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DIiYABETIK SICANLARDA RESVERATROLUN
ANTIENFLAMATUAR, ANTIOKSIDAN VE HOMEOSTATIK
ETKISi

OZET

Amag: Diyabet tedavisi i¢in diisiiniilen resveratrol antikanser, antioksidan,
antienflamatuar ve homeostatik 6zellikleri ile umut verici olabilecegi diistiniilmektedir.
Bu calismada resveratroliin diyabetik siganlarda kan mid-regional proadrenomedullin
(MR-proADM), indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS), IL-6, IL-10, TNF-q, total
antioksidan kapasite (TAS), total oksidan kapasite (TOS), malondialdehit (MDA) ve

melatonin iizerine etkileri arastirilmistir.

Gere¢ ve Yontem: Calisma i¢in 21 adet eriskin erkek Wistar-Dawley albino
sican kullanilmigtir. Sicanlar 7’ser adet olacak sekilde kontrol grubu (grup-I),
streptozosin enjeksiyonu ile olusturulan diyabetik grup (grup-Il) ve resveratrol tedavisi
uygulanan diyabetik grup (grup-III) olmak iizere 3 gruba ayrildi. Grup-III’e 21 giin
boyunca 5 mg/kg/giin resveratrol intraperitoneal olarak uygulandi. 22. giin si¢anlardan
intrakardiyak olarak alinan kanlarda glukoz, iNOS, melatonin, MR-proADM, IL-10,
IL-6, TNF-a, TAS, TOS ve MDA diizeyleri 6lg¢iildii.

Bulgular: Grup-II’nin IL-6 diizeyi grup-I ve III’den daha yiiksek bulundu
(sirasiyla 98,3+44,0’¢ kars1 27,5+£9,0 ve 49,1+30,1 pg/mL; p<0,05). Grup-I’in IL-10 ve
MDA diizeyleri grup-III’den farkli degil iken grup-II’den daha diisiiktii (42,4+6,8’¢
kars1t 73,5+40,7 ve 128,4+69,8 pg/mL ve 3,48+1,50’e karst 5,10+2,47 ve 7,36+2,58
nmol/mL; p<0,05). Grup-I’in MR-proADM diizeyleri grup-III’den farkli degil iken
grup-II’den daha yiiksekti (23,2+6,6’e kars1 16,9+5,0 ve 12,5+3,1 ng/L, p<0,05). Grup-
[II’iin iNOS diizeylerinin grup-I’in diizeylerine diistiigii gorildi (0,80+0.55 kars:
1,44+0,96 ng/mL, p>0,05).

Sonu¢: Bu calisma resveratrol tedavisinin diyabetik sicanlarda MDA’y1
azaltarak antioksidan ve |IL-6, IL-10, MR-proADM ve iNOS’u etkileyerek
antienflamatuar ve homeostatik etki yoluyla diyabetin neden oldugu olumsuzluklar

azaltabilir.
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ANTIINFLAMMATORY, ANTIOXIDANT AND
HOMEOSTATIC EFFECT OF RESVERATROL IN DIABETIC RATS

ABSTRACT

Aim: Considered for the treatment of diabetes, resveratrol is thought to be
promising with its anticancer, antioxidant, antiinflammatory and homeostatic
properties. In this study, the effects of resveratrol on blood mid-regional
proadrenomedullin (MR-proADM), inducible nitric oxide synthase (iNOS), IL-6, IL-
10, TNF-a, total antioxidant status (TAS), total oxidant status (TOS), malondialdehyde
(MDA) and melatonin in diabetic rats were investigated.

Materials and Methods: For the study, 21 adult male Wistar-Dawley albino
rats were used. The rats were divided into 3 groups as 7 each, control-group (group-1),
diabetic group formed by streptozocin injection (group-11), and diabetic group treated
with resveratrol (group-IIl). Group-Il1 was administered 5 mg/kg/day resveratrol
intraperitoneally for 21 days. Glucose, iNOS, melatonin, MR-proADM, IL-10, IL-6,
TNF-o, TAS, TOS and MDA levels were measured in the blood taken intracardiac

from rats on the 22" day.

Results: IL-6 level of group-1l was higher than group-1 and 111 (98,3+44,0 vs.
27,5+9,0 and 49,1+30,1pg/mL, p<0,05, respectively). While IL-10 and MDA levels of
group-1 were not different from group-I11l, they were lower than group-1l (42,4+6,8 vs
73,5+40,7 and 128,4+69,8pg/mL; 3,48+1,50 vs 5,10+2,47 and 7,36+2,58nmol/mL,
p<0,05). While MR-proADM levels of group-1 was not different from group-Ill, they
were higher than group-1l (23,2+6,6 vs 16,9+5,0 and 12,5+3,1ng/L, p<0,05). It was
observed that the INOS levels of group-lll decreased to the levels of group-I
(0,80+0,55 vs 1,44+0,96ng/mL, p>0,05).

Conclusion: Resveratrol treatment can reduce the adverse effects of diabetes
through its antioxidant effect by reducing malondialdehyde and its antinflammatory
and homeostatic effect by regulating IL-6, I1L-10, MR-proADM and iNOS.

Key Words: Diabetic Rat, Inducible Nitric Oxide Synthase, IL-10,

Malondialdehyde, Mid-Regional Proadrenomedullin, Resveratrol
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1. GIRIS VE AMAC

Diinya genelinde en yaygin hastaliklardan biri olan diabetes mellitus (DM),
hiperglisemi ile karakterize, pankreasin yeterince insiilin liretemedigi veya iiretilen
insiilinin viicutta etkili olamadig1 endokrin temelli kronik metabolik bir hastaliktir.
Yiiksek mortalite ve morbiditeye sahiptir. Insidans ve prevalansi; yasa, cografi
yerleskeye, mevsime, 1rksal oOzelliklere gore degisiklik gdstermektedir.
Etiyolojisinde otoimmiinite, genetik ve cevresel faktorler, edinilmis hastaliklar ve
yasam tarzi yer almaktadir (1-4). DM hipergisemiye bagl olarak zamanla viicudun
bircok organina zarar vererek kardiyovaskiiler hastaliklar, nefropati, néropati ve
retinopatiye (géorme kaybina ve hatta korliige yol agan) neden olmaktadir. Ayrica
alzheimer ve  depresyona  neden  olabilmektedir.  Diyabet zamanla
kromozomal/mitokondriyal DNA'nin zarar gérmesine yol agtigindan bazi kanser
tirleri i¢in de predispozan faktordiir. Bu hastaligin kesin bir tedavisi olmamakla
birlikte, uygun diyabet yonetimi ve tedavisi saglanirsa, ciddi komplikasyonlarin

gelismesi Onlenebilir veya geciktirilebilir (1-3,5).

Diinya Saglik Orgiitii DM tedavisi i¢in 400'den fazla bitkiyi listesine almistr.
Bir o kadar da kimyasal molekiil bu amagcla kullanilmaktadir. Diyabet tedavisi i¢in
pek cok bitkisel ve kimyasal molekiil mevcut olsa da, olumlu ve olumsuz etkinlikleri
konusunda bilimsel ¢alismalar devam etmektedir (6-8). Son yillarda test edilen
cesitli bilesikler arasinda, pleiotropik aktivitesi nedeniyle resveratroliin 6nemli bir
bilesik olabilecegi belirtilmektedir (9). Resveratrol (3,4’,5-trihidroksistilben) dogal
olarak olusan bir polifenoldiir. Esas olarak {iziim, yaban mersini ve yer fistiginin
kabugunda bulunur. Bu dogal bilesigin in vivo ve in vitro ¢alismalarla antikanser,
antioksidan, antienflamatuar, antinosiseptif ve antiastmatik aktivite dahil olmak
tizere ¢esitli farmakolojik etkilere sahip oldugu gosterilmistir. Kardiyovaskiiler
hastaliklar1 onledigi, iskemi-reperfiizyon kaynakli karaciger hasarini azalttigi, zarar
gérmiis mikro dolasimi onardigi ve hepatositleri oksidan strese karst korudugu

saptanmistir (10-13).

DM’nin komplikasyonlarinin 6nlenmesinde rolii olabilecegi diisiiniilen
viicudumuzun bilinen en potent ve dogal antioksidani olan melatonin; pineal bez

tarafindan salgilanan bir ndérohormondur. Melatonin immiin hiicre {retimi ve



fonksiyonunun modiilatérii olmasimnin yani sira giiglii bir serbest radikal
temizleyicidir (14,15). Fizyolojik olarak antioksidanlarin aktivitesini uyarirken
(siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve glutatyon rediiktaz)
mitokondrinin elektron tagima zincirinin etkinligini artirarak reaktif oksijen tiirleri
(ROS) olusumunu azaltmakta ve ROS’ni etkisiz hale getirebilmektedir (16,17).
Ayrica baz1 dokularda bir pro-oksidatif enzim olan nitrik oksit sentetazi inhibe ettigi
bildirilmektedir (17,18). Melatoninin insiilin salgilanmasi, kan glukozu ve
karbonhidrat metabolizmas1 iizerindeki etkisine dair tutarsiz veriler bulunmakla
birlikte (19-21) baz1 calismalarda insiilin benzeri bir etki sergiledigi (21-23) ve
interferon-gamma (IFN-y), IL-2 ve timoér nekroz faktori alfa (TNF-o)'nin

salgilanmasini uyardigi belirtilmektedir (14,15,24).

Diyabet yonetiminde resveratrol kullaniminin hangi fizyolojik mekanizmalar
iizerinden fayda gdsterebilecegi konusu giincelligini halen korumaktadir. Ozellikle
multifonksiyonel rolleri bulunan adrenomedullin (ADM) ve nitrik oksidin (NO) bu
fizyolojik mekanizmalar1 agiklamada 6nemli rollerinin olabilecegi diisiiniilmektedir.
ADM yerel bir otokrin ve/veya parakrin vazoaktif hormon gorevi goérebilmektedir.
Vazodilatatér ve kan basincini diisiiriicii 6zelliklere sahiptir. Ayrica ADM’nin ¢esitli
dokularda elektrolit ve sivi homeostazinin korunmasinda 6nemli bir endokrin roli
oldugu tespit edilmistir. Hipertansiyon, kronik boébrek yetmezligi ve diyabetik
anjiyopatilerde vazokonstriktif faktorlerin ve ADM’nin seviyelerinin ve iliretiminin
arttig1, NO gibi diger gevsetici maddelerin azaldig1 belirtilmistir (25). Bir¢ok farkli
biyokimyasal siirecte hiicresel bir sinyal molekiilii olarak goérev yapan NO, insiilin
direnci (IR), obezite, karaciger hastaliklar1 ve kardiyovaskiiler sistem hastaliklar1

dahil olmak iizere ¢esitli hastaliklarin patogenezi ve ilerlemesi ile iliskilendirilmigtir

(26).

Yukaridaki tiim bu bilgiler 1s1ginda bu calismada, streptozosin (STZ) ile
diyabet olusturulan siganlarda resveratroliin enflamatuar/antienflamatuar (IL-6, IL-
10 ve TNF-a iizerinden), antioksidan ve homeostatik etkileri (kan ADM’yi temsilen

MR-proADM, iNOS ve melatonin tizerinden) karsilastirmali olarak arastirildi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. DIABETES MELLITUS

DM hiperglisemi ile karakterize edilen, pankreasin yeterince insiilin
iretmediginde veya lrettigi insiilini viicudun etkili bir sekilde kullanamadiginda
ortaya cikan kronik ve metabolik bir hastaliktir. DM genetik, ¢evresel ve yasam tarzi
degisikliklerinin kompleks etkilesimi ile ortaya ¢ikar. Insiilin, kan dolasimindaki
glukozun viicut hiicrelerine girmesini saglayarak kan glukozunu diizenleyen
hormondur. Ayrica protein ve yag metabolizmasi i¢in de gereklidir. Insiilin eksikligi
veya hiicrelerin buna yanit verememesi, klinik bir gosterge olan hiperglisemiye yol
acar (2,3,27). Hiperglisemi ve uzun siireli metabolik bozukluklar zamanla viicudun
bircok organina zarar verebilir. Bu durum o6zellikle kardiyovaskiiler hastaliklar,
noropati, nefropati ve retinopatiye (gérme kaybina ve hatta korliige yol agar) neden
olur (3,28). Giintimiizde piyasada var olan DM tedavisine yonelik ilaglarin gii¢lii yan
etkileri vardir. Bu hastaligin kesin bir tedavisi olamamakla birlikte, uygun diyabet
yonetimi saglanirsa, metabolik anormallikler ve bu ciddi komplikasyonlar
geciktirilebilir veya tamamen Onlenebilir (9,28). DM tami kriterleri Tablo 2.1'de

verilmistir.

2.1.1. Diabetes Mellitus’un Epidemiyolojisi

21. ylzyilin en onemli saglik sorunlarindan biri olarak gosterilen DM,
diinyadaki her popiilasyonda ve tiim bolgelerde bulunmakta olup endise verici
sekilde artmaktadir (3,29). Ulkemizde 1997-1998 yillarinda "Tiirkiye Diyabet
Epidemiyoloji Calismasi" (TURDEP-I)’nda diyabet prevalanst %7,2 olarak
saptanmis iken, 12 sene sonra 2010 yilinda yapilan TURDEP-II calismasinda
diyabet prevalansinin %90 artis ile %13,7'ye ulastigin1 ve Tirkiye'deki diyabet
nlifusunun yaklasik 6,5 milyon oldugunu hesaplamiglardir. Ayrica bu hastalarin
yarisina yakininin (%45) diyabetli oldugunun farkinda bile olmadigini bulmuslardir
(30).



Tablo 2.1: Diyabet tan1 kriterlerinde kullanilan biyokimyasal parametreler (2)

Diyabet Prediyabet Normal

Achik plazma glukozu (mg/dL) > 126 100-125 <100
veya

OGTT 2. saat plazma glukozu (mg/dL) >200 140-199 <140
veya

HbALc (%) >6,5 5,7-6,4 <5,7
veya

Klasik hiperglisemik krizin semptomlari olan -~ 200

randomize plazma glukozu (mg/dL)

OGTT: Oral Glukoz Tolerans Testi. Diyabet tanisinda OGTT, 75 g oral glukoz alimi ile
yapilmalidir. A¢lik plazma glukozu igin en az 8 saat aglik gereklidir. Uluslararasi standardize
edilmis yontemlerle 6lglim yapildiginda, HbAlc tani testi olarak kullanilabilir. Randomize

plazma glukozu, gida alimina bagl olmaksizin giiniin herhangi bir saatinde 6l¢iilebilir.

Uluslararas1 Diyabet Federasyonu tarafindan yapilan son arastirmalarda 2019
yilinda 463 milyon kisinin diyabet hastasi oldugu tahmin ediliyor ve bu sayinin
gittikge artarak 2030'da 578 milyona, 2045'te 700 milyona ulasacagi tahmin ediliyor.
Ayrica 2019 verilerine goOre yasa gore ayarlanmis Kkarsilastirmali diyabet
prevalansinda Tiirkiye %11,1 ile Avrupa Bolgesi’nde en yiiksek prevelansa sahiptir
(3). Diinya Saglik Orgiitii 2000 ve 2016 yillar1 arasinda diyabetten kaynakli erken
olimlerde %5'lik bir artis oldugunu ve 2019°da tahminen yaklasik 1,5 milyon

insanin 6limiiniin dogrudan diyabetle iliskili oldugunu belirtmektedir (27).

2.1.2. Diabetes Mellitus’un Siniflandirilmasi

Siniflandirma gerekli tedaviyi belirlemek i¢in Onemlidir. Ana DM
kategorileri; tip 1 diyabet, tip 2 diyabet, gestasyonel diyabet ve diger spesifik
diyabet tipleri (Tablo 2.2) olarak siniflandirilir. Bunlar arasinda tip 1 ve tip 2 diyabet
en sik goriilen diyabet olmakla birlikte diyabetik hastalarin bityiik ¢ogunlugunu tip 2
diyabet olusturmaktadir (2,29).

2.1.2.1 Tip 1 diyabet: Bu form pankreas beta hiicrelerinin otoimmiin
yikimindan kaynaklanir (2). Diinya ¢apinda tiim diyabetlilerin %5-10'unu olusturmakta
olup insidans ve prevalansi giderek artmaktadir (2,3). Pankreas beta hiicreleri, bagisiklik

sistemi tarafindan asamali olarak ya kismen ya da tamamen yok edilir. Bunun



sonucunda da viicut ya ¢ok az insiilin iiretir ya da hi¢ lretmez (31). Bagisiklik
sisteminin  pankreas Dbeta hiicrelerine saldirmasinin  nedenleri tam olarak
anlagilamamistir.  Ancak genetik, c¢evresel ve immiinolojik faktorlerin  bir
kombinasyonunun sonucunda otoimmiin reaksiyonun baslayabilecegi diigiiniilmektedir.
Ayrica toksinler veya bazi diyet faktorlerinin de bu reaksiyonu baglatabilecegi
belirtilmektedir (3). Tipl diyabet hastalarinin ¢ogunda HLA-DR3 ve/veya DR4
pozitiftir ve bu hastalik HLA-DQA ve DQB genleriyle kuvvetli iligki gostermektedir
(2,32).

Glukoz viicudumuzun birincil enerji kaynagi olup fazlasi karacigerde
glikojen olarak depolanir, enerjiye ihtiyac duyulmast halinde glukoza
donistiiriilebilir. Saglikli kisilerde, glukoz homeostazi ¢esitli hormonlarin etkilesimi
ile 70 ila 100 mg/dL arasinda tutulur. Pankreastaki langerhans adaciklarinda beta
hiicreleri tarafindan iretilen insiilin ve alfa hiicreleri tarafindan iiretilen glukagon,
kan glukozunun bu simirlar iginde stabil korunmasinda 6nemli bir rol oynar. DM’nin
olusmasi sirasinda bu hormonlar arasindaki etkilesim islevsiz hale gelerek dolasimda
insiilin neredeyse hi¢ bulunmaz ama buna karsin plazma glukagon seviyesi yiiksektir
ve bunun sonucunda katabolik bir siire¢ baslar. Insiilinojenik uyarilara pankreas beta
hiicresi ya yanit veremez ya da yaniti yetersiz kalir. Bunun sonucunda olusan
katabolik durumu geriye dondiirmek, ketozu 6nlemek, hiperglukagonemiyi azaltmak

ve kan glukozunu diisiirmek gerekir (33,34).

Hastalarin  ¢ogunlugunda klinik olarak diyabet tanis1 konulmadan
immiinolojik belirtegler belirir ve pankreas beta hiicreleri asamali olarak yikilarak
beta hiicre kitlesi azalmaya baslar. Bu siirecte normal glukoz toleransi
siirdiiriilmesine ragmen insiilin sekresyonu giderek bozulur. Beta hiicrelerinin
cogunun (yaklasik %80’1) tahrip olmasi sonucunda diyabet belirginlesir. Beta
hiicresi yikim hiz1 bireyler arasinda farklilik gosterir ve genellikle bebekler ve
cocuklarda hizli yetigkinlerde yavastir (3,32). Tip 1 diyabetli hastalarin
cogunlugunda bir veya bircok yapiya karsi otoantikor olustugu saptanmistir. Klinik
kullanimdaki otoantikorlar adacik hiicresi otoantikorlar1 (ICA) ve gulutamik asit
dekarboksilaz (GAD), insiilin, tirozin fosfatazlar (IA-2 ve I|A-2b) ve ¢inko
transporter 8 (ZnT8) kars1 gelisen otoantikorlardir (2,35). tip 1 diyabetli hastalarin



cok az bir kism1 otoantikor negatif olup bu hastalar insiilin a¢isindan yetersizdir ve

diyabetik ketoasidoz riski altindadir (35).

Tablo 2.2: Genel ve spesifik diabetes mellitus tiirleri (2,3,29)

Diyabet Tiirii Aciklama
) ) Beta hiicre yikim1 (¢ogunlukla otoimmiin aracili)
Tip 1 diyabet , N I
nedeniyle mutlak insiilin eksikligi
] ] Goreceli insiilin eksikligi, insiilin direnci ve/veya
Tip 2 diyabet

insiilin sekresyonu kaybi1

) Gebelik sirasinda geliserek, gebeligin ikinci veya
Gestasyonel diyabet . . o
tiglinci trimesterinde teshis edilir.

Diger spesifik diyabet tiirleri: Yaygin olmayan diyabet tiirleridir.

e Monojenik diyabet Spesifik gen mutasyonlarina bagh bazilar
yenidogan doneminde, bazilari ise erken yetiskinlik

déneminde ortaya ¢ikar.

e Pankreasin ekzokrin Hiperglisemide pankreasi etkileyen durumlar
hastaliklari (travma, tiimor, iltihaplanma vb.)
e Endokrin bozukluklar Insiilini antagonize eden hormonlarin asir1

salgilandigi hastaliklarda ortaya ¢ikar.

e Ilac veya kimyasal kaynakh Bazi ilaglar ve kimyasallar instilin sekresyonunu veya
etkisini bozar, bazilari ise beta hiicrelerini yok
edebilir.

e Enfeksiyona bagh diyabet Bazi virtisler dogrudan beta hiicre yikimi ile

iliskilendirilmistir.

e Immiin aracih diyabetin o o
Nadir immiin aracili hastaliklarla iliskili
spesifik formlari

e Diyabetle iliskili diger genetik Bircok genetik bozukluk ve kromozomal

sendromlar anormallikler diyabet riskini artirir

Insiilin sekresyonunda yetersizlik kan glukoz diizeyini yiikseltir ve bunun
sonucunda zamanla karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasinda metabolik
anormalliklere ve cesitli diyabet komplikasyonlarina neden olmaktadir (2,36,37).
Tip 1 diyabetli hastalarin yaklasik 1/3’tinde hayati tehdit eden diyabetik ketoasidoz

gelisir. Tip 1 diyabet ¢ocuklukta sik goriilmesine ragmen, her yasta ortaya



cikabilmektedir, ayrica ¢cocukluk ¢aginda en sik goriilen kronik hastaliklardan biridir
(3). Korumak i¢in giinliik insiilin enjeksiyonlarina ihtiya¢ vardir. Tip 1 diyabetin
tipik semptomlar1 asir1 susuzluk, bulanik goérme, yatak 1slatma, sik idrara ¢ikma,
enerji eksikligi, yorgunluk, siirekli aglik ve ani kilo kaybidir (3). Ayrica bu hastalar
addison hastaligi, hashimoto tiroiditi, graves hastaligi, vitiligo hastalig1, otoimmiin
hepatit, ¢olyak hastaligi, myastenia gravis ve pernisiydz anemi gibi diger otoimmiin

bozukluklara da egilimlidir (2).

2.1.2.2. Prediyabet ve tip 2 diyabet

2.1.2.2.a. Prediyabet: Prediyabet (orta derecede hiperglisemi) normal ve
diyabetik seviyeler arasindaki kan sekeri seviyeleri (bozulmus glukoz toleransi ve/veya
bozulmus aclik glukozu) ile tanimlanan diyabet icin yiiksek riskli bir durumdur. Her yil
prediyabetli kisilerin %35-10'u diyabete hastasi olmaktadir. Prediyabetin prevalansi
diinya ¢apinda artmaktadir ve uzmanlar 2030 yilina kadar 470 milyondan fazla insanin
prediyabet hastasi olacagini tahmin etmektedir (38). Prediyabetik kisilerde gelecekte tip
2 diyabet ve diyabete bagli komplikasyonlarin gelisme riski artar (38,39). Prediyabette
herhangi bir glukoz degisiklikleri saptanmadan once baslayan insiiliin direnci (IR) ve
beta hiicresi disfonksiyonu anormalliklerinin varhig: ile iligkilidir. Prediyabetik bireyler

saglikli yasam tarzi ile diyabet riskini %40-70 oraninda azaltabilirler (38).

2.1.2.2.b. Tip 2 diyabet: Bu diyabet formu yetersiz insiilin salinimi veya
insiilin kullanimdaki bozukluklarindan kaynaklanmakta olup, diinya capinda tiim
diyabetlilerin % 90-95'ini olusturan en yaygin diyabet tiriidiir (2). Diyabettin bu
formunda genellikle viicut hiicreleri insiiline tam olarak yanit veremediginden (IR)
ilk zamanlarda insiilin iretimi artistyla durum dengelenmeye calisilir. Zaman
gectikge pankreas beta hiicreleri talebe yetisemez ve insiilin {iretimi yetersiz kalir.
Tip 2 diyabet yaygin olarak yaslilarda goériinmesine ragmen cocuklarda ve geng
yetigskinlerde de goriilmektedir (3). Uygun olmayan beslenme, artan obezite
seviyeleri ve fiziksel hareketsizlik tip 2 risk faktorleri arasindadir. Tip 2 diyabet, tip
1 diyabete benzer semptomlarla ortaya ¢ikabilir, ancak tip 2 diyabette hiperglisemi
yavas yavas gelistiginden genel olarak tip 2 diyabetin ortaya ¢ikisi tamamen Klinik
semptomsuz da olabilir. Bu da kesin baslangi¢ zaman1 bilinmemesine ve uzun bir 6n
tan1 donemine neden olur (2,3). Tip 2 diyabetin nedeni tam olarak bilinmemekle

birlikte patogenezinde genetik yatkinlik ve gevresel tetikleyiciler yer almaktadir.



Ayrica obezite ve artan yas yani sira etnik koken ve aile gegmisi de giicli
tetikleyicilerdir. Bu hastalar saglikli bir hayat yasayabilmeleri i¢in egitim, destek ve
saglikli yasam tarzlarinin benimsemesi gerekir. Bu yasam tarzi kan sekeri
seviyelerini kontrol etmek i¢in yeterli olmaz ise antidiyabetik ilaclar ve insiilin

enjeksiyonlar1 gerekli olabilir (3).

2.1.2.2. Gestasyonel diyabet: Gestasyonel diyabet (GDM) gebelikten 6nce
acik bir sekilde anlagilamayip gebeligin ikinci veya tiglincii trimesterinde teshis edilen
gebeligin  en yaygmm tibbi komplikasyonu olup prevalanst %1-20 arasinda
degigsmektedir. GDM teshisi konan kadinlarin durumu dogumdan sonra tipik olarak
diizelsede, diyabete (prediyabet ve tip 2 diyabet) yatkindirlar (2,40,41). Gebeligin erken
déneminde hiperglisemisi olan kadinlarin yani sira, plasenta tarafindan hormon TNF-o,
plasental laktojen ve plasental growth hormonu) iiretimine baglh olarak IR gelisebilir.
Ayrica artan progesteron, dstrojen ve kortizol de IR olusumuna etki edebilir. Olusan IR,
annenin viicudunun insiilin kullanmasini zorlastirir. Periferik IR'yi telafi etmek igin
pankreas daha fazla insiilin salgilanmak zorunda kalir. Ancak pankreas IR'nin metabolik
stresine ayak uyduramaz ve diyabet gelisir. Ayrica ileri yas, egzersizin azalmasi, asiri

Kilo alim1 ve maternal yag birikiminin artmas1 GDM riskini artirir (2,41).

2.1.3. Diyabette Tedavi Yaklasimlari

Diyabet, onemli bir diinya saglik sorunu olup diinya ¢apinda prevalansi hizla
artmaktadir. Bu hastalik insanlarin yasam kalitesinin diismesine ve oliim oraninin
artmasia ayrica saglik sistemine olaganiistii bir yiik binmesine neden olmaktadir
(3,28). Diinyada diyabetli birgok insan var olmasina ragmen diyabet tedavisi hala yogun
bir sorun teskil etmektedir. Tedavi edilmedigi takdirde hiperglisemi ve uzun siireli
metabolik bozukluklar sonucunda basta gdzler, bobrekler, karaciger, kardiyovaskiiler ve
sinir sistemi olmak iizere tiim viicudun doku ve organlarinda zarar vererek ciddi

komplikasyonlara neden olur (28).

Insiilinin ~ kesfedilmesinden (1920'lerin  basindan) bu yana, diyabetin
farmakolojik tedavisinde (insiilini, insiilin sekretagoglari, insiilin duyarlilagtiricilar,
dipeptidil peptidaz-4 (DPP-4) inhibitorleri, bagirsak lipaz inhibitort, a-glukozidaz
inhibitorleri, inkretin analoglar1 ve biguanidler gibi genis bir antidiyabetik ilag

yelpazesi) Onemli gelismeler olmustur (36). Bunlar arasinda gelistirilen eksojen



insiilinin, endojen insiilinin biyolojik etkilerini tam olarak taklit edemedigini ayrica
eksojen insiilinin tedavisinin tutarsiz glukoz disiiriicii etkilere ve hipoglisemiye neden
olabilecegi belirtilmistir (42). Ayrica diyabette yaygin kullanilan diger ilaglar arasinda
metformin, siilfoniliireler, tiazolidindionlar, glukagon benzeri peptid-1 (GLP-1)
analoglari, DPP-4 inhibitorleri ve sodyum glukoz Kko-transporter-2 (SGLT-2)
inhibitorleri vb. bulunur. Bu ilaglar, glukozidaz aktivitesini inhibe ederek, peroksizom
proliferator ile aktive olan reseptor gama (PPARy)'y1 aktive ederek, 5'-adenozin
monofosfat ile aktive edilmis protein kinazi (AMPK) fosforile ederek veya DPP4'i
inhibe ederek vb. etkilerle kan glukoz konsantrasyonunu normoglisemik yapmaya
caligirlar (28). Bununla birlikte, birgok c¢alismaya ragmen, su anda kullanilan
tedavilerde hipoglisemi, karaciger ve bobrek toksisitesi, kalp sorunlari, gastrointestinal
problemler ve kilo artig1 gibi sorunlara neden olan bir¢ok yan etkisi vardir (28,36). Bu
nedenle, daha iyi tedavi se¢eneklerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu amagla son yillarda

ilaglar ve dogal bilesikler siirekli olarak test edilmektedir (36).

Gilinimiizde de modern ve yiiksek teknolojili ilaglar daha yaygin olarak
kullanilmakla birlikte yan etkisi daha az olan bitkisel tedavi sec¢eneklerine yonelim
hizlanmistir. Diinya Saglhik Orgiitii tibbi amaclar i¢in kullanilan binlerce bitkiyi kayit
altina almistir. Bunlar arasinda diyabet tedavisi i¢in 400'den fazla bitki bulunmaktadir.
Bu sayidan daha fazlasi kimyasal molekiil olarak gelistirilmistir. Kan sekeri diizeyine
azaltan bu tibbi bitkiler arasinda fenolik bilesikler, flavonoidler, kumarinler ve
terpenoidler yer almaktadir. Pycnogenol, acarbose, voglibose ve miglitol antidiyabetik
ilaglar 6rneklerinden bazilaridir (6). Bitkilerden ayristirma ve saflagtirma yontemleriyle
elde edilen aktif maddeler, birgok antidiyabetik mekanizma (a-glukozidaz, a-amilaz ve
protein tirozin fosfataz 1B aktivitelerinin inhibisyonunu vb.) araciligiyla g¢alistigi
bildirilmektedir. Ancak etkinlikleri ve yan etkileri konusunda tibbi analiz ve
degerlendirmeler devam etmektedir (6-8). Test edilen g¢esitli bilesikler arasinda,
pleiotropik aktivitesi ile resveratroliin 6nemli bir secenek olabilecegi belirtilmistir (9).
Ancak diger segeneklerde oldugu gibi resveratroliin etki mekanizmasi hakkinda yeterli

bilgi yoktur.

2.1.8. Deneysel Diyabet Modeli

Diyabetin patogenezinin anlasilmasi, bu hastaliktan korunmanin ve tedavi

olanaklarinin incelenebilmesi i¢in deneysel diyabet hayvan modelleri kullanimi



yaygindir. Deneysel diyabet modeli olusturmak igin yaygin olarak pankreatik beta
hiicrelerine karst spesifik toksisite gosteren STZ kullanilmaktadir. STZ yapisinda bir
glukoz molekiilii igeren glukoz analogudur. Bu sayede glukoz tasiyici-2 (GLUT2)
aracilig1 ile pankreas beta hiicrelerine girer. Burada toksik etki ederek, pankreas beta
hiicre hasar1 ve kaybina neden olur. Bunun sonucunda da glukozla uyarilan insiilin

salinimini bloke eder ve boylece insiilin eksikligi olan diyabeti indiikler (36,43-45).

2.2. RESVERATROL

Bir bitkisel iiriin olan resveratrol (3,4’,5-trihidroksi-stilben) dogal olarak olusan
bir polifenoldiir. Ayrica resveratrol bir fitoaleksin olup enfeksiyonlarin ilerlemesini
engelleme yetenekleri ile karakterize edilir. Resveratrol bitkilerde bir savunma
mekanizmasi olarak mantarlar, rizobakteriler, UV 1sinlari, kimyasal maddeler ve genel
olarak bitki i¢in stres olusturan faktorler gibi parazitlere ve diger olumsuz kosullara

kars1 bir direng mekanizmas: tarafindan tretilir (46,47).

2.2.1. Resveratroliin Kimyasal Bilesimi, Molekiiler Yapis1 ve Kaynagi

Resveratrol bir ¢ift stiren bagi ile birbirine baglanan iki aromatik halkadan
olusur ve bu ¢ift bag sayesinde cis-(Z) ve trans-(E) olmak tizere iki izomerik formda
(Sekil 2.1) bulunur. Bunlardan biyolojik olarak daha aktif ve kararli formu trans-(E)
olup giines 15181na, yapay 1s18a veya ultraviyole radyasyona (254 veya 366 nm) maruz
kaldiginda, cis-resveratrol'e doniisiir. Ayrica etanol ve organik ¢oziiciiler i¢inde yiiksek
oranda ¢oziinlirken polar olmayan Ozellikleri nedeniyle suda daha az ¢oziiniir (48).
Resveratrol kiigiik molekiiler agirlikli (molekiil agirhigr 228,25 g/mol) ve polifenolik
karakterde olup beyazimsi ve toz halindedir. Ayrica kapali formilii C14H1203 ve erime
noktasi 253-255 °C’dir. Bu fiziksel ve kimyasal 6zellikler resveratrole birgok biyolojik
ozellik kazandirir (47,49). Resveratrol sentezinden ana sorumlu enzimi stilben sentaz
olup ti¢ malonil-CoA molekiilii ile bir p-kumaroil-CoA molekiiliiniin reaksiyonunu
katalizler (46). Sekil 2.1°de p-kumaroil-CoA molekiilii ile iligkili metabolik yollar
gostermektedir.

Resveratroliin iiziim, yaban mersini, yer fistig1 ve antep fistigininda dahil oldugu
70’ten fazla bitki tiirlinde bulunur. Resveratrol sadece bitki tiirlerinde bulunmaz, ayni
zamanda kirmizi sarap gibi islenmis {irlinlerde de bulunur. Bazi besin kaynaklarinin

resveratrol miktarlar1 Tablo 2.3’te goriildiigl gibidir.
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Sekil 2.1: Resveratroliin biyosentezi. PAL: Fenilalanin amonyak-liyaz; C4H: Sinamik
asit 4-hidroksilaz; 4CL: 4-kumarat:CoA ligaz; STS: Stilben sentaz (48,50)

2.2.2. Resveratroliin Biyolojik Ozellikleri

Resveratrol oral olarak alindiginda, bagirsakta pasif diflizyonla veya integrinler
gibi membran tasiyicilarla kompleksler olusturarak emilir (47). Resveratroliin az bir
kismi ileumdan emilirken biiylik ¢ogunlugu jejunumdan emilir ve ayrica bagirsaklara
ulasabilen resveratrol ve konjugatlarinin yaklagik %6’s1 bagirsaklardan emilir (51).
Resveratrol kan dolasiminda glukuronid veya siilfat formlarinda ya da serbest formda
bulunabilir. Serbest form, albiimine ve diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) gibi
lipoproteinlere baglanabilir. Bu kompleksler, sirayla, albiimin ve LDL i¢in reseptorlere
sahip olan hiicresel zarlarda ayrigabilir, resveratrol serbest kalir ve hiicrelere girmesine
izin verir. Ayrica resveratrol yag asitleri ile etkilesime girebilir. Serbest trans-
resveratroliin - %90'indan  fazlasinin insan plazma lipoproteinlerine baglandig:

belirtilmektedir (47). Plazmadaki resveratrol ve metabolitlerin yar1 émrii yaklasik 9,2
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saat olup, resveratrolin hizla metabolize olmast ve atilmasi nedeniyle zayif

biyoyararlanima sahiptir (46,50). Bu durum resveratroliin etkinligini azaltabilecek bir

faktordur.

Tablo 2.3: Bazi besin kaynaklarmin resveratrol igerigi (48,51,52)

Bitki tiirii Miktar
Uziim 0,16-3,54 pg/g
Kuru iiziim kabugu ~ 24,06 pug/g
Kirmizi tizim suyu ~ 0,5 mg/L
Uziim tohumu ~1mglg
Beyaz {izlim suyu ~ 0,05 mg/L
Kirmizi sarap 0,1-14,5 mg/L
Beyaz sarap 0,1-2,1 mg/L
Cilek (donmus) ~ 3,75 ugl/g
Yer fistigi 0,02-1,92 ng/g
Antep fistig 0,09-1,67 ug/g
Yaban mersini ~32nglg
Kakao ~ 1,9 ng/g

Resveratrol pasif tagima veya zar reseptorleri ile etkilesime girerek hiicre
zarindan gecebilir. Bu da resveratroliin hiicre dis1 ve hiicre i¢i molekiillerle etkilesime
girebildigini ve sinyal yolaklarini etkileyebildigini gostermektedir (47). Bu dogal
bilesigin in vivo ve in vitro c¢alismalari antikanser, antioksidan, antienflamatuar,
antinosiseptif ve antiastmatik aktivite dahil olmak tizere ¢esitli farmakolojik aktivitelere
sahip oldugu belirtilmektedir. Ayrica glokom, pankreatit ve osteoartritte etkili bir role
sahip oldugu belirtilmektedir. Kardiyovaskiiler hastaliklar1 onler, iyilestirir ve mikro
dolasim bozukluklarimi iyilestirir. Diisiikk dozlarda resveratrol, iskemi-reperfiizyon
kaynakli karaciger hasarini azalttig1 ve hepatositleri antioksidan savunma yetmezligine
kars1 korudugu bildirilmistir (10-13,47).

Memelilerdeki Sir2 homologlar1 sirtuinler olarak adlandirilir. Yedi iiyeden
Sirtuinler (SIRT1-7), NAD" bagimli sinif IIT histon deasetilazlarin bir tiyesidir (53,54).
SIRT hiicre metabolizmasinda yer alir ve DNA onarimi, mitokondri homeostazi, otofaji,
enflamatuar yanit, hiicre dongiisii, apoptoz, oksidatif/antioksidatif denge ve yaslanma

gibi birgok hiicresel siireclerin diizenlenmesinde 6nemli olduklar1 goriilmiistiir. Ayrica
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metabolik sendromlar, norodejeneratif hastaliklar, kardiyovaskiiler hastaliklar ve
timorijenez dahil olmak iizere cesitli hastaliklarin metabolizmasinda yer alarak, bu
hastaliklara karsi koymada onemli bir rol oynar. Kalori kisitlamasinin SIRT1’i
indiikleyerek faydali etkiler yaptig1 disiiniilmektedir. SIRT1; histon proteinleri H1, H3
ve H4'lin asetil-lizin kalintilarinin deasetilasyonu sagladigi gibi SIRT1 p53, Ku70,
FoxOs, PGC1l-a, PPAR-y ve NF-kB dahil olmak {iizere histon olmayan substratlari
deasetile etmektedir. SIRTI, bu substratlarin asetilasyonu ve deasetilasyonu yoluyla
proteinlerin  transkripsiyonel ve enzimatik aktivitelerini degistirerek hiicresel
yaslanmanin ve organizma Omriiniin diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Bu nedenle
SIRT]1, gesitli stres kosullar1 altinda hiicre savunmasinin anahtar bir diizenleyicisi olarak
kabul edilmektedir (53,55). SIRT1 seviyesinin diismesi NF-B'ye bagli proenflamatuar
mediatér salinimimnin artmasina neden olabilir. Bu durum SIRT1'in enflamatuar siiregte
onemli bir rol oynayabilecegini gostermektedir (56). SIRT1 geni ekspresyonu
yaslanmayla birlikte azalir. Buna karsit artan ekspresyonu ise yasanmay1 baskilar. Bu
sayede SIRT1 sinyal yolagini hedefleyen yeni ilaglar gelecekte yaslanmaya bagl
hastaliklar1 iyilestirmek ve omriinii uzatmak i¢in potansiyel bir tedavi ya da koruyucu
bir ajan olarak disiiniilmektedir (53,55). SIRTI, langerhans adaciklarinin endokrin
hiicrelerinde eksprese edilebilir ve burada uncoupling protein 2'yi baskilayarak insiilin
sekresyonunun iyilestirilmesine ve pankreas beta hiicrelerinin sitokin toksisitesinden
korunmasina aracilik edebilecegi belirtilmektedir (56). SIRT1’in diyabetin 6nlenmesi ve
tedavisinde Onemli terapGtik potansiyele sahip olabilecegi bildirilmistir (12).
Resveratrol SIRT1'e 6zgii bir aktivator olup olmadigi halen tartisilmaktadir (12).
Resveratrol giiclii antioksiadan Ozellik gostermekte olup Katalaz, siiperoksit
dismutaz ve glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimlerinin aktivitesini arttirir ve
ayrica ROS iretiminde yer alan enzimlerin aktivitesini de azaltr (Tablo 2.4).
Resveratrol peroksil, siiperoksit ve hidroksil anyon radikallerini temizler, heme
oksijenaz-1 (HO-1) aktivitesini artirarak pro-oksidan heme'yi biliverdin/bilirubin
indirger ve bu sayede de olusan bilirubin serbest radikalleri temizler ve bununla birlikte
endojen antioksidanlarin seviyesini de arttirir. Resveratroliin yiiksek yagli beslenen
sicanlarda LDL'min oksidasyonunu azaltabilecegi veya onleyebilecegi ve ayrica

resveratroliin lipit peroksidasyonunu inhibe edebilecegi belirtilmistir (52).
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Tablo 2.4: Resveratroliin antioksidan aktivitesi (52)

Aktivite Artisi Aktivite Azalis

Katalaz NADPH oksidaz

SOD Miyeloperoksidaz

Glutatyon rediiktaz Hipoksantin / ksantin oksidaz
GSH-Px

Glutatyon-S-transferaz

HO-1

SOD: Siiperoksit dismutaz, GSH-Px: Glutatyon peroksidaz; HO-1: Hem oksijenaz, NADPH:

Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat.

Resvaratrol hepatositler, adipositler ve iskelet kasi tarafindan glukoz aliminin
artmasi, hepatik glikojen sentezi ve insiilin direncinin gecikmeli baslangic1 olmak {izere
diyabetik semptomlar1 iyilestirebilecegi belirtilmektedir (46). Glukoz metabolizmasinda
anahtar rolii iistlenen insiilin glukoz kullanimini arttiran yollar: tetiklemektedir. Iskelet
kast hiicrelerinin glukoz aliminda bir diizenleyici protein GLUT4’tiir. Diyabetik
hayvanlarda GLUT4 ekspresyonu azaldigi saptanmistir. Resveratrol, muhtemelen
plazma membranindaki GLUT4 ekspresyonunu uyararak insiilin yoklugunda glukoz
alimimi veya kullanimini hizlandirmaktadir. Resveratrol bunu glukoz alim ile iliskili
PI3K/Akt veya AMPK/Akt'ye bagli sinyal yollarinin fosforilasyonunu gii¢clendirerek
yapmaktadir. Ancak, kesin etki mekanizmalar1 belirsizligini korumaktadir (57).
Resveratrol diyabet ve diyabet komplikasyonlarinin tedavisinde umut verici bir molekiil

olarak giincelligini korumaktadir.

2.3. DIYABETIN FIZYOPATOLOJISI ILE ILISKILI
BiYOMOLEKULLER

2.3.1. Adrenomedullin

ADM, 1993 yilinda Kitamura ve arkadaglar1 tarafindan insan plateletlerindeki
(trombositlerindeki) 3°,5’-siklik adenozin monofosfat (CAMP)’in yiiksek aktivitesini
izleyerek insan feokromasitomasindan (adrenal tiimorden) izole edilerek kesfedilmistir.
Insan ADM'si, 52 amino asitten olusan peptit olup karboksi ucunda bir aminlenmis
tirozin igerir ve ayrica 16 ve 21. konumlarinda bulunan sistein kalintilar1 arasinda bir
molekdl i¢i disiilfit bagina sahiptir. Bu peptit adin1 adrenal medullada ve adrenal

medulladan kaynaklanan feokromositoma dokusunda bol miktarda bulunmasindan alir.
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Yapisal olarak ADM, kalsitonin gen ile iligkili peptit (CGRP) ve amilin 6-amino asit
halkasin1 ve karboksi terminalinde amide edilmis tirozini igcermelerinden dolay1 yapisal
benzerlik gostermektedirler. Kalsitonin benzerligi digerleri kadar yiiksek olmasa da
ADM/kalsitonin/CGRP/amilin ayni siiper peptid ailesinin iiyeleri olarak kabul edilebilir
(58,59).

ADM’nin kesin rolii belirsiz olmakla birlikte yerel bir otokrin ve/veya parakrin
vazoaktif hormon gibi gorev yapar, ayrica cesitli dokularda elektrolit ve sivi
homeostazinin korunmasi kan basmcini disiiriicii etkisi ve vazodilator oOzelliklere
sahiptir (25). ADM’nin yar1 6mriiniin (22 dakika) kisa olmasi nedeniyle daha yiiksek
stabiliteye sahip ADM'nin 6ncii molekiilii olan MR-proADM vekil bir biyobelirteg
olarak olgiiliir. Bu sayede daha giivenilir dlgimler alinir (60). ADM’nin saglikli
kosullarda plazma konsantrasyonu diisiik iken kronik bobrek yetmezligi, hipertansiyon,
miyokard enfarktiis, konjestif kalp yetmezligi ve sepsisde plazma konsantrasyonu
dikkat cekici bir sekilde artar. Bu artis hastaligin siddeti ile paralellik gosterebilir
(25,60). Diyabetik anjiyopatilerde vazokonstriktif faktorlerin ve ADM’nin seviyelerinin
ve iretiminin arttigin1 ve NO gibi diger gevsetici maddelerin azaldiginm1 belirtilmistir.
Diyabetik anjiyopatilerde NO gibi gevsetici maddelerin seviyesinin azalirken
adrenomedullinin ve vazokonstriktif faktorlerin seviyesinin arttifi belirtilmistir.
Diyabetteki degisen ADM konsantrasyonun tesadiifi bir olay mui yoksa diyabetin
patogenezinde yer alan telafi edici bir mekanizma mi oldugu hala belirsizligini
korumaktadir (25).

2.3.2. Sitokinler

Sitokinler bagisiklik ve enflamasyonda gorevli olup otokrin, parakrin ve
endokrin sekilde etki ederek hiicreler arasi stres iletisiminin protein mediatorleridir.
Sitokin ailesi birkag yiiz ayr1 protein parg¢asindan olusmakla birlikte bu ailede 37 IL ve
¢ok sayida kemokin bulunmaktadir. Sitokinler hemen hemen tiim ¢ekirdekli hiicrelerde
bulunmakta olup bagisiklik aracilari ve diizenleyicileri olarak islev goriirler.
Sitokinlerin homeostatik 6zelliklere sahip olup olmadig: tartisilmakta olup, bazi sitokin
seviyelerindeki degisim diyabet patogeneziyle iliskilendirilmektedir. Sitokin
seviyelerindeki bu degisim tedaviye yanit ve prognoz hakkinda bilgi verebilir (61,62).
Diyabet iizerine yapilan ¢aligmalarda TNF-a’nin karacigerde glukoz alimini ve IL-6’nin

ise glikojen sentezini azaltabilecegi ayrica her ikisinin de insiilin reseptor
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sinyalizasyonu bozabilecegini belirtilmektedir. Diyabet IL-4 ve 1L-10 gibi
antienflamatuar mediatorlerin iretiminin azalmast ve TNF-a, IL-1p ve IL-6 gibi pro-
enflamatuar sitokinlerin anormal salgilanmasiyla iliskili oldugu ayrica resveratrol

tedavisi ile bu durumun tersine donebilecegi belirtilmektedir (46,62).

2.3.3. indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz

NO, hemen hemen tiim dokularda bulunan bir¢ok farkli biyokimyasal siiregte
hiicresel bir sinyal molekiilii olarak goérev yapan kisa omiirlii gaz halinde serbest bir
radikaldir. Diisik NO seviyeleri (pikomolar ila nanomolar) hiicre ¢ogalmasimni ve
hayatta kalmasi iizerine etki ederken, yiiksek NO seviyeleri (mikromolar) ise nitrozatif
ve oksidatif stresin artmasi yoluyla patolojik etkilere neden oldugu belirtilmektedir. NO,
nitrik oksit sentaz (NOS) enzim ailesinin katalitik etkisiyle L-arjinin’ninden sentez
edilir. Bu sentezde kofaktor olarak nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH)
kullanilir. NOS enzim ailesinin ii¢ izoformu tanimlanmis olup bunlar endotelyal NOS
(eNOS), néronal NOS (nNOS) ve indiiklenebilir NOS (iNOS)’tur (26,63). iINOS'tan
tiretilen NO’nun yara onarimi, kan basinct regiilasyonu, ve konak savunma
mekanizmalar1 gibi ¢ok sayida fizyolojik olayda 6nemli rol oynar (64). Hem nNOS hem
de eNOS, fizyolojik kosullar altinda diisiik NO seviyeleri eksprese ederken dogustan
gelen bagisiklik sisteminde gorevli olan iNOS sadece patofizyolojik kosullar altinda
giiclii bir sekilde yukari regiile edilir. Gegici NO iiretimi, stres kosullariyla basa ¢ikmak
icin metabolizmay1r modiile edebilir. 1INOS M1 makrofaj aktivasyonunu diizenler
bununla birlikte baslica etkiledigi sitokinler TNF-o, IL-1B, ve IFN-y olup ayrica
bagisiklik hiicreleri lizerine 6nemli etkileri vardir (26,63-65). iNOS aktivasyonu, IR ’nin
potansiyel bir nedeni olarak gdsterilmektedir. Ayrica IR indiikleyiciler de (obezite, yag
asitleri, yaslanma, endotoksinler, proenflamatuar sitokinler vb.) iNOS’un yukari
regiilesini arttirir (26,63,65). iNOS’un yukar1 regiile olamast ile agir1 NO iiretimi olur ve
bu iiretilen NO glukoz ve lipit metabolizmasi 6nemli bir rol oynayabilecegi ve ayrica
obezite, diyabet, enflamasyon, enfeksiyon, neoplastik hastaliklar, karaciger hastaliklari
ve kardiyovaskiiler sistem hastaliklar1 dahil olmak tizere cesitli hastaliklarin patogenezi
ve ilerlemesinde rolii oldugu belirtilmektedir (26,63-65).

Diyabette beta hiicre yikiminda sitokinlerin roliiniin olabilecegi belirtilmesine
ragmen bu mekanizmalar net degildir. Sitokinlerin tip 1 diyabette etkin bir rol

oynayarak pankreas beta hiicrelerinin yikiminda gorev aldigi belirtilmektedir. Pankreas
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adaciklarinda iNOS araciligiyla NO firetimini IL-1f tek basina veya IFN-y ile birlikte
yapabilir (56). Resveratrol INOS, NF-«B, TNF-a, IL-1B, IL-6, TGF-B1 ve
siklooksijenaz-2 (COX-2) gibi ¢esitli enflamatuar biyobelirteglerin agagi regiilasyonuna
aracilik ederken IL-10 anti-enflamatuarida yukar1 yonlii regiile edebilmektedir (46,49).

2.3.4. Total Antioksidan ve Total Oksidan Kapasite

Oksidatif stres, oksidan ve antioksidan igerigi arasindaki bir dengesizligi ifade
eder. Oksidatif stres genellikle nispeten yiliksek ROS konsantrasyonuna ve/veya ROS'a
kars1 antioksidan savunma sisteminde bir azalmaya maruz kaldiktan sonra ortaya cikar.
Boylece hiicrelerin oksidan igerigi normal antioksidan nétiirlestirme kapasitesini agarak
hiicre organelleri, membran lipitleri, niikleer ve mitokondriyal DNA ve proteinler gibi
makromolekiillerin oksidasyonuna neden olur. Daha sonra hiicre 6liimiine neden olur.
Oksidatif stres doku hasarinda temel bir rol oynadig1 ayrica hipertansiyon, diyabet,
iskemik durumlar, kardiyovaskiiler hastaliklar, ateroskleroz, artrit, kanser, erken
yaslanma ve Alzheimer ve Parkinson gibi norodejeneratif hastaliklarin patogenezinde
onemli bir rol oynar (66-68).

Artmis oksidatif stresinin diyabetin olusumundaki hiicresel degisikliklere neden
olabilecegi belirtilmektedir. Diyabette ¢oklu metabolik yollarin aktivasyonu, ROS’un
olusumunun artmasina neden olur. ROS’un oksidatif etkileri genellikle hem endojen
hem de eksojen antioksidanlar tarafindan kontrol edilir. Diyabette glukoz seviyesinin
uzun siire yiikksek kalmasi (hiperglisemik ortam) bir yandan serbest radikalleri
beslerken, diger yandan da endojen antioksidan savunma sistemini bir¢ok ydnden
bozarak dengeyi oksidatif strese dogru kaydirir (69,70). Kumar ve arkadaslar1 STZ ile
indiikklenmis diyabetli erkek siganlari 2 hafta siiresince 10 ve 20 mg/kg IP olarak
resveratrol ile tedavi etmislerdir. Calisma sonucunda resveratroliin oksidatif stresi ve
DNA parcalanmasini azaltarak diyabetik noropatide koruyucu etki gosterdigini
belirtmislerdir (71). Oksidatif stresin belirlenmesi igin toplam antioksidan kapasite

(TAS) ve toplam oksidan kapasite (TOS), siklikla kullanilan parametrelerdir.

2.3.5. Malondialdehit

Malondialdehit (MDA), hem lipit oksidasyonu hem de prostaglandin ve
tromboksan sentezinin bir yan iriinii olarak iretilen oldukca toksik bir iriindiir.

Diyabette konsantrasyonunun oOnemli Olciide artabilecegi belirtilmektedir. MDA,
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proteinler ve fosfolipitlerle geri dondiiriilemez sekilde reaksiyona girerek yapilarini
bozar (72).

Hiicresel membranlar, organel membranlar1 ve lipoproteinler gibi yiiksek coklu
doymamis yag asitleri 6zellikle "lipit peroksidasyonu" adi verilen ROS hasarina karsi
hassastir (67,73). Lipit peroksidasyonu, serbest radikal (hidroksil radikalleri, oksil
radikalleri ve peroksil radikalleri gibi) tiirlerinin lipitlerden elektron kopararak reaktif
ara maddeler iirettigi ve bu reaktif ara maddelerinde farkli reaksiyonlara girerek hiicre
yikimina neden olabilecegi bir siirectir (73,74). Lipit peroksidasyonu, hiicre zarndaki
doymamis yag asitlerine zarar vererek zar gegirgenliginde bir artisa yol agabilir ve
bunun sonucunda apoptozu indiikliyerek hiicre 6liimiine neden olur (68,73).

Hiicre zarindaki okside olmus doymamis yag asitler bir¢ok enflamatuar
hastalikta 6nemli bir rol oynayabilir ve genellikle proenflamatuar degisime aracilik
edebilir (73). lipit peroksidasyonunu degerlendirmek i¢in yaygin olarak kullanilan
biyobelirtec MDA’dir (68). MDA’nin 6zellikle proteinlere ve DNA'ya kars1 yiiksek
reaktivite gosterirmesinden dolayr toksik o6zellik gosterir (72). Anormal derecede
yiiksek serbest radikal seviyeleri ve antioksidan savunma mekanizmalarinin azalmasiyla
oksidatif stres artarak karbonhidrat, lipit, protein ve niikleik asitlerin hasar gérmesine ve
lipit peroksidasyonunun artmasina neden olur. Bu durumun IR’nin ve DM’nin
komplikasyonlarinin gelisimini iliskili oldugu belirtilmektedir (69,75).

Moridi ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada STZ ile indiiklenmis diyabetli
erkek siganlar1 her grupta 8 sigan olacak sekilde dort gruba ayirdilar. Bu gruplar 30 giin
boyunca sirasiyla oral olarak 1, 5 ve 10 mg/kg olarak resveratrol ile ve resveratrol
olmadan tedavi edildi. Resveratrol ile tedavi edilen diyabetli si¢anlarda, IR, bobrek
dokusunda MDA ve plazma glukoz seviyeleri 6nemli 6lgiide azaldigi ayrica insiilin ve
antioksidan seviyelerinin 6nemli 6l¢iide arttigini tespit etmislerdir (76). Gallou ve
arkadaslar1 57 tip 1 diyabetli hasta, 60 tip 2 diyabetli hasta ve 53 kontrolde plazma
MDA diizeylerini karsilastirdilar. Hem tipl ve hem de tip2 diyabetik hastalarda kontrol
grubuna gore anlamli olarak daha yiiksek oldugunu bulmuslardir (77). Noberasco ve
arkadaglar1 67 diyabet (20 tip 1 ve 47 tip 2 diyabet) hastasinda 40 saglikli kontrole
kiyasla trigliseridler, aglik kan sekeri, HDA1c ve plazma MDA diizeylerini daha yiiksek
bulmuglardir (78). Bunlarin aksine Reis ve arkadaslari tip 1 diyabetli ancak kronik
komplikasyonlar1 olmayan 42 hasta ve 24 saglikli birey arasindaki plazmadaki MDA

seviyeleri benzer bulmuslardir (79).
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2.3.6. Melatonin

Viicudumuzun bilinen en potent antioksidani olan melatonin ise pineal bez
tarafindan salgilanan bir ndérohormondur. Melatonin immiin hiicre {retimi ve
fonksiyonunun modiilatoriidiir. Melatoninin en etkin fonksiyonlarindan biri de oldukca
giiclii bir serbest radikal temizleyici olmasidir ve bu etkinin yani sira siiperoksit
dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi enzimleri aktive ederek dolayl
antioksidan aktivitede gosterir (14,15,24,68). Melatonin viicudun bir¢ok biyolojik ve
fizyolojik siireclerinde yer alir, bunlardan baslicalar1 sirkadiyen ritim, uyku, immiin
sistem diizenlenmesi, lipit peroksidasyonunu engellemesi, pro-oksidatif enzim eNOS'u
inhibe etmesi, apoptozu uyararak kanseri engelleyebilmesi ayrica mitokondrinin
elektron tasima zincirinin etkinligini artirarak fazla ROS olusumunu azaltmasi,
fizyolojik antioksidanlarin aktivitesini uyarmasi ve bu antioksidanlari oksidatif hasardan
korumasi olarak siralanabilir (15-17,68). Melatoninin, STZ ile indiikklenen diyabetik
sicanlarin bobrek dokusunda lipit peroksidasyonunu azalttigi ve mezenjiyal matrisin
genislemesini ve glomeriiler bazal membran kalinlasmasimi inhibe ederek diyabetik
nefropatiyi {izerine de olumlu etki gosterdigi bildirildi.

Melatonin viicudumuz da dogal olarak tiiretilen ve karanlikta (veya gece)
seviyesi artan bir hormondur. Geceleri insiilin seviyesinin diisiikken melatonin
seviyesinin yiiksek olmasi sanki aralarinda ters bir iliski olmasi gerektigini diistindiirtir.
Bu durum gece boyunca yemek yenmediginden insiiline ¢ok az ihtiya¢ duyulmasindan
da kaynakli olabilir. Tip 2 diyabetli hastalarinda insiilin diizeylerinde yiikselme ve
melatonin diizeyinde bir azalma tespit edilmistir. Pankreas beta hiicreleri incelendiginde
melatonin reseptorleri MTNRIA ve MTNRI1B bulundugu ve tip 2 diyabet hastalarinda
MTNRIB geninin mRNA'sinin adaciklarda asir1 eksprese edildigi belirtilmistir. Bu
hastalarin melatonin etkilerine kars1 daha hassas olabilecekleri belirtilmistir. Ayrica da
Lyssenko ve ark. pankreas beta hiicrelerinin hiicre kiiltiirii modelinde, melatoninin
insiilin salinimimi baskiladigini belirtmiglerdir (16). Melatoninin insiilin salgilanmasi,
kan glukozu ve karbonhidrat metabolizmas: iizerindeki etkisine dair tutarsiz veriler
bulunmaktadir. Bir¢ok rapor melatoninin glukoz kaynakli insiilin salgilanmasim
azalttigin (19-21,80,81) ve kan sekeri diizeylerini artirdigini ileri siirmektedir (81-83).
Bunlarin aksine baz1 ¢aligmalarda melatonin veya diger bazi pineal bilesiklerin,

hipoglisemi ve artmis glukoz toleransinin eslik ettigi insiilin benzeri bir etki sergiledigi
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belirtilmistir (21-23,84). Bunlara ilave olarak melatonin uygulamasinin, IFN-y, IL-2 ve

TNF-a' nin salgilanmasini uyardigi belirtilmektedir (14,15,24).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. DENEYSEL YONTEM

Analitik prospektif arastirma tiirlinde deneysel bir ¢alisma olarak planlanan
caligmada 250-350 gram agirliginda ve 16-20 haftalik 21 Sprague-Dawley albino
cinsi erkek sigan kullanildi. Sicanlar deney hayvanlar1 laboratuvarinda ortam 1sisinin
20-22 °C ve nemin %55-60 oldugu havalandirmasi olan bir ortamda, 12 saatlik
aydinlik/karanlik dongiileri olan bir odada tutuldular. Sicanlar 6zel kafesler icinde
standart pellet yem ve ¢cesme suyu ile beslendiler. Ayrica her giin altlar1 temizlendi.
Calismamiz icin Saglik Bilimleri Universitesi Hamidiye Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulundan onay alindi (Etik kurul no: 2021-08/11). Siganlarin se¢imi rastgele
olacak sekilde her grupta 7 sican olup, 3 ayri gruba (grup-I, grup-Il ve grup-11I)
ayrildi. Siganlar 12 saat a¢ birakildi (pellet yemler alindi) ve sonra agirliklari
tartilarak grup Il ve IlI‘e diyabet gelismesi i¢in taze hazirlanmisg 0,5mL (0,1 M, pH
4,5) sodyum-sitrat tamponunda ¢ozdiiriilmiis 60 mg/kg dozunda (hayvanin viicut
agirh@ina gore kg basina 60 mg) STZ ¢ozeltisi IP olarak tek doz uyguland: (85-87).
STZ uygulamasindan sonra deneklere pellet yem ve su verilmeye baslandi.
Coziiciilere bagli metabolik etkileri bertaraf edebilmek i¢in diyabetik olmayan
kontrol grubuna (grup-l) diyabetik gruplara (grup-11 ve I11I) verilen miktar ile
esdeger miktarda sodyum-sitrat tamponu uygulandi. STZ uygulamasindan 48 saat
sonra tiim sicanlarin arka ayak dorsal veninden glukoz Ol¢iimii i¢in kan alindi.
Glukometre ile kan glukoz diizeyleri 6l¢lildii. Kan glukoz degeri 200 mg/dL'nin
tizerinde olan siganlarda diyabet gelismis oldugu kabul edildi (86) Zhu Wang ve
arkadaslarinin sicanlarin normal kan diizeylerini saptamak amaciyla yaptiklari
calismada, ag¢lik 135 mg/dL (7,5 mmol/L) ve tokluk 187 mg/dL (10,4 mmol/L)
olarak bildirmislerdir (88). Bu ¢alisma verileri baz alinarak kan glukoz diizeyi
135’in altinda olan sicanlar kontrol grubuna dahil edilmistir. Kan glukoz diizeyi i¢in
plazma ornekleri kullanildiginda plazma/tam kan dontsimi i¢in 1,11 faktori
kullanild1 (89).

STZ (>75% a-anomer basis, >98% HPLC) Sigma-Aldrich (Saint Louis, USA)

firmasindan temin edildi.
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3.2. CALISMA GRUPLARININ OLUSTURULMASI

Grup-1 (Kontrol Grubu, n=7): Bu gruptaki hayvanlara bir kez 0,5 mL sodyum
sitrat tamponu yani sira 21 giin boyunca 0,6 mL etanol ¢ozeltisi (etanol-salin) IP
olarak uygulandi. Buradaki amag sirastyla STZ ve resveratroliin i¢inde ¢oziindiigii
sodyum sitrat ve etanol ¢ozeltilerine bagli olas1 etkileri bertaraf etmekti.

Grup-Il (Diyabet Grubu, Sham Grubu, n=7): Bu gruptaki hayvanlara
deneysel diyabet olusturulduktan sonra tedavi grubuna ¢dziicli olarak verilen miktara
esdeger etanol ¢ozeltisi IP yolla uygulandi.

Grup-I1l (Resveratrol Tedavi Grubu, n=7): Diyabet olustuktan sonra 21 giin
siiresince 5 mg/kg/giin resveratrol (Sigma, R5010, >99% HPLC, Sigma-Aldrich,
Saint Louis, USA) 0,6 mL etanol ¢ozeltisi ile IP yolla uygulandi. Bu grup tedavi
grubu olarak kabul edildi.

Tim uygulamalar 21 giin boyunca her giin 18.00-19.00 saatleri arasinda

yapildi. Deney siiresince siganlarin hidrasyonu sik sik kontrol edildi.

Sekil 3.1: Deney siirecince deney hayvanlarinin saglik durumu kontrolii
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Sekil 3.3: Deney hayvanlarina yapilacak islem Oncesi hazirlik. Penset, cerrahi
makaslar, kan alma tiipleri, enjektdr, eldivenler, batikon ve steril spang¢ islem igin
hazirda tutulmasi gerekli malzemelerdendir

23



Sekil 3.5: Siganlarin karin bosluguna girme islemi. Karin bosluguna cerrahi makas
kullanilarak orta hat kesisiyle girildi
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Sekil 3.6: Otenazi oncesi intrakardiyak kan alimi uygulamasi

3.3. DENEY HAYVANLARINDA KAN ALIMI VE SERUM ELDESI

Anestezi Oncesi cerrahi islem icin gerekli olan malzemeler hazirlandr (Sekil
3.3). Biitiin siganlara 22. giin ketamin/ksilazin (80/10 mg/kg) anestezisi uygulandi
(Sekil 3.4). Yeterli anestezi saglanamadiginda, baslangi¢c dozunun 1/3’li idame dozu
olarak tekrarlandi. Anestezi altinda orta hat kesisiyle karin bosluguna girildi (Sekil
3.5) ve ortalama 8 mL intrakardiyak kan alimimi (Sekil 3.6) takiben servikal
dislokasyon islemi ile 6tenazi uygulandi. Alinan kan serum tiiplerine (BD SST™ II
Advance Serum Seperator Tiip) aktarildi. Kanlar serum tiiplerine alindiktan sonra
yavas¢a 5-6 kez alt st edilerek, pihtilagma i¢in 30 dakika beklendi. Pihtilagma
gerceklestikten sonra serum tiipleri oda sicakliginda (25 °C) 10 dakika 1300-2000 x

g’de santrifiij yapildi. Santrifiij islemi yapildiktan sonra elde edilen serumlar 0,5
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mL’lik mikrosantrifiij tiiplerine alikotlandi. Daha sonra -80 °C’deki derin

dondurucuya konularak 6l¢iim giiniine kadar saklandi.

Elde edilen serumlardan glukoz, iNOS, melatonin, MDA, MR-proADM, IL-
10, IL-6, TNF-a, TAS ve TOS diizeyleri ol¢iildii. iNOS, melatonin, MDA, MR-
proADM, IL-10, IL-6, TNF-a, TAS ve TOS diizeyleri Enzyme-Linked Immuno
Sorbent Assay (ELISA) yontemi kullanilarak 6lgiildii. Sigan glukoz diizeyleri glukoz
oksidaz (GOD) - peroksidaz (POD) yontemi kullanilarak 6l¢iildi.

3.4. KULLANILAN CIiHAZ VE KIMYASALLAR

3.4.1. Kimyasallar
e STZ (Sigma, S0130, CAS No: 18883-66-4)
e Resveratrol (3,4',5-Trihidroksi-trans-stilben, Sigma, R5010, CAS No: 501-36-0)
e Sitrik asit monohidrat (Sigma-Aldrich, C1909, CAS No: 5949-29-1)
e Tri-sodyum sitrat dihidrat (Isolab, 969.046, CAS No: 6132-04-3)
e Etanol (Emsure, 100983, CAS No: 64-17-5)
e Ketamin (Vem ilag, Ketax)

e Ksilazin (baVET, Basilazin)

3.4.2. Cihazlar
e Mikro ELISA yikayici ve okuyucu (BioTek Instrument, Inc, USA)

e +4 °C buzdolabi (KW Apparecchi Scientifici, Italya) ve -80 °C derin dondurucu
(pHcbi, Japonya)

e Hassas terazi (Shimadzu, Filipinler), analitik terazi (Shimadzu, Filipinler), vortex
(Daihan, Kore), manyetik karistirict (Daihan, Kore), pH metre (Mettler Toledo,
Isvigre) ve glukometre (IME-DC, Almanya).
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3.5. PARAMETRELERIN INCELENMESI

3.5.1 interlokin-6 Test Prosediirii

Sigan serum IL-6 diizeyleri, cift antikorlu sandwich-ELISA yontemi ile ¢alisan
Kitler (Elabscience Biotechnology Co. Ltd, Wuhan, China, katolog numarasi: E-EL-
R0015) kullanilarak analiz edildi.

Mikro ELISA plate kuyucuklari daha onceden, sigan IL-6 antikoru ile
kaplanmistir. Kuyucuklara IL-6 bulunan numune eklenir. Kuyucuklarina konan
numunelerdeki IL-6 bu spesifik antikor ile birlestirilmek {izere inkubasyona birakilir.
IL-6 antikoru ve IL-6 birleserek komplek olusturur. Daha sonra ortama avidin-HRP
konjugatina 6zgili biyotinlenmis bir saptama antikoru konur. Avidin-Horseradish
Peroxidase (Avidin-HRP) konjugatina &zgii biyotinlenmis bir saptama antikoru
kompleksteki IL-6 ile birlestirilir. Belirli bir inkibasyon siiresinden sonra serbest
bilesenler yikanir. Ortama substrat soliisyonu eklenir. Yalnizca sigan IL-6,
biyotinlenmis saptama antikoru ve Avidin-HRP konjugati igeren kuyucuklarda mavi
renk olusur. Enzim-substrat reaksiyonu stop ¢6zeltisinin eklenmesiyle sona erdirilir ve
renk sariya doner. Sigan IL-6 diizeyiyle orantili olarak olusan optik yogunluk (OD), 450
nm + 2 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak Olgiiliir. IL-6 testi performans

kriterleri tablo Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1: IL-6 testi ELISA Kiti performans verileri

. Ol¢iim o Intraassay Interassay
Analit Sensitivite
arahigi % CV %CV
IL-6, pg/mL 12,5-800 7,5 <% 10 <% 10

CV: Varyasyon Katsaysi, IL: interlokin ELISA: Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay

3.5.2. Tumor Nekroz Faktorii Alfa Test Prosediirii

Sican serum TNF-o diizeyleri, c¢ift antikorlu sandwich-ELISA yontemi ile
calisan kitler (Elabscience Biotechnology Co. Ltd, Wuhan, China, katolog numarasi: E-
EL-R0019)) kullanilarak analiz edildi.

Mikro ELISA plate kuyucuklari daha oOnceden, sigan TNF-o antikoru ile
kaplanmustir. Kuyucuklara numune eklenir. Kuyucuklarina konan numunelerdeki TNF-

a bu spesifik antikor ile birlestirilmek tlizere inkubasyona birakilir. TNF-a antikoru ve
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TNF-a birleserek komplek olusturur. Daha sonra ortama avidin-HRP konjugatina 6zgii
biyotinlenmis bir saptama antikoru konur. Avidin-HRP konjugatina 6zgii biyotinlenmis
bir saptama antikoru kompleksteki TNF-a’ya baglanir. Belirli bir inkibasyon siiresinden
sonra serbest bilesenler yikanir. Ortama substrat soliisyonu eklenir. Yalnizca sigan
TNF-a, biyotinlenmis saptama antikoru ve Avidin-HRP konjugati igeren kuyucuklarda
mavi renk olusur. Enzim-substrat reaksiyonu stop ¢ozeltisinin eklenmesiyle sona
erdirilir ve renk sariya doner. Sican TNF-a diizeyiyle orantili olarak olusan optik
yogunluk (OD), 450 nm + 2 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak ol¢iiliir. TNF-a

testi performans kriterleri tablo Tablo 3.2’de verilmistir.

Tablo 3.2: TNF-a. testi ELISA kiti performans verileri

" v o Intraassay Interassay
Analit Olc¢iim arahg: Sensitivite
% CV %CV
TNF-0, pg/mL 78,13-5000 46,88 <% 10 <% 10
CV: Varyasyon Katsayisi, TNF-a: Tiimor Nekrozis Faktor Alfa
Tablo 3.3: IL-6 ve TNF-a test prosediir asamalar1
0768 Aniyte
..\ 1. Kuyucuklara 100uL standart veya numune eklendi. Plakanin istii film ile

ortilerek, 37 °C'de 90 dakika inkiibe edildi.

s

Y

Biotin

a
&% Y

2. Biitiin kuyulardan sivi aspire edildi, hemen ardindan her kuyuya 100uL
Biyotinlenmis Saptama Antikoru Ab soliisyonu eklendi. Plakanin iistii film ile

kaplandi, 37 °C'de 60 dakika inkiibe edildi.

Biotin 3. Soliisyonu her kuyudan aspire edildi. Her kuyucuga 350 uL yikama soliisyonu

Y YY

eklenerek yaklagik 1,5 dakika beklendi. Sonrasinda soliisyon her kuyudan aspire
edildi. Bu yikama adimini 3 kez tekrarlandi.

HRP
Streptavidin .
' 4. 100pL HRP konjugat soliisyonu eklendi ve 37 °C'de 30 dakika inkiibe edildi. 3.

\Va ﬁf\f adimda gerceklestirildigi gibi yikama islemini bes kez tekrarlandi.

" ( 5. 90uL substrat soliisyonu eklendi. Plakanin iistii film ile kapatilarak, 1siktan
W\K j\ //ﬁ ,r korunacak sekilde 37 °C'de 15 dakika inkiibe edildi.
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Tablo 3.3: (devam)

Stop solution &

6. 50uL durdurma ¢ozeltisi eklendi.

Y oYY

7. Durdurma soliisyonunu ekledikten sonra plaka hemen 450 nm'ye dalga boyuna
ayarlanmis mikroplaka okuyucu kullanarak her kuyucugun optik yogunlugunu

(OD degeri) belirlendi.

Y Yy

Elabscience Biotechnology data sheet bilgilerinden hazirlanmistir.

3.5.3. indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz Test Prosediirii

Sican serum INOS diizeyleri, ¢ift antikorlu sandwich-ELISA yo6ntemi ile ¢alisan
kitler (Bioassay Technology Laboratory, Shanghai, China, katolog numarasi: EO740Ra)
kullanilarak analiz edildi.

ELISA plate kuyucuklar1 daha 6nceden, sigan iINOS antikoru ile kaplanmustir.
Numunede bulunan iNOS, bu kuyucuklarda bulunan antikorlarla birlesmeye birakilir.
Yikama isleminden sonra iNOS antikoru ve iINOS kompleksi iizerine biyotinlenmis
INOS antikoru eklenir. Bu biyotinlenmis iNOS antikoru kompleks haldeki iNOS'a
baglanir. Daha sonra Streptavidin-HRP eklenir. Bu da biyotinlenmis iNOS antikoruna
baglanir. inkiibasyondan sonra baglanmamis Streptavidin-HRP bir yikama basamag ile
uzaklastirilir. Daha sonra substrat ¢ozeltisi eklenir. Serum sigan INOS miktar ile
orantili olarak renk degisimi olusur. Reaksiyon, asidik stop ¢ozeltisi ilave edilerek sona
erdirilir. Serum sigan iNOS diizeyi 450 nm'deki absorban ile pozitif korelasyon gosterir.

INOS testi performans kriterleri Tablo 3.4’de verilmistir.

Tablo 3.4: iNOS testi ELISA kiti performans verileri

) . o Intraassay | Interassay
Analit Olgiim arahig Sensitivite
% CV %CV
iNOS, ng/mL 0,5-200 0,28 <%38 <% 10

CV: Varyasyon Katsayis1, iNOS: Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz
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3.5.4. Melatonin Test Prosediirii

Sican serum melatonin diizeyleri, ¢ift antikorlu sandwich-ELISA yontemi ile
calisan kitler (Bioassay Technology Laboratory, Shanghai, China, katolog numarasi:
E0601Ra) kullanilarak analiz edildi.

ELISA plate kuyucuklar1 daha Onceden, sigan melatonin antikoru ile
kaplanmistir. Numunelerde bulunan melatonin, bu kuyucuklarda bulunan antikorlarla
birlesmeye birakilir. Yikama isleminden sonra melatonin antikoru ve melatonin
kompleksi {izerine biyotinlenmis melatonin antikoru eklenir. Bu biyotinlenmis
melatonin antikoru kompleks haldeki melatonine baglanir. Daha sonra Streptavidin-
HRP eklenir. Bu da biyotinlenmis melatonin antikoruna baglanir. Inkiibasyondan sonra
baglanmamis Streptavidin-HRP bir yikama basamagi ile uzaklastirilir. Daha sonra
substrat ¢ozeltisi eklenir. Serum sigan melatonin miktar1 ile orantili olarak renk
degisimi olusur. Reaksiyon, asidik stop c¢ozeltisi ilave edilerek sona erdirilir. Serum
sican melatonin diizeyi 450 nm'deki absorban ile pozitif korelasyon gosterir. melatonin

testi performans kriterleri tablo Tablo 3.5’de verilmistir.

Tablo 3.5: Melatonin testi ELISA kiti performans verileri

. . L Intraassay | Interassay
Analit Ol¢iim arahg: Sensitivite
% CV %CV
Melatonin, ng/L 5-1000 2,5 <%8 <% 10

CV: Varyasyon Katsayisi, melatonin

3.5.5. Malondialdehit Test Prosediirii

Sigan serum MDA diizeyleri, ¢ift antikorlu sandwich-ELISA yo6ntemi ile galisan
Kitler (Bioassay Technology Laboratory, Shanghai, China, katolog numarasi: EO156Ra)
kullanilarak analiz edildi.

ELISA plate kuyucuklar1 daha onceden, sigan MDA antikoru ile kaplanmuistir.
Numunelerde bulunan MDA, bu kuyucuklarda bulunan antikorlarla birlesmeye birakilir.
Yikama igleminden sonra MDA antikoru ve MDA kompleksi iizerine biyotinlenmis
MDA antikoru eklenir. Bu biyotinlenmis MDA antikoru kompleks haldeki MDA’ya
baglanir. Daha sonra Streptavidin-HRP eklenir. Bu da biyotinlenmis MDA antikoruna

baglanir. Inkiibasyondan sonra baglanmamis Streptavidin-HRP bir yikama basamag: ile
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uzaklagtirilir. Daha sonra substrat ¢ozeltisi eklenir. Serum sican MDA miktart ile
orantilt olarak renk degisimi olusur. Reaksiyon, asidik stop ¢ozeltisi ilave edilerek sona
erdirilir. Serum sigan MDA diizeyi 450 nm'deki absorban ile pozitif korelasyon gosterir.
MDA testi performans kriterleri Tablo 3.6’da verilmistir.

Tablo 3.6: MDA testi ELISA kiti performans verileri

) . o Intraassay | Interassay
Analit Ol¢iim arahg Sensitivite
% CV %CV
MDA, nmol/mL 0,05-10 0,01 <%8 <% 10

CV: Varyasyon Katsayisi, MDA: malondialdehit

3.5.6. Interlokin-10 Test Prosediirii

Sican serum IL-10 diizeyleri, ¢ift antikorlu sandwich-ELISA yo6ntemi ile ¢alisan
kitler (Bioassay Technology Laboratory, Shanghai, China, katolog numarasi: EO108Ra)
kullanilarak analiz edildi.

ELISA plate kuyucuklar1 daha onceden, sigan IL-10 antikoru ile kaplanmustir.
Numunelerde bulunan IL-10, bu kuyucuklarda bulunan antikorlarla birlesmeye birakilir.
Yikama isleminden sonra IL-10 antikoru ve IL-10 kompleksi {izerine biyotinlenmis IL-
10 antikoru eklenir. Bu biyotinlenmis IL-10 antikoru kompleks haldeki IL-10’a
baglanir. Daha sonra Streptavidin-HRP eklenir. Bu da biyotinlenmis IL-10 antikoruna
baglanir. inkiibasyondan sonra baglanmamis Streptavidin-HRP bir yikama basamag ile
uzaklastirilir. Daha sonra substrat ¢ozeltisi eklenir. Serum sican IL-10 miktar1 ile
orantili olarak renk degisimi olusur. Reaksiyon, asidik stop ¢ozeltisi ilave edilerek sona
erdirilir. Serum sican IL-10 diizeyi 450 nm'deki absorbans ile pozitif korelasyon

gosterir. IL-10 testi performans kriterleri Tablo 3.7 de verilmistir.

Tablo 3.7: IL-10 testi ELISA kiti performans verileri

) . o Intraassay | Interassay
Analit Ol¢iim arahig Sensitivite
% CV %CV
IL-10, pg/mL 3-900 1,51 <%38 <% 10

CV: Varyasyon Katsays1, IL: interlokin
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3.5.7. Mid-Regional Proadrenomedullin Test Prosediirii

Sican serum MR-proADM diizeyleri, ¢ift antikorlu sandwich-ELISA yontemi ile
calisan kitler (Bioassay Technology Laboratory, Shanghai, China, katolog numarasi:
E2428Ra) kullanilarak analiz edildi.

ELISA plate kuyucuklari daha oOnceden, sigan MR-proADM antikoru ile
kaplanmistir. Numunelerde bulunan MR-proADM, bu kuyucuklarda bulunan
antikorlarla birlesmeye birakilir. Yikama isleminden sonra MR-proADM antikoru ve
MR-proADM kompleksi iizerine biyotinlenmis MR-proADM antikoru eklenir. Bu
biyotinlenmis MR-proADM antikoru kompleks haldeki MR-proADM'ye baglanir. Daha
sonra Streptavidin-HRP eklenir. Bu da biyotinlenmis MR-proADM antikoruna baglanir.
Inkiibasyondan sonra baglanmamis Streptavidin-HRP bir yikama basamag ile
uzaklastirilir. Daha sonra substrat ¢ozeltisi eklenir. Serum sigan MR-proADM miktari
ile orantil1 olarak renk degisimi olusur. Reaksiyon, asidik stop ¢ozeltisi ilave edilerek
sona erdirilir. Serum sican MR-proADM diizeyi 450 nm'deki absorbans ile pozitif

korelasyon gosterir. MR-proADM testi performans kriterleri Tablo 3.8’de verilmistir.

Tablo 3.8: MR-proADM testi ELISA kiti performans verileri

] . o Intraassay | Interassay
Analit Ol¢iim arahg: Sensitivite
% CV %CV
MR-proADM, ng/L 1-380 0,58 <%8 <% 10

CV: Varyasyon Katsayisi, MR-proADM

3.5.8. Total Antioksidan ve Total Oksidan Kapasite

Sican serum TAS ve TOS diizeyleri, ¢ift antikorlu sandwich-ELISA yontemi ile
calisan kitler (Rat Serum TAS Bioassay Technology Laboratory, Shanghai, China,
katolog numarasi: E1710Ra ve Rat Serum TOS Bioassay Technology Laboratory,
Shanghai, China, katolog numarasi: E1512Ra) kullanilarak analiz edildi.

TAS/TOS monoklonal antikorlar1 ile onceden kaplanmis olan kuyucuklara
numune eklenir. Belli bir siire inkiibe edildikten sonra monoklonal antikorlar
numunedeki TAS/TOS ile birlesir. Inkubasyon ve yikama isleminden sonra,
biyotinlenmis sican TAS/TOS antikoru eklenir. Bu sigan TAS veya TOS antikoru
immiin kompleksteki TAS/TOS’a baglanir. Daha sonra Streptavidin-HRP eklenir ve bu

da biyotinlenmis TAS/TOS antikoruna baglanir. Inkiibasyon ve yikama islemi sonrasi
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substrat ¢ozeltisi eklenir. Sigan TAS/TOS diizeyleri ile orantili olarak renk gelisir.

Reaksiyon, asidik stop ¢ozeltisi ilave edilerek sona erdirilir. Absorbans, 450 nm'de

Olcilir.

Cozeltinin renk tonu 450 nm’de insan TAS/TOS diizeyleri ile pozitif

korelasyon gosterir. TAS ve TOS performans kriterleri Tablo 3.9°da verilmistir.

Tablo 3.9: TAS ve TOS testleri ELISA kiti performans kriterleri

_ Ol¢iim o Intraassay Interassay
Analit Sensitivite
arahg % CV %CV
TAS, U/mL 0,02- 60 0,013 <%8 <% 10
TOS, U/mL 0,02 - 60 0,013 <%8 <% 10

CV: Varyasyon Katsayisi, TAS: Total Antioksidan Kapasite, TOS: Total Oksidan Kapasite

Tablo 3.10: iNOS, melatonin, MDA, IL-10, MR-proADM, TAS ve TOS testlerinin
prosediir asamalar1

v
v @
.A.A Analyte

o'\
Y Y

1. Standart kuyuycuklara 50pul standart ve numune kuyucuklarina 40 pl numune

eklendi

Biotin
/ 2. Numune kuyucuklarma 10 pl biyotinlenmis
w\f\, \/ anti-MDA/IL-10/MR-proADM/TAS/TOS antikoru eklendi.
A
3. Numune kuyucuklarina ve standart kuyucuklara 50 pl streptavidin-HRP
HRP

Streptavidin

Y YY

eklenerek iyice karistirlldi. Plakanin istii film ile ortiilerek, 37 °C'de 60 dakika

inkiibe edildi ve sonrasinda tiim kuyucuklar aspire edildi. Her kuyucuga 350 pL

yikama soliisyonu eklenerek yaklasik 45 saniye beklendi. Sonrasinda soliisyon her

kuyudan aspire edildi. Bu yikama adimin1 5 kez tekrarlandi.

(

Y YY

4. Her kuyucuga 50 pl substrat soliisyonu A eklendi ve ardindan her kuyucuga 50

pl substrate soliisyonu B eklendi. Plakanin {istii film ile ortiilerek, 37 °C'de

karanlikta 10 dakika inkiibe edildi.

Stop solution &

Y YY

5. Her kuyuya 50ul durdurma soliisyonu eklenerek, mavi renk hemen sartya

dontistii.
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Tablo 3.10: (devam)

6. Durdurma soliisyonunu ekledikten sonra plaka 10 dakika i¢inde 450 nm'ye dalga

N /o Y\V/ boyuna ayarlanmis bir mikroplaka okuyucu kullanarak her kuyucugun optik
| |

yogunlugunu (OD degeri) belirlendi.

Elabscience Biotechnology data sheet bilgilerinden hazirlanmistir.

3.5.9. Glucose Oksidaz (GOD) - Peroksidase (POD) Yontemi

Yontem, kinetik bir yontem olup test bir dakikalik siireyi kapsar. Disaridan
Ol¢iim kiivetine konan glukoz oksidaz enzimi serumdaki glukozu okside eder. Bu
oksidasyon esnasinda olusan glukoz miktariyla orantili olarak hidrojen peroksit
olusur. Ortamda bulunan ikinci bir enzim (peroksidaz enzimi) varliginda hidrojen
peroksit, 4-aminoantipirin ve fenol ile reaksiyona girerek (Trinder Reaksiyonu),
kinoneimin denen renkli bir maddeyi olusturur. Bu renkli kinoneimin molukiiliiniin
absorbans1 520 nm ‘de 6lgiiliir. Bu yontem Saglik Bilimleri Universitesi Sultan 2.
Abdiilhamid Han Egitim ve Arastirma Hastanesinde Clinical Laboratory
Improvement Amendments of 1988 (CLIA) standartlarina uygun olarak rutin amacla

kullanilmaktadir.

3.5. Verilerin Istatistiksel Analizi

Deneysel ¢alismadan elde edilen tiim verilenin istatistiksel analizinde SPSS
Statistics 25 IBM (Corp, Chicago, USA) Software ve Microsoft Excel 2010
Software kullanildi. Normal dagilim gdsteren ve grup sayist 2’den fazla olan
bagimsiz gruplarin istatistiksel karsilastirilmasi i¢in One-way ANOVA testi
kullanildi. Anlamli farklilik ¢ikmasi durumunda gruplarin kendi igine birbiriyle
karsilagtirtlmast  Tukey-Kramer  Coklu  Karsilastirma  Testi  kullanilarak
gerceklestirildi. Verilerin normal dagilima uygunluk géstermemesi durumunda ise
2’den fazla bagimsiz grubun karsilastirilmasinda Kruskal Wallis testi ile yapildi.
Parametrik verilerin korelasyonel ¢alismalarinda Pearson korelasyon analizi
kullanildi. Nonparametrik veriler igin ise Spearman korelasyon analizi kullanildi. P
degeri <0,05 bulunmasi durumunda gruplar aradaki fark istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi. iki degisken arasindaki iliskinin yonii ve giiciiyle ilgilenirken

korelasyon katsayisi sonucuna gore yorum yapildi. 0,30-0,50 diisiik, 0,50-0,70 orta,
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0,70-0,90 yiiksek, 0,90-1,00 cok yiiksek pozitif veya negatif iliski oldugu kabul
edildi (90).
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4. BULGULAR

4.1. CALISMADAKI SICANLARIN OZELLIiKLERI

Calismada sican gruplart (grup-l, grup-1l ve grup-III)’nmin yas ortalamalari
arasinda istatistiksel agidan anlamli fark yoktu (sirasiyla, 16-20, 17-20 ve 17-19 hafta;
p>0,05). Benzer sekilde galismadaki sigan gruplarinin agirliklari arasinda da istatistiksel
acidan anlaml fark yoktu (274-332, 271-320 ve 270-342 gr; p>0,05).

4.2. DENEY GRUPLAR ARASINDAKI KARSILASTIRMALAR

Deney gruplarinin ¢aligma sonundaki serum ortalama glukoz diizeyleri; grup-I
icin 104+18,1 mg/dL, grup-II igin 312+32,6 mg/dL ve grup-III i¢in 247+43,8 mg/dL
olarak saptandi (Tablo 4.1). Gruplar karsilastirildiginda grup-l ve Il arasindaki fark
grup-I ve III arasindaki farktan daha yiiksekti (p<0,05).

Deney gruplari IL-6 acisindan degerlendirildiginde grup-I’e kiyasla grup-II’nin
IL-6 diizeyi yiiksek bulundu (sirasiyla 27,549,0 kars1 98,3+44,0 pg/mL; p<0,01) (Tablo
4.1). Grup-II’ye kiyasla resveratrol alan grup-III'teki diyabetik si¢anlarin IL-6 diizeyi
ise daha diisiiktii (sirasiyla 98,3+44,0 karst 49,1£30,1 pg/mL; p<0,05). Ayrica Sekil
4.1’de de goriildiigii gibi grup-11I"deki diyabetik siganlarin IL-6 diizeyi grup-I’den
istatistiksel olarak farkli degildi (p>0,05).

Deney gruplar1 IL-10 agisindan degerlendirildiginde kontrol grubu olan grup-
I’ya kiyasla grup-II'nin IL-10 diizeyleri ¢ok daha yiiksekti (sirasiyla 42,4+6,8 karsi
128,4+69,8 pg/mL; p<0,05) (Tablo 4.1). Grup-II kiyasla 3 hafta boyunca resveratrol
olan grup-11T°deki diyabetik siganlarin IL-10 diizeyleri daha diisiik bulunmasina ragmen
aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi (sirasiyla 128,4+69,8 kars1 73,5+40,7
pg/mL; p>0,05) (Sekil 4.2). Ayrica grup-l ile grup-III'teki diyabetik siganlarin IL-6
diizeyleri arasinda istatistiksel olarak fark bulunmamasi, dikkat ¢ekiciydi (p>0,05).
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Sekil 4.1: Sican gruplarina gore serum IL-6 diizeyleri. Grup-1I’de IL-6 diizeylerinde
belirgin derecede yiikseklik goriilmektedir.

3501 p | | 0.0047
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<0.01 >0.05
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>0.05
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501 L .
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Sekil 4.2: Sican gruplarma gore serum IL-10 diizeyleri. Grup-1I"de IL-10 diizeylerinde
belirgin derecede yiikseklik goriilmektedir

TNF-a diizeyleri agisindan grup-II lehine bir ytikseklik gozlense de tiim gruplar
arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli degildi (sirasiyla 96,6+44,7, 163,4+71,7 ve
101,4+73,8 pg/mL; p>0,05) (Tablo 4.1) (Sekil 4.3). Ancak hayvan deneylerinde
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gruplardaki denk sayist sinirli tutulmak zorunlulugu oldugundan bu durumun daha genis

bir popiilasyonla teyidinin uygun olacagini diisiiniilmektedir.

450

P | 10.0870
400
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150 [

100 I

TNF-a, pg/mL

50 1 T

Group | Group |l Group Il

Sekil 4.3: Sigan gruplarma goére serum TNF-a diizeyleri. Serum TNF-a diizeyleri
acisindan gruplar arasinda fark gézlenmedi

Deney gruplart MR-proADM diizeyleri agisindan degerlendirildiginde grup-I'e
kiyasla grup-II’nin MR-proADM diizeyleri daha diisiiktii (sirasiyla 23,2+6,6 karsi
12,54+3,1 ng/L; p<0,05) (Tablo 4.1). Grup-II kiyasla 3 hafta boyunca resveratrol alan
grup-III°deki diyabetik sicanlarin MR-proADM diizeyleri daha yiliksek bulunmasina
ragmen aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi (sirastyla 12,5+3,1 Kkarst
16,9+5,0 pg/mL; p>0,05) (Sekil 4.4). Yine grup-I ve III arasinda MR-proADM
diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p>0,05).

Deney gruplar1 iNOS diizeyleri agisindan degerlendirildiginde grup-I’e kiyasla
grup-I’nin iNOS diizeyleri daha yiiksekti (sirastyla 0,80+0,55 karst 2,27+1,12 ng/mL;
p<0,05) (Tablo 4.1). 3 hafta boyunca resveratrol alan grup-11I"deki diyabetik si¢canlarin
INOS diizeyleri grup-II kiyasla daha diisik bulunmasimna ragmen aradaki fark
istatistiksel olarak anlaml degildi (sirasiyla 1,44+0,96 kars1 2,27+1,12 ng/mL; p>0,05)
(Sekil 4.5). Yine grup-I ve III arasinda iNOS diizeyleri agisindan istatistiksel olarak
anlamli fark yoktu (p>0,05).
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Sekil 4.4: Sican gruplarina gére serum MR-proADM diizeyleri. Grup-II'nin MR-
proADM diizeylerinde belirgin derecede azalma goriilmektedir.
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Sekil 4.5: Sigan gruplarina gore serum iNOS diizeyleri. Grup-II’nin iNOS diizeylerinde
belirgin derecede azalma goriilmektedir
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Tablo 4.1: Gruplarin serum IL-6, IL-10, TNF-a, MR-proADM, iNOS ve melatonin
diizeyleri agisindan karsilagtirilmasi

Grup-I Grup-Il Grup-I11 p
n 7 7 7
104+18.1 312+32,6 247+43,8
Glukoz, mg/dL 104(79-130) 312(265-362) 255(197-321) 0,0004%
P* (post-test) <0,001, <0,05, >0,05
27,5+9,0 98,3+44,0 49,1+30,1
0,0027¢
IL-6, pg/mL 26,5(18,3-46,0) 85,3(44,9-159) 29,6(20,1-109)
P* (post-test) <0,01, >0,05, <0,05
42,4+6,8 128,4+69,8 73,5+40,7
0,0047¢
IL-10, pg/mL 42,3(32,7-54,9) 102,1(63,3-256) 48,5(39,2-162)
P* (post-test) <0,01, >0,05, >0,05
96,6+44,7 163,4+71,7 101,4+73,8
TNF-a, pg/mL 0,0870?
79,7(45,2-172,9) 125,6(92,4-290) 77,1(36,2-273)
23,246,6 12,543,1 16,9+5,0
MR-proADM, 0,02242
L 23,2(12,5-32,3) 12,7(8,1-17,0) 15,5(12,1-28,1)
n
: P* (post-test) <0,05, >0,05, >0,05
0,80+0,55 2,27+1,12 1,44+0,96
. 0,0329?
iNOS, ng/mL 0,53(0,33-1,75) 1,68(0,98-4,19) 0,94(0,40-3,18)
P* (post-test) <0,05, >0,05, >0,05
Melatonin, 25,749,8 32,9+14,2 21,5+5,8
0,3506°
pg/mL 24,8(14,3-43,2) 33,4(13,1-55,3) 19,9(13,3-31,3)

8 Kruskal-Wallis test (Nonparametrik ANOVA), P degeri yaklasiktir (ki-kare dagilimindan olusur). *Eger
p degeri <0,05 bulunur ise, gruplar arasindaki p degeri (sirastyla, grup I-11, grup I-111 ve grup II-111) post-
test (Tukey Kramer Coklu Kargilastirma testi) kullanilarak tespit edilir. Nonparametrik veriler ortalama,
standard sapma, ortanca ve minimum-maksimum olarak verilmistir.
nekroz faktorii alfa, MR-proADM: Midregional-proadrenomedullin, iNOS: Indiiklenebilir nitrik oksit

sentaz

Melatonin diizeyleri agisindan grup-II lehine bir yiikseklik gozlense de tiim

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (sirasiyla 25,7+9,8, 32,9+14,2 ve

21,5+5,8 pg/mL; p>0,05) (Tablo 4.1) (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6: Sigan gruplarina gore serum melatonin diizeyleri. Serum melatonin diizeyleri
acisindan gruplar arasinda fark gézlenmedi

Deney gruplar1 MDA diizeyleri agisindan degerlendirildiginde grup-I’e kiyasla
grup-Il’'nin MDA diizeyleri daha yiiksekti (sirasiyla 3,48+1,50 karsi 7,36+2,58
nmol/mL; p<0,05) (Tablo 4.2). Grup-II kiyasla 3 hafta boyunca resveratrol alan grup-
III’deki diyabetik sicanlarin MDA diizeyleri daha diisiik bulunmasina ragmen aradaki
fark istatistiksel olarak anlamli degildi (sirasiyla 7,36+2,58 kars1 5,104+2,47 ng/mL;
p>0,05) (Sekil 4.7). Yine grup-I ve III arasinda MDA diizeyleri agisindan istatistiksel
olarak anlamli fark yoktu (p>0,05).

Deney gruplar1 TAS ve TOS diizeyleri agisindan degerlendirildiginde, gruplar
arasinda istatistiksel olarak fark yoktu (p>0,05) (Sekil 4.8 ve Sekil 4.9).
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Tablo 4.2: Gruplarin oksidan/antioksidan parametreler agisindan karsilastiriimasi

Grup-I Grup-Il Grup-I11 p
n 7 7 7
3,48+1,50 7,36£2,58 5,10+£2,47
MDA, nmol/mL 3o 2 Wi 0,0345
(1,29-5,46) (4,11-12,12) (2,30-8,13)
p* (post-test) <0,05, >0,05, >0,05
3,30+0,57 2,81+0,69 3,21+0,37
TAS, U/mL 3,42 2,90 3,08 0,5335%
(2,65-4,29) (1,70-3,68) (2,79-3,91)
1,810,77 3,03+1,47 2,62+1,52
TOS, U/mL 1,57 2,78 2,15 0,3410%
(0,85-3,24) (1,11-5,26) (0,71-5,15)

8 Kruskal-Wallis test (Nonparametrik ANOVA), P degeri yaklagiktir (ki kare dagilimindan olusur). * Eger

p degeri <0,05 bulunur ise, gruplar arasindaki (sirasiyla, grup I-11, grup I- 111 ve grup II-1IT) p degeri post

test (Tukey Kremer Coklu Karsilastirma testi) kullanilarak tespit edilir. Nonparametrik veriler ortalama,

standard sapma, ortanca ve min-max olarak verilmistirr. MDA: Malondialdehit, TAS: Total Antioksidan
Kapasite, TOS: Total Oksidan Kapasite

1894 P |

15 -

<0.05
12 4

MDA, nmol/mL
Vo]

>0.05

Group |

Group Il

Group Il

Sekil 4.7: Sigan gruplarina gére serum MDA diizeyleri. Grup-II’nin MDA diizeylerinde
belirgin derecede yiikselme goriilmektedir
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Sekil 4.8: Sican gruplarina gore serum total antioksidan kapasite (TAS) diizeyleri.
Serum TAS diizeyleri agisindan gruplar arasinda fark gozlenmedi
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Sekil 4.9: Sican gruplarina gore serum total oksidan kapasite (TOS) diizeyleri. Serum
TOS diizeyleri agisindan gruplar arasinda fark gézlenmedi

Korelasyon matriks analiz sonuglarina gore IL-6 diizeylerinin TNF-a, melatonin,

MDA ve TOS diizeyleri ile diisiik dereceden orta dereceye degisen dogru orantili bir
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korelasyon gdsterirken MR-proADM ve TAS diizeyleri ile ters orantili bir korelasyon
gosterdigi saptandi (Tablo 4.3). MR-proADM diizeyleri TAS ile diisiik derecede dogru
orantilt korelasyon gosterirken MDA ve TOS diizeyleri ile sirasiyla yiiksek ve orta
derecede ters orantili korelasyon gostermekteydi. Ayrica INOS diizeyleri IL-6 ve TNF-a
ile dogru orantili orta derecede bir korelasyon gosterirken melatonin ve MDA ile diisiik
derecede dogru orantili bir korelasyon gostermekteydi. Denek sayisi toplamda 21
oldugundan pearson korelasyonlar parametrik olmayan Spearman korelasyon analizi ile
tekrar degerlendirildiginde, MR-proADM diizeylerinin TAS ile istatistiksel olarak
onemsiz bir korelasyon gosterdigi saptandi (Spearman r= 00,2587 p=0,2575) (Sekil
4.10). Yine MR-proADM diizeyleri IL-6, MDA ve TOS diizeyleri ile orta derecede
istatistiksel olarak anlamli ters orantili korelasyonlar gdstermekteydi (Spearman r= -

0,4573 p=0,0371, Spearman r=-0,7013 p=0,0004 ve Spearman r=-0,5521 p=0,0095).

Tablo 4.3: Tiim si¢an gruplari i¢in verilerin korelasyon matrisi sonuglari

n:21 A: B: C: D: E: F: G: H: I:

A: IL-6 1,000 0,283 0,428 -0,507 0569 0,345 0,683 -0,396 0,625
B: IL-10 0,283 1,000 0,096 -0,162 0,215 0,232 -0,043 0,013 -0,251
C: TNF-a 0,428 0,096 1,000 -0,200 0,665 0,314 0,142 0,222 -0,024

D: MR-proADM -0,507 -0,162 -0,200 1,000 -0,179 -0,264 -0,710 0,323 -0,599

E: iINOS 0569 0215 0665 -0,179 1,000 0,338 0,386 0,034 0,250
F: Melatonin 0,345 0232 0314 -0264 0,338 1000 0,109 0,111 -0,007
G: MDA 0,683 -0,043 0,242 -0,7120 0,386 0,109 1,000 -0,554 0,860
H: TAS -0,396 0,013 0,222 0,323 0,034 0,111 -0,554 1,000 -0,546
I: TOS 0,625 -0,251 -0,024 -0,599 0,250 -0,007 0,860 -0,546 1,000

Korelasyon matrisi analizinde, Guass dagilimma sahip oldugu varsayimiyla Pearson r
korelasyon analizi kullanilir. Bulunan korelasyon sonuglari, verilerin parametrik veya

parametrik olmamasina gore tekrar degerlendirmeye tabi tutuldu.

Korelasyon matrisi analizinde saptanan anlamli korelasyonlar nonparametrik
veriler i¢in Spearman korelasyon analizi ile tekrarlandiginda, IL-6 diizeyleri ile MDA
(Spearman r = 0,5969 p= 0,0043) ve TOS (Spearman r = 0,4581 p=0,0368) diizeyleri

arasinda istatistiksel olarak dogru orantili anlamli bir korelasyon vardi (Sekil 4.11).
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Oysa IL-6 diizeyleri ile TNF-a, TAS ve melatonin arasindaki korelasyonlar istatistiksel
olarak dnemsizdi (sirastyla Spearman r = 0,4152 p= 0,0612, Spearman r = -0,3784 p=
0,0907 ve Spearman r = 0,2775 p=0,2233). Ayrica MDA ile TOS arasinda saptanan
yiiksek derecedeki korelasyonun Spearman analizinde de devam ettigi saptandi
(Spearman r=0,8464 p<0,001) (Sekil 4.12).

Pearson korelasyon analizi ile saptanan anlamli korelasyonlar Spearman
korelasyon analizi ile tekrarlandiginda, iINOS diizeyleri sadece TNF-a ile dogru orantili
orta derecede anlamli bir korelasyon gostermekteydi (Spearman r= 0,558 p = 0,009)
(Sekil 4.13).
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Sekil 4.10: Serum MR-proADM diizeylerinin TOS, TAS, MDA ve IL-6 diizeyleri arasindaki korelasyon grafigi. MR-proADM diizeylerinin
TAS diizeyleriyle gosterdigi korelasyon ise istatistiksel olarak Onemsizdir. MR-proADM ile IL-6, MDA ve TOS diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak ters orantili anlaml1 korelasyonlar goriilmektedir. Sp: Spearman
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Sekil 4.11: IL-6 diizeyleri ile MDA ve TOS diizeyleri arasinda yapilan Spearman korelasyon analiz sonug grafigi. Grafikte IL-6 diizeyleri ile
MDA ve TOS diizeyleri arasinda istatistiksel olarak dogru orantili anlaml bir korelasyon oldugu goriilmektedir
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Sekil 4.12: MDA ve TOS arasindaki Spearman korelasyon grafigi. MDA ve TOS diizeyleri arasindaki yiiksek derecedeki korelasyon
goriilmektedir
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Sekil 4.13: Spearman analizinde iNOS ile MDA, melatonin, TNF-a ve IL-6 arasinda korelasyon grafigi. INOS ve TNF-a arasinda orta
derecede pozitif korelasyon goriilmektedir. Ancak IL-6, MDA ve Melatonin ile iNOS arasinda anlamli bir korelasyon goziikmemektedir.



5. TARTISMA

DM, insiilin sekresyonu veya insiilin etkisindeki kusurlardan kaynaklanan
oksidatif stresin indiiklenmesi ve glukoz-lipit metabolizmasindaki bozulma ile
ortaya c¢ikan hiperglisemi ile karakterize en ciddi metabolik bozukluktur. DM’ nin
morbidite ve mortalitesi 6zellikle géz, bobrek, sinir sistemi ve kalbin dahil oldugu
vaskiiler yatagin uzun stireli hasari ile iliskilidir. Ayrica bir¢ok kanser tipi DM ile
iligskilendirilmistir. Giinlimiizde yasanan sosyal ve ekonomik gelismeler beslenme
aliskanliginda ve fiziksel aktivitelerde dnemli degisikliklere neden olarak o6zellikle
DM’nin yayginlasmasini hizlandirmistir.  Yine ¢evresel, gelisimsel ve genetik
yatkinliklar da DM’nin 6nemli faktorleri arasinda yer almaktadir. Besinlerle
saglanan enerjinin tiiketilememesi ile ortaya ¢ikan kronik dengesizlik, viicudumuzun
homeostatik kapasitesini asarak metabolik uyumu bozmaktadir. Bunun bir sonucu
olarak ortaya ¢ikan obezite ve ona bagli olarak diyabetik komplikasyonlar en sik
olim sebebi olmustur (29,91-94). Bu nedenle diyabetin ateroskleroz, nefropatik ve
noropatik hasar, hiperkoagiilabilite, kardiyovaskiiler hastalik, hipertansiyon,
hiperlipidemi, koroner arter hastaligi ve kanserlesme gibi etkileri ile miicadelede
birgok sentetik ve bitkisel ilag denenmistir (6). Bu bitkisel ilaglardan biri de
resveratroldiir.  Son  yillarda  resveratrol, diyabetin = komplikasyonlarinin
onlenmesinde en gézde dogal bilesenlerden biri olarak goriilmektedir. Ancak mevcut
bilgiler resveratroliin antidiyabetik etkinligini kesin olarak kanitlamada yetersizdir.
Ayrica, resveratroliin biyoyararlanimi ve stabilitesi konusundaki tartismalar devam
etmektedir (94). Bu kontrolli hayvan deneyinde resveratroliin enflamatuar,
antioksidan/oksidan, homeostatik ve hormonal 6zellikleri olan bir¢ok biyokimyasal
molekiiliin kan diizeylerine etkisi arastirilarak, kesin metabolik kanitlara ulasilmaya

calisildi.

Resveratrol tedavisinin, NF-kB aktivitesini baskiladigi ROS olusumunu azalttig
ve TNF-a ve IL-6 diizeylerini diigiirdigii belirtilmistir (12). Palsamy ve ark. diyabetik
sicanlara oral olarak 30 giin boyunca 5 mg/kg resveratrol verdiler. Calismanin
sonucunda resveratrol tedavisinin kan glukozu, HbAlc, TNF-o, IL-1f, IL-6, NF-kB
seviyelerinde 6nemli bir diisiise neden oldugunu, ayrica hem plazma hem de pankreas

dokularinda lipit peroksit seviyelerinde kayda deger bir azalma oldugunu tespit
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etmislerdir. Sonug olarak da resveratroliin hiperglisemiyi azaltarak 6nemli antidiyabetik
potansiyelinin oldugunu belirtmislerdir (95). Bu arastirmacilarin sonuglariyla uyumlu
olacak sekilde yiriittiiglimiiz ¢alismada da diyabetik siganlarda artmis olan IL-6
diizeyinin resveratrol kullanimi ile azaldig1 tespit edildi. Burada muhtemel mekanizma
diyabetin etkilerine bagli gelisen yaygin enflamatuar hasara bagli yiikselmis olan IL-
6’nin diizenli resveratrol uygulamasi ile artmig olan diyabetik enflamatuar yanitin
azalmasi olarak gorildi. Bilindigi gibi pre-enflamatuar ve enflamatuar bir pleiotropik
sitokin olan IL-6, enflamasyon, yaralanma ve immunolojik patolojilerin ilk
asamalarinda sentezlendikten sonra, dolasim yoluyla karacigere gegerek C-reaktif
protein (CRP), serum amiloid A, fibrinojen, haptoglobin ve al-antikimotripsin gibi akut
faz proteinlerinin sentezini arttirmaktadir. Albumin iiretimini ise inhibe etmektedir.
Ayrica 1L-6, antikor {iretimi ile iligkili B hiicreleri ve efektor T hiicrelerinin
uyarilmastyla kazanilmis bagisiklik tepkisi tizerinde 6nemli bir rol oynar. Diyabet gibi
kronik hastaliklarda diizensiz siirekli IL-6 iiretimi, ¢esitli hastaliklarin baglamasina yol
acarak beta hiicre harabiyetini, renal ve hepatik apoptozu tetikler (96-98). Tiim bu
bulgular1 ve saptadigimiz IL-6 degisimini dogrular sekilde bu ¢alismada antienflamatuar
sitokin olan IL-10 diizeylerinde de 6nemli degisimler saptanmustir. IL-10 diizeyleri 1L-6
diizeyleriyle paralel olacak sekilde degisim gostermistir. Bu bulgunun muhtemel sebebi
IL-6’nin antienflamatuar diizenleyici olarak gii¢lii antienflamatuar sitokin olan IL-10
tizerine uyarici etkiye sahip olmasina baglandi (99,100).

Ghanim ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir g¢alismada saglikli deneklere 6 hafta
boyunca 40 mg/giin resveratrol i¢ceren polygonum cuspidatum ekstresi verdikten sonra
IR, plazma kolesterol, HDL, LDL, trigliserit ve Ileptin konsantrasyonlari
parametrelerinde 6nemli bir degisiklik olmazken mononiikler hiicrelerde NF-xB’nin
baglanmasinin baskilandig1 saptanmistir. Ayrica NF-kB tarafindan diizenlenen iki ana
proenflamatuar sitokin olan TNF-a ve IL-6’nin plazma seviyesinde de onemli bir
azalma gozlenmistir (101). Yine Lai ve arkadaslari immiinsupresif farelerde resveratrol
ile immiin fonksiyonla iligkili serum IL-10/f, IL-2, TNF-a ve NF-kB diizeylerini regiile
ederek, immiin sistemi diizenleyebilecegini tespit etmislerdir (102). Hiperglisemi, NF-
kB ile iliskili ¢esitli yollarla oksidatif stresi indiikleyebilmektedir. Oksidatif stresin
uyarilmasiyla birlikte proenflamatuar sitokinler daha da artmakta ve apoptoz
uyarilmaktadir. Bunun tam aksine resveratroliin, dolagimdaki proenflamatuar sitokinleri

azaltarak, apoptozu inhibe ederek ve antioksidan savunmay:1 gli¢lendirerek anti-
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diyabetik etki yaptig1 belirtilmistir. Resveratrol, oksidatif hasar1 ve NF-kf aktivitesini
azaltarak enflamatuar siireci azaltabilmektedir (103). Bu isleyisin en iyi takibi,
proenflamatuar sitokin olan IL-6 ve TNF-o yani sira IL-10 diizeylerinin kontrolii ile
yapmak miimkiindiir. Bizim yaptigimiz c¢alismada saglikli sicanlara kiyasla
hiperglisemik siganlarda IL-6 ve IL-10 diizeyleri daha yiiksek bulunurken resveratrol
alanlarda IL-6’nin daha diisiik bulunmasi yukaridaki bilgilerle ortiismektedir. Ayrica
gruplar arasinda IL-6 diizeylerinde fark bulunmasina ragmen TNF-a diizeylerinde fark
bulunmamast TNF-a’in IL-6 ya gore daha lokal salinimindan (104) kaynakli olarak
TNF-a diizeylerindeki degisimlerin kan diizeylerine yeterince yansimadigini
disiinmekteyiz.

Diyabet tedavisi esas olarak kan sekerinin diistliriilmesini, insiilin duyarliliginin
iyilestirilmesini ve pankreas beta hiicrelerinin korunmasini igerir (3). Resveratroliin
diyabet ve diyabetik komplikasyonlar tizerindeki etkileri, kapsamli bir sekilde analiz
edilmesine ragmen, kesin mekanizmalar1 hala belirsizdir. Resveratroliin terapotik
aktiviteleri artan insiilin duyarliligi, azaltilmis IGF-1 seviyeleri, AMPK ve peroksizom
proliferatorii ile aktive edilen reseptor-c koaktivator la aktivitesindeki artiglar, artan
mitokondriyal say1 ve gelistirilmis motor fonksiyonu olarak dikkat ¢eker (105). Yiiksek
kan sekeri diizeyi zamanla metabolik anormalliklere ve gesitli diyabetik
komplikasyonlarina yol agabilir. Diyabette normogliseminin siirdiiriilmesi i¢in pankreas
beta hiicrelerinin korunmasi biiyiikk 6nem tasir. Deneysel diyabetli hayvanlarda
resveratroliin insiilin direncini azalttigi, beta hiicrelerini korudugu, ve kan glukoz
diizeylerini diisiirerek faydali etkileri indiikledigi belirtilmektedir (36). Calismamizda da
bu bilgilere paralel olacak sekilde resveratrol alan siganlarin serum kan glukoz
diizeylerinde azalma saptanmustir.

Resveratroliin diyabetin tedavisinde ¢oklu molekiiler mekanizmalar iizerinden
etkisini gosterdigi belirtilmektedir. Resveratroliin AMPK ve SIRT’1 aktive edebilecegi
bildirilmistir. Bu aktivasyon sayesinde insiilin ve insiilin benzeri biiyiime faktorlerinin
sentezinin artabilecegi ve kan glukoz homeostazini diizeltebilecegi diisiiniilmektedir
(57). Kalori kisitlamasi, AMPK aktivasyonunu uyaran bir durumdur, bu da
mitokondriyal biyogenezi tesvik eder ve glukoz kullanimini arttirmaktadir (50).
Resveratroliin kalori kisitlamasi etkilerini taklit ederek glukoz kullanimin yam sira
yasam sliresini uzatabilecegi ve yaslanmaya bagl hastaliklar1 geciktirebilecegi

bildirilmistir (53,57,106). Yaptigimiz bu caligmada AMPK aktivitesi veya SIRT
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diizeyleri ile dogrudan iliskili parametreler degerlendirmeye alinmamistir. Ancak
resveratrol alan grupta glukoz diizeylerinin daha diisiik olma egiliminin muhtemel
AMPK ve SIRT ile iligkisi, ileri caligsmalara ilham vermektedir.

Resveratrol ayrica ROS diretiminde rol alan NADPH oksidaz,
hipoksantin/ksantin oksidaz ve miyeloperoksidaz vb. enzimlerin aktivitelerini inhibe
ettigi bildirilmektedir (52). Bu bilgiler 1s18inda yiirittiigiimiiz bu ¢alismada TAS ve
TOS acisindan gruplar arasinda fark saptanmamasi yukaridaki bilgilerle ¢elisiyor
seklinde yorumlanabilir. Ancak antioksidan/oksidan sistem karmagik molekiiler
mekanizmalara sahiptir. Ciinki iliskili oldugu metabolik siireglerdeki davranist gesitli
olabilmekte ve farkli hedeflerde farkli islevlere sahiptir. Ayrica TAS ve TOS farkli
oksidan tiirlerin ve antioksidan molekiillerin aditif 6zelliklerinden faydalanilarak
numunenin toplam serum (veya plazma) antioksina veya oksidan konsantrasyonlarini
temsil eder. Oysa 6zellikle dokularda meydana gelen ROS ve serbest radikaller DNA,
protein, karbonhidrat ve lipitler gibi biyolojik molekiilleri okside ederek yapilarini
bozarlar. Bu nedenle spesifik etkilerin arastirildigi deneylerde bu tiir hasarlarin ayr1 ayri
incelenmesi daha faydali bilgiler sunacaktir. Kaldi ki bu arastirmada TAS ve TOS
acisindan gruplar arasinda fark bulunmazken MDA agisindan fark saptanmasi bu
iddiamiz1 dogrulamaktadir.

Lipit peroksidasyonu genel olarak serbest radikallerin ¢oklu doymamis yag
asitlerine saldirmasi sonucunda, lipidlerin ROS ile oksidasyonuna neden oldugu bir
stire¢ olarak tanimlanabilir. Oksitlenmis lipitler nispeten uzun yar1 6miirlerinden dolay1
uzaktaki proteinler, lipid membranlar ve niikleik asitler gibi bir dizi biyomolekiil i¢inde
yikict olabilirler. MDA lipit peroksidasyonunun en mutajenik tiiridir ve lipit
peroksidasyonu sirasinda yiiksek oranda olusmaktadir. MDA hem oksidatif stresin bir
Olciisii olarak hem de lipit peroksidasyonunu en iyi tanimlayan molekiillerden biri
olarak yaygin olarak kullanilmaktadir (107-110). MDA tiyobarbitiiriik asit ile (TBA)
kolayca reaksiyona girdiginden omega-3 ve omega-6 yag asitlerinden lipit
peroksidasyonunu gostermede olduk¢a kullanishdir. TBA testi, yogun renkli bir
kromojen floresan kirmizi renk elde etmek i¢in TBA'nmin MDA ile girisimine
dayanmaktadir. Bu yontem MDA'nin miktar tayini i¢in spesifik olmadigindan kullanimi
pek onerilmemektedir. Bunun yerine MDA'nin gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi
(GC-MS/MS) ve sivi kromatografisi-kiitle spektrometrisi (LC-MS/MS) ile tespiti
onerilmektedir (107,108,111-113). MDA ’nin tiim bu 6zellikleri nedeni ile bu ¢alismada
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TAS ve TOS gruplar arasinda farkli bulunmaz iken MDA farkli bulunmustur. Kaldi ki
TOS diizeyi farkli oksidan tiirleri igerdiginden lipit oksidasyonu ile iliskili spesifik
artislar totalde yeterli fark olusturamayabileceginden istatistiksel olarak anlamli
bulunmayacaktir.

Oksidatif stres aracili DNA hasari, poli (ADP-riboz) polimeraz-1 (PARP-1)'i
indiikleyerek p53 indiiksiyonuna ve SIRT1'i negatif olarak diizenlenmesine neden
olarak apoptozu baglatir. SIRT1’in aktivatorii olarak disiiniilen resveratrol, DNA
hasarmin neden oldugu PARP-1 aktivasyonuna miidahale ederek ve SIRT1
inhibisyonunu engelleyerek hiicreleri apoptozdan kurtarir (50). Bununla birlikte
resveratrol AMPK’in aktivasyonu yoluyla fosfodiesteraz 4'in inhibe ederek cAMP
seviyesinin yiikselmesini saglar, bunun sonucunda SIRT1'in aktivesi saglanir (12).
Resveratroliin bu sayede anormal insiilin, insiilin benzeri biiyltime faktorleri ve kan
glukoz diizeylerini diizeltebilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica insan vaskiiler endotel
hiicrelerinde SIRT3 sinyal yoluyla mitokondriyal ROS homeostazin1 diizenler yani
mitokondriyal metabolizmay1 iyilestirerek ROS iiretimini azaltir ve buna bagl olarak da
mitokondride yag asidi oksidasyonunu arttirarak yag asidi peroksidasyonunu
engelledigi bildirilmistir. Boylece yag asitleri yikimi arttirilarak okjijen radikallerinin
yag asitleri ile etkilesimi engellenmis olur. Resveratrolim GSH-PX, izositrat
dehidrojenaz 2 (IDH2) ve manganez siiperoksit dismutazin (SOD2) enzimatik
aktivitelerini artirdigi bununla birlikte SOD2'nin deasetilasyonunu da arttirdigini
belirtmiglerdir (57,114). Ayrica resveratroliin farelerde lipojenik genlerin mRNA
diizeylerini diisiirmesi yani sira, mitokondriyal yag asidi oksidasyonunda hiz sinirlayici
bir enzim olan karnitin palmitoiltransferaz 1'in mRNA diizeylerinde artis saglayarak yag
asitlerinin beta-oksidasyonu hizlandirarak ve oksidatif metabolizmanin baskilayici bir
proteinide inhibe ederek trigliserid diizeyini azalttigi bildirilmistir (115). Tim bu
bilgiler MDA 6l¢iimii ile saptadigimiz diyabet ile tetiklenmis olan lipit oksidasyonunun
resveratrolden sonra neden diisme egiliminde gosterdiginin agiklamasidir.

Resveratroliin insiilin yoklugunda hiicre membranindaki GLUT4 ekspresyonu
arttirdigr bildirilmistir. Resveratrol bunu PI3K/Akt veya AMPK/Akt'ye bagli sinyal
yollarinin fosforilasyonunu giiglendirerek glukoz alimmi artirdigi disiiniilmektedir.
Ancak, kesin etki mekanizmalar1 belirsizligini korumaktadir (57). Chi ve arkadaslari
STZ ile indiiklenmis diyabetik si¢anlarda 1 haftalik resveratrol tedavisi ile resveratroliin

PI3K araciligiyla gergeklesen Akt fosforilasyonunun artisi ile iliskili glukoz alimini
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arttirdig1 ayrica iskelet kaslarinda GLUT4 ekspresyonunda bir artisa ve karacigerde
fosfoenolpiruvat karboksikinaz (PEPCK) ekspresyonunda bir azalmaya neden oldugunu
belirtmislerdir. Caligmanin sonucu olarak resveratrol tedavisi ile insiiline bagimli ve
bagimsiz mekanizmalar yoluyla plazma glukoz seviyesini diistiigiinii belirtmislerdir
(116). Su ve arkadaslar1 STZ ile indiiklenmis diyabetik siganlara 2 haftalik resveratrol
tedavisi uygulamiglardir. Tedavi sonucunda diyabetik sicanlarin plazma insiilin
seviyeleri resveratrol uygulamasiyla degismedigi, bu da resveratroliin insiilin benzeri
etkisinin insiilinden bagimsiz mekanizma yoluyla periferik dokudaki glukoz kullanimim
artirabilecegini belirttiler (87). Resveratroliin umut verici ozelligini saglayan sey
hiicresel fonksiyonlar tizerindeki ¢oklu etkilerinden kaynaklaniyor gibi goriinmektedir.
Sicanlarda resveratrol 1ile ilgili olarak bizim yiirittigiimiz calismada, glukoz
metabolizma agisindan olumlu sonuglanmustir.

ADM’nin normoglisemiyi ve insiilin homeostazini siirdiirmede etkin bir faktor
olabilecegi belirtilmektedir. Bu nedenle de diyabet kontroliinde kullanisli bir ajan olarak
goriilmektedir (117). Kan ADM diizeylerinin konjestif kalp hastaligi, akut miyokard
infarktiisti, hipertansiyon, kronik bobrek yetmezlik ve sepsis hadiselerde arttigi
saptanmistir. Ayrica vazodilator ve natriiiretik 6zellikleri dolayisiyla kardiyovaskiiler ve
renal homeostazi korudugu bildirilmistir (118). Saglikli kosullarda plazma diizeyleri
diisiik olup, fizyolojik fonksiyonlariin biiyiik kisminda rolii olduguna inanilmaktadir.
ADM’nin plazma seviyesindeki artisin kalp yetmezligi, hipertansiyon ve ateroskleroz
gibi hastaliklarla iligskilendirilmistir. Ayrica glukoz metabolizmasi ve instlinin
metabolik kontroliinde ©6nemli oldugu belirtilmektedir. ADM diizeyindeki artisin
hastalik durumunun siddeti ile iliskili olabilecegi ve yiliksek ADM diizeylerinin
koruyucu bir rol oynayabilecegi diistiniilmektedir. ADM {iretimi ¢esitli hiimoral ve
fiziksel faktorler tarafindan kontrol edilmekte olup TNF-o, IL-loo ve IL-1B gibi
enflamatuar sitokinlerin ADM iiretimini ve salgilanmasini uyarabilecegi saptanmistir
(119). Ayrica ADM, sitokin tiretimini aktive ederek veya baskilayarak sitokin tiretimini
modiile edebilir (120). ADM’nin kisa bir yari 6mrii olmasi nedeniyle daha yiiksek
stabiliteye sahip ADM'nin 6ncii molekiilii olan MR-proADM bir vekil biyobelirteg
olarak oOlgiilmektedir (60). Bu nedenle bizim yiiriittiigiimiiz ¢aliyjmada da daha stabil
olmas1 nedeniyle MR-proADM 6l¢iimii tercih edildi.

Plazma ADM seviyeleri diyabetik komplikasyonlar1 olan hastalarda yiikselmesi

hiperinsiilinemi, oksidatif stres ve endotel hasarindan kaynaklanabilecegi
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belirtilmektedir (119). Hiperglisemi, protein kinaz C'ye araciligiyla vaskiiler ADM
ekspresyonunu arttirmaktadir (120). Tip 1 diyabette plazma ADM artisi, hastaligin bir
sonucu gibi diisiiniilmektedir (119) Hayashi ve arkadaslar1 bobrek yetmezligi ve diger
hastaliklar1 olmayan 13 kotii kontrollii diyabetik hasta ile 20 saglikli goniilliiden olusan
caligmalarinda plazma adrenomedullin diizeyleri karsilastirildi. Calismanin sonucunda
diyabetli hastalarda saglikli goniilliillere gore plazma adrenomedullin diizeyi anlamli
olarak arttig1 belirtilmistir (121). Diger taraftan Kinoshita ve arkadaglar1 yaptigi bir
calismada, 77 diyabetik hastanin olusturdugu grubun 15 saglikli kisilerin olusturdugu
gruba gore plazma glukoz ve HbAlc seviyeleri 6nemli 6lgiide yiiksek oldugunu ancak
ADM diizeyleri arasina anlamli bir fark bulunmadigini saptamislardir (120). Anlasilan o
ki, artan ADM salimiminin telafi edici bir mekanizma m1 yoksa tesadiifi bir olay mi1
oldugu hala belirsizligini korumakta olup, ADM'nin diyabetik komplikasyonlarin
patogenezindeki kesin rolii hala aydmlatilmamistir (25). Bizim ¢alismamizda kontrol
gruplarina gore diyabetik grupta MR-proADM diizeyinin yukaridaki bilgilerden farkli
sekilde azalmis saptamasi, ADM’nin diyabet ile iliskili olarak farkli davramislar
sergileyebilecegini  gosterdi. Diyabetin  siirlandirilmasinda faydali  olabilecegi
diisiiniilen ADM’nin bizim ¢alismanin diyabetik grubunda baskilanmasinin muhtemel
sebebi, ADM sentezinin uyarilmasinda goérevli TNF-a gibi sitokin (119) veya
mediatorlerin yeterli sinyal liretememesine baglandi. Genel olarak bakildiginda oldukga
karmasik mekanizmalar sahip olan metabolizmanin degisen sartlara gore fakli sonuglar
uretebilecegi anlasilmaktadir. Ayrica resveratrol tedavi grubunda MR-proADM
diizeylerinin  kontrol = grubu  degerlerine  yiikselmis  olmasi,  diyabetik
komplikasyonlarinin 6nlenmesinde resveratrolin ADM diizeylerini artirarak etkili
olabilecegini diisiindiirdii. Kaldi ki MR-proADM diizeyleri ile iliski olarak
proenflamatuar olan IL-6’nin ve antienflamatuar olan IL-10 diizeylerinde degisim
saptanmasi bu diisiincemizi dogrular mahiyetteydi. MR-proADM ile MDA arasinda
saptanan ters orantili korelasyon da bu diisiinceyi giiclendirmektedir.

Bu c¢alismada TAS ve TOS agisindan fark yokken diyabetik grupta MDA
diizeyleri kontrol ve resveratrol tedavi grubuna kiyasla ¢ok yiiksek saptanmasi, buna
karsilik antioksidan 6zellige sahip oldugu bilinen melatonin diizeyleri agisindan gruplar
arasinda belirgin bir fark bulunmamis olmasi, MDA ile iliskili olarak farkli antioksidan
ve oksidan mekanizmalarin tartisilmasi gerektigini gosterdi. Bu baglamda melatonin

etkisi incelendiginde melatoninin gruplar arasinda farkli bulunmamasi, MDA ile iliskili
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antioksidan sistemde melatoninin etkisinin zayif veya olmadigini diislindiirdii. Ayrica
yaptigimiz ¢alismada alinan kanlarin sabah saatlerin de (7.00 — 9.00) alinmis olmasi ve
melatonin hormonunun yar1 émriiniin ¢ok kisa olmasi (yaklasik 40 dakika) (15) da
gruplar arasindaki farkin bulunmamasina etkili olabilir. Bu durumun teyidi ancak
melatonin  hormonunun pik yaptigi gece saatlerinde (23.00-05.00) (15) kanin
alinmasiyla yapilabilir.

MDA ile iliskili olarak MR-proADM diizeylerindeki degisimler incelendiginde,
ADM’nin MDA olusumu {zerine antioksidan etki goOstermis olabilecegi
anlagilmaktadir. Yoshimoto ve arkadaslarimin yaptigi bir ¢alismalarda ADM’nin
antioksidan etki gdstererek anjiyotensin I ile iligkili ROS’un olusumunu diisiirdiigiiniin
saptanmasi (122,123), bu bulgumuzu dogrular mahiyettedir.

Diyabette IR diizenlenmesinde 6nemli olan parametrelerden biri de iINOS’dur.
INOS ¢ogunlukla transkripsiyonel olarak diizenlenir ve ¢ogu hiicrede normal olarak
iretilmeyip patofizyolojik kosullar altinda iiretilmi artmaktadir (124). Diyabete bagh
gelisen hiperglisemi durumunda da iNOS enzimi uyarilarak NO iretimi artmaktadir
(125). Fizyolojik diizeylerin tstiinde anormal miktarda artan NO, ROS olusumunu
hizlandirir ve hiicrelerde zararh etkilere neden olur. Halbuki fizyolojik diizeylerdeki
NO, hiicresel fonksiyonlar igin faydahidir (126). iINOS kaynakli NO’nun, farkli
mekanizmalar yoluyla tiim viicutta glukoz ve lipit metabolizmasimi biiyiik Olgiide
etkiledigi distiniilmektedir (26). Ayrica, STZ ile olusturulan Langerhans adacik hiicre
harabiyetindeki temel mekanizmada, oksidanlarin olusumu ile iligkili olarak STZ ile
olusturulan uygunsuz NO cevabi su¢lanmaktadir. Yine yapilan bir arastirmada iNOS
inhibitérii ile tedavinin, obez farelerde hiperinsiilinemide iyilesme ve insiilin
duyarliligini arttirarak aclik hiperglisemisini tersine ¢evirdigi gozlenmistir. Ancak asir1
miktarda {lretilen NO DM’nin patogenezindeki rolii halen tartisilmaya devam
edilmektedir (127-129). Tim bu bulgularin aksine Ayub ve arkadaslar
komplikasyonsuz diyabetik hasta ve saglikli kontrolde plazma NO diizeylerini
aragtirdiklar1 bir ¢alismada, plazma NO konsantrasyonu saglikli kontrollere kiyasla
komplikasyonsuz diyabetik hastalarda anlamli derecede diisiik oldugunu tespit
etmiglerdir (130). Buna ilave olarak Adela ve arkadaslari siganlarin STZ ile diyabetik
sican modeli olusturduktan 8 hafta sonra serum NO seviyesi dlctiiler. Olciim sonucunda
STZ ile indiiklenmis diyabetik si¢anlarin kontrol grubuna gére NO seviyesinde onemli
derecede yiikseldigini saptamislardir (126). Elhessy ve arkadaslar1 STZ ile indiiklenmis
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diyabetik siganlarin beyinciklerinde nNOS mRNA ekspresyonunun azaldigini ve iNOS
MRNA ekspresyonunun ise 6nemli dlgiide arttigini tespit etmislerdir. Ayrica SOD
diizeylerinde anlamli azalma goriilirken MDA ve NO diizeylerinde anlamli bir
yiikkselme goriilmistir (63). Tim bu ¢alismalar NO iretiminin hiperglisemi iizerine
etkisinin oldugunu gostermektedir. Yukaridaki bilgilerin 1s18inda  yiriittiiglimiiz
calismada diyabetik sican grubunda INOS diizeylerini daha yiiksek saptadik.
Resveratrol verilen sican grubunda ise iINOS diizeylerinin kontrol grubu diizeylerine
geriledigini gozlemledik. INOS diizeylerinin yiiksek oldugu diyabetik grupta iNOS
diizeylerine paralel olarak IL-6, IL-10 ve MDA diizeylerinde yiikseklik saptanmasi,
diyabetin hiperglisemik komplikasyonlarina bagli artan enflamatuar ve oksidan hasarin
bulgusu olarak degerlendirildi. Ayrica resveratroliin si¢anlarda bu enflamatuar ve
oksidan hasar1 diisiirebilecegi sonucuna varildi.

Bizim bulgularimiza benzer sekilde Yang ve arkadaslar1 STZ ile indiiklenen
diyabetik sicanlarda kontrol grubuna gore serum iNOS diizeyi arttigini tespit etmislerdir
(131). Stadler ve arkadaslarinin yiiriittiigii bir diger ¢alismada ise STZ ile indiikledikleri
diyabetlik hayvan modelinde iNOS’un asir1 iretilmesine bagli olarak peroksinitrit
olusumundan kaynaklanan OH radikallerinin lipit peroksidasyonunu arttirabilecegini
belirtmislerdir (132). Spesifik olarak lipit peroksidasyonundaki bu artisin bizdeki MDA
artisina karsilik geldigi disiintilmektedir. Ayrica TAS ve TOS diizeylerinde belirgin
degisimin gozlenmemis olmasi da bu spesifikligi pekistirmektedir. Bu bulgular
diyabetin aterosklerotik ve enflamatuar potansiyelinin iINOS’un da dahil oldugu
karmasik patolojisine aciklik getirmektedir. Ayrica Zheng ve arkadaslar1 iNOS'un,
farelerde diyabetik retinopatinin erken evrelerinin 6zelligi olan vaskiiler lezyonlarin
patogenezinde onemli bir rol oynadigimi gostermis olmalar1 (133), bu goriistimiizi
destekler mahiyettedir. Yine Oltulu ve arkadaslar1 STZ ile indiiklenmis diyabetik
sicanlarin karacigerlerinde iNOS ve NF-kB protein ekspresyonunun arttigini ve eNOS
protein ekspresyonunun azaldigin1 gézlemlemislerdir. Ayrica kan plazmalarinda MDA
seviyeleri yiiksek iken SOD aktivitelerinin diisiik oldugunu tespit etmislerdir (134).

Hiperglisemi, ileri glikasyon son {iriinlerinin {iretimini uyararak protein kinaz
C, poliol, ve heksozamin yollarim1 gelistirerek oksidatif strese neden olur. Daha
sonra ROS, NO radikalleri ile reaksiyona girerek peroksinitrit anyonunu
olusturmaktadir. peroksinitrit anyonu toksik bir oksidan olup bir¢ok biyolojik

molekiile zarar verebilmektedir (125). Bizim ¢alismamizda diyabetik gruba kiyasla

58



resveratrol verilen grupta iNOS diizeyinin diismesinin, INOS kaynakli olusan NO
dretimini azalttigir anlagilmaktadir. Boylece bu azalisin etkisiyle de MDA ile
gozleyebilecegimiz lipit peroksidasyonunun olusumu engellenmistir. Dolayisiyla
lipit peroksidasyonunun engellenmesi ile diyabete bagli gelisecek olan doku

hasarlarinda azalma olacagi seklinde yorumlanmalidir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

1. Resveratrol verilen grupta aglik kan sekeri diizeyinde azalma egilimi
saptanmistir. Ancak bu durum HbAlc ile ve daha genis c¢alismalarla teyit
edilmelidir.

2. Kontrol grubuna kiyasla diyabetik grupta IL-6 ve IL-10 diizeylerindeki
belirgin yiikselme saptanmistir (p<0,05). Resveratrol alan diyabetik grupta ise
ozellikle IL-6 diizeylerinde belirgin derecede azalma saptanmistir.

3. Calismada si¢an gruplar1 arasinda TNF-a ve melatonin diizeyleri agisindan
fark saptanmamistir (p>0,05).

4. Diyabetik sican grubunda (kontrol grubuna kiyasla) multi fonksiyonel bir
modiilatér olan ADM’nin bir gostergesi olan MR-proADM diizeylerinin belirgin
derecede azalmasi ve bu azalisin IL-6 ve MDA diizeyleri ile ters korelasyon
gostermesi ADM’nin diyabetin enflamatuar ve oksidan siire¢lerinde 6nemli roliiniin
olabilecegini akla getirdi. Ayrica resveratrol verilen diyabetik grupta MR-proADM
diizeylerinin kontrol grubu degerlerine yakin yiikselme egilimi gostermesi
resveratrolin ADM fizerinden homeostazisi diizenleyerck de antidiyabetik etki
gosterebileceginin bir kanit1 olarak goriildii.

5. MDA ile iligkili olarak MR-proADM diizeylerindeki degisimler
incelendiginde, ADM’nin MDA olusumu iizerine antioksidan etki gdsterebilecegi
saptandi.

6. Kontrol grubuna kiyasla diyabetik grupta TAS ve TOS diizeylerinde
onemli bir degisiklik olmadan INOS ve MDA diizeylerinde belirgin derecede
yiikselme saptandi (p<0,05). Bu yiikselise proenflamatuar ve enflamatuar belirtegler
olan IL-6 ve IL-10 da eslik etmekteydi. Bu durum diyabetin aterosklerotik ve
enflamatuar patolojisinde iNOS’un 6nemli rolii oldugunu gosterdi. Ayrica INOS’un
spesifik olarak lipit peroksidasyonu yoluyla aterojenik etki gdsterdigi diisiiniildii.
Resveratrol alan diyabetik grupta iNOS ve MDA’nin kontrol diizeylerine diismesi,
resveratroliin iNOS ve MDA iizerinden anti-diyabetik etkiye sahip olabilecegini
gosterdi.

Sonug olarak resveratrol tedavisinin diyabetik siganlarda MDA’y1 azaltarak
antioksidan ve IL-6, IL-10, ADM ve iNOS’u etkileyerek antienflamatuar ve

homeostatik etkiler yoluyla diyabetin neden oldugu olumsuz etkileri azaltabilecegi
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saptandi. Ayrica ADM’nin MDA olusumunu antioksidan etki gostererek

engelleyebilecegi diistiniildii.
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