
bilinmektedir. ' Bazi Asya Ulkelerinde son zamanlarda hizla artan koroner
arter hastaliklarindaki risk faktérleri Akdeniz tarzi diyetle tedavi edilmeye
calisiimistir. Bunun ic¢in anjina pektoris, miyokard enfarktisu , koroner
arter hastaligi riski tasiyan 1000 kisi Uzerinde calisma yapilmistir.
Rastgele secilen 499 hasta meyve, sebze, tahil, ceviz, bademle
zenginlestirilmis diyetle beslenmistir. Bu insanlarin kalp hastaliklarina
yakalanma riskinde ve miyokard enfarktlisU gegirme oraninda anlamh bir

disiis saptanmistir.*



Akdeniz diyetinin 6nemli bir bileseni olan sarabin koroner
kalp hastaliklarinin  azalmasinda etkili oldugu kabul edilmektedir. *°
Akdeniz ve Bati diyetlerinin karsilastirildidi diger bir calismada, trombosit
agregasyonu Uzerine bu diyetlerin etkisi incelenmistir. Her iki diyette de
alkol alinimi, tim enerjinin % 6 sini olusturmaktadir. Sarap olarak alinan
alkol, tum alkolin bati diyetinde %88'’i, Akdeniz diyetinde ise %94’ni
olusturdugu saptanmistir. iki diyet seklinin trombosit agregasyonu
(izerinde bir fark yaratmadigi gdzlemlenmemistir.” Bu bulgu daha &énce
Renauld ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismanin sonuglar ile uyum
gOstermektedir. Renauld ve arkadaslari doymus yad orani yiksek Bati
diyetiyle beslenen erkeklerde, alkol aliniminin trombosit agregasyonunda
duisiis olusturdugunu gdzlemlemislerdir.’ Sonug olarak doymamis yag, bol
miktarda sebze, meyve ve ortalama miktardaki sarap tiketiminin oldugu
Akdeniz diyeti ile beslenen populasyonlarda, kalp-damar hastaliklarina
yakalanma riskinin azaldigi goriilmektedir.?*° ilging olarak, bol miktarda

doymus yag ile beslenip kirmizi sarap tiketen toplumlarda da bu risk

distk bulunmustur. °

Baska bir calismada ise bol sebze, meyve ve sarap
tiketiminin oldugu Akdeniz diyetinde antioksidan bilesiklerden biri olan
polifenolik katesin miktari 6lchimustir. Sarabin diyetteki en énemli katesin

kaynagi oldugu bulunmustur. Bunu sebze ve meyve tiiketimi izlemistir.®



11.B. Fransiz Paradoksu

Sarabin bilimsel tarihine bakildiginda kékeninin M.O 5400-
5000 yillarina kadar uzandigi gérilmektedir. Bu sarap Uzam, terebentin,

agac recinesinden yapilmis olup, bir nevi antibiyotik olarak kullaniimistir.

Su ana kadar yapilan c¢alismalarda sarap iginde 500°’den
fazla bilesen oldugu bulunmustur. Antioksidan &zelligi ile taninan
polifenolik bilesikler, 6zellikle kalp damar hastaliklari Uzerindeki tedavi

edici etkileri nedeniyle dikkat cekmektedirler. &%'°

Glney Fransa’da halkin bol miktarda kirmizi et tiketmesi,
yagh bir diyetle beslenmesine ragmen kardiyovaskuler rahatsizliklardan
kaynaklanan 6lim oraninin disik olmasinin en énemli nedeninin, dizenli
sarap tuketimi oldugu ileri surtlmektedir. Bu durum “Fransiz Paradoksu”

olarak adlandiriimigtir.'"'2

ingiliz diyeti ile Fransiz diyetinin karsilastirildiginda, hemen
hemen ayni olan yeme aligkanliklari arasinda sarap géze carpmaktadir.
Diyete sarap eklenmesiyle trombosit agregasyonunda belirgin bir
inhibisyon ortaya cikmaktadir.'? Kardiyovaskiller hastaliklarla iliskili otuz
tane risk faktéri bulundugu kabul edilmektedir. Bunlardan yirmi yedi

tanesinin, hi¢ alkol kullanmayanlarda belirgin bir sekilde daha yaygin



oldugu gorulmastar. Tersine, dizenli ve ¢ok fazla alkol tiketimi de ani kalp
krizleri, hipertansiyon, vetrikiler ve atriyal fibrilasyon oranlarinda artisa
neden olmaktadir. "Ortalama diizeyde sarap tilketen insanlarda ise,
koroner kalp rahatsizliklarina yakalanma ve kalp krizinden 6Ime riskinin ,

hic icmeyenlere gére anlamli bir sekilde az oldugu rapor edilmistir. *®

Asin alkol toketiminin, bagmlihk yapmasi ve koétlye
kullanma tehlikesinden dolayi, in vitro ve ex vivo deneylerde gdésterilen
biyolojik aktivitelerin in vivo deneylerle uyumlu olmadigi gériimustar.
Ozellikle, sarabin en 6nemli komponenti olan trans-resveratrolle yapilan
calismalarda bu dikkat gekici olmaktadir. in vitro deneylerde, trombosit
agregasyonu ve tromboksan sentezinde belirgin bir sekilde inhibisyon
gorulurken, in vivo deneylerde 4 hafta trans-resveratrol verilmesiyle bile bu
fonksiyonlarda bir degisiklik olmadigr goértlmuagstir. Ayni durum trans-

resveratroliin estrojenik aktivitesi icin de gegerlidir. '

Sarap ve biranin, kardiyovaskuller hastaliklarla ilgili risk
kiyaslamasi yapildiginda, orta derecede ve duzenli sarap aliniminin  risk
faktérlerini %32, biranin ise %22 azalttigi gorilmistir.'® Ozellikle kirmizi
sarabin, beyaz sarap ve etanole kargl Ustliin oldugu belirtilmigtir. Kirmizi
sarap, beyaz sarap ve etanolin oral ve iv olarak verilmelerinden sonra
kanama zamani, platelet miktari ve tromboz agirhdi élctimasttr. Alkolll
ve alkolsliz kirmizi sarabin kanama zamanini uzattigi, platelet sayisinda

gérunir bir azalmaya sebep oldugu, trombozis agirhiginda ise %58



oraninda azalma yapti§i saptanmistir.”® Kirmizi sarabin bu dstiinligu,
icerdigi polifenollerle agiklanabilir ginkl bu polifenollerin konsantrasyonlari
beyaz sarapta daha dusuktir. Bu polifenoller meyvelerin kabugu ve
cekirdeklerinde bulunur. Kirmizi Sarap yapilirken alkolle fermantasyon
sirasinda bu polifenoller saraba geger.'” Beyaz sarap yapiminda ise
fermentasyon 6ncesi UzUm kabuk ve cekirdeklerinden arindirildigi igin

polifenol icerigi azalmaktadir. '®

11.B.1. Resveratrol

Resveratrol 3,4’,5 trihidroksistilben yapisinda olup, trans ve
cis izomeri olmak Uzere iki izomeri vardir. Trans izomerlerinin biyolojik
aktiviteleri, cis izomerlerinden daha yiiksektir.'® Resveratroliin kimyasal
yapisi sentetik estrojen, dietilstilbestrole benzer. Ayrica, glukozit ve
polimerleri igceren bir molekuler ailesininde ana komponenti olup , asma ,

yerfistigi , dutun icinde bulundugu gdsterilmistir. '®

Ik olarak Polygonum Cuspidatum bitkisinin koklerinde tespit
edilmigstir .Resveratrol, bitkiler tarafindan patojenik durumlardan korunmak
amagli yaralanma ve fungal saldir sonucu olusmaktadir. Ayrica, UV 15131
verilmesiyle sentezi indiklenmektedir. Daha sonrada, Vitis-Vinifera ve
saraplarda tespit edilmistir . '72%2'22 Vitis-Viniferada Vst 1 geni tarafindan

sentezlendigi gosterilmigtir. Bu gen bombardimaniyla bugday , arpa gibi



yabanci bitkilerde de bir fitoaleksin olan resveratrol sentezlenebildigi

gosterilmistir.?

Tarkiyede bulunan kirmizi ve beyaz saraplar Uzerine yapilan
bir tez calismasinda, Cabernet Sauvignon ve Okilizgdzii Giziim tirlerinden
elde edilen saraplarda resveratrol miktari yiksek bulunmustur. Pamukkale
Okiizgdzii Bogazkere 2003 (0,244mg/L), Doluca KAV Bogazkere
Okiizgdzii 2002 (0,237mg/L), Pamukkale Anfora Cabernet Sauvignon
2003(0,244mg/L ) resveratrol igerigi en ylUksek saraplar olarak
belirlenmistir. Beyaz saraplarda ise, Gzim fermantasyondan énce kabuk
ve cekirdeklerinden ayrildigi igin resveratrol miktari 0,003mg/L altinda

bulunmustur .'8

Resveratrol icerigi bakimindan, cesitli Ulkelerden 10 degisik
sarap, Turk saraplar ile karsilastirildiginda, Tdark saraplarinin ¢ok
gerilerde kaldigi gértimektedir. Dinya Ulkelerinde, maksimum miktarda
resveratrol iceren sarap 4,97 mg/L konsantrasyon orani ile Brezilya sarabi

olmustur . '8

1.B.1.1 Resveratrolun Biyosentezi

Resveratrol biyosentezi fenilalaninden baglar. Fenilalaninin

deamilasyonu sonucu sinnamik asit olusur. Sinnamik asit , 4-kumarik



asitle yikseltgenir, 4-kumaril KO-A ile ester yapisina dénlslr . Stilben

sentaz enzimiyle resveratrol olusur. 2

1.B.1.2 Resveratrolun ve Diger Fenolik Bilesiklerin Analiz

Sartlan

Yapilan gesitli testlerde, analizden énce sarapta bulunan 6
fenolik asit, 5 flavonoit, trans-resveratrol ve tirosol Uzerinde sicaklik, pH’
nin yani sira, cesitli antioksidanlar ve antikoagilanlarin etkileri
arastinlmigtir.  Sonug olarak, plazma 6rneklerinin -20 °C altinda
saklanmasinin ve antioksidan olarak da %1 askorbik asit +10ul/ml o-
fosforik asitin ilave edilmesi gerektigi Onerilmistir. Antikoagllan olan
heparin veya EDTA’nin polifenolik bilesenlerin sabitligi Gzerinde belirgin bir
rol oynamadigi gérulmustar. Kati faz ekstraksiyonunda da, metanol yerine

etanol kullanilmasi &nerilmistir.

.B.1.3 Resveratrolun Olciim Teknikleri

Resveratrolun insan ve hayvan plazmalari Gzerindeki
kantitatif 6lcim calismalar yeterince yapilmamistir. Resveratroliin hem

oral yolla , hem de intravendz yolla veriminden sonra, plazmada kisa



strede dusuk bir pik yaptigi ve hemen bazal dizeye indidi géralmastar.
17.20.26 By nedenle duyarl dl¢iim yapan, deteksiyon limiti diistik, hizli sonug
veren bir yonteme gereksinim bulunmaktadir. Resveratrol Olgiminde
gesitli yontemler kullanilmaktadir. Bunlar; gaz kromotografisi , kuitle
spektrofotometrisi , kapiller elektroforezis ve HPLC olarak siralanabilir .2’
Kullanilan bu yéntemlerden gaz kromotografisinin dezavantaji, uguculuga
katkida bulunmak amaciyla, resveratrolun bistrifluroasetamit ile

tirevlendiriimesine gerek duyulmasidir.2>%,

Kromotografi yontemlerinde 6n c¢alisma olan Ekstraksiyon
ybnteminin dezavantaji ise, zaman tlketici olmasi ve trans resveratrolun
cis formuna dbénlsmesine neden olmasidir . Kapiller elekiroforez
metodunun dezavantaji ise, Ol¢llebilir resveratrol miktari olarak 0,2-10uM
gibi oldukga yUksek konsantrasyonlar gerektirmesidir. Bu duyarlilik,
Ornekteki konsantrasyonun &lgimi igin kapiller elektroforezin limit faktord
olabilir . Gunkud, cihazin enjeksiyon hacmi oldukca kigik ve kapilleri dar
caphdir . Kati faz ekstraksiyonunda ise, her zaman temiz érnek kullanmak
gerekir. Bu da, Ornekteki resveratrol saptanabilirliginin 10 kat kadar
dismesine neden olmaktadir.Ayrica, fazladan bir zaman tiketimi ve
maliyet ortaya c¢ikmasini dogurmaktadir. Bu sonuglardan sonra basit,
hizli, glvenilir bir arac olan HPLC ydnteminin resveratrolun kantitatif
hesaplanmasinda kullanilmasi yayginlagsmistir. UV dedektér kullanimli
HPLC ile oral resveratrol veriminden sonra, plazma resveratrol diizeyinin

kantitatif dlciimleri yapilabilmistir. 272

10



.B.1.4 Resveratrolun ve  Saraptaki Diger Polifenolik

Bilesiklerin Biyolojik Aktiviteleri

insanlarin, giinliik olarak diyetinde tikettigi tim yiyecek ve
iceceklerin saglik Uzerinde olumlu ya da olumsuz cesitli etkileri
bulunmaktadir. Ozellikle Akdeniz diyeti ile beslenen toplumlarda, yasam
kalitesini diglren ve hatta 6lume sebep olan hastalik risk faktdrlerinin

azaldig gérilmastdr. '24°>©

Diger bir epidemiyolojik calismada , Giney Fransa’da yiksek
miktarda kirmizi et ve doymus yagd tlketen halkin , kalp damar
hastaliklarina yakalanma insidansinin , diger batih tlkelere nazaran disuk

oldugu gérilmastar. 112

Akdeniz diyeti ve Glney Fransa’'daki halkin diyetleri
incelendiginde, gbéze carpan 6ge kirmizi sarabin gunlik ortalama bir

degerde diizenli olarak tiiketilmesidir. *:#°6-11:12

Kirmizi sarapta bulunan fenolik bilegkelerin antioksidan
dzellik tasidigi saptanmistir..22*2° Uzim cekirdegi polifenollerinin serbest
radikal stpUriicl etkisi, yiksek dozda glikoz ylklemesi yapiimis LLC-PKI
hicreleri Uzerinde yapilan calismada gdsterilmistir. Yiksek dozda glikoz
verilmesi [30mM] serbest oksijen radikallerinin olusumunu kontrole gore

%194 artirmistir. Ozellikle oligomer yapisindaki (izim cekirdegi polifenolii

11



ile beraber glukoz verildiginde ise, ekstraselllerde reaktif oksijen trlerinin

olusumunun %106 oraninda diistigi bulunmustur.?

Resveratrol ( 38mM), UV irridasyonu sonucu olusan hidrojen
peroksitten kaynaklanan hidroksil radikali ve sitokom C oksidasyon oranini

yariya diistirmektedir. *°

Resveratol, LDL oksidasyonu, antioksidan &zelligi ile inhibe
ederek atherosklerotik hastaliklara karsi koruyucu bir etkinlik tagimaktadir.
Yakinlarda yapilan bir ¢alismada, lipit ve apoproteinlerin olusturdugu
oksidatif zararlarin, resveratrolle azaldigi gosterilmistir. Bunun, LDL nin
CHO-K1 hicrelerindeki reseptdrlerine baglanmasi sonucu, oksidize LDL
nin damar diz kas ve endotel hlcrelerinde olusturdugu fonksiyon
bozuklugunun, resveratrol ile dnlenmesine bagl oldugu anlasiimistir.3" Bu
konuda yapilan bir diger calismada, resveratrolin LDL ve doymamis yag
asitlerinin  oksidasyonunu 6nleyen gucli bir inhibitér oldugu rapor

edilmistir."?

Menapozlu kadinlar icin bir model olarak tasarlanan,
yumurtaligi alinmig disi kobaylar tGzerinde yapilan bir calismada, hayvanlar
12 hafta boyunca UzUm ekstreleri (10g/100g) ile beslendikten 12 hafta
sonra yapilan olgimlerde, aorttaki kolesterol konsantrasyonlarinin %33
oraninda distigiu saptanmistir. Uzim preparatlarinin VLDL oranini
etkileyerek, aortta daha az kolesterol akimulasyonuna neden oldugu ve

hepatik kolesterol metobalizmasini degistirdigi goérilmustir. *2
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Kirmizi ve beyaz sarabin kardiyovaskuler etkilerinin
kargilastirnldigr  bir calismada, kirmizi sarabin, HDL Kkolestroli ve
apolipoprotein A1’in plazma konsantrasyonunu arttirdigi, fakat beyaz
sarabin  bu parametrelerde anlamh bir degisiklik olusturmadigi
gérulmistar. Bdylece kirmizi sarabin alkol harici diger bilesenlerinin,
kardiyovaskuller hastaliklarda yararli etkilerden sorumlu olabilecegi

dustndimastor. '

Polifenolik kirmizi  sarap bilesenlerinin  kardiyovaskdler
hastaliklara kargi etkili diger bir silahi, platelet agregasyonunu ve platet
adezyonunu inhibe etmesidir. 89 Kirmizi sarabin oral ve intravendz yolla
verilmesinden sonra, kanama zamanini , alkol ve beyaz saraba gbére
anlamh bir gsekilde uzattigr gortlmagstir. (133+4 saniyeden 284+10
saniyeye p<0,05)'® Ex vivo olarak yapilan diger bir calismada da,
trombosit sayisinin kirmizi sarapla doz-bagliml olarak belirgin bir sekilde
azaldigr  go6rulmustar. Etil alkol ve beyaz sarapta bu etki
g6zlemlenmemistir . Ayni sekilde etil alkol ve beyaz sarabin trombozis
agirhgr Ozerinde de bir etkisi saptanmamigtir . Kirmizi sarabin ise,
trombozis agirhgini %58 oraninda azalttigi gértlmustir. Kirmizi sarabin
kanama zamani ve platelet adezyonu Uzerindeki etkisi, eNOS inhibitéru L-
NAME 6n uygulamasiyla tamamiyla ortadan kalkmig, L-arjinin verilmesi, L-
NAME nin etkilerini tersine cevirmistir . 3 Kirmizi sarap polifenollerinin,
endotel kaynaklh NO dretimini artirarak deneysel trombozisi 6nledigi

anlasilmistir. '® Yiksek riskli kalp damar sistemi rahatsizligi olan hastalarin

13



yaklasik %20 sinin aspirine karsi direng gelistirdigi bilinmektedir.
Resveratrol, platelet agregasyon ve adezyonu Uzerindeki bu etkilerinden
dolayi, asetilsalisilik asit hassasiyeti olan ve asetilsalisilik asite direng
kazanan kisilerde denenmistir. Resveratrolin, aspirine direng kazanan
kisilerin  plazmasinda trombosit sayisini  belirgin olarak azalttig

gorilmustar. 3

Resveratrol sarapta bulunan diger polifenoller icinde en etkili
damar diz kas gevsetici bilegiktir. Resveratrol, sican aortunda
norepinefrini ve fenilefrinin olusturdugu kasiimalari 6nemli derecede inhibe
etmektedir.®*® Resveratrol (70uM), noradrenalin ile kontrakte edilmis
saphen vende ve internal meme arterinde yaklasik %35 oraninda
gevsemeye sebep olmustur. Endotel tabakasinin uzaklastiriimasi veya
L-NOARG (NOS inhibitérti) dnceden verilmesi, internal meme arterinde ve
Ozellikle saphen vende resveratrolun olusturdugu gevsemeleri tamamiyla
ortadan kaldirmaktadir.®*® Resveratrolun endotel-bagimli bu gevsetici

etkisi, sican aortasinda yapilan bir arastirmada da gésterilmistir. 3’

Baska bir calismada ise, resveratrolun, damardaki kalsiyuma
duyarli potasyum kanallar ( Kca) Uzerinde uyarici etkisi oldugu ve bunun
endotelden-bagimsiz olarak ortaya cikan gevsetici bir etki oldugu
saptanmistir.®® Endotelden salgilanan NO, iskemi reperfiizyon (izerinde
koruyucu etkilere sahiptir. NO konsantrasyonu, iskemi reperflizyondan 60

dakika 6nce resveratrol verilmesiyle belirgin olarak artmistir. Buna bagh
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olarak, infarkte alan boyutunda azalma gériilmistir. iskemi reperfiizyon
sonrasinda artan iNOS enzim aktivitesinin, resveratrol 6n kosullamasiyla
baskilandigi rapor edilmigti. ~ NOS inhibitéri L-NAME verilmesinin
resveratrolin olusturdugu yararli antiaritmik etkiyi bozmadigi géralmuagtar.
39

Resveratrolun, kanserin olusum, ilerleme ve vyayllma
asamalarini inhibe ettigi goérllmUstir. Resveratrol kanserin baslangi¢
safhasindaki inhibitér aktivitesini, ¢esitli mekanizmalar Uzerinden
gercgeklestirir.  Bunlardan birincisi , serbest radikal olusumunun
engellenmesidir. ikincisi Sitokrom P450 gibi Faz | enzim aktivitelerinin
engellenmesidir. Ugiinciisii, kiron rediktaz ve transferaz gibi Faz Il
enzimlerinin  aktive edilmesidir. Kanserin ilerlemesindeki inhibitor
aktivitesini, COX 2 enzim aktivitesini inhibe ederek gerceklestirir. Kanserin
yayllmasini ise, p53 timor baskilayici genin ekspresyonunu artirarak ve
kanser proteini olarak bilinen Bcl-2 ekspresyonunu da azaltarak 6nledigi

kabul edilmektedir.*°

Resveratrolin 100 mg/kg gunlik doz alinimiyla siganlarda,
NMU-indiklenmis meme timdrlerinin belirgin bir sekilde azaldigi rapor
edilmistir.*' In vitro olarak olusturulan kolon kanseri modelinde, icme
suyuyla verilen resveratrolin (200mg/kg/ginde), kolonda normal olmayan

yapilanmalari %40 oraninda azalttigi bulunmustur. 2
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Resveratrolun biyoyararlihgr ve onun timér gelisimini
engelleyen etkisi arasindaki iligkiyi inceleyen calismada, resveratrolun
yarilanma O6mrinin cok kisa oldugu 5 dakika icinde pik yaptigi ve
hepatositler tarafindan doza bagli bir bicimde metabolize edildigi
gérulmdstar.  Yani, t-resveratrol in vitro B16 melanoma hicre
proliferasyonunu ve reaktif oksijen tdrlerinin Gretimini, doz-bagimli olarak

inhibe etmektedir.*®

Estrojen, gb6gus kanserinin gelisiminde ¢ok &énemli bir
hormondur. Hastaligin énlenmesi ve tedavi edilmesi igin, en basta
estrojen sentezinin inhibe edilmesi hedeflenmektedir. Aromataz ve
CYP19, estrojen sentezini katalize eden enzimlerdendir. Resveratrolliin
yap! olarak estrojene benzedigi gérilmektedir. Bu nedenle, resveratrolin
aromataz ekspresyonu ve enzim aktiviteleri Uzerindeki etkilerinin
arastirnimasi gerekli bulunmustur. Resveratrol (25 uM), hem kompetetif

hem de nonkompetetif olarak aromataz aktiviteyi inhibe etmektedir.**

Yapisal olarak estrojene benzeyen trans-resveratrol,
yumurtalidi c¢ikariimis disi farelere verildiginde, estrojen-benzeri etkileri
gb6rulmuastar. Uterusun nispi agirhginda ve epitel hicre tabakasinda artis
oldugu go6rilmastir. Bu da, resveratrolun estrojenik etkilere sahip oldugu

seklinde degerlendirilmistir.*®
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Resveratrolun orta yasli ylksek kaloriyle beslenen farelerin
Omrund, insulin duyarliigini ve mitokondri sayisini arttirarak uzattigi
gOsterilmistir. 114 haftalik deney periyodu sonunda, ylksek kalori ile
beslenen sicanlarin %58’i, yiksek kalori + resveratolle beslenen sicanlarin

%42’si, standart diyetle beslenenlerinde %45'i 6ldiigi gorilmistir.*®

Uzim cekirdegi polifenollerinin, diabetes mellitusu tedavi
edici etkisinin oldugu tespit edilmistir. In vitro olarak yapilan bu ¢calismada,
yUuksek glikoz ile Gzim cekirdegi polifenollerinin bir arada verilmesinin,

yUksek glukozun olusturdugu hiicresel zararlari 6nledigi bulunmustur .2

.B.1.5 Resveratrol ve Kirmizi Sarabin Diger Polifenollerinin

Farmokokinetigi

Antioksidan, antienflamatuvar ve antikanserojen gibi bir cok
yararli biyolojik etkilere sahip olan resveratrolun biyoyararlanimi, hizli ve
yaygin metabolizasyonundan dolayi cok diisiik olmaktadir.'%12
Resveratroliin absorbsiyon, metabolizma ve buna bagl olarak
biyoyararlanim bilgilerini ortaya koymak igin, farkl arastirma yaklasimlari
olusturulmustur. in vivo, in vitro ve ex vivo modeller (izerinde ¢alismalar
yapilmigtir. Ex vivo yapilan bir calismada, 837-1704 nmol miktarindaki

resveratrolin tek bir gecis perfizyonunda, luminal olarak verildiginde,

%46’sinin ince bagirsaklarda bulundugu, %21’nin ise, sistemik dolagima
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ulastigr saptanmistir. Luminal sivi atikta da, resveratrolin %40’1 serbest
olarak saptanmistir. Buna karsilik, %11’nin glukuronidasyon , %3’Unin
sulfatasyona ugradigi goértlmustir. Sistemik dolasima ulasan
resveratrolin %80’nin konjugasyona ugradigl ve bunun da blyuk

cogunlugunun glukuronit konjugati oldugu anlasilmistir.*’

Ex vivo olarak yapilan diger bir calismada, resveratrollin
jejenum ve ileum Uzerindeki absorbsiyonu, 90. dakikaya kadar arastiriimis
ve jejenumda metabolize olmamigs az miktarda resveratrol (0.03nmol/cm
jejenum) bulundugu gértlmustir. Metabolit miktar tayini B-glukuronidaz

uygulamasi kullanilarak yapiimistir.*®

insan karacigerinde in vitro bir caligmada, resveratroliin cis
ve trans izomerlerinin glukuronidasyon hizlarn karsilastinimistir. Cis-
izomerinin trans-izomerinden 5-10 kat daha hizli glukuronidasyona

ugradigr gérilmistar. *°

Resveratrolin HPLC yéntemi kullanilarak, resveratrol 3-
siilfat ve resveratrol 3-glukuronit metabolitleri incelenmistir. in vitro 4
saatlik inkubasyon periyodundan sonra, apikal olarak verilen
resveratrolin %53’0 bazolateralde, %32’si apikalde, %4’G de hlcrelerde
goérilmustdr. ilk dozun %9’unun resveratrol 3-siilfat'a, %4’tniin de

resveratrol 3-glukuronit'e metabolize oldugu bulunmustur.®
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Resveratrolln in vivo ve in vitro deneyleri arasindaki farki
tam olarak anlayabilmek igin, biyoyararlanimini iyi bilmek, hedef hicreye
ulasincaya kadar izlemek gerekir. Resveratrol, karaciger hiicrelerine pasif
ve tasltyici ile olmak Uzere iki asamall olarak girmektedir. Tasiyici olarak
lipoproteinlere ve albimine baglanabilir. Nitekim, 5uM resveratrol
inkbasyonu ile yapilan deneylerde, 24 saat sonra proteinlere baglandigi

ve albuminle etkilestigi spektrofotometrik analizlerle gdsterilmistir.”’

in vivo olarak resveratrol farmakokinetigini ¢alisan
arasgtirmacilar, resveratrolin dokulardaki akiimulasyonunu élgmaslerdir.
84 sican Uzerinde yapilan calismada, 36 sicana tek doz 86 ug/kg, 4 ml.
kirmizi sarap gastrik intubasyon yoluyla verilmistir. Bu uygulamadan 1, 2,
4, 8, 12 saat sonra, hayvanlarin plazmalari ve dokulari toplanmigtir. Diger
36 sicandan olusan gruba ise, 15 gin boyunca, 43 ug/kg resveratrol
icerecek sekilde her giin 2 ml sarap verilmistir. Resveratroliin intestinal
dizeyde hizl bir sekilde emilip kana karistigi, 1 saatte maksimum
konsantrasyona ulastigr gérilmastir. 15 ginlik sldre sonunda, en yUksek
konsantrasyonu, karacigerde 53.5+1.46 ng/g olarak él¢timuUstir. Bunu,
44 .1+1.52ng/g ile bébrek dokusu izlemistir. Arastirmacilar bu sonuglari,
glnde orta derecede sarap tuketimi ile belli bir zaman sonra, farmakolojik
olarak aktif resveratrol konsantrasyonuna ulagsilabilecegi seklinde

yorumlamislardir. *2
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In vivo olarak yapilan diger bir calismada, erkek Wistar
si¢anlara lastik sonda ile 170 uci/ml isaretli trans-resveratrol verilmigstir. 24
saat boyunca, plazma, idrar ve feces Ornekleri toplanmistir ve
radyoaktiviteleri 6lcilmuagstir. Karaciger, bdbrek, kalp ve dalakta eser
miktarda trans-resveratrol saptanmig ve bunun, verilen dozun %1 altinda
oldugu bulunmustur. Resveratrolin, plazmada 15 dakika icinde maksimum
konsantrasyona ulastigr géralmustir. Feces ve idrardaki radyoakitivite
miktarlarinin, oral verilen resveratrolin %50-75 oraninda oldugu

hesaplanmistir.’

Erkek Balb/c fareler lzerinde yapilan calismada ise, isaretli
“C-trans-resveratrol oral tek doz olarak verilmistir. 1.5, 3, 6 saat sonra
plazma ve dokulardaki dizeyleri, tim vicut radyootografisi kullanilarak
belirlenmistir. Kantitatif organ dizeyleri ise, mikrootoradyografi kullanilarak
belirlenmistir. Ek olarak, bobrek ve karacigerdeki radyoaktif bilesiklerin
analizi HPLC kullanilarak yapilmigtir. 1,5 saat sonra kandaki
radyoaktivitenin dlsti0du ve sonrasinda o6nemli bir artis olmadigi
gbérulmuastadr. Idrar ve safrada ise, 1,5 saat sonra ylksek bir konsantrasyon
saptanmigtir. Safrada radyoaktivite deneme periyodunun sonuna kadar
ayni dizeyde kaldigi géralmastir. Fakat, idrarda zamanla yavas bir artis
gorulmustdr. ilag veriminden (i¢ saat sonra ise, en yilksek konsantrasyon
duedonumda bulunmustur. Onu en yakin takip edenin, bdbrek dokusu
oldugu gérilmustar. Bunu, akciger ve karaciger dokulari izlemigtir. liging

olarak 1,5 saat sonra en yiksek konsantrasyon midede goériimis, ama

20



karaciger ve bdbrek konsantrasyonlari dusik olarak saptanmistir.
Mikrootoradyografi yontemi ile resveratrolin bébregin korteks kisminda,
karacigerde ise, parankima kisminda biriktigi g6rGlmUstar. Bulunan
sonuglara gbére, bdbregin resveratrolin atim organi oldugu, deney
sUresince en ¢ok karacigerde birikiminin gerceklestigi, oral yolla alinan
dozun en az 9%50’sinin sindirim sisteminden absorbe oldugu

gdsterilmistir.?

Resveratrolin metabolik yolakta, enterohepatik
resirkllasyonunu belirlemek igin yapilan ex vivo bir calismada, sicanlara,
safra yoluyla resveratrol-aglikon formu verilmistir.  Safra, kateterler
yoluyla duedonuma akitilmistir. Bu durumda, aglikon ve glukuronit plazma
konsantrasyonlarinin azaldigi géralmustir. Enterohepatik resirkilasyonu
engellenmeyen kontrol grubundan ise, konsantrasyonlarin azalmadigi
saptanmistir. Bu bulgu, sican bagirsaginda enterohepatik resirklasyonla
aglikon ve glukunonit formlarinin  yeniden absorbe edildigini

gdstermektedir. >

Sicanlarda HPLC-PDA ve monoES-MS/MS kullanilarak
yapilan bir diger bir calismada, az miktarda metabolize edilmis
resveratrolin jejenum ve ileumda bulundugu saptanmistir. Resveratrolin
metaboliti olan glukuronit konjugatinin, jejenumdan absorbe edildigi

bulunmustur.>*
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Resveratrolin dasik biyoyararlanimini gdsteren diger bir
calismada, 6 saglkli génilliye isaretli '*C-resveratrol, oral ve intravendz
yollarla verilmigtir. Oral yolla 25 mg resveratrol veriminden sonra,
resveratrolin %70 oraninda absorbe oldugu goértlmastir. 1 saat sonra
plazma dizeyi, 491 ng/ml olarak bulunmustur. 6 saat sonra ise,
konsantrasyon 290 ng/ml’'ye digmustir. Oral yolla veriilmesinden 5 saat
sonra, idrarda % 53-84, feceste % 0.3-38 oraninda resveratrol
saptanmigtir. Resveratrolin intra vendz verilmesinden 1 saat sonra,
idrardaki oranin % 42-83 oldugu bulunmustur. Bu sonuglar, resveratroliin
cok yuksek oranda absorbe oldugunu, fakat hizli ve etkin bir bicimde
metabolize oldugunu gdstermektedir. *> Bu iki calisma, resveratrol
metabolizmasinin insan ve siganlarda farkli oldugunu gd6stermektedir.
Resveratrolin stlfat konjugati, insan karaciger hicrelerinde nispeten daha
az, sican karaciger htcrelerinde ise daha ¢ok olusan bir metabolit olarak

dikkat cekmektedir.>®

Resveratrol insan ve hayvan organizmalarinin yani sira,
bitkilerde sentezden sonra, oksidasyondan korunmak amagl metabolize
olmaktadir.*® Resveratrol, bitkilerde savunma amagli sentezlenmesi
sirasinda oksidasyona maruz kalmaktadir. Metil ve glukozil yapilar ile
birleserek sentezlenmektedir. Oksidasyondan sorumlu hidroksil yapisi,
metille kolay yer degistirirken, glikozil yapisiyla yer degistirmeye daha az

egilimli oldugu anlasiimaktadir. Bdylece, resveratrolin glikozidasyonu onu,
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oksidasyona kargl korumakta ve biyolojik 6zelliklerini sirdirmesine olanak

saglamaktadir. °’
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11 MATERYAL VE YONTEM

Bu calismadaki analizler, Orta Dogu Teknik Universitesi
blnyesinde bulunan Molekiler Biyoloji ve Biyoteknoloji Enstitlisti, AR-GE

merkezinde yapiimistir.

LA MATERYAL

l.A.1 Kullanilan Arac ve Gerecler

1.Varian Prostar HPLC

2.Chromospher C18(150X46mm, 5um) (cat no = CP28511)
3.Varian 330 PDA (Photo Diode Array) Dedektor

4.Ultra turrox IKA T18 Basic Homojenizator

5.Hassas Terazi

6.Derin Dondurucu (-80 °C, Sanyo)
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l.A.2 Kullanilan Kimyasallar

1.Resveratrol ( Sigma ve Herb-Tech)

2.Etanol (Merck)

3.%0.5 Asetik Asit ( Merck, HPLC mobil faz)

4 Metanol (Merck, HPLC mobil faz)

5.Deiyonize su ( Milipore saf su aritma cihazi)

11.A.3. Kullanilan Deney Hayvanlari

Deneylerde, 200-250 g agirligindaki erkek ve disi Wistar-
albino siganlar kullaniimistir. Bu siganlar, Gazi Universitesi Deney
Hayvanlari Uretim ve Satis Merkezi'nden alinmistir. Siganlar, erkek-
kontrol, erkek-resveratrol, disi- kontrol, disi-resveratrol olmak tzere dort
ana gruba ayrilmigtir.12 saat aydinhgi takiben, 12 saat karanhgin
saglandigi barinakta standart sican yemi ile beslenmiglerdir. Kontrol
gruplarina gesme suyu, diger gruplara ise 50mg/L konsantrasyonda
resveratrol ilave edilmis ¢gesme suyu 21 giin boyunca igirilmistir.
Resveratrolin bulundugu icme suyu siseleri aluminyum folyo ile sarilarak

resveratrolin isiktan korunmasi saglanmistir.
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Calismalar Gazi Universitesi Hayvan Etik Kurulu izni alinarak

gerceklestirilmigtir.

I.B Yontem

lll.B.1 Sican Doku Orneklerinde Resveratrol Analizi

Siganlara, CO, uygulamasi yapildiktan sonra, intrakardiyak
olarak 2 cc kan 6rnegi alinmigtir. Daha sonra, toraks ve abdomen
acilarak kalp, karaciger, akciger, bébrek cikarilarak, icinde sogutulmus
Krebs ¢bzeltisinin bulundugu petri kaplarina alinmiglardir. Petri kaplarinda
cevre dokulardan temizlendikten sonra, 1g doku parcalari ve kan érnekleri
alinip etiketlenerek -80 °C de saklandi. Dokularda resveratrol analizi,
Soleas ve ark. tarafindan tanimlanan yénteme gére yapildi '* Bu yénteme
gore alinan dokular ve kan 6rnekleri 5 hacim %95(v/v) etanolle bir
homojenizetdr yardimiyla 3 kere 1 dakikalik periyotlarda homojenize
edildi. Homojenizasyonun ardindan elde edilen homojenat, 4°C de, 15
dakika, 1500 g de santrif(j edildi. Santrifij sonrasi ayrilan slpernatan
pipetle alinarak ependorf tlplere konuldu. Kalan kisim, ayni hacimde
etanolle tekrar homojenize edilerek santrif(j edildi. 3 kere tekrarlanan
ekstraksiyonun ardindan sdpernatanlar toplandi ve analiz zamanina kadar

-80 °C de saklandi. Daha sonra érneklerde resveratrol tayini, ODTU
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Molekuler Biyoloji ve Biyoteknoloji Enstitlisti, AR-GE Merkezinde HPLC

cihazi ile PDA detektdr kullanilarak gerceklestirildi. Yapilan 6n ¢alismada

kalp, akciger ve kan drneklerinde saptanabilir limitlerin altinda resveratrol

tespit edildigi igin digi ve erkek siganlarda kalp, akciger ve plazma

dokularinda 3’er 6rnekte, karaciger ve bébrek dokularinda ise 6’sar

Ornekte cahisiimistir.

ll. B.2

Yontem Kosullar

Galisilan Cihaz = Varian Prostar Yiksek Basingh Sivi

Kromatogrofisi

Kullanilan Dedektér = Varian 330 PDA (Photo Diode Array)

Dedektor

Kullanilan Kolon =Chromospher C18(150X4.6mm,5um)

cat no=CP28511

Mobil Faz = % 0.5 Asetik Asit/Metanol

Akis Hizi = 0.5 ml/min.

Kolon Sicakligi = 25°C

Dalga Boyu = 304nm

Enjeksiyon Hacmi = 20ul

27



ll.B.3 Kalibrasyon Grafiginin Cizimi

i.B.3.1 Trans Resveratrol Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

10 mg trans-resveratrol tartilarak absoll etanolde ¢6zuldu
(Merck, %99.99). Konsantrasyon 4.54 mg/ml olucak sekilde distile su ile
seyreltildi. Resveratrol standart egrisinin hazirlanmasinda, bu stok
¢cbzeltiden yapilan dilisyonlar kullanildi. Tim érnekler ve standart ¢ozelti

Isiktan uzak, -20°C de saklandi.

111.B.3.2 Trans Resveratrol Calisma Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Analizlerde 0.000015mg/ml — 0.00022 mg/ml standart
resveratrol konsantrasyon araliginda ¢alisildi. Kalibrasyon egrisinin
hazirlanmasinda, 0.000015mg/ml, 0.000037mg/ml, 0.000050mg/ml,
0.000075mg/ml , 0.00015 mg/ml ve 0.00022mg/ml konsantrasyonlarda

standart resveratrol ¢ozeltileri kullanildi.
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Sekil 1: Kalibrasyon egrisi ¢cizmekte kullanilan, 0.000037mg/ml (siyah),
0.000050mg/ml (mor), 0.000075mg/ml (mavi) konsantrasyonlardaki stok

¢cOzeltiden hazirlanan dilisyonlarin kromatogramlari
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Kalibrasyon Grafigi : Resveratrol miktarinin tespiti icin 0.000015 mg/ml-
0.00022mg/ml konsantrasyon araliginda stok ¢ozeltiden yapilan

dilisyonlarla hazirlanan kalibrasyon egrisi



IV. BULGULAR

IV.A Sicanlarin Deney Siiresince Agirliklar

Tablo 1 : Kontrol ve deneme gruplarindaki erkek ve digi sicanlarin deneyin

baslangi¢ ve sonundaki agirlik ortalamalar

Vicut Erkek Erkek Disi Disi
Agirhiklan Kontrol Deneme Kontrol Deneme
Grubu Grubu Grubu Grubu

Baslangic 220.812.3 223.1t2.4 208.9+2.5 215.712.4
vicut

agirhgi(g)

21. glndeki | 223.9+2.2 227.812.2 212.41+2.2 219.612.3
vicut

agirhgi(g)

Resveratrolll su icen erkek ve disi siganlarin agirliklarinin,
kontrol grubundaki hayvanlardan istatistiksel olarak farkli olmadig:
(p>0.05) dolayisi ile resveratrol igmenin, hayvanlarin vicut agirliginda bir

degisiklik olusturmadigi saptanmistir.

IV.B Sican Dokulari ve Plazmalarindaki Resveratrol Miktarlari

Tablo 2: HPLC Yéntemi ile Olgiilen 3 Haftalik Deney Siiresi Sonunda

Toplanan Sigcan Dokulari ve Plazmalarindaki Resveratrol Miktarlar

Kromatogram | Numune Adi t-resveratrol (ng/g)
No miktari
1 Disi karaciger dokusu 1 353
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2 Disi karaciger dokusu 2 350
3 Disi karaciger dokusu 3 70

4 Erkek karaciger dokusu 1 290
5 Erkek karaciger dokusu 2 70

6 Erkek karaciger dokusu 3 210
7 Disi bébrek dokusu 1 380
8 Disi bébrek dokusu 2 180
9 Disi bébrek dokusu 3 70

10 Erkek bébrek dokusu 1 225
11 Erkek bébrek dokusu 2 220
12 Erkek bébrek dokusu 3 310
13 Disi akciger dokusu 1 <70
14 Disi akciger dokusu 2 <70
15 Disi akciger dokusu 3 <70
16 Erkek akciger dokusu 1 <70
17 Erkek akciger dokusu 2 <70
18 Erkek akciger dokusu 3 <70
19 Disi kalp dokusu 1 <70
20 Disi kalp dokusu 2 <70
21 Disi kalp dokusu 3 <70
22 Erkek kalp dokusu 1 <70
23 Erkek kalp dokusu 2 <70
24 Erkek kalp dokusu 3 <70
25 Disi karaciger dokusu 4 300
26 Disi karaciger dokusu 5 220
27 Disi karaciger dokusu 6 70

28 Erkek karaciger dokusu 4 320
29 Erkek karaciger dokusu 5 290
30 Erkek karaciger dokusu 6 300
31 Disi plazma 1 <70
32 Disi plazma 2 <70
33 Disi plazma 3 <70
34 Erkek plazma 1 <70
35 Erkek plazma 2 <70
36 Erkek plazma 3 <70
37 Disi bébrek dokusu 4 280
38 Disi bébrek dokusu 5 70

39 Disi bébrek dokusu 6 70

40 Erkek bdbrek dokusu 4 150
41 Erkek bébrek dokusu 5 120
42 Erkek bébrek dokusu 6 70
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Tablo 3 : Erkek ve Disi Sicanlarin Dokularindaki Ortalama Resveratrol

Miktarlari
Resveratrol miktarlari (ng/qg)

Doku Disi sicanlar Erkek sicanlar
Karaciger 226.7+130.3 246.7194.4

(n=6) (n=6)
Bdbrek 175.0+131.3 186.7+89.1

(n=6) (n=6)
Kalp <70 <70

(n=3) (n=3)
Akciger <70 <70

(n=3) (n=3)
Plazma <70 <70

(n=3) (n=3)

Tablo 3’ de gbsterilen bulgulara gére, oral yolla alinan trans-
resveratrolun karaciger ve bdbreklerde akimile oldugu saptanmistir. 21
glnln sonunda plazmada, akciger ve kalpte saptanabilir limitlin altinda 70

ng dan disUk trans-resveratrol bulunmustur.

IV.C istatistiksel Analiz

Veriler SPSS 13.0 programi lzerinden student’s t testi ile

ifade edildi. Sonuglar ortalamaztstandart hata seklinde gdésterildi.
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IV.D Dokulardaki Resveratrol Miktarini Gosteren

Kromatogramlar

t-Resveratrol {12.157}

75
Minutes

Sekil 2: 2 numarali disi siganin karaciger dokusundaki resveratrol miktarini

ve alikonma zamanini gosteren 2 numarali kromatogram
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t-Resveratrol (11.747)

25 Is.o 75 0.0 l25 5.0 75
Minutes

Sekil 3: 4 numarali digi sicanin karaciger dokusundaki resveratrol miktarini

ve allkonma zamanini gésteren 25 numaral kromatogram
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Sekil 4: 5 numarali erkek sicanin karaciger dokusundaki resveratrol

miktarini ve alikonma zamanini gésteren 29 numarali kromatogram
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Sekil 5: 6 numarall erkek sicanin karaciger dokusundaki resveratrol

miktarini ve alikonma zamanini gésteren 30 numarali kromatogram
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Sekil 6: 1 numaral disi siganin bébrek dokusundaki resveratrol miktarini

ve allkonma zamanini gésteren 7 numarali kromatogram
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Sekil 7: 4 numarali disi sicanin bdébrek dokusundaki resveratrol miktarini

ve allkonma zamanini gésteren 37 numaral kromatogram
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Sekil 8: 3 numarali erkek sigcanin bébrek dokusundaki resveratrol miktarini

ve allkonma zamanini gdésteren 12 numaral kromatogram
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Sekil 9: 2 numarali erkek sicanin bébrek dokusundaki resveratrol miktarini

ve allkonma zamanini gésteren 11 numaral kromatogram
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V. SONUC VE TARTISMA

Bu ¢alismada polifenolik bir bilesik olan trans-resveratrol
(6mg/kg) erkek sicanlara (223.1+2.4 g) ve disi siganlara (215.7+2.4q) 3
hafta boyunca icme suyu icinde verildi. 3 hafta sonunda erkek siganlar
(227.8+2.2 g) ve disi siganlar(219.6+2.3 g) tartildi. Deney sonundaki vicut
agirhiklindaki artis kontrol grubundaki artisla paralel bulundu. Aralarinda

istatistiksel olarak bir fark gézlenmedi. (p>0.05)

Kontrol ve resveratrol icen erkek ve disi sicanlara CO,
uygulanmasindan sonra, intrakardiyak olarak alinan kan érnegi ile
karaciger, bébrek, kalp ve akciger dokulari toplanmistir. HPLC / PDA
ybntemiyle trans-resveratrolin dokulardaki miktarlari hesaplandi. Elde
edilen bulgulara goére(Tablo 3), oral yolla alinan trans-resveratrol karaciger
ve bobreklerde, kalp ve akcigere nazaran yiksek oranda toplanmaktadir.
Disi sigcan karaciger dokularinda, ortalama 226,67+130,33 ng/g
t-resveratrol, erkek sigan karaciger dokularinda, ortalama 246,67+94,38
ng/g t-resveratrol saptanmistir. Disi ve erkek sicanlarin karacigerdeki
resveratrol miktarlari arasinda anlamli bir farkllik olmadigi géralmustar
(p>0.05). Disi sican bébrek dokularinda, ortalama 175,00 £131,26 ng/g
t-resveratrol, erkek sigan bébrek dokularinda, ortalama 186,67+89,14 ng/g
t-resveratrol bulundugu saptanmistir. Disi ve erkek sicanlarin boébrek

dokularindaki resveratrol miktarinin anlamli bir farklilik gostermedigi
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gOralmustar (p>0.05). Kan, kalp ve akciger dokularinda ise, resveratrol
miktarinin  70ng/g dan daha az dlizeylerde oldugu anlasiimistir. Elde

edilen tim degerler, Tablo 1 de gbsterilmigtir.

Trans-resveratrolin karaciger ve bébreklerde ylksek oranda
bulunmasi, onun, karacigerde metabolize olmasi ve blylUk oranda
bdbrekler yoluyla atilmasi ile agiklanabilir. DUsUk biyoyararlanim orani,
hizli ve etkin metabolizasyon, hedef organlar olarak distindigimuz kalp
ve akcigerde degismeden kalan trans-resveratrolliin, az miktarda
bulunmasinin nedeni olabilir. Resveratroliin plazma konsantrasyonlarinin
da, dlgulebilir dizeylerin altinda olmasi bu gergcegi dogrulamaktadir. Elde
ettigimiz sonuglar, daha énce yapilan ¢alismalarin bulgulariyla uyum

gdstermektedir. 25>

Vitrac ve ark.(2003), farelere "C isaretli trans-resveratrolil
(5mg/kg) gastrik intubasyon yoluyla vererek, otoradyografi ydontemiyle,
dokulardaki dagilimini inceledikleri calismalarinda, 6. saatte bébrek ve
karacigerde yUksek oranda trans resveratrol bulundugunu géstermiglerdir.
Ayrica, kolonda radyoaktivitenin disuk, idrarda ylUksek olmasi, asil atilim

organinin bdbrek olduguna isaret etmektedir.?®

Walle ve ark. (2004), resveratrol biyoyararlaniminin distk
dizeyde oldugunu saptamiglardir. 110umol oral dozdan sonra insan

plazmasinda, 5ng metabolize olmamis resveratrol bulundugunu
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hesaplamislardir. idrarda ise, deney periodu boyunca sabit sayilacak
sekilde resveratrol bulundugunu gdérmuslerdir. Resveratrolin silfat ve

glukuronit konjugatlarina déniiserek metabolize oldugu anlasiimistir. *°

Bertelli ve ark.(1996) sicanlara 15 gin boyunca, 40 ug/ kg
konsantrasyon gibi dustk doz resveratrol (trans ve cis) iceren sarabi
(2ml/giin ) oral olarak siganlara verdiklerinde, plazmada 7.6+0.55 ng/ml ,
idrarda ise, 66.16+1.66 ng/g, kalpte 3+0.3 ng/g , karacigerde 53.5+1.46
ng/g , boébrekte 44+1.32 ng/g resveratrol konsantrasyonu bulundugunu
saptamiglardir. Plazmadaki hizli disls ve idrarda bulunan yiksek
konsantrasyondan dolayi, bébregin en dnemli atim organi oldugunu ve en
iyi akiimlasyonun da karaciger dokusunda oldugunu fark etmislerdir. *®
Boyle ¢ok dusik oranda verilen resveratrolin, bu kadar yiksek miktarda

dokularda toplandigini gdsteren baska bir calisma yoktur. '

Soleas ve ark. (2001), bu ¢alismanin sonuglarini tatmin edici
bulmamislar ve "C isaretli trans-resveratrolle calisip radyoaktivite dlgiim
ybntemini denemiglerdir. Karaciger, bdbrek, kalp ve dalakta eser miktarda
(verilen dozun %1’nin altinda ) resveratrol konsantrasyonu tespit etmigler.

Bizim galisma sonuglarimiz, bu bulgulari destekler niteliktedir.™

Genis 6lcekli epidemiyolojik calismalarda, polifenolik
bilesiklerin kendisinin dogrudan ya da sarap ve yesil ¢cay olarak uzun sire
8,9,10,12

verilmesinin bir ¢ok yararli biyolojik etkiler gésterdigi saptanmistir.

Bu polifenoller iginde, en dikkat ¢ekicisi ve etkisi fazla kanitlanmis olani
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resveratroldlr. Resveratroliin farmakokinetigi hakkinda yapilan ¢alismalar,
biyolojik etki calismalarina nazaran oldukga azdir. in vitro calismalardaki
kanitlanmig yiksek biyolojik etkinligi resveratrolin popularitesini

arttirmigtir.9:24°1

Son zamanlarda yapilan bir caligmada , uzun slre
resveratrol aliniminin farelerin yasam siresini uzattigi gésterilmistir. Bu
ilging galismada resveratrol alim sdresi arttik¢a, 6lim oranin distiga
gb6rulmuistar. Resveratrol etkinliginin icim siresi ile artmasi, dokularda

toplanabilecegi dusiincesini akla getirmektedir.*®

Sicanlar Uzerinde in vivo olarak gergeklestirdigimiz bu
calismanin sonuglari, yiksek miktarda resveratrol verilmesine ragmen
dokularda dusUk miktarda saptanmasi, resveratrolin biyolojik etkileri igin
gerekli etkin dozunun ¢ok mu disik oldugu sorusunu akla getirebilr. Bu
noktada, yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalar ve biyokimyasal analizler,
genel olarak resveratrolun etkin konsantrasyonunun 10-100uM arahgdinda

oldugunu ortaya koymaktadir.**

Diger bir yaklasim ise, hizli ve etkin bir sekilde metabolize
oldugu bilinen resveratrolln yararli etkilerinden metabolitlerinin de
sorumlu olabilecegdi digtncesidir. Nitekim, resveratrolun 50mg/kg gibi
yUksek bir dozda siganlara verilmesinden sonra bile, plazma dizeylerinin
10uM oldugu gérilmustar. Resveratrol konjugatlarinin ise, plazmada ¢cok

daha yiiksek diizeylere ulastigi bilinmektedir.® Ayrica, yilksek lipofilik
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Ozellikte oldugu bilinen resveratrolun beyin ve sinir sistemi gibi yagli

dokularda, uzun slre alinimindan sonra birikebilmesi s6z konusudur.
Adipoz doku ve iskelet kaslarinda simdiye kadar yapilan bir calisma
bulunmamaktadir. Belki de bu dokular resveratrol akimulasyonunun

oldugu birer depodur.'*

Bu calismayla, uzun slre resveratrolle besledigimiz erkek ve
disi siganlarin karaciger ve bdbrek dokularinda, resveratroliin az miktarda
da olsa toplandigini saptadik. Bdylece, Fransiz Paradoksu sayesinde
insanlarin ilgisini geken bu stilbenin, uzun sire alinmasiyla ortaya ¢ikan

biyolojik etkilerine bu doku depolarinin katkida bulunabilecegini gbsterdik.
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VI. OZET

Resveratrol Gzim ve fistik tUrleri basta olmak Uzere, bazi
bitkilerde dogal olarak bulunan bir polifenolik bilesikdir. Yapilan bir takim
deneysel calismalar, resveratrolin saflastiriimig veya sentetik seklinin,
insan ve deney hayvanlarinda  gUcli vazodilatér, anti-trombosit,
antioksidan, antiinflamatuvar ve antikanserojen etkileri oldugunu

gbstermektedir.

Epidemiyolojik ¢caligmalar ortalama kirmizi sarap tiketimi ve
azalan kalp hastaliklari riski arasinda bir baglanti oldugunu gdsterir.
Resveratrolin endotel fonksiyonunu artirici ve dogrudan vazodilator
etkileri, onun kardiyovaskuller yararlh  etkilerinin nedeni olabilir. Orta
derecede kirmizi sarap i¢en kisilerde, resveratrolin absorbe edildikten
sonra hizla metabolize oldugu, fakat yine de, bazi dokularda toplanarak
biyolojik olarak aktif miktarlara ulasabildigi belirtiimistir. Bu c¢alismada
ama¢ 21 gin boyunca icme suyu iginde verilen resveratrolin (50 mg/L)
disi ve erkek sigcanlarin kan ve degdisik organlarindaki miktarlarini
karsilastirmaktir. Bu suUre sonunda hayvanlarin vicut agirliklari
Olctldiugunde, resveratrol iciminin erkek ve disi sicanlarda vicut agirligini
6nemli dlctide degistirmedigi gérulmuasttr. Her iki cinsten alinan kan, kalp,
karaciger, akciger ve bdbrek érneklerinde resveratrol miktari HPLC/PDA

dedektort kullanilarak olgilmastir. Resveratrolin, en fazla karaciger ve
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bobrek dokusunda bulundugu, kan, akciger ve kalpte ise saptanabilir
limitlerin altinda oldugu gériilmistir. Olcllen resveratrol diizeylerinin
erkek ve diside farkhlik gbstermedidi anlasiimistir. Trans-resveratroliin
karaciger ve bobreklerde ylksek oranda bulunmasi, onun, karacigerde
metabolize olmasi ve bdbrekler yoluyla atilmasi ile aciklanabilir. Elde
ettigimiz sonuglar, resveratroliin biyoyararlanim oraninin distk oldugunu
gbstermektedir. Hizli ve etkin metabolizasyondan dolay kanda &lc¢ulebilir
dizeyde olmadigi gérilmektedir. Kalp ve akcigerde resveratrol birikiminin

olmadigi sdylenebilir.

Bu sonuglar, orta derecede kirmizi sarap icen Kisilerde,
resveratrolin hizli ve ylksek oranli metabolizasyondan dolayi, biyolojik
olarak etkin konsantrasyonlara ulagsmayabilecegini gdstermektedir. Fakat,
resveratrolin karaciger ve bdbrek gibi organlarda toplanma 6zelligi
gOstermesi, onun, vicutta depolanabilecegini ve bdylece uzun slre sarap
tlketimi sonucu, etkin biyolojik konsantrasyonlara ulagabilecedi seklinde

yorumlanabilir.
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VIL. SUMMARY

Resveratrol is a naturally occuring polyphenolic compund
which is found in botanical sources especially in grapes and peanuts.
Several experimental studies have shown that the purified or synthetic
form of resveratrol shows potent vasodilatory, antithrombotic, antioxidant,
antiinflammatory and anticarcinogenic effects on human and laboratory

animals.

Epidomiological studies indicate that an association between
moderate consumption of red wine and reduced risk of coronary heart
disease. The increasing activity of resveratrol on endothelial function and
direct vasodilatory effect may be the reason of its beneficial
cardiovascular effects. It has been reported that resveratrol quickly
absorbs and rapidly metabolises in moderate red wine consumer.
However, resveratrol has been found to reach biologically active
ammounts by accumulating in some tissues. In this study our aim is to
compare the amounts of resveratrol , which were given in drinking water
for 21 days, in blood and several organs from male and female rats. After
this period, it was seen that, taking resveratrol did not have a significant
effect on the body weights of male and female rats. The amount of
resveratrol in the samples of blood, heart, liver, lungs and kidneys taken

from both genders were measured using HPLC/PDA . It was found that
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resveratrol mostly presented in liver and kidney tissues while, the amount
was below the detectable limits in heart , lungs and blood. The levels of
resveratrol detected didn’t show a statiscally difference in between male
and female rats. The reason why trans-resveratrol was found in high
amounts in liver and kidneys can be explained by the fact that it is
metabolized in liver and eliminated by kidneys. The results we obtained
show that the bioavailability rate of resveratrol is low. Resveratrol levels
were estimated to be under the limit of detectable amount in blood due
to its fast and effective metabolism. Additionally, it can be say that there

is no accumulation of resveratrol in heart and lungs.

These results show that in moderate red wine drinkers ,
resveratrol may not reach effective concentrations due to its fast and high
rate of metabolism. On the other hand, accumulation of resveratrol in
kidney and liver can be interpreted that it can be stored in the body so,
consuming red wine for a long time makes the concentration of resveratrol

reach the effective biological levels.
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