DENEYSEL DiYABETIK RATLARDA
RESVERATROLUN BOBREK DOKUSUNDA OAT-1,
OAT-3, OKT-1,0KT-2 PROTEINLERININ
EKSPRESYONU UZERINE ETKISi

Oguzhan OZDEMIR
Yiiksek Lisans Tezi
Biyoloji Anabilim Dah
Damisman: Yrd. Do¢.Dr. Mehmet TUZCU

AGUSTOS-2012



T.C.
FIRAT UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

DENEYSEL DiYABETIK RATLARDA RESVERATROLUN BOBREK
DOKUSUNDA OAT-1, OAT-3, OKT-1, OKT-2 PROTEINLERININ
EKSPRESYONU UZERINE ETKIiSi

YUKSEK LiSANS TEZi
Oguzhan OZDEMIR

(101110101)

Tezin Enstititye Verildigi Tarih: 23 Temmuz 2012
Tezin Savunuldugu Tarih: 08 Agustos 2012

Tez Danismani : Yrd. Do¢.Dr Mehmet TUZCU (F.U)
Diger Jiiri Uyeleri : Prof.Dr. Kazim SAHIN (F.U)
Prof.Dr. Okkes YILMAZ (F.U)

AGUSTOS-2012



ONSOZ

Diabetes mellitus, fonksiyonel ve yapisal olarak birgok komplikasyon ile
karakterize ciddi bir metabolik bozukluktur. Uzun siireli diyabetle birlikte dokularda
insiiline karsi duyarsizlik gelismekte olup, 6zellikle de retina, bobrek ve ndronlar gibi
dokularda bir dizi ciddi negatif etkilerin meydana geldigi bilinmektedir. Diyabetik
nefropati, bobrek hastaligi olan diyabetik niifusun 6nemli bir morbidite ve mortalite nedeni
olup, gelismekte olan iilkelerde bobrek yetmezliginin baslica nedenidir.

Resveratrol'iin kuvvetli antioksidan aktivitesi de literatiirde gosterilmis olmakla
birlikte, kanitlar bu bilesigin antiinflamatuar, antiagregan ve noroprotektif 6zelliklere sahip
oldugunu gostermistir. Diyabet tedavisinde antidiyabetiklerin kullaniminin yaninda
ozellikle uzun donemdeki komplikasyonlarin azaltilmasi ve yasam kalitesinin arttirilarak
kan sekeri seviyesinin  diizenlenebilmesi amaciyla diyetsel —manipiilasyonlar
diistintilebilmektedir. Resveratrol, antioksidan 6zelligi ile 6ne ¢ikan biyoaktif bir bilesiktir.
Bu c¢alismada diyabete bagli nefropatide tiibiil hiicrelerinde yer alan anyon ve katyon
tastyicilarinin  hasarinin  belirlenmesi ve resveratrolin bu hasar1 6nlemedeki etkisi
arastirilmistir.

Tez c¢alismast boyunca bilgi ve tecriibeleriyle c¢alismama 1sik tutan ve maddi
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OZET

Bitkisel ilaglar hastaliklarla savasmak ve viicut fonksiyonlari iyilestirmek i¢in bin
yildan fazla bir siiredir kullanilmaktadir. Bu bitkisel ilaglardaki mevcut polifenoller, genel
saglik iyilestirilmesi i¢in ve belirli baz1 patolojik durumlar i¢in tedavi saglayacak baslica
besin olarak kabul edilmektedir.

Bu calisgmada; STZ ile diyabet olusturulan ratlarda resveratroliin, bdbrek
dokusundaki OAT-1, OAT-3, OKT-1 ve OKT-2 proteinlerinin ekspresyonlar, MDA
diizeyleri, serum tire nitrojen ve kreatinin diizeyleri ve histolojik degisiklikleri iizerine olan
etkileri aragtirllmistir. Bu amagla, arastirmada 40 adet Wistar rat1 (6-8 haftalik) dort gruba
ayrildi. (i) Standart diyetle beslenen grup, kontrol grubunu (K); (ii) Resveratrol (RES,
ginliik 20mg/kg i.p.) verilen grup, RES grubunu; (iii) Streptozotosin (tek doz STZ, 55
mg/kg i.p.) verilen grup, STZ grubunu; (iv) STZ (tek doz 55mg/kg i.p.) enjekte edildikten
sonra; RES (RES, giinlik 20mg/kg 1.p.) verilen grup, STZ + RES grubunu olusturdu.
Arastirma 8 haftada sonuglandirildi.

Bu arastirma, intraperitoneal STZ ile diyabetik nefropati olusturulan ratlarda
resveratrol uygulamasinin bdbregi iyilestirici ve koruyucu bir etki gosterdigini
bildirmektedir. Resveratrol verilen hayvanlarda serum fiire ve kreatinin seviyeleri, bobrek
hasarinin STZ verilen gruba nispeten belirgin bigimde distiigiini  gostermektedir
(p<0.001). Bobrek dokusunda MDA seviyesi STZ grubunda kontrol grubuna gore anlaml
olarak yiiksek bulunmustur (p<0.001). Resveratroliin intraperitoneal olarak verildigi
deneysel diyabetik ratlarda, OAT-1, OAT-3, OKT-1, OKT-2 proteinlerinin ekspresyon
diizeyleri belirgin bir sekilde artmigtir (p<0.01). Histopatolojik bulgular, resveratrol
tedavisinin, STZ ile olusturulan bobrek hasar1 ve bobrek dokusunda meydana gelen diyabet

nedenli bir¢ok patolojik lezyonu hafiflettigini ortaya ¢ikarmustir.

Anahtar Kelimeler: Deneysel Diyabet, Resveratrol, OAT-1, OAT-3, OKT-1, OKT-2,
MDA, Serum Ure Nitrojeni, Kreatinin.



SUMMARY

The Effect of Resveratrol on OAT-1, OAT-3, OCT-1, OCT-2 Protein

Expression of Kidney Tissue in Diabetes Induced Rats

Herbal medicines have been used for thousand years to fight diseases and improve
body functions. Polyphenols available in these herbal drugs are considered as major
nutrients responsible for improving general health and for providing cure for certain
specific pathological conditions.

In this study, STZ-induced diabetic rats with resveratrol, was reported on renal
tissue OAT-1, OAT-3, OCT-1, and OCT-2 protein expression, MDA levels, serum urea
nitrogen, creatinine levels and histologic changes. The male Wistar rats (n =40, 6-8 weeks
old) were divided into four groups. (i) The group which received standart a standart diet
was assigned as Control group (C); (ii) Resveratrol (RES 20 mg/kg i.p. body weight per
day) treated group as (RES); (iii) Streptozotosin (single dose STZ, 55 mg / kg i.p. body
weight) treated group as (STZ); (iv) After the injection of STZ (single dose STZ, 55 mg /
kg i.p. body weight); resveratrol (RES 20 mg/kg i.p. body weight per day) treated group as
(STZ / RES). The research finished in 8 weeks.

In the animals that receive resveratrol the levels of serum urea and creatinine
indicating reduced renal injury were significantly lower as compared to the STZ injected
group (p<0.001). The present study demonstrates that the administration of resveratrol
exerts a renal therapeutic and protective effect in a rat model of diabetic nephropathy STZ-
provoked by a single intraperitoneal (i.p.) injection of STZ. The renal tissue MDA levels
showed a significant increase in STZ-treated rats compared the control rats (p<0.001).
OAT-1, OAT-3, OCT-1, and OCT-2 protein expression level were significantly up-
regulated in rats treated with resveratrol (p<0.001). Histopathological findings showed that
resveratrol treatment alleviated the STZ-induced kidney damage and several diabetes

induced pathological lesions occurring in the kidney tissue .

Keywords: Experimental Diabetes, Resveratrol, OAT-1, OAT-3, OCT-1, OCT-2, MDA,

Serum Urea Nitrogen, Creatinine.
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1.GIRIS

Diabetes mellitus, fonksiyonel ve yapisal olarak birgok komplikasyon ile
karakterize ciddi bir metabolik bozukluktur. Uzun siireli diyabetle birlikte dokularda
insiiline kars1 duyarsizlik gelismekte olup, ozellikle de retina, néronlar ve bobrek gibi
dokularda bir dizi ciddi negatif etkilerin meydana geldigi bilinmektedir [1]. Diyabet,
sadece viicudun cesitli metabolik yollar1 tizerine olumsuz etkileriyle degil, cesitli
komplikasyonlari ortaya ¢ikarma egilimiyle de taninan bir hastaliktir. Diyabet ve diyabetin
komplikasyonlart 6nemli bir halk sagligi sorunu olarak yer teskil etmekte ve ciddi
rakamlarda morbidite ve mortaliteye neden olmaktadir. Giliniimiizde diyabet diinya
Olgeginde epidemik sayilabilecek oranlara ulagmistir. Uluslararasi Diyabet Federasyonu
(IDF), 2009 yilinda yaklasik diinyada 245 milyondan fazla kisinin seker hastasi oldugunu
bildirmistir. Bu sayinin oniimiizdeki 20 yil iginde yaklasik 380 milyona yiikselmesi
beklenmektedir. Her gecen yil yaklasik 7 milyon kiside daha diyabet ortaya ¢ikmaktadir
[2].

Diabetes mellitus etiyolojisi farkli iki hastaliktan olusur. Niifusun yaklasik % 0,5’ini
etkiledigi bilinen tip 1 (insiiline bagimli olan) diyabet, pankreasta insiilin iireten beta
hiicrelerinin otoimmiin hasar1 sonucu meydana gelir. Kas, yag doku ve karacigerde insiilin
direnci ve bununla birlikte artmig insiilin ihtiyacina karsilik yetersiz beta hiicresi toplulugu;
tip 2 diyabeti olusturmaktadir. Tip 2 diyabet siklig: tip 1 ile karsilastirildiginda, yaklasik
10 kat daha yiiksek olup; ayrica modern beslenme ve hareketsiz yasam tarzi nedeniyle
stirekli artmaktadir. Her iki tipte de tedavi edilmeyen hiperglisemi sonucu o6nemli
organlarda mikrovaskiiler hasara neden olmakla birlikte, metabolik enerji kaynaklarinin
kullanim siras1 da degismistir. Insiilin yoklugunun veya insiilin direncinin glukoz
metabolizmasina baglica etkisi, beyin hari¢ glukozun bir¢ok hiicre tarafindan alinip
kullanilmasiin engellenmesidir. Sonug olarak kan glukoz konsantrasyonu artar, glukozun
kullanim1 giderek azalir. Buna karsilik yaglarin ve proteinlerin kullanimu artar [3,4].

Diyabet ile birlikte zamanla ortaya ¢ikan sekonder komplikasyonlarin ortaya ¢ikist iki
mekanizma ile agiklanabilmektedir. ilk mekanizmada, 6zellikle iyi kontrol edilmeyen
diyabette proteinlerin enzimatik olmayan glikozillenmesinin arttig1 ve glikozillenen bu
proteinlerin oksidasyonu sonucu serbest radikallerin olustugu savunulmaktadir. Plazma

membran proteinleri ve insiilinden bagimsiz glukoz alan lens gibi dokularin hiicrelerindeki



proteinler uzun siire yiiksek konsantrasyonda glukoz ile kars1 karsiya kalirsa, glukoz hizla
proteinlerin amino gruplarina enzimatik olmayan bir yolla baglanir. Bunun tipik &rnegi
glikozillenmis hemoglobindir [5,6]. Ikinci mekanizmada, Diabetes mellitusta artan kan
glukoz seviyesine paralel olarak insiilinden bagimsiz glukoz alan dokularin hiicrelerinde
glukoz konsantrasyonunun yiikselmis oldugu ayrica, bu dokulardaki artmis glukozun
fosforile olmadan enzimatik olarak sorbitol tizerinden fruktoza fazla miktarda doniistigu
ve bunlar1 metabolize etmeye yetecek kadar ilgili enzim olmadigindan hiicre icinde
sorbitol ve fruktozun biriktigi 6ne siiriilmektedir. Sorbitol ve fruktozun asir1 miktarda
birikmesiyle meydana gelen osmotik degismeler bu doku ve organlarin yapisina bagh
olarak patolojik hallerin sebebi sayilmaktadir [5].

Kan sekerinin dikkatli kontrolii diyabet tedavisinde en onemli hedeftir. Diyabetin
sistemli kontrolii ile kalp hasari, géz, bobrek, sinirler ve diger organlar da dahil olmak
tizere kronik hastaliklarin uzun vadeli komplikasyonlar1 sinirlanmis olacaktir. Bu tip
hasarlar kanda biriken yiiksek glukoz konsantrasyonlarindan, yani hiperglisemiden
kaynaklanmaktadir. Bu durum; ornegin bir seker aldehit ve bir serbest amino grubu
arasinda schiff bazi yogunlastirilmasi sonucunda proteinlerin kétii huylu glikolizasyonuna
neden olmaktadir. Bu siirecin sonucunda enzimlerin inaktivasyonu ve vital olan bazi
membran yapilarinin degisimleri s6z konusudur. Membranin esnekligini azaltir ve daha
kirilgan hale gelmesini saglar [7].

Tip 1 diyabet pankreasin insiilin salgilayan beta hiicrelerinin tahribatina bagh
mutlak insiilin eksikligi ile kendini gosteren, komplikasyonlarla seyreden kronik bir
hastaliktir. Tip 1 diyabet, ¢ocukluk ve adolesan déneminde sik olmakla birlikte her yasta
goriilebilir. Son yillarda tip 1 diyabet insidansinin artig gosterdigi bildirilmektedir [8].

Tip 2 veya yetiskin baslangich diyabet; insiilin direnci, goreceli insiilin eksikligi ve
hiperglisemi ile karakterize metabolik bir bozukluktur. Beta hiicre fonksiyonunda azalma,
hiperglisemi ve tip 2 diyabet gelisimi i¢in sadece bir 6n kosul olmadig1 giderek daha agik
hale gelmistir. Onceleri “insiiline bagimli olmayan diabetes mellitus olarak adlandiran tip
2 diyabetin belirsizligi, diyabetik hiperglisemi ve klinik taninin gercek baslangici arasinda
ortaya ¢ikar [9]. Tip 2 diyabetli hastalarda en az 4-7 yil iginde hastalik teshis edilmistir ve
tip 2 diyabetli hastalarin % 30-50’si kadarinda hastalik tan1 konmadan kalmistir [10]. Bu
durum diyabetik sorunlarin devam etmesini saglamakla birlikte, diyabetin kronik

komplikasyonlarinin gelisimine, is giicii kaybina ve erken 6liimlere neden olur. Literatiirde
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bilinen iki tip diyabet ile iliskili damar hasarlanmasi vardir. Bunlardan ilki; retinopati,
nefropati ve noropati diyabete 6zel mikrovaskiiler komplikasyonlar ve ikincisi; miyokard
enfarktlisii, hipertansiyon ve periferik arter hastalig1r aterotrombotik makrovaskiiler
komplikasyonlardir. Bir¢ok ¢alisma gesitli diyabet komplikasyonlar1 arasinda giiglii bir bag
oldugunu vurgulamaktadir [9-11].

Tiibiiler tasiyict proteinler (SLC) endojen ve ksenobiyotik molekiillerinin hiicre
alimi ve atilimindan sorumlu olan tasiyici ailelerinden olusur. Bunlar; proton-bagimli
oligopeptid tasiyici ailesi (SLC15), organik katyon / anyon / zwitteriyon tasiyici ailesi
(SLC22), niikleozid tastyici (SLC29) ailesi ve digerleri arasinda ¢oklu ilag ve toksin
tastyict ailesini (SLC47) igerir. Organik anyon tastyicilart (OAT) fizyolojik pH'ta kiiciik
anyonlar (yaklasik 150-500 kDa) ve organik bilesiklerin geri emilimi ve atilimini saglar.
Yiiksek afiniteli organik katyonik tasiyicilar (OKT) kas, kalp, bobrek ve fibroblastlar da
eksprese edilir. Bunlar 6ncelikle, bobrek, bagirsak, karaciger ve plasenta gibi dokularda
katyonik ilaclar ve diger ksenobiyotiklerin ortadan kaldirilmasi i¢in gorevlidir [12,13].

Kimyasal hedefli olarak tasarlanmis tedavilerde ¢ikan bazi problemler nedeniyle,
insan niifusunu etkileyen ¢esitli hastaliklara kars1 dogal tirtinlerin muhtemel tedavileri igin
her gecen giin ilgi artmaktadir. Bircok potansiyel bilesik, izole edilip bunlardan bazilari
klinik ¢caligmalarin farkli asamalarinda basariya ulasmistir [14].

Resveratrol (3, 4°, 5 - trihidroksi-trans-stilben)’iin biyolojik 6zellikleri bakimindan
cok genis bir yelpazeye sahip oldugu bildirilmistir. Resveratrol ve genel olarak stilbenler
yaygin olarak bir¢ok bitkide bulunmaktadir. Ancak yenilebilir bitkilerde olduk¢a sinirli
olup, tiztim, fistik ve tiirevleri, cilek, bogiirtlen ve bitter ¢ikolatada bulunmaktadir [15].
Diger taraftan, dogal resveratrol oligomerler Cin-Japon geleneksel hekimliginde de
kullanilan tiirleri dahil olmak tiizere ¢esitli bitki tiirlerinde bulunmustur. Resveratrol'iin
kuvvetli antioksidan aktivitesi de literatiirde gosterilmis olmakla birlikte, kanitlar bu
bilesigin antiinflamatuar, antiagregan ve noroprotektif Ozelliklere sahip oldugunu da
gostermistir. Bu bulgulara dayali olarak, resveratrol; diabetes mellitus, kanser,
norodejenerasyon Ve kardiyovaskiiler hastaliklar da dahil olmak {izere, ¢esitli patolojilerin
tedavisinde terapotik bir ajan olarak cazip bir madde hale gelmistir. Resveratrol'iin yararl
etkilerinin altinda yatan mekanizmalar1 tamamen bilinmemesine ragmen, oksidatif stresin
neden oldugu hasara karsi karaciger, bobrek ve beyin gibi c¢esitli doku ve organlari

korumak i¢in gosterdigi antioksidan aktivitesi ile esas olarak iliskilendirilmigtir [15-17].
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1.1.Diyabetik Nefropati

Diyabet; nefropati, noropati ve retinopati gibi bircok komplikasyonla iliskilidir
[18]. Ayrica kardiyak sorunlar ve erken oliim riski yiliksek diyabetli hastalarda, koroner
arter ve periferik arter hastaligi da anlamli olarak daha yiiksek risk altindadir. Diyabetik
nefropati, bobrek hastaligi olan diyabetik niifusun 6nemli bir morbidite ve mortalite nedeni
olarak, gelismekte olan iilkelerde bobrek yetmezliginin baglica nedenidir. Kan sekeri ve
kan basinci kontrolii ile ilgili gelismis mevcut tedaviler diyabetik nefropati ilerlemesini
yavaslatabilir. Diyabetin bobrekteki en belirgin hasar1 proksimal tiibiillerin distal kisminda
ve henle kulpunun ¢ikan kolundaki epitelyum hiicrelerinde glikojen biriktirmesidir. Bobrek
tiibiiler hiicrelerinin glukoz miktar1 renal esigin iizerine ¢ikmasiyla glukozu asir1 miktarda
absorbe ederler ve glikojen olarak depolayabilirler. Bu nedenle hastaligin son evre bobrek
yetmezligine ilerlemesi durdurulamamaktadir. Diyabet kontrol ediliyor olsa bile hastalik,
kronik bobrek hastaligi ve bobrek yetmezligine yol agabilir. Diyabetli hastalarin yaklasik
% 30 kadarinda, kronik bobrek hastaligi gelisir ve proteiniiri diizeyi bobrek hastaliginin
son evresine ilerlemesinin giiglii bir habercisidir. Diyabetik nefropati tedavisi i¢in yeni
stratejiler ve ek terapatik hedeflerin tanimlanmasi 6nemlidir [19-22].

Diyabet iizerine aragtirmalar yapan bilim insanlar tarafindan bobrek hasari nedenli
mekanizmalar tiizerine yogun ¢aligmalar yapilmistir. Mikroalbiiminiiri, diyabetin sik
rastlanan bir komplikasyondur ve uzun belirgin nefropatinin sonraki gelisiminin giiglii bir
belirleyicisi oldugu bilinmektedir. Tip 1 diyabetli hastalarin % 50’sinde ve tip 2 diyabet
hastalarin % 35’inde, hastaligin baslangicindan itibaren yaklastk 20 yil sonra
mikroalbiiminiiri gelismektedir. Buna ek olarak, her iki grupta da hastalarin yaklasik %
15’ine makroalbuminiiri tanis1 konulabilir. Yeni tan1 konmus tip 2 diyabetli hastalarin %
28'sinde mikroalbliiminiiri gelismis olup, yaklagik % 7°si 15 yil sonra takip edildiginde

makroalbuminiiri goriilmiis olacaktir [22].
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Hiperglisemiyi, diyabetik nefropatinin birincil baslaticis1 olarak gbdz Oniinde
bulundurmak o6nemlidir. Diyabetik nefropati genetik bir bileseni iki diizeyde tutar:
Birincisi nefropati olusabilen genetik bir arka planin kurulmasi ve ikincisi (hipergliseminin
varliginda) gliseminin artmasidir [23].

Tip 1 hastalarimin sadece % 30 ve tip 2 diyabeti olan hastalarin% 35-40 glisemik
kontroliine bakilmaksizin diyabetik nefropati gelisir. Tipik bir hastanin klinik ge¢misi ve
zaman zaman mikroalbiiminiiri, yaklasik 5 yil stiren hiperfiltrasyon belirtileri ile baglar.
Glomeriiler dontisiim hiz1 azalirken; sonraki yaklasik 20 yil boyunca, mikroalbiiminiiri,
kademeli olarak daha yiiksek proteiniiriye doniisiir. Sonug olarak, hasta en sonunda son
(kronik) evre bobrek hastaligina dogru ilerledikge agir proteiniiri ile bobrek yetmezligine
ugrar. Bununla birlikte, giderek artan sayida hastalarin hala bobrek komplikasyonlari olan
diyabetik hastalarda anjiotensin doniistiirlicii enzim inhibitorleri ve / veya anjiotensin Il
reseptor antagonistleri ile yogun insiilin tedavisi ve tansiyon diislirmeye yonelik
yontemlerle tedavi edilmis olmasina ragmen, diyabetik bobrek hastaligi vardir. En baslarda
hiperglisemi getirici arter ve glomeriiler kilcal damarlar, vazodilatasyona neden olur ve
glomeriiler filtrasyon artis orani endotelyal azot oksit (NO) sentazin ifadesini artirir.
Asamali olarak, glomeriiler distansiyon, endotel fonksiyon bozuklugu ve hemodinamik
degisikliklere neden olur. Glomeriiler bazal membran elektrik yiikii kayb1 ve glomeriiler
bazal membran kalinlagmasi, podosit(viseral epitel hiicre) sayisi azalmasi, mezanjiyal
genisleme glomeriiler hasar altinda yatan baslangiglar olarak gosterilmistir. Nefropati,
diyabetin en sik goriilen komplikasyonlardan biri oldugundan, bdbrek hasarinin
ilerlemesini en aza indirmek veya ortadan kaldiracak tedavi yaklasimlart bulmak igin
onemlidir. Bu nedenle, hiperglisemiye uzun siire maruz kalma bobrekte ¢ok sayida
damarsal degisiklikleri tesvik edecek molekiiler mekanizmalarin anlasilmasi ile diyabetik
bobrek hastaligi igin yeni bir bakis agis1 saglanabilir ve yeni tedavi stratejileri belirlenebilir
[23-25].

1.2.0rganik Iyon Tasiyicilar: (SLC22A)

Bobregin - kritik  6nemli islevlerinden biri, organik bilesiklerin plazma
konsantrasyonlarint modiile edebilmektir. Ayrica gesitli ilaglarin kandan idrara gegisi ile
organik anyon ve katyon tasiyicilar endojen metabolitlerin ortadan kaldirilmasinda 6nemli

bir rol oynar. Tanim olarak; organik anyonlar, bir ya da daha fazla negatif yiikii tasiyan
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iyonlardir. Organik katyonlar 7,4’1iikk fizyolojik bir pH'ta, bir ya da birden fazla pozitif
yiikii tagirlar. Bazilar1 birey igin zehirli olabilecek olan organik anyon ve katyonlarin
atilimi, proksimal tiibiillerde bu bilesiklerin aktif atilim1 ile saglanir. Proksimal tiibiillerde
sivt organik anyonlar ve katyon konsantrasyonlar1 kan plazmasindaki degeri asmasi
nedeniyle atilimi “aktif atilim” olarak ifade edilmektedir. Konsantre bir kan-limen
taginimi, adenozin trifosfat (ATP) formunda bir enerji girisi ile proksimal tiibiiler hiicreleri
icin gereklidir. Renal proksimal tiibiillerde epitel hiicreler, ¢ift yonlii madde gecisinde (geri
emilim ve atilim) organik iyonlarin idrar ile atilmasina aracilik ederler. Renal tiibiiler
hiicrelerde organik anyon ve katyonlarin ulasim araci ¢oziinen tasiyict (SLC) 22A aile
tiyeleri substratlar etkin transepitelyal atiliminda 6nemli bir rol oynadig1 goriilmektedir.
Multispesifik organik anyon ve katyon tasiyicilar OAT-1, OAT-3, OKT-1 ve OKT-2
bobrek bazolateral izoformlar: klonlanmis ve karakterize edilmistir [27-30].

Organik anyon ve katyonlarin atilimi, en az iki adimdan olusur: Birincisi proksimal
tiibiil hiicrelerine kandan bazolateral membran aracili alimi, liimen (apikal, firca kenar)
zarindan liimen i¢ine hiicrelerden serbest birakilmasiyla gerceklesir. Organik anyonlar i¢in
ilk adim (negatif yiiklii bilesiklerin alimi arasinda i¢ten disa bir konsantrasyon farki
oldugundan, muhtemelen icinde negatif membran potansiyeli bulunmasindan
kaynaklanarak) yiiklere zit olarak zor bir sekilde olusur. ikinci adimda, firga kenarl
membran genelinde negatif i¢ / dis pozitif elektrik potansiyel farki ile yonlendirilerek,

enerjik agidan kendiliginden olmaktadir [27].

1.2.1.0rganik Anyon Tasiyicilari

Organik anyon tastyicilari (OAT); olusan metabolitler, toksinler ve bu tiir B-
laktamantibiyotikler, antiviral, anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE) inhibitorleri, steroid
olmayan anti-enflamatuar ilaglar (NSAID), diiiretikler ve genis bir gesitlilikle klinik ilaglar
gibi zor tasinan substratlart tasidigi goriilmistir. OAT ailesinin bugiline kadar,
lokalizasyonu, ifade diizeyi ve substrat 6zgiilliigli birbirinden farkli olan on iiyesi (OAT1-
10) tespit edilmistir. Bobrekte tiibiiler epitel hiicrelerin apikal ve bazolateral zarlarinda
lokalize olan organik anyon tasiyicilari; ilaglar, toksinler ve endojen bilesikler igeren
organik anyonlarin tiibiiler tasinimimndan sorumludur. Fonksiyonel faaliyetleri, membranda
tasimaciligi, dokuya 0Ozgiil ifadesi, SLC22A tasiyicilarin transkripsiyonunda, ozellikle
SLC22A6/0AT-1 ve SLC22A8/OAT-3 arasinda yer alan diizenleyici mekanizmalari
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tizerinde yapilan arastirmalar, biiyiik olgiide bu tasiyicilarin fizyolojik ve farmakolojik

rollerini anlamamiz adina gergeklestirilmistir [28, 31, 32].

1.2.1.1.0rganik Anyon Tasiyic1-1 ve Organik Anyon Tasiyici -3

Organik Anyon Tasiyici-1 (OAT-1), renal proksimal tiibiiler hiicre membraninda
bazolateral agirlikli olarak eksprese edilmekte olup, ayrica serebral korteks, hipokampus ve
koroid pleksusta diisiik seviyelerde bulunur. Organik Anyon Tasiyic1-3 (OAT-3) renal
proksimal tiibiiler hiicrelerin bazolateral membraninda ve koroid pleksusun apikal
membraninda yiiksek miktarda ifade edilir [32].

OAT-1 ve OAT-3 mRNA seviye diizeylerinin bobrek korteksinde diger organik
iyon tastyicilardan ¢ok daha yiiksek oldugu bilinmektedir. Organik iyonlarmn tiibiiler
atilimi, nefron proksimal tiibiilde olusan ¢ok etkili bir olay olup, normalde ya bazolateral
ve / veya apikal membranda aktif bir islemdir. OAT-1 tarafindan taginan substratlar cAMP,
cGMP, folat, endoksil siilfat, bir¢ok antiviral ajanlar (asiklovir, sidofovir, zidovudin),
bircok antibiyotik (benzilpenisilin, cephaloridine, tetrasiklin), metotreksat, bircok
ditiretikler (asetazolamid, bumetanid, etakrinik asit, furosemid), agir metal selatorleri,
steroid olmayan anti-inflamatuar ilaglar (NSAID: asetilsalisilat, indometazin, salisilat), ve
okratoksin-A igerir. OAT-1 ayn1 zamanda civa tiyol konjugatlarin ve muhtemelen diger
metallerin tagimaciliginda 6nemli bir rol oynar. OAT-1’in aksine, OAT-3’lin siilfat ve
glukuronit steroid konjugatlari tagima yetenegine sahip oldugu gosterilmistir. Endoksil
siilfat ayn1 zamanda OAT-3 substratidir. OAT-1 ve OAT-3 arasinda substrat 6zgilliigi
yaygin olarak ortiisiir. OAT-3 karakterizasyonu OAT-1 kadar kapsamli degildir. Bununla
birlikte, cAMP, glutarat, metotreksat, PGE2, PGF2o, salisilat, taurokolikasit, iire,
zidovudin, ve valasiklovir tasinmasi OAT-3’te gosterilmistir. Son olarak, OAT-3’lin
insanlarda iratin geri emiliminin bazolateral membran adimina aracihik ettigi
disiiniilmektedir. Bu sonuglar, OAT-1 ve OAT-3 dolasimi g¢esitli ilaglarin tiibiiler
emiliminde 6nemli rol oynadigini diisiindlirmektedir. Bu nedenle, ¢esitli ilaglarin renal
eliminasyonunun arkasindaki mekanizmanin aydinlatilmasi i¢in, bu tasiyicilarin substrat
ozgiilliikklerinin karakterize edilmesi 6nemli bir konumdadir [31-36].

Bobrekte; OAT-1 ve OAT-3, genelde idrarin eliminasyonu i¢in apikal zar takip
eden proksimal hiicrelerin i¢inde bazolateral membrana organik anyonlar tagirken tersiyer

bir ulasim mekanizmast kullanir. Tiibiller atilim bir elektrokimyasal gradienti ile
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kolaylastirilmis tagima mekanizmas1 olarak ortaya c¢ikabilir. Bu tersiyer ulagim
mekanizmas: sayesinde, Na* / K'ATPaz i¢e dogru yénelip (kan-hiicre) Na® egiliminde

tutar [32].

Sekil 2.0rganik anyon tasiyic1 3 (OAT3) sematik goriiniimil. Diger OAT lere benzer sekilde, OAT3 hiicreler
arast N ve C terminallerinin varsayilan 12 transmembran heliks vardir. Heliks 1 ve 2 arasindaki uzun
ekstraseliiler kivrimlar azot-bagli glikozilasyonlar tasir ve heliks 6 ve 7 C terminali arasindaki uzun hiicreler
aras1 kivrimlarda birkag¢ protein kinaz fosforilasyon birligi siteleri barindirmaktadir. OAT3 i¢in burada
gosterildigi gibi, korunan pozitif yiik kalintilar1 (lizin, arjinin) sarmal 8 ve 11 de mevcuttur ve birlikte heliks
7 ve 8'de hidrofobik kalintilar1 (fenilalanin, tirosin, triptofan) sahip organik anyon tanima ve tagimaya
katilmaktadirlar[27. literatiirden modifiye edilerek alinmustir].

1.2.1.2.0AT-3 Inhibisyonunun Kan Basincim Azaltmasi

Son zamanlarda yapilan arastirmalarda; OAT-3 proteini bulunmayan fareler
fizyolojik olarak normal olmasina ragmen, beklenmedik bir sekilde diigiikk kan basinci
gelisimi kesfedilmistir. Ancak OAT-1 ve ilgili organik katyon tasiyicilarin yoksunlugu i¢in
bu gegerli degildir. OAT-3 bulunmayan farelerde, organik anyon atiliminin belirli kusurlari
disinda diger taraftan makroskobik olarak normal olmakla birlikte bobrek fonksiyonlarin
strdiiriirler. Kollektif olarak bu bulgulara gére endojen bir bilesigin 6zellikle OAT-3
tarafindan tasindigin1 ve 6nemli 6lgiide, azalmis kan basincina yol agan transfer kaybi ile
tansiyon diizenlenmesinde rol oynadigi ayrica diger OAT veya OKT proteinleri ile

baglantili olmadig1 diislinilmektedir. Kan basincinin diizenlenmesine katkisi olan bir¢ok



faktor arasinda belki de en Oonemlisi, renal yoldan aracili mekanizmalar agisindan, renin-
anjiyotensin-aldosteron sisteminin aktivitesi ve Na" dengesidir. Ancak, OAT-3 proteini
bulunmayan farelerde diisiik kan basinci azalmis plazma renin veya aldosteron veya
bobreklerden Na® tutmasmin azalmasi nedeniyle degildir. OAT-3 proteinlerinin

ekspresyonuna engel olan ilaglar hipertansiyonun tedavisinde yararli olabilir [37, 38].

1.2.2.0rganik Katyon Tasiyicilar

Yiiksek afiniteli katyonik tasiyicilar kas, kalp, bobrek, fibroblastlar da eksprese
edilir. Renal tiibiillerdeki, organik katyon tasiyicilari guanidin, kolin, N1-metilnikotinamid,
norotransmitter monoaminler (dopamin, epinefrin ve histamin), katyonik ilaglar ( tetra-
etilamonyum, simetidin, prokainamid ve Kkinidin) ve toksinler gibi endojen organik
katyonlarin geri emilimi ve / veya atiliminda fizyolojik ve farmakolojik olarak rol oynarlar.
Insanlarda tetraetilamonyumlarin yani sira agil karnitinlerin tasinmasindan OKT-1 ve

OKT-2 sorumludur [29, 39].

1.2.2.1. Organik Katyon Tasiyici-1 ve Organik Katyon Tasiyici-2

SLC22A1-2 (OKT-1-2) prokainamid, desipramin, Klonidin, araC, simetidin,
nikotin, quinidin, verapamil, kortikosteron, dopamin, epinefrin, 5- hidroksitriptamin ve
amantadin gibi bir¢ok katyonik ilacin tagimmindan sorumludur. Insanlarda, OKT-1 esas
olarak karacigerde ifade edilip, ayn1 zamanda kalp, iskelet kasi, bobrek, plasenta ve ince
bagirsakta bulunur. Kemirgenlerde OKT-1 karaciger, bobrek ve ince bagirsakta yiliksek
miktarda bulunmaktadir. OKT-1 bir¢ok katyonik ilaclarin atilimi gérevini iistlenmistir

[40,41].
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Sekil 3. Renal proksimal tiibiillerde organik katyon tasiyicilarin sematik gosterimi. OC+, organik
katyon; o-KG, a-ketoglutarate; NHE, sodyum/proton degistirici. Oklar her bir tasiyici yoluyla
substratlar ve iyon hareket yoniinii gosterir[29. literatiirden modifiye edilerek alinmistir].

557 amino asitten olugsan ve yaklasik 63 kDa molekiiler agirliga sahip OKT-2,
organik katyonlarin ve pH-bagimli, bir multispesifik, ¢ift yonli bir tasiyicidir. OKT-2
basta bobrek, kalp, ve karaciger olmak tizere, plasenta, timus, adrenal bezler, sinir, koroid
pleksus, akciger gibi bircok dokuda eksprese edilir. Diger SLC iiyelerinin islevi gibi; OKT-
2, aym zamanda tetra-etilamonyum (TEA), verapamil, pirilamin gibi b-laktam
antibiyotikleri ve bircok ksenobiotiklerin bobrekten atilimini saglamaktadir. OKT-2 renal
proksimal tiibiillerin bazolateral membranda lokalizedir [42]. OKT-1 (karnitin afiniteli
tastyict) mitokondriyal membran {izerinde karnitin ve agilkarnitin esterlerinin atiliminda
gorev aldigr tespit edilmistir. Diger arastirmacilar kalp kapakgiklarinin lamina fibrozada ve
in situ hibridizasyon ile sigan kalbinde intermuskiiler arteriollerde, miyokard OKT-2
MRNA’lar1 ile karsilasmislardir. Insan ventrikiil drnekleri daha yiiksek OKT2 gdstermistir
ve oncelikle endotel hiicrelerinde lokalize olmustur. Kalpte yiiksek miktarda iiretilen OKT-

2, miyokard enerji tiretimi ve B-oksidasyonu desteklemede kilit rol oynamaktadir [39].
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1.3.Resveratrol

Bitkisel ilaglar hastaliklarla savagmak ve viicut fonksiyonlari iyilestirmek igin bin
yildan fazla bir stiredir kullanilmaktadir. Bu bitkisel ilaglardaki mevcut polifenoller, genel
saglik iyilestirilmesi i¢in ve belirli baz1 patolojik durumlar i¢in tedavi saglayacak baslica
besin olarak kabul edilmektedir [43].

Resveratrol, agirlikli olarak tiziim, fistik, ¢ilek, zerdecal, fistik, bogiirtlen ve
baklagiller gibi liziim disinda diger birkag bitki tiiriinde tespit edilmistir. Dogal kaynaklara
ek olarak bu bilesik, son zamanlarda hap seklinde kullanilabilir hale gelmistir ve bir diyet
ilavesi olarak tavsiye edilmektedir. Ayrica resveratrol; antidiyabetik, kalbi koruyucu,
antioksidan, yaslanma geciktirici, antikanser ve antienflamatuar, immiinomodiilator
etkilerde dahil olmak iizere bir¢cok biyolojik etkileri ve insan hastaliklar1 adina genis bir
dizi tedavi uygulamasinda kabul edilen, metabolik diizenleyici faaliyetleri olan stilben tipi
bir aromatik fitoaleksindir [43-45]. Son zamanlarda, kemirgenlerde yapilan birgok
arastirmada diyabet gibi ciddi metabolik bozukluklarin tedavisi ve / veya metabolik
sendromu Onlemek amaciyla resveratroliin potansiyel kullanimi yeni umut verici bir

perspektif agmistir [45].

1.3.1.Resveratroliin Onemini Arttiran Tarihi Arastirmalar ve Bulundugu Bitkisel
Kaynaklar

Resveratrol ilk olarak “beyaz c¢opleme (Veratrum grandiflorum)” bitkisinin
koklerinden 1940'ta izole edildi. O zamandan beri tiziim, dut ve fistik da dahil olmak tizere
yaklasik 70 bitki tiirtinde bulundu. Resveratrol bir polifenol olup; tohumlarda sentezlenen
yaralanmalara, UV radyasyonuna ve mantar enfeksiyonlarina karsi bir cevap olarak
sentezlenen bir fitoalleksindir. Resveratrol, bolgesel adi “Kojokon” olan Polygonum
cuspidatum ‘da kurutulmus koklerinin aktif bileseni olarak 1963 yilinda tespit edilmis
olup, siiptiratif dermatit, bel soguklugu, favus (bir tiir fungal kellik) ve hiperlipidemiye
kars1 geleneksel asya tip alaninda kullanilmistir. Uziimde (Vitis vinifera) ilk defa 1976
yilinda ve daha sonra sarapta ise ilk defa 1992 yilinda tespit edilmistir [14, 45-47].

12



muskadin kizilak  Ko-jo-kon

V.grandiflorum Raubinea sp. Vaccinum sp.  Polygonum cuspidatum

s sari1 cam rheum(iskin) yaban mersini gnetum
Picea sp. Arachis hypogea  Pinys sylvesois R rhapontcum V. myriallus Gnetwm montanum

SN

stasmeli southern beech kara dut ada sogam cayir otu bulb cicegi
Cassia . Nothofagus sp. Morus rubia  Scilla nervosa  Festuca sp. B.oiste

Sekil 4.Resveratrol Kaynaklari [14. literatiirden modifiye edilerek alinmistir].

1.3.1.1.Fransiz Paradoksu

Renaud ve De Lorgeril (1992) kardiyovaskiiler hastalik ve diyet alimi ile 6lim
arasindaki iliskiyi dogrulayan bir ¢alisma yaymlamistir [15]. Epidemiyolojik ¢aligmalar
kirmiz1 sarap tiiketimi arasinda ters bir korelasyon ortaya ¢ikarmistir ve kardiyovaskiiler
hastalik, genellikle" Fransiz Paradoksu olarak bilinen bir olgu insidansi1", diger bir ifadeyle
diyetlerinde doymus yag orani geleneksel olarak yiiksek olmasina ragmen, Fransa'da kalp
krizi insidansinin Avrupa'nin geri kalanina oranla yaklagitk % 40 daha diisiik oldugu
gercegidir [15,47]. Arastirmacilar; bunun nedeninin resveratroliin kirmizi sarapta bulunan
aktif madde kaynakli olabilecegini diisindiirmiistiir. Gergekten de resveratrol,
vasorelaksasyon, endoteli saglamlastirici, damar koruyucu ozellikleri olup; ayrica diisiik
yogunluklu lipoprotein oksidasyonunu engelleyici, trombosit agregasyonunu durdurucu ve
Ostrojenik eylemleri baslatici, iskemik-reperfiizyona karsi savunma mekanizmalari da dahil

olmak tizere kardiyovaskiiler sistemi korumaktadir [43,45].
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1.3.2.Resveratroliin Molekiiler ve Fizikokimyasal Ozellikleri

Resveratrol’iin molekiiler formiilii C14H1203, molekiiler agirligi 228,25 gr.mol'l ve
253 ile 255 °C arasinda bir erime noktasina sahip olan kat1, Kirli beyaz toz seklinde bir
maddedir. Resveratrol; etanol, DMSO ve yagda ¢oziilebilen bir bilesiktir. Resveratrol cis-
(2) ve trans-(E) olan iki yapisal izomer olarak mevcuttur. Trans izomeri biyolojik olarak
cis izomerinden daha aktiftir. Cis-resveratroliin ise kararsiz oldugu bildirilmistir ve bu
nedenle, ticari olarak mevcut degildir [47].

OH
4’

HO
J
N
OH

OH

OH HO
trans-resveratrol cis-resveratrol

Sekil 5. Resveratroliin molekiiler yapisi[47. literatiirden modifiye edilerek alinmistir].

Resveratrol, ¢ogunlugu fenolik bir bilesen olarak, fenilalaninden sentezlenir.
Sentez asamalarina fenilalanin amonyum liyaz, koenzim A ligaz ve stilben sentaz olmak
lizere Uic anahtar enzim katilmaktadirlar. Bu enzimlerin biyosentezi stres tarafindan
uyarilarak elde edilebilir. Resveratroliin biyotik veya abiyotik strese maruz kaldiktan sonra
liziim tarafindan sentezlenen fitoalleksin oldugu bilinmektedir. Uziimde resveratrol varlig:

strese maruz kalmanin derecesine baglidir [15].
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Fenilalanin

HO

NH> i fenilalanin amoniliyaz
| sinamik asit

sinnamat 4-hidroksilaz

OH
p-kumarik asit

4 kumarat: CoA ligaz

O OH
CoA-S OH
p-kumaroil CoA +3 W
| . o o
S-CoA l stilben sentaz malonil-CoA
0] O OH
HO I
O trans-resveratrol
OH

Sekil 6.Trans-Resveratrol’tin Biyosentez Yolu [15. literatiirden modifiye edilerek alinmustir].
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1.3.3. Resveratroliin Terapatik Etkileri

Hastalik etkeni baglamadan 6nce ya da hastalik etkeni bulunan deney hayvanlarinda
cesitli hastalik modellerinde resveratroliin koruyucu ve iyilestirici etkiye sahip oldugu
defalarca gosterilmistir [48].

Resveratrol; antioksidan, antienflamatuar, antikanser ve immiinomodiiler
fonksiyonlart ile canlilara hizmet etmektedir. Kardiyovaskiiler sistem iizerindeki etkileri
yaninda resveratrol, tiimor gelisiminin ¢esitli asamalarinda dikkate deger bir inhibitor bir
potansiyel sergiler. Resveratrol'iin yararl etkilerinin bir dizi kalp-damar saglig: tizerinde
sahip oldugu gosterilmistir. Resveratrol kanser olusumu, gelisim ve ilerlemesini her ii¢
asamada kansere kars1 kimyasal onleyici bir aktiviteye sahiptir. Resveratroliin antitimor
aktivitesi ilk olarak deney hayvanlarinda kanserojenlere bagli kanser gelisimi insidansini
azaltma kabiliyeti ile ortaya ¢ikti. Daha sonra resveratroliin; karsinogenezin multijenik
stirecinde birkag farkli asamada timor gelisimini engelleyebilecegi sayisiz etkiler yarattigi
gosterilmistir. Bu hedefler kinazlar, steroid hormon reseptorleri, reaktif oksijen tiirleri,
riboniikleotid rediiktaz ve DNA polimerazlari igerir. Resveratrol hiicre siklusunun S/G2 faz
gecisinde durmasina neden olur ve bu tiir; 16semi, kolon, meme, prostat ve yemek borusu
hiicreleri gibi insan tiimor hiicre hatlari, bircok farklilasma ve apoptozisi uyarma
yetenegine sahiptir. Resveratrol, ayn1 zamanda riboniikleotid rediiktazin etkin bir
inhibitorii olarak tespit edilmistir. Riboniikleotid rediiktaz, yani de novo DNA sentezinin
oran-smirlayict asamasina karsilik gelen deoksiriboniikleosit trifosfatlarin  igine
ribontikleotidlerin indirgenmesini katalize eder. Kanser gelisimi i¢in tiim bu hedeflerin
Oonemi 1yi bilinmektedir ve bu nedenle resveratrol kanseri dnlemek i¢in katkida bulunabilir
[47, 49, 50].

In vivo ve in vitro c¢alismalardan elde edilen verilere gore, gesitli biyolojik
aktiviteler ile ilgili bir hastalik Onleyici ajan olarak; resveratrol hakkinda literatiirde
kapsamli bir sekilde yasam kalitesinin arttirilmast ve Omriin uzamasindan
bahsedilmektedir. Resveratrol'iin yaslanma karsiti antikarsinojenik ve immiinostimiilan
etkileri insiilin benzeri yollarin baskilanmasina neden olan fosfoinositid 3-kinaz
inhibisyonu ile baglantili oldugu diistiniilmektedir [49, 51]. Son zamanlarda yapilan
aragtirmalarda resveratroliin peroksinitritinin gii¢lii bir temizleyicisi ve peroksinitritin

zararli etkilerinden in vitro tiibiiler epitel hiicreleri korumakta oldugu tespit edilmistir [51].
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Anti-kanser

Anti-aging t Anti-diyabetik

Kardiyo—protektifh RESVERATROL ﬂ Noro-protektif ]

Hepato-protektif

l Anti- artrid

Anti-astim

Sekil 7.Resveratroliin saghga faydali etkileri. Antikanser ve Kkardiyo-koruyucu etkileri ilk
resveratroliin biyolojik etkileri bildirilmistir. Pek ¢ok yasa bagli hastaliklarin 6mriinlin uzamasi anti-aging
maddesi olarak resveratroliin bilinmesi i¢in bazi kamtlar vardir. Bununla birlikte anti-diyabetik, analjezik,
anti-artrit, anti-astim ve immiinite geligtirme etkileri resveratroliin bazi su anda bildirilen biyolojik etkileri
vardir [43. literatiirden modifiye edilerek alinmigtir].

1.3.4. Kullanilan Resveratrol Dozunun Onemi ve Limitleri

Resveratrol nispeten belirli dozlarda kanser hiicrelerini yok eder. Ornegin, 100-
1000 mg / kg dozda apoptozis ile kanser hiicrelerinin 6liimiine neden olur [52]. Yapilan
deneysel bir arastirmada hiperkolesterolemik tavsanlara 60 giin icin verilen trans-
resveratrol yiiksek dozda aterosklerotik lezyonlar: arttirirken, resveratrol diigiik dozlarda
koruyucu etki gostermistir. Birgok mevcut ¢alisma yiiksek dozda resveratroliin biyolojik
sisteme olumsuz etki olusturdugunu gostermektedir. Bir baska calismada resveratroliin
potansiyel toksisitesini degerlendirmek i¢in, siganlarda gavaj ile giinde 0, 300, 1000 ve
3000 mg/kg viicut agirhi@i trans-resveratrol 4 hafta boyunca uygulanmistir. Yan etkilerin
cogunun giinliik kilogram viicut agirligi basina 3000 mg uygulanan siganlarda olustugu
belirtilmistir. Yapilan arastirmalar sonucunda resveratroliin diisiik dozda antioksidan etki

yaparken, yiiksek dozda prooksidan etki yaptig1 digiiniilmektedir. [52, 53].
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Yukarida bahsi gegen biitiin bu bilgilerin 1s18inda bu tez g¢alismasinin amaci, deneysel

diyabetik ratlarda resveratroliin;

1. Bobrek dokusunda OAT-1, OAT-3, OKT-1, OKT-2 proteinlerinin ekspresyonlari
uizerine etkilerini,

2. Serum iire nitrojeni ve kreatinin degerleri ilizerine etkilerini,

3. Lipit peroksidasyonu (MDA) iizerine etkilerini,

4, Histolojik degisiklikler iizerine etkilerini aragtirmaktir.

Bu calisma; diyabet hastaliginin seyrinde ortaya ¢ikabilecek ¢esitli metabolik
degisimler ve bunlarin olast mekanizmalariyla ilgili bilinen verilere katkida bulunacak ve
mevcut literatiirde calisilmamis bulgularin elde edilmesi sayesinde bilgi bikimini
artiracaktir.  Ayrica, diyabetik  bireylerin  yasam tarzlarinda  yapabilecekleri
modifikasyonlarin, hastaliklarinin seyrine yapabilecegi muhtemel katkilarin ortaya
konulmas1 sayesinde hastalarin yasam kalitesi artacak, sekonder komplikasyonlardan

korunmada basar1 saglanabilecek ve bu sayede toplumsal refaha katkida bulunulabilecektir.
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2. MATERYAL ve METOT
2.1.Hayvan Materyali i

Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu (FUHADEK) onay1 alindiktan
sonra (Tarih:13.10.2011, Toplanti: 2011/9, Karar No0:118), calisma standart deneysel
hayvan c¢aligsmalari etik kurallarina uygun olarak yiirtitildii.

Deneylerde kullanilan Wistar albino cinsi ratlar, Firat Universitesi Deneysel
Arastirmalar Merkezinden (FUDAM) temin edildi. Ratlar, 22+2 °C sicaklikta, %55+5 nispi
nem bulunan havalandirma sistemine sahip bir ortamda 6zel olarak hazirlanmig ve her giin
altlar1 temizlenen kafeslerde beslendi. Ratlara verilen standart yemlerin bilesiminde

bulunan katki maddeleri Tablo-1’de gosterilmistir.

Tablol. Deney hayvanlarina verilen standart yemlerin bilesimi

Diyetlerin Bilesimi (gr/kg)
Igerikler Normal Diyet
Kazein 200.0
Nisasta 615.0
Siikroz -
Misir yagi 80.0
Sigir igyagi -
Seliiloz 50.0
Vitamin-Mineral Karisimi~ | 50.0
DL-Metiyonin 3.0
Kolin Klorit 2.0

*Vitamin-Mineral karigimi 1 kg Basina sunlari igerir: Trans retinil asetat, 1,8 mg; Vitamin D-3, 0,025 mg;
Alfa-a-tokoferol asetat, 12,5 mg; Meladiyon (meladiyon sodyum bisiilfat-vitamin K3), 1,1 mg; Riboflavin,
4.4mg;Tiyamin (tiyamin mono nitrat), 1,1mg; Vitamin B 6, 2,2mg; Niasin, 35mg; Kalsiyum pantotenat,
10mg; Vitamin B 12, 0,02mg; Folik asit, 0,55 mg; D-biyoti n, 0,1mg; Manganez ( manganez oksit), 40mg;
Demir (demir siilfat), 12,5mg Cinko (¢inko oksit), 25 mg; Bakir (bakir siilfat), 3,5mg Potasyum (potasyum
iyodur), 0,3 mg; Selenyum (sodyum selenit), 0,15 mg; Kolin klorit, 175mg .



2.2 Arastirma Gruplan

Deneysel c¢alismalara baslamadan oOnce, c¢ikabilecek aksakliklarin asgariye
indirilmesi amaciyla 6n ¢alisma yapildi. Deney hayvanlarinin bulundugu ortamin sicakligi
22-25 °C arasinda sabit tutuldu ve hayvanlar 12 saat 151k altinda ve 12 saat karanlikta takip
edildi. Deneysel ¢aligmalarda ortalama agirliklar1 200 gr (180-220 gr) olan, 6-8 yasta
haftalik toplam 40 adet Wistar albino cinsi erkek rat kullanildi. Bu amagla, ratlar her grupta
10 hayvan bulunacak sekilde 4 gruba ayrildi. (i) Standart diyetle beslenen kontrol
grubunu(K), (ii) Resveratrol (RES, 20mg/kg i.p. [54]) RES, (iii) Streptozotosin (STZ, 55
mg/kg i.p. [54]) (STZ), (iv) STZ (55mg/kg i.p.) enjekte edildikten sonra; RES (RES,
20mg/kg i.p. [54]) verilen grup STZ+RES grubunu olusturdu. Arastirma 8 haftada
sonuclandirildi.

Streptozotin (STZ) (Sigma, St. Louis, MO), 55 mg/kg olacak sekilde 0,1 M fosfat-
sitrat tamponunda (PH; 4,5) ¢ozdiiriilerek intraperitonal enjeksiyonla tek doz olarak
uygulandi. 1 hafta sonra kuyruk veninden alinan kanin glukometre cihazindaki 6l¢iim
sonucu aclik kan glukozu 140 mg/dl’yi gecen ratlar diyabetik olarak kabul edildiler.
Deneklerin aclik kan glukoz diizeylerini saptamak i¢in kan Orneklerini, 12 saatlik aclik
sonrasinda sabah 9.00 ile 10.00 arasinda alindu.

Mevcut laboratuar sartlarinda, deneysel diyabet olusumunun kaginci giinlerde
meydana geldigi gozlemlenerek deneysel uygulama baglatildi. Calismanin baslangicindan
ve her hafta diizenli bir sekilde hayvanlarin kuyruk veninden kan sekeri diizeyleri
kaydedildi. Kandaki glukoz konsantrasyonu (ACCU-check Active) ,glukometre cihazi
kullanilarak ol¢iildii. 8 haftalik calisma sonrasinda hayvanlar etik yoOnergelere uygun

bicimde dekapite edilerek hedef dokular elde edildi.

2.3. Laboratuar Analizleri

2.3.1. Western Blot Analizi ile Protein Ekspresyonunun Olciimii

Bobrek dokusu 1:10 (w/v)‘ luk soguk hipotonik tampon [10 mM HEPES (pH 7.8),
10 mM KCI, 2 mM MgCl;, 1 mM DTT, 0.1 mM EDTA, and 0.1 mM
phenylmethylsulfonyl-fluoride (PMSF)] i¢inde homojenize edildi. Doku homojenatlarina %
10’luk Nonidet P-40 (NP-40) ¢ozeltisinden 80 ul ilave edildi ve karisim 14.000 g'de 2
dakika siire ile santrifiij edildi. Siipernatanlar yeni tiiplere alind1. Pellet, 40 ul %10’luk NP-
40 ilaveli soguk hipotonik tamponun [10 mM HEPES (pH 7.8), 10 mM KCI, 2 mM MgCl,,
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1 mM DTT, 0.1 mM EDTA, and 0.1 mM fenilmetilsiilfonil-filorid (PMSF)] 500 pl'si ile
bir kez yikandi. Daha sonra 200 pl tampon [50 mM HEPES (pH 7.8), 50 mM KCI, 300
mM NaCl, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, 0.1 mM PMSF,% 20 gliserol] igerisinde yeniden
siispanse edildi ve 14.800 g’de 5 dakika boyunca santrifiij islemi yapildi. Elde edilen
slipernatant yeni tiiplere alind1 [55]. Protein konsantrasyonu Lowry prosediiriine uygun
sekilde protein Ol¢lim kiti kullanilarak (Sigma, St. Luis, MO, USA) o6l¢iildi.
Siipernatanlara, % 2’lik B-merkaptoetanol i¢eren sodyum dodecyl siilfat-poliakrilamid jel
(SDS-PAGE) elektroforezi tamponu eklendi. SDS-PAGE jel iginde esit miktarlarda (50 pg)
protein, elektroforez i¢in kullanildi [56]. Arkasindan nitroselliiloz membranlara (Schleicher
and Schuell Inc, Keene, NH, USA) aktarildi. Nitroselliiloz membranlar PBS i¢inde 5
dakika stireyle 2 kez yikandi ve % 1’lik sigir serum alblimini igerisinde primer antikor
uygulamasindan 6nce 1 saat bekletildi. Primer antikor [anti OAT-1, OAT-3, OKT-1, OKT-
2; Santa Cruz Biotechnology Inc, CA, USA] % 0.05 Tween-20 igeren ayni tampon iginde
1:1000 oraninda diliie edildi. Nitroselliiloz membran gece boyunca 4°C’de primer
antikorlar1 ile inkiibe edildi. Blotlar yikand1 ve sekonder antikor [horseradish peroksidaz-
conjugated goat anti mause IgG (Abcam, Cambridge, UK)] ile inkiibe edildi. Spesifik
baglanma, diaminobenzidin ve H,O; substratlar1 kullanilarak tespit edildi. Protein yilikleme
B-aktin antikoruna (AS5316; Sigma) karst monoklonal bir mouse antikoru kullanilarak
kontrol edildi. Protein diizeyleri bir goriintii analiz sistemi (Image J; National Institute of

Health, Bethesda, USA) ile dansitometrik olarak analiz edildi.

2.3.2. Malondialdehit (MDA) Analizi
Doku lipit peroksidasyonu; malondialdehit (MDA) seviyeleri, Karatepe’den [57]
degistirilerek yiiksek basingli sivi kromotogrofisi ile(HPLC, Shimadzu, Tokyo, Japan)
analiz edildi.
HPLC icin Doku Homojenizasyonu
» Her deney grubunda 150’ser mg bobrek dokusu alindi.
» Uzerine 450 pl deiyonize su ve 50 ul buthilat hidroksitoluen(BHT) eklenerek cam
homojenizatoérde doku pargalandi.
» 0,5 M’lik HC1O4’den 500 pl ilave edilerek proteinler ¢oktiiriildii.
» Karisim 4500 devir/dakika hizla sogutmali santrifijde 5 dakika boyunca
santrifiijlendi.

» Siipernatant kisimlar dikkatlice alinarak HPLC viallerine dizildi.

21



» Tim islemlerde homojenantlar ve kimyasallar igiktan korundu ve soguk zincire

riayet edildi.

HPLC’de MDA Analizi
» Hareketli faz olarak 30 mM KH,PO4-metanol (% 82,5-17,5; PH 2,4) kullanild:.
> 250 nm’de Inertsil 5 p C-18(15 cm x 4,5 mm) kolonu kullanildi.
» Akis hiz1 1 mL/dakika olarak belirlendi.
» MDA igin geri kazanim %98,8 olarak bulundu.

2.3.3.Serum Ure Nitrojeni ve Kreatinin Ol¢iimii
Kan 6rnekleri 3000 g’de 10 dk siireyle santrifiij edildi ve serumlart ayrildi. Serum
iire nitrojeni ve kreatinini biyokimyasal analizor ile (Olympus AU-660, Japonya) olciildii.

2.4. Bobrek Histopatolojisi

Her bir deney hayvanindan alinacak olan sol bobrekler histopatolojik inceleme igin
%20’lik notral tamponlu formalin soliisyonu ile fikse edilecek, dokular daha sonra parafin
bloklara gomiilecek Sum’lik kesitler halinde kesilerek hematoksilen-eosin ve PAS
(Periodik Asit Schiff) boyasi ile boyanacaktir. Bobrek dokusu bazal membran
kalinlagmasi, nodiiler glomeruloskleroz, diffiiz mezengial skleroz ve kronik inflamasyon
acisindan incelenecektir. Skorlama - =normal, + = hafif (<%25), ++ =orta (%25-50 arast),

+++ = siddetli (>%50) olarak degerlendirilecektir.

2.5. Istatistiksel Analizler

Veriler gruplar arasindaki farkliliklar1 ortaya koymak igin SAS [58] paket
programinda bulunan PROC GLM prosediirii kullanilarak analiz edildi. Grup igi
farkliliklar da Fisher post hoc testi ile analiz edildi. Istatistiksel anlamlilik P < 0,05 olarak
kabul edildi.
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3.BULGULAR

3.1. Ure Diizeyleri

Serum {ire diizeyleri incelendiginde sekil 8’de goriildiigii gibi gruplar arasindaki
fark 6nemli bulunmustur (p<0.001). Gruplar i¢i farkliliga bakildiginda ise STZ grubunun
(96.4+4.1 mg/dl), kontrol grubuna (32.6+8.4 mg/dl) gore anlamli olarak yiiksek oldugu
saptand1 (p<0.001). STZ grubu ile karsilastirildiginda STZ+RES grubu (57.9+3.5 mg/dl)
tire diizeyleri 6nemli bir diisiis gostermistir (p<0.001). Kontrol grubu ile resveratrol grubu
(35.3+6.2 mg/dl) arasinda yapilan karsilastirmada istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gozlenmedi (p>0.05). STZ+RES grubunda iire degerleri STZ grubuna gore daha diisiik
olmakla birlikte, kontrol ve RES grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur
(p<0.001).

100
80
3 ®
"
20
0

Kontrol RES ST Z STZ+RES

Sekil 8. Serum iire diizeyleri [a-C: farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel bakimdan
onemlidir (p<0.001)]



3.2. Kreatinin Diizeyleri

Serum kreatinin diizeyleri incelendiginde sekil 9°da goriildigi gibi gruplar
arasindaki fark onemli bulunmustur (p<0.001). Gruplar i¢i farkliliga bakildiginda ise STZ
grubunun (1.84 = 0.21 mg/dl), kontrol grubuna (0.41 + 0.04 mg/dl) gore anlamli olarak
yiiksek oldugu saptandi (p<0.001). STZ grubu ile karsilastirildiginda STZ + RES grubu
(0.75 + 0.14 mg/dl) kreatinin diizeyleri 6nemli bir diisiis gostermistir (p<0.001). Kontrol
grubu ile RES grubu (0.42 + 0.02 mg/dl) arasinda yapilan karsilastirmada istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik gézlenmedi (p>0.05). STZ+RES grubunda kreatinin degerleri
STZ grubuna gore daha diisiik olmakla birlikte, kontrol ve RES grubuna goére anlaml
derecede yiiksek bulunmustur (p<0.001).

Kontrol RES QT7, STZHRES

Sekil 9. Serum kreatinin diizeyleri [a-c: farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel bakimdan
onemlidir (p<0.001)]
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3.3. MDA Diizeyleri

Bobrek dokusu MDA diizeyleri incelendiginde sekil 10°da goriildiigi gibi gruplar
arasindaki fark onemli bulunmustur (p<0.001). Gruplar i¢i farkliliga bakildiginda ise STZ
grubunun (176.3 = 10.1 nmol/g), kontrol grubuna (91.2 + 3.6 nmol/g) goére anlamli olarak
yiiksek oldugu saptandi (p<0.001). STZ grubu ile karsilastirildiginda STZ+RES grubu
(120.1 + 4.3 nmol/g) MDA diizeyleri 6nemli bir diistis gostermistir (p<0.001). Kontrol
grubu ile RES grubu (89.4 + 5.2 nmol/g) arasinda yapilan karsilastirmada istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik gézlenmedi (p>0.05). STZ+RES grubunda MDA degerleri STZ
grubuna gore daha diisiikk olmakla birlikte, kontrol ve RES grubuna goére daha yiiksek

bulunmustur (p<0.001).
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Sekil 10. Bobrek dokusu MDA diizeyleri [a-C: farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel
bakimdan énemlidir (p<0.001)]
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3.4. Western Blot Analizleri

Bu ¢aligmada; bobrek dokusu OAT-1, OAT-3, OKT-1 ve OKT-2 diizeyleri Western
blot yontemiyle analiz edilmistir. Bu analiz sonuglarina gore ratlarin bobrek dokusu OAT-
1, OAT-3, OKT-1 ve OKT-2 diizeylerini ifade eden Western blot bantlar1 sekil 11°de
gosterilmistir. Ayrica nitrdselliilloz membranlarda goriintiillenen bu bantlarin  rélatif

yogunluklar1 hesaplanarak mukayeseli barlar olusturulmustur.

STZ+
Resveratrol

Kontrol Resveratrol STZ

Sekil 11. Bébrek dokusu OAT-1, OAT-3, OKT-1 ve OKT-2 diizeylerini ifade eden Western blot bantlari
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3.4.1. OAT-1 Diizeyleri

Bobrek OAT-1 diizeyleri sekil 12°de gosterilmistir. OAT-1 diizeyleri bakimindan
gruplar arasinda 6nemli bir farklilik tespit edilmistir (p<0. 01). STZ grubu OAT-1 diizeyi,
kontrol grubuna gore azalmistir (p<0.01). STZ grubu ile karsilastirildiginda STZ + RES
grubu OAT-1 diizeyinde anlamli bir artig tespit edildi (p<0.01). Kontrol grubu ile RES
grubu arasinda yapilan karsilastirmada istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gbézlenmedi

(p>0.05).
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Kontrol Resveratrol 1 Vi STZ+Resveratrol

Sekil 12. Bobrek dokusu OAT-1 diizeyleri [a-c: farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel
bakimdan &nemlidir (p<0.01)]
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3.4.2. OAT-3 Diizeyleri

Bobrek OAT-3 diizeyleri sekil 13’de gosterilmistir. OAT-3 diizeyleri bakimindan
gruplar arasinda 6nemli bir farklilik tespit edilmistir (p<0. 01). STZ grubu OAT-3 diizeyi,
kontrol grubuna gore azalmistir (p<0.01). STZ grubu ile karsilastirildiginda STZ + RES
grubu OAT-3 diizeyinde anlamli bir artis tespit edildi (p<0.01). Kontrol grubu ile RES
grubu arasinda yapilan karsilastirmada istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gbézlenmedi

(p>0.05).
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Sekil 13. Bobrek dokusu OAT-3 diizeyleri [a-c: farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel
bakimdan dnemlidir (p<0.01)]
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3.4.3 OKT-1

Bobrek OKT-1 diizeyleri sekil 14’te gosterilmistir. OKT-1 diizeyleri bakimindan
gruplar arasinda 6nemli bir farklilik tespit edilmistir (p<0. 01). STZ grubu OKT-1 diizeyi,
kontrol grubuna gore azalmistir (p<0.01). STZ grubu ile karsilastirildiginda STZ + RES
grubu OKT-1 diizeyinde anlamli bir artis tespit edildi (p<0.01). Kontrol grubu ile RES
grubu arasinda yapilan karsilastirmada istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmedi

(p>0.05).
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Kontrol Resveratrol STZ STZ+Resveratrol

Sekil 14. Bobrek dokusu OKT-1 diizeyleri [a-c: farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel
bakimdan dnemlidir (p<0.01)]
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3.4.4.0KT-2

Bobrek OKT-2 diizeyleri sekil 15°te gosterilmistir. OKT-2 diizeyleri bakimindan
gruplar arasinda 6nemli bir farklilik tespit edilmistir (p<0. 01). STZ grubu OKT-2 diizeyi,
kontrol grubuna gore azalmistir (p<0.01). STZ grubu ile karsilastirildiginda STZ + RES
grubu OKT-2 diizeyinde anlamli bir artis tespit edildi (p<0.01). Kontrol grubu ile RES
grubu arasinda yapilan karsilastirmada istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gbézlenmedi

(p>0.05).
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Sekil 15. Bobrek dokusu OKT-2 diizeyleri [a-c: farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel
bakimdan dnemlidir (p<0.01)]

30



3.5. Histopatolojik Bulgular

Kontrol ve resveratrol grubundaki ratlardan alinan bobreklerde herhangi bir patoloji
gozlenmedi. Buna karsilik, STZ verilen grupta korteks ve dis medullada orta siddette bazal
membran kalinlagsmasi, hafif siddete nodiiler glomeruloskleroz, orta siddetli derecede
diffiiz mezengial skleroz ve orta siddetli kronik inflamasyon goézlendi. RES + STZ
grubunda ise STZ’nin indiikledigi histopatolojik degisikliklerin siddetinin azaldig1 gortildii
(Tablo 2, Sekil 16).

Tablo 2. Resveratrol uygulamasinin rat bobrek dokusunda morfolojik degisiklikler iizerine etkisi (n=10)

Gruplar
Morfolojik Degerlendirme Kontrol RES STZ STZ+RES
Bazal Membran Kalinlasmas1 - - ++ +
Nodiiler Glomeruloskleroz - - + R
Diffiiz Mezengial Skleroz - - ++ -
Kronik Inflamasyon - } + +
-: Yok, + (Hafif) : <% 25, ++ (Orta) : % 25-50 aras, +++ (Siddetli) : % 50°den fazla
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Sekil 16. Gruplarda bobregin histopatolojik gérinimii [A:Kontrol grubu, normal histoloji; B:Resveratrol
grubu, normal histoloji; C:STZ grubu, Bazal Membran Kalinlasmasi, Nodiler Glomeruloskleroz, Diffiiz
Mezengial Skleroz, Kronik Inflamasyon; D: STZ+RES grubu, tiibiilus epitel hiicrelerinde hafif derecede
bazal membran kalinlagmasi ve kronik inflamasyon (H&E, x200)]
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4. SONUCLAR ve TARTISMA

Bu arastirma, STZ ile diyabetik nefropati olusturulan ratlarda resveratrol
uygulamasinin bobregi iyilestirici ve koruyucu bir etki gosterdigini bildirmektedir.
Resveratrol verilen hayvanlarda serum iire ve kreatinin seviyeleri, bobrek hasarinin STZ
verilen gruba nispeten belirgin bigcimde distiigiinii gostermektedir. Bobrek dokusunda
MDA seviyesi STZ grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur.
Resveratroliin intraperitoneal olarak verildigi deneysel diyabetik ratlarda, OAT-1, OAT-3,
OKT-1 ve OKT-2 proteinlerinin ekspresyon diizeyleri belirgin bir sekilde artmustir.
Histopatolojik bulgular, resveratrol tedavisinin, STZ ile olusturulan bobrek hasar1 ve
bobrek dokusunda meydana gelen diyabet nedenli bircok patolojik lezyonu hafiflettigini
ortaya ¢ikarmustir.

Diabetes mellitus; mikrovaskiiler patoloji ile Kkarakterize ciddi kronik
komplikasyonlar ile seyreden genellikle sinir sistemi, bobrek ve retina gibi organ ve
dokular1 etkileyen bir hastalik tablosudur [59]. Diyabetli hastalarda artmis morbidite ve
mortalite gogunlukla bu hastaligin komplikasyonlari olarak atfedilir. Kronik hiperglisemi,
mevcut dokularn yapisal degisikliklere tesvik etmektedir. Insiiline bagimli diyabet
genellikle 25 yasindan kiigiik kisilerde ve agirlikli olarak 15 yasindan once goriilir. Tip-1
diyabette insiilin yetersizligi vardir [60, 61]. Diyabet vakalarinin %80’ini olusturan tip 2
diyabetin toplumumuzdaki sikliginin %2-5 civarinda oldugu tahmin edilmektedir. Bilhassa
yasam sekli biiyiik 6lciide degisime ugramis endiistrilesmekte ve gelismekte olan iilkelerde
tip 2 diyabetin insidans1 artmaktadir [62]. Diyabet ile ilgili mevcut tedaviler diyet,
egzersiz, cesitli oral antidiyabetik ilaglar ve insiilin tedavisi olarak sayilabilir [63]. Yapilan
arastirmalarda deneysel diyabet olusturmada STZ uygulanmasi ile kan glukozu diizeyinde
artis ve inslilin diizeylerinde bir azalma meydana geldigi bilinmektedir. Ayrica STZ
enjeksiyonunun siganlarda diyabet olusturmakla beraber bobrek hasari gelisimi ve viicutta
kilo kaybina neden olabilecegi yapilan arastirmalarla bildirilmistir [64,65].

Diyabetik nefropati; bobrek hastaliginin en 6nemli nedenlerinden biridir. Diyabetik
ortam i¢inde suprafizyolojik glukoz; ileri glikasyon iiriinlerinin olusumu ve serbest
radikallerin mitokondriyal tiretimine katilir ve bunun sonucu olarak, hiicre 6liimi ile renal

fonksiyon bozukluguna neden olur. Diyabetik si¢anlarda yiiksek glukoz kayiplarim



onlemek igin renal proksimal tiibiilinde artmis glukoz emilimi adaptif bir durumdur.
Ancak kontrolsiiz diyabet, hiperglisemi olusumuna neden olur. Oksidatif stres diyabetik
nefropati gelisiminde 6nemli bir rol oynar [66-68]. Diyabetik nefropati; glomeruler bazal
membran kalinlagsmasi, mesanjiyal hiicrelerin genislemesi glomeriiler hipertrofi ve podosit
hiicre kaybi, tiibiiler bazal membran geniglemesi, tilibiiler atrofi, interstisyel fibrozis ve
damar sertligi ile karakterize edilen bir hastaliktir [67].

Resveratrol antioksidan, anti-inflamatuar, antikanserojen ve kalbi koruyucu
faaliyetleri dahil olmak tizere c¢esitli biyolojik ve farmakolojik etkilere sahiptir. Son
zamanlarda, resveratrol uygulanan STZ ile indiiklenmis diyabetik siganlarda plazma
glukoz diizeyi diisiik bulunmustur. Bu nedenle diyabet gibi ciddi metabolik bozukluklarin
tedavisinde resveratroliin potansiyel kullanimi umut verici bir perspektif olmustur [69].
Resveratrol STZ-diyabetik sicanlarda meydana gelen oksidatif stresi azaltabilen ve
antioksidatif aktiviteye sahip olan dogal bir polifenoldiir [70]. Chen ve arkadaslarinin [66]
yaptig1 bir aragtirmada, resveratrol kullanilmadan 2 ay once sicanlarda STZ ile deneysel
diyabet olusturulmustur. Daha sonra resveratrol uygulanan siganlarda mikro albiiminiirinin
azaldig1 ve resveratol tedavisi ile diyabetik siganlarda glomeriiler hipertrofinin engellendigi
belirtilmistir. Ayrica resveratrol, artan glomeriiler bazal membran kalinligin1 normalize
etmis ve diyabetik si¢anlarin glomeriilerinde nefrin ifadesi artmistir. Daha Onceki
calismalarda, resveratroliin mikroalbiiminiiriyi azalltig1 ortaya konmustur. Su ve
arkadaglariin [71] yaptiklar1 bir arastirmada STZ-nikotinamid ile indiiklenmis diyabetli
sicanlara 0,5 mg / kg viicut agirhigr olarak resveratrol tedavisi uygulanmis ve bunun ile
birliklte kan glukoz diizeylerinin % 14, 3+ 3,3 oraninda azalmasi ile sonuglanmistir. Ayrica
plazma insiilin diizeylerinde % 20 ile % 40 oraninda azalmaya neden oldugu ortaya
cikmigtir. Palsamy ve Subramanian’in [72] yaptiklar1 aragtirmada streptozotosin-
nikotinamid kaynakli diyabetik nefropati ile hiperglisemi aracili oksidatif strese karsi
resveratroliin bobrege koruyucu etki gosterdigini tespit etmislerdir. Bu arastirma
bulgularimizla paralellik teskil etmektedir. Chi ve arkadaglarmin [70] yaptiklart bir
aragtirmada resveratroliin doza bagimli olarak normal ve diyabetik siganlarda plazma
glukoz seviyesini diislirdiigiinii belirtmislerdir. Benzer sekilde, resveratroliin pankreastan
insiilin salinim yeteneginin normal ve diyabetik ratlarda insiilin salinimin1 uyardig tespit
edilmis ve plazma kan sekerini diisiiriicii etkiye sahip olmasinin nedeni olarak insiiline

bagimli ve insiilinden bagimsiz mekanizmalarin aracilik ettigi diistiniilmektedir.
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Polifenollerin koruyucu etkisini ortaya koyan bir arastirmada Sahin K. ve
arkadaslar1 [73] sisplatin ile nefrotoksisite olusturulmus ratlarda; yesil ¢ayda bulunan bir
polifenol olan epigallokatesin-3-gallat’in tedavisi ile bobrek fonksiyonlarinda diizelme
goriildiigii, ayrica serum kreatinin ve {ire-N seviyelerinin azaldigini belirtmislerdir.
Resveratrol karacigerde hizli metaboilize olan bir kimyasal oldugu igin genelde
intraperitoneal uygulama yolu kullanilir. Resveratroliin oral biyoyararlanimi hizli ve genis
metabolizmasi ve gesitli metabolitlerin olusumu nedeniyle neredeyse sifira yakindir. Do
amaral ve arkadaslarmin [74] yaptiklar1 ¢alismada, resveratrol tek doz gavaj ile
uygulamiglardir. Ancak yaptiklari bu uygulamada resveratroliin bobregi koruyucu etkisinin
olmadigini tespit etmislerdir. Crowell ve arkadaglarinin [52] yaptig1 bir arastirmada 28 giin
boyunca siganlara oral yolla uygulanan kilogram viicut agirligi basina 3000 mg resveratrol,
serum kan {ire nitrojeni, kreatinin diizeyleri (disilerde istatistiksel olarak anlamli) ve
bobrek agirliklart artmis, briit renal patolojik degisiklikler ve bobreklerde histopatolojik
degisiklikler artmis ve nefrotoksisite ile sonuglanmistir. Intraperitonal olarak uygulanan
resveratroliin koruyucu etkisi son arastirmalarda dogrulandigindan genelde arastirmacilar
tarafindan bu uygulama sekli tercih edilmistir [74]. Bu nedenlerle arastirmamizda
resveratrol uygulama yontemi intraperitoneal olarak tercih edilmistir. Yapilan baska bir
arastirmada  resveratrol  tedavisinin;  lipid peroksidasyonunu azalttigini, idrar
fonksiyonlarinda iyilesme olup (iire atilimi, kreatinin, Na ve K diizeyleri), renal tiibiiler
nekroz ve parietal hiicre hiperplazisinde azalma goriildiigii ve tiibiiler dejenerasyonun
zayifladigt belirtilmistir [75]. Bu aragtirma sonuglar1 bulgularimizi desteklemektedir.
Iskemi / reperfiizyon olusturulan siganlara resveratrol uygulanan bir arastirmada medulla
bolgesinde nekrotik alanlarin (6zellikle proksimal tiibiiller nekrozu) ve topaklanmanin
azaldig1 gorillmistir. Giovanni ve arkadaglarinin [76] yaptig1 bu aragtirmada resveratroliin
nitrik oksit bagimli mekanizma yoluyla renal iskemi reperfiizyon hasarini azalttigini ifade
etmiglerdir. Sener ve arkadaslart [77] ile Chander ve Chopra’nin [78] yaptiklari
aragtirmalarda aragtirmacilar deney hayvanlarma iskemi ve iskemiyi izleyen
reperfiizyondan Onceki doneminde resveratrol uyguladiklarinda, kreatinin ve {ire
Klirensinin belirgin bir sekilde diizelme gostermesi ile birlikte kan iire nitrojeninde (BUN)
azalma goriildiigiinii belirtmislerdir.

Oksidatif stres sonucu agiga ¢ikan serbest oksijen radikallerine bagli olarak olusan
lipid peroksidasyonunun; kanser, aterosklerotik kalp hastaliklari, karaciger hastaliklar1 ve

toksik hiicre hasarlarinda patogenezden sorumlu oldugu bilinmektedir [79]. Oksidatif stres,
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birgok kronik hastaligin etiyopatogenezi ve yaslanma siireci ile ilgili 6nemli bir rol
oynadigi tahmin edilmektedir. Lipid oksidasyon kaynakli serbest radikaller tarafindan
meydana gelen bir yan iiriin olan Malondialdehit (MDA) yiiksek derecede toksiktir. Ilk kez
glokomlu bir hastanin gozyasinda tespit edilmistir. Yapilan bir¢ok calismada; MDA
konsantrasyonunun diyabetli hastalarda biiyiik oOlgiide artmis oldugu gdsterilmistir.
Oksidatif stres ve MDA, diyabetin her iki tipinde de artmis olup, ancak tip 2 diyabetlerde
tip 1’e gore daha fazla arttigi tahmin edilmektedir. Diyabetin yol ac¢tigi oksidatif stres,
diyabetik komplikasyonlarin gelisiminden sorumlu tutulmustur. Bu nedenle antioksidan
kaynakli tedaviler diyabete karsi hedef organlari koruyabilmektedir [80-84]. Resveratrol
tedavisi; peroksinitrit ve serbest radikallerin azalma diizeyleri, lipid peroksidasyonu ve
iliskili hasar azalmasi goriilmesi i¢in olast bir nedendir [85]. Kumar ve arkadaslarinin [86]
yaptig1 bir aragtirmada; resveratrol tedavisi ile diyabetik ratlarda MDA diizeyi belirgin
diizeyde azaldigi tespit edilmistir. Deneysel olarak iskemi / reperfiizyon, gentamisinle
olusturulan nefrotoksisite ve siklosporin nefrotoksisite modellerine uygulanan
resveratroliin, bobrekte gergeklesen olumsuz degisiklikler ile hiicre zarmin lipid
peroksidasyonunu azalttigi tespit edilmistir [87]. Sehirli ve arkadaslarinin [88] yaptiklar
arastirmada resveratroliin, deney hayvanlarinda naftalinin yol agtig1 oksidatif hasari
azalttigin1 ve antioksidan kapasitesini artirdigini bildirmislerdir. Ghanim ve arkadaslarinin
[89] resveratrol tedavisi ile deney hayvanlarinda reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) {iretimini
onemli Ol¢lide azalttigini bildirmistir. Yapilan bu arastirmalar bulgularimizla paralellik
arzetmektedir.

Ilag eliminasyonunu saglayan tastyici proteinler dncelikle bobrek, karaciger ve ince
bagirsak gibi birgok dokuda lokalizedir. Bobrekte emilim islevi goren tasiyicilar, ilaglarin
aktif olarak atilimini saglamaktadirlar. Bu tasiyicilardaki fonksiyonel degisiklikler; bobrek
yetmezligi renal klirens azalmasina katkida bulunabilir. Bobrek yetmezligi olan hastalarda
biriken tremik toksinler dogrudan diizenleyici ve dolayli olarak (tasiyici seviyesinin
diizenlenmesi) tasima fonksiyonlarinda azaltici etkilere neden olabilmektedir [90].
Membran tastyicilart karaciger ve bobreklerden kimyasal ve metabolizma kaynakli yan
iiriinlerin ortadan kaldirilmasi i¢in 6nemlidir. OAT ve OKT proteinleri cesitli ilaglarin
renal atilimi i¢in 6nemli rol oynamaktadir. OAT ve OKT ‘nin organik iyonlarin renal
atilimina aracilik ettigi ve bobrek hasart gelisimini azalttig1 bildirilmistir [30, 91, 92]. Ulu
ve arkadaglarinin [30] yaptigi sisplatin ile nefrotoksisite olusturulan deney hayvanlari

tizerinde yaptiklart bir arastirmada, ¢orek otu (Nigella sativa) yagindan elde edilen
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biyoaktif bir bilesik olan timokinon ile tedavisi neticesinde; OAT1, OAT3, OKT1 ve
OKT?2 proteinlerinin ekspresyonunun, tedavi uygulanmayanlara oranla onemli Olgiide
arttigr ortaya konulmustur. Aynmi c¢alismada birlikte siganlarda 8-izoprostan ve MDA
diizeylerinde azalma tespit edilmistir. Bu arastirmanin sonuglar1 bulgularimiz ile paralellik
arzetmektedir. OAT1 ve OATS3 proteinleri organik anyon tasiyicilar arasinda bazolateral
polispesifik tasiyicilar1 temsil etmektedir. Ozellikle hastalik durumlarinda viicudun bu
hastaliga olan tepkisi ile ilgili OAT1 ve OAT3 diizenleyici yonleri hakkinda bu
tastyicilarin modiilasyonu hakkinda az bilgi bulunmaktadir. Buna ragmen yapilan baska
bir arastirmada Torres ve arkadaslar1 [93] kronik bobrek yetmezligi olan siganlarin bobrek
homojenatlarinda ve bdbrek bazolateral membranlarinda OAT1 ve OAT3 protein
ekspresyonunun diisilk oldugunu immiinoblot ve immiinohistokimya ¢aligmalariyla
dogrulayarak ortaya koymuslardir.

Artan kanitlar inflamatuar mekanizmalarin nefropati gelisimi ve ilerlemesinde
onemli bir rol oynadigin1 gostermektedir. Bu yilizden, ¢esitli hiicreler, enzimler
(siklooksijenaz-2, nitrik oksit sentaz), biiyiime faktorleri (vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorii, bitytime hormonu, IGF, TGF-B1) ve niikleer faktor (NF- ) diyabetik nefropati ile
ilgili oldugu bilinmektedir [94]. Cao ve Li [95] ile Leonard ve arkadaslari [85]
resveratroliin antioksitif enzimler iizerine mRNA ekspresyonunu artirdigini ve niikleer
faktor (NF- «PB) (ROS’a duyarli transkripsiyon faktorii) aktivasyonunu azaltmasinin
miimkiin oldugunu bildirmislerdir. Manna ve arkadaslarinin [96] yaptiklar1 bir aragtirmada
resveratroliin, apoptozisi engelleyen NF-«kf ve aktivator protein-1 ve timor nekroz faktorii
(TNF) kaynakli aktivasyonu baskiladigi tespit edilmistir. NF- kf bagimli raportér gen
transkripsiyonu da resveratrol tarafindan bastirildigini dile getirmislerdir. Benzer sekilde,
farelerde DMBA uygulanmasi ile forbol ester bagli deri timoérlerinin% 98 oranda
azaltilmas1 25 mM resveratrol bir topikal uygulamasi ile meydana gelmistir. Yun ve
arkadaglar1 [97] resveratrol mekanizmasinin Sirtuinl-foxo-3 tiretimini arttirarak, ortamdaki
NADPH oksidaz (p47phox) ifadesinin azalmasina dolayisiyla, ROS iiretiminin distiigiine
neden oldugunu ortaya koymuslardir. Yapilan bu arastirma, bulgularimizdaki gibi
resveratroliin serbest radikalleri azalttigin1 dogrulamaktadir

Kan sekeri diizeylerindeki yiikselme; non-enzimatik ve oto-oksidatif glikozilasyonu
tesvik edip poliyol ve heksozamin yolunu agabilir. Ayrica protein kinaz-C aktivasyonunu
tesvik edebilir ve antioksidan savunmasimmin durumu oldugu gibi inflamatuar

mediyatorlerin seviyelerinin degisikligine yol agabilir. Diyabetik durumda bu yolaklar
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dogrudan c¢esitli organ ve dokulardaki oksidatif stresin artmasina katkida bulunmus

olmakla beraber ROS iiretimine katilmaktadirlar [83].
Sonug olarak, STZ ile diyabetik nefropati olusturulan ratlarda resveratroliin OAT-1,

OAT-3, OKT-1, OKT-2 ekspresyonlarini arttirip; MDA, serum iire nitrojeni, kreatinin

seviyelerini diigiirerek bobrek koruyucu bir etki gosterdigi tespit edilmistir.
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Stajlar F.U. Egitim Arastirma Ve Uygulama Hastanesinde Mikrobiyoloji béliimii 20 is

gunu

Sertifikalar

Deneysel Hayvan Kullanim Sertifikas1

Askerlik durumu

Tecilli

EGITIM BILGILERI
LiSE
Okulu ELAZIG MEHMET AKIF ERSOY LISESI
Boliimii SAYISAL
Ortalama 3.10
Mezuniyet Tarihi 30.08.2004
UNIVERSITE
Lisans
Mezun Oldugu Universite FIRAT UNIVERSITESI
Fakiiltesi FEN FAKULTESI
Boliimii BIiYOLOJI
Mezuniyet Tarihi 06.07.2010
Lisans Mezuniyet Not Ortalamasi 4LUK SISTEM: 2.72 100’LUK SISTEM: 70.13
Yiiksek Lisans
Mezun OlduguUniversite FIRAT UNIVERSITESI
Fakiilte /Enstitii FEN FAKULTESI/FEN BILIMLERI ENSTITUSU
Anabilim Dali BIYOLOJI
Bilim Dali GENEL BIYOLOJI
Mezuniyet Tarihi 15.08.2012
Yiiksek Lisans Not Ortalamasi 4’LUK SISTEM: 3.83 | 100°’LUK SISTEM: 96.00

47




