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KISALTMALAR VE TABLOLAR
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1.  GIRiS

Cagimizin hastaliklar igerisinde halen ¢6zim bekleyenlerin
basinda kuskusuz kardiyovaskuler hastaliklar gelmektedir. Gerek yasam
kalitesini azaltmasi, gerekse is gucu kaybi ve saglik giderleri gibi topluma
verdigi zararlar dikkate alindiginda arastirmalarin bu alanda yogunlagsmasi
kaciniimazdir. Teknoloji ile birlikte degisen yasam tarzi ve buna bagh
olarak da dusuk fiziksel etkinlik, sagliksiz beslenme ve bunun sonucu
ortaya c¢ikan obezite ile diyabet ginimuzin en 6nemli saglik sorunlari
arasinda bulunmaktadir. Diyabetin, kardiyovaskuler sistem hastaliklari ile
iligkisi ve hastaligin etiyolojisi guinumuzde arastirmalarin yogunlastigi bir
alan olmakla beraber, tedaviye yonelik tam bir basari henuz
saglanamamistir.

Kardiyovaskuler sistem hastaliklarin tedavisi igin ¢6zum
arayislari surerken, ozellikle kirmizi et ve doymus yag asitlerinden zengin
diyetle beslenen Guney Fransa halkinda, kardiyovaskiler sistem
hastaliklarina yakalanma ve bu hastaliklara bagli mortalite oraninin,
benzer beslenme 6zelligi gosteren diger Ulkelere oranla daha az olmasi
oldukga ilging bulunmustur. Yapilan epidemiyolojik calismalar, Fransiz
toplumundaki duzenli sarap tuketimi geleneginden dolay! kardiyovaskuler
hastaliklara yakalanma oraninin dusmus olabilecegi varsayimini ortaya
koymustur. Deney hayvanlarina kirmizi sarap ekstreleri ve bilesenleri
verilerek yapilan ¢alismalar bu varsayimin dogrulugunu desteklemektedir.

iceriginde  bircok  biyoaktif bilesik bulunan saraptaki
kimyasallardan, en ¢ok resveratrol Uzerinde arastirmalar yodunlagsmistir.
Uzim gekirdegi ve kabugunda yogun olarak bulunan resveratroliin kirmizi
sarapta beyaz saraba oranla daha yuksek konsantrasyonda bulunmasinin
sebebi, kirmizi sarabin maserasyonunda UzUm kabugunun da
kullaniimasidir. Yapilan arastirmalar sonucu dogal bir antioksidan olarak
bilinen resveratrolin trombosit agregasyonunu ve |6kosit adezyonunu
inhibe ettigi bildirilmigtir. Ayrica endotel hucrelerinden salinan vazodilator
faktor nitrik oksit salinimini artirici etki gostererek endotel fonksiyonlarini
iyilestirdigi bildirilmistir.

Bu calismada alloksan uygulamasi ile diyabet olusturulmus
tavsanlarin bir kismina, 8 hafta boyunca igme suyu igerisinde 5 ve 50
mg/kg resveratrol igirilerek damarlarin vazokonstriktér bilesik fenilefrin ile
vazodilator bilesik asetilkoline cevaplari incelenmistir. Boylece, diyabetik
tavsanlara resveratrolin iki farkh konsantrasyonda verilmesi sonucunda
vaskuler fonksiyonda bir degisiklik olusturup-olusturmadigi incelenmis
olacaktir.



2. GENEL BILGILER

Gelismis ve gelismekte olan toplumlarda metabolik sendrom
ve diabetes mellitus’'un gorulme sikhgi hizla artmaktadir. Yeterli insilin
salgilanmamasi sonucu tip | diyabet ya da insuline cevaplilk azalmasi
sonucu ortaya cikan tip Il diyabet, kardiyovaskuler komplikasyonlarla
birlikte seyreden metabolik bir hastaliktir. Bu sebeplerden dolayr hem
dinya genelinde hem de Turkiye’de diyabetle ilgili pek c¢ok c¢alisma
yapiimaktadir. Bu gune kadar diyabetli insanlar ve hayvanlarda yapilan
calismalar, damarlarin endotel hicre fonksiyonundaki azalmanin,
kardiyovaskuler komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasinin asil nedeni olarak
gOstermigtir.  Arterlerin endotel hdcrelerinde sentezlenen nitrik oksidin,
reaktif oksijen tlrlerinin artmasiyla biyoyararlaniminin azaldigi bunun
sonucu olarak da dokularin oksijenasyonunun giderek bozuldugu
bilinmektedir. Damarlarin endotel fonksiyonunu dizeltmek icin antioksidan
tedavi de dahil pek ¢ok yontem denenmektedir. Epidemiyolojik galigsmalar,
orta dereceli kirmizi sarap tlketiminin kalp-damar hastaliklarina bagli 6lim
insidansini azalttigini géstermektedir. Kirmizi sarabin iginde biyoaktif pek
cok flavonoid ve antosiyanin turt bilesik bulunmaktadir. Bu maddelerden
uzerinde en g¢ok arastirma yapilan, bir polifenolik bilesik olan
resveratroldur.



2.A. RESVERATROL

Resveratrol yakin zaman igerisinde kardiyovaskuler
hastaliklara kargi olumlu etkileri acisindan siralanirsa, kugkusuz en
populer bilesikler arasinda yerini alir. Biyolojik deneylerde resveratrolin
nitrik oksit sentaz(NOS) ve antioksidan kapasiteyi arttirdigi, oksidatif stresi
azalttigr gosterilmistir. Resveratrol bu etkileriyle saghgin sdrdartlmesi
acisindan oldukga yararl etkiler tasimaktadir®. Resveratrol kirmizi
sarabin igerisinde yuksek oranda bulunan, uzim c¢ekirdegi, Uzum kabugu
ve yer fistigi gibi birgok bitki ekstresinden elde edilen polifenolik yapida bir
bilesiktir. Resveratrol ilk olarak Polygonum Cusipidatum bitkisinde tespit
edilmistir.?°

2.A.1. Fransiz Paradoksu

Fransizlarin fazla tereyadi ve domuzyag: tuketmelerine
ragmen kardiyovaskuler hastaliklardan oOlum orani daha dusuktur. Bu
celiskili durum “Fransiz Paradoksu” olarak bilinmektedir.?*

Fransizlar, diger bati toplumlarindan daha fazla sarap
tiketmektedirler. Gergekte fazla miktarda ve uzun slre etil alkollin basta
sinir sistemi olmak Uzere pek ¢ok organ ve dokuda toksik etkilerinin oldugu
bilinmektedir. Bu zararlarin bir kismi etil alkoliin oksidatif stresi arttirarak,
serbest oksijen radikali ve lipid peroksidasyonuna sebep olmasina
baghdir. Etil alkol hakkindaki bu bilimsel gerceklere ragmen Fransiz
Paradoksu’'nun nedeni olarak orta derecede kirmizi sarap tuketimi
gosterilmistir.?*

2.A.2. Resveratroliin Biyolojik Etkileri

Kirmizi sarabin polifenolik ekstraktlari kullanilarak yapilan
calismalar, endotel bagimlhi gevseme cevaplarinin ve NOS aktivitesinin
arttigi, trombosit agregasyonunun inhibe oldugu, Iokosit adezyonunun
engellendigi ve dusuk dansiteli lipoprotein’ in (LDL) oksidasyonunun
onlendigine  dikkat  cekmektedir.?  Kirmizi  sarabin  polifenolik
bilesenlerinden resveratrolin de benzer etkilere sahip olmasi, onun kalp
damar hastaliklari GUzerindeki yararl etkilerinin resveratrol ile iligkili
olabilecegini gostermektedir. Epidemiyolojik c¢alismalar kirmizi sarap
tuketen toplumlarda kalp damar hastaliklari gérilme sikliginin daha dusuk
oldugunu gdstermektedir®.

Resveratrolin LDL oksidasyonunu onleyici etkisinin, esas
olarak bakirla selasyon sonucu ortaya cikan serbest radikal stpurucu
etkiden kaynaklandigi anlasiimistir.>®



Resveratrolin  1-100 umol/L konsantrasyonlarda sigcan
aortas1,”® domuz koroner arteri,’’ sican ve kobay mezenterik arterleri’®,
insan safen ven ve internal meme arterinde® hem endotel bagimli ve hem
de endotel bagimsiz gevsetici etkilere sahip oldugu gosterilmistir. Bu
calismalarda endotel badimli gevsetici etkisinin NO aracilikli oldugu
saptanmisgtir.

Resveratrol 2-4 mg/kg miktarlarda intragastrik olarak 5 hafta
boyunca verildiginde endotel kazinmasi sonucu ortaya g¢ikan intimal
hiperplaziyi belirgin olarak zayiflatmaktadir.!

25mg/mL resveratrolin igme suyu iginde 15 gln boyunca
si¢canlara verilmesi sonucunda, Langendorf perfuze sigan kalplerindeki
iskemi-reperflizyon hasarinin belirgin olarak azaldigi rapor edilmistir. Bu
koruyucu etkinin, kismen nitrik oksit sentezindeki artisa bagli olarak ortaya
ciktigi ileri sUrilmistir.?

icme sulari icinde 21 giin boyunca 50mg/L resveratrol icen
disi ve erkek siganlarin torasik aortalarinda yapilan vaskuler ¢calismalarda
fenilefrin ve angiotensin Il ile olusan kontraksiyonlarin azaldigi asetilkolin
ile olusan gevsemelerin ise belirgin bigimde arttigi gdsterilmistir. *

Streptozotosin ile insulin bagimh diyabet olusturulmus ve
nikotinamid ile insilin-bagimsiz diyabet olusturulmus sigcanlara gastrik
sonda ile 7 gun boyunca gunde 3 kez 3mg/kg dozda verilen resveratrolin
etkileri incelenmigtir. Resveratrol tedavisinin soleus kasindaki glukoz
tasiyicilarindan GLU4  ekspresyonunu artirdigi  ve  karacigerde
glikoneogeneziste hiz kisitlayici enzimin ekspresyonunu azalttigi
saptanmigtir. Ayrica her iki yontemle diyabet yapilmis sicanlara 0.05-10
mg/kg dozda resveratrol verilmesinden 90 dakika sonra kan glukoz
dizeylerinin anlamli dl¢gude dustugu ve insulin duzeylerinin yukseldigi
saptanmistir.*®

Streptozotosin  ile  diyabet  olusturulmus  siganlarin
aortalarindan izole edilen duz kas hicreleri 24 saat sitokin maruziyetine
birakildiktan sonra iNOS protein ekspresyonu olgllmustir. Hacre kultar
ortamina resveratrol (0.1-100 mM) eklenmesinden sonra iNOS protein
ekspresyonunun daha da arttigi goralmustur. Fakat en yuksek resveratrol
dozu ile kontrol aortalardaki protein dizeyinde azalma olurken, diyabetik
siganlarin hucrelerinde artma devam etmistir. Selektif estrojen antagonisti
ICI 182,780 resveratroliin iNOS {izerindeki etkisini geri cevirmistir.*



Sprague Dawley sicanlar Uzerinde vyapilan bir baska
calismada igme suyu iginde 45 gun boyunca % 10 fruktoz verilmesi
sonrasinda kan basinci, damarda eNOS aktivitesi ve kanda thiobarbitlrik
asid duzeyleri Olgcilmustur. Resveratrol (10 mg/kg/ gun) tedavisinin
fruktozla yukselen kan basincini dusirdigi ve eNOS protein aktivitesini
artirdigi saptanmistir.*’

Bir bagka aragtirmada, resveratrol (3 mg/kg i.p.)
uygulamasinin kontrol sicanlarda insulin sekresyonunun artisina bagl
olarak plazma glukoz duzeyini azalttigi fakat streptozotosin ile diyabet
olusturulmus hayvanlarda bu degerleri degdistirmedigi gorulmustar.
Resveratrolln, kontrol sicanlarin pankreas beta hicrelerinde Karp and Ky
kanallarini inhibe ederek instlin salinimini artirarak kan glukoz dizeyini
azalttigi gosterilmistir.3

insanlar tizerinde yapilan bir calismada miyokard infarktiisii
ve diyabeti olan 1050 kisiye gunde yiyeceklerle birlikte 118 ml kirmizi
sarap verilmistir. Sonuglar, kirmizi sarap alan grupta inflamatuvar
sitokinlerin ve oksidatif stresin azaldigini gostermistir. Bu uygulamanin,
hastalarin sagkalim oraninin artirabilecedi 6ngdrilmuistiir.*®

2.A.3. Resveratroliin Sentezi

Resveratrol, 34’5 trihidroksisistilben yapisinda
olup(sentetik estrojen), trans ve cis izomeri olmak Uzere 2 izomeri
vardir.?

Trans izomerlerinin biyolojik aktivitelerinin cis izomerlerine
gore daha yiiksek oldugu saptanmistir.?

Trans resveratrol yapi olarak dietilstilbesterol’ e ve 17p-
estradiol’ e benzemekte olup miksestrojenik, agonist/antagonist, 6zelliklere
sahiptir.?®

Resveratrolin biyosentezi  fenilalanin ile baglar,
deamilasyon ile sinnamik asit olusur. 4-kumarik asit ile yukseltgenen
sinnamik asit 4-kumaril KO-A ile estere doner ve stilben sentaz enzimi
araciligi ile biyosentezi tamamlanir.?



2.A4. Resveratrolin Farmakokinetigi

Yapilan analizler sonucu resveratrolin metabolizasyonunun
¢ok hizli olmasi nedeniyle biyoyararlaniminin ¢ok dusuk oldugu tespit
edilmistir. Resveratrolin intravendz yada oral yolla verilmesiyle plazmada
fazla bulunmadigi, kisa sirede bazal seviyeye indigi rapor edilmigtir. Cis-
resveratrolin trans-resveratrole gore 5—-10 kat daha hizli yikima ugradigi
tespit edilmigtir. Wistar sicanlarinda yapilan in-vivo bir g¢alismada
sigcanlarin midesine 170 pci/ml trans-resveratrol enjekte edilmis ve
enjeksiyondan sonra 24 saat boyunca kan-plazma, idrar, ornekleri
toplanmis, ayrica kalp, bdbrek ve karacigerden alinan dokularda analiz
edilmistir. Sonu¢ olarak trans-resveratrol plazmada 15 dakika iginde
maksimum konsantrasyona ulastigi, karaciger, bobrek ve kalpte ise
uygulanan dozun %1’inin altinda oldugu tespit edilmistir.*

Bir baska c¢alismada ise siganlara gastrik entibasyonla
86ug/kg resveratrol uygulanmis ve resveratroliin kan ve cesitli dokulardaki
miktarlari Slgtimustir. Olgiim sonuglari, plazmada 20.2 ng/ml, karacigerde
20.7 ng/g, kalpte 2.2 ng/g ve bobrekte 20 ng/g konsantrasyonlarinda
resveratrol bulundugunu gostermigtir. Bu ¢alismada ayrica, siganlara 15
glin boyunca 43 pug/kg dozunda resveratrol uygulanmis ve sonugcta
plazmada 7.6 ng/ml, karacigerde 53.5 ng/g, kalpte 3.1 ng/g ve bdbrekte
44.1 ng/g konsantrasyonlarinda resveratrol bulundugu gosterilmistir.*°

Gonulla, saghkh kisilerde yapilan bir ¢calismada resveratrol
25 mg/70kg (360 pg/kg) dozunda igecekler iginde (bu doz normal sarap
icimiyle alinabilecek resveratroliin 20 kati) goniillilere uygulanmistir.®
Gaz kromatografisi-kitle spektroskopisi yontemi kullanilarak yapilan
Olcumlerde, alimdan 30 dk sonra resveratrolin plazma doruk
konsantrasyonu 40nM oldugu bulunmustur. Saraptaki ortalama resveratrol
miktari yaklasik 1-5 mg/L'dir. Ortalama sarap tlketimiyle 70 kg
agirhgindaki bir birey gunde 250 ml sarap igerse alinan resveratrol miktari
yaklasik 18/ug/kg/giin olarak hesap edilmektedir.® Saglikli gondilliiler
lizerinde yapilan bir calismada da [**C] isaretli 25 mg resveratroliin a§iz
yolundan ve 0.2 mgintravendz olarak veriimesinden sonra resveratrol ve
metabolitlerinin plazmadaki doruk diizeyleri 2uM olarak bulunmustur.>*
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2.A.5. Nitrik Oksit Sentaz Aktivasyonu ve Biyosentezi

Nitrik oksit (NO) ilk olarak 1979 yilinda Furchgott ve
Zawadzski adli arastirmacilar tarafindan bulunmustur. ilk olarak, endotel
badimli gevsetici faktér (EDRF) olarak farkedilen bu vazodilatér ajan, son
derece dayaniksiz olup, serbest oksijen radikalleri tarafindan hizli bir
sekilde inaktive edilmektedir. Stperoksit radikallerini temizleyen superoksit
dismutaz (SOD) gibi antioksidan bilesikler onun yari Oomrunu
uzatmaktadir. 1987 yiinda NO’ nun EDRF’ nin biyolojik etkilerinden
sorumlu molekul oldugu ileri suralmustur. Nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi
varlhiginda L-Arjinin substrati ve tetrahidrobiopterin kofaktorl ile sentezi
gerceklesir. Endotelde eNOS, noéronlarda nNOS, ve makrofajlar, I6kositler
gibi tim cekirdekli hiicrelerde bulunan iINOS olmak lGzere 3 formu vardir.
Bu formlardan eNOS ve nNOS Ca*?nin kalmodoline baglanmasi ile aktive
olurken, INOS bakteriyel toksinlerle aktive olur. NO lipid ortamda iyi
¢ozunurken sulu ¢ozeltilerde kismen ¢ozundr. Boylelikle hicre gevresine
rahathkla yayilir. Yiksek miktarda NO oksijenli bilesiklerle peroksinitrit ve
nitrojen dioksit gibi toksik metabolitlere donusebilir. NO ayrica nitrozamine
donuserek nukleik asitleri modifiye ettigi ve kansere neden oldugu
bildirilmigtir. Glutatyon bu toksisiteyi azaltir. Bir kisim NO’ da eritrositlerin
icerisnde hemoglobinlere baglanarak nitrit ve nitratlara donuserek disari
atilirlar.

Endotel hcreleri tarafindan L-arjininden sentezlenen NO
basta damar tonusunun ayarlamasinin yani sira damar duz kas
hdcrelerinin poliferasyonunu da énledidi yapilan in vitro ¢alismalar sonucu
ortaya cikmistir. Plazma igerisinde ise trombositlerin agregasyonunu
onleyen NO, ayrica kumelenmis trombositler Uzerinde de disagregan
dzelligi tasir. Endotel kékenli iki Griin olan prostasiklin(PGi,) ve NO
birbirlerinin antiagregan etkilerini artirirlar. Lokosit adezyonunu da onledigi
belirtilen NO, serbest radikal olusumunu inhibe ederek, vazorelaksiyon
saglar. Bu ozelligi ile basta ateroskleroz olmak Uzere vaskuler sistem
hastaliklarina kargi etkinlik gosterdigi kabul edilmektedir.

Damar endotelinde NO inhibisyonu NO substrati olan L-
Arjininin analoglariyla saglanir. Bunlar arasinda aminoguanidin, L-
Nitroarjinin, N-Monometilarjinin (L-NMMA), L-Nitroarjinin metil ester (L-
NAME), klinik ¢calismalarda NO’ nun rolinu anlamak icin kullanilan temel
inhibitorlerdir.*
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2.8. DIYABET

Karakteristik  6zelliklerine M.O. 1500 yilindan kalma
belgelerde (Ebers Papirusleri) bile rastlanan diabetes mellitus igin
bugunku tanim, kronik hiperglisemi ile seyreden, etyolojisi degisik bir dizi
metabolik bozukluktur. insilin salinimindaki veya etkisindeki bazen de her
ikisindeki bozukluk kandaki glukoz, konsantrasyonunun normalden yluksek
degerlerde seyretmesine, karbonhidrat, yag, protein metabolizmasi
bozukluklarina ve sonugta da uzun donemde, vlcudun cgesitli organ ve
sistemlerinde hasarlar, iglev bozukluklari ve yetersizliklere neden
olmaktadir. Radikal bir tedavisi bulunmayan diyabet, tedavi maliyeti
yuksek, surekli doktor kontroli gerektiren, ¢ogu zaman hastalarin
kardiyovaskuler komplikasyonlardan kaybedildigi bir hastaliktir. Gelismis
ve gelismekte olan ulkelerde diyabet hizli bir yayihm egilimi
gOstermektedir. Yapilan bir calismada, Turk Toplumu'nda 1990 yilindan
buglne diyabetin erkeklerde %13, kadinlarda %27 oraninda arttigi sonucu
cikmistir. Bunun sebebi olarak, obeziteye egilim, fiziksel aktivitede azalma
ve sigara icimindeki artma gorulmekle birlikte toplumumuzdaki diyabet
hastaligi sikh@inin erkeklerde %4,5 ve kadinlarda %7,3 oraninda oldugu
saptanmigtir. Konuyla ilgili yapilan ¢alismalarla, diyabetin kardiyovaskuler
hastaliklardan anjina pektoris, akut myokard infarktlisi ve aterosklerozu
hizlandiran bir durum oldugu acgik¢a ortaya konulmustur. Diyabet,
ateroskleroz, hipertansiyon, koroner kalp hastaligi ve yaslanma gibi
fizyopatolojik durumlarda oksidatif stress artigindan dolayi, damar endotel
fonksiyonunun zayifladi§i, damar diz kas cevaphliginin degistigi
bildirilmigstir.
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2.B.1. Diyabetin Tanimi Ve Siniflandiriimasi

Diyabet ginimuzde ¢ok sik gorulen kronik, progressif seyir
izleyen, bir metobolizma hastaligidir. Diyabet kronik hiperglisemi sonucu
g6zlerde, bdbreklerde, sinirlerde, kalpte ve kan-damar sisteminde kronik
komplikasyonlara yol acar, bu organlarin fonksiyonlarini bozar ve
sakatliklara yol acabilen bir hastaliktir.

Tip | Diyabet

Mutlak insilin  eksikligine neden olan beta hucresi
harabiyetiyle seyreden seklidir.

a)  immiin Kékenli Diyabet

Tdm diyabetin %5-10’u arasindakileri olusturan diyabet tipidir. Daha 6nce
insuline bagimli diyabet olarak adlandinimis olan bu diyabet sekili
pankreas beta hucrelerinin otoimmun olay sonucu harabiyetinden ortaya
cikmaktadir.?®

b)  idyopatik Tip Diyabet

Tip | diyabet tanisi konan olgularin bir kisminda hicbir
etiyoloji tanimlanamaz ve otoimmun belirtecler negatiftir. Bu olgularin bir
kisminda mutlak insulin eksikligi ve ketoasidoza egilim gorular. Tip |
diyabetli hastalari ¢ok az bir kismi bu kategoriye uymaktadir ve bunlar
Asya ve Afrika kdkenli insanlardir.??

Tip 1l Diyabet

Tip Il diyabet heterojen bir hastaliktir. Karaciger, kas ve
adipd6z dokuda insulin duyarhliginin azalmasi ve beta hlcre fonksiyon
bozuklugu ile karakterizedir. Genetik olarak planlanmis bir beta hucreleri
disfonksiyonuna periferde meydana gelen insllin direncinin yani sira
yetersiz egzersiz, obezite gibi c¢evresel faktérlerde Tip |l diyabetin
tetikleyici nedenleridir.>*

13



2.B.2. Endotel Ve Diyabet

Cesitli deneysel diyabetik hayvan modelleri ve diyabetik
hastalarin damarlarinda yapilan c¢alismalarda endotel bagimh gevseme
cevaplarinin azaldigi gdsterilmistir.*® Endotel cevaplarindaki bu azalmanin
nedeni henlz tam olarak anlasilamamigtir. Damar dokusunda serbest
oksijen radikallerinin olusumunun arttigi buna karsihik antioksidan
aktivitenin azaldigi ve giderek endotel kaynakl nitrik oksit (NO) ve
prostasiklin olusumunun zayifladigi kabul edilmektedir.>” Diyabetik
arterlerde endoteliyal nitrik oksit sentaz (eNOS) ekspresyonunun
azaldi§i® fakat bazi calismalarda protein eNOS eksperesyonunda bir
degisiklik olmadigi bildirilmistir®®. Tersine bazi calismalarda diyabetik
arterlerde eNOS ekspresyonunun arttigi bildirilmistir®.

Steptozotosin ile diyabet olusturulmus sicanlarda, eNOS
ekspresyonundaki artis diyabet ile tetiklenen oksidatif stresin yarattigi
endotel  fonksiyon  bozukluguna  karsi, diyabetik  damarlarda
kompensatuvar bir mekanizma sistemini uyariimasina baglanmigtir®.
Nitrik oksit sentaz ekspresyonundaki bu farkliligin sebebi, hastaligin suresi
ve deneysel modellerdeki farkliliklarla aciklanmistir.®” Genelde nitrik oksit
fonksiyonunun ve eNOS gen ekspresyonunun erken dénemde arttigi,
ikinci basamakta normalize oldugu ve uglncu basamakta da azaldigi
yoniinde sonuglar bulunmaktadir.**

Sigcanlarda, endotel hiicre tabakasinin uzaklastirilasi ya da
nitrik oksit sentaz (NOS) inhibitort L-NAME tedavisinin, diyabetik
arterlerde siUper oksit anyon olusumunu azalttigi ve asiri oksijen radikal
olusumunun NOS kaynakli oldugu bildirilmistir.3” NOS kenetsizlenmesi
(uncoupling) adi verilen bu olayin, L-arjinin velya da tetrahidrobiopterin
bagimh yolaklarda bu maddelerin eksikligine bagimli olabilecegi
dusunulmektedir.

Gergekten, NOS kofaktorl olarak galigsan tetrahidrobiopterin
oksidasyonunun, diyabetik hayvan modellerindeki arterlerde arttigi ve
bunun sonucunda NAD(P)H oksidaz aktivitesinin ylkseldigi ve sonugcta
serbest oksijen radikallerinin olusumunun hizlandi§i gdsterilmistir.*?
Bununla birlikte NOS’un serbest oksijen radikallerinin olusumunu tetikleme
mekanizmasi tam olarak anlagilamamistir. NAD(P)H Oksidaz sisteminin
endotel fonksiyon bozuklugu olusumunda kritik bir rol oynadigi
dusundlmektedir. Bu enzimin aktivitesindeki artisin gesitli patolojik
durumlarda damar endotel ve duz kas hucrelerinde superoksit olusumunu
hizlandirdigi kabul edilmektedir.*?
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Yuksek doz glikoza maruziyet sonucu azalan endotel bagimli
gevseme cevaplarinin ayni anda yapilan siiperoksid dismutaz (SOD)**
L-arjinin® ve indometazin inkiibasyonuyla diizeldigi gdsterilmistir.
insanlarda yapilan bir calismada Vitamin E destegiyle endotel hiicre
fonksiyon  bozuklugunda belirgin  dlizelme oldugu saptanmistir.
Antioksidanlarla kronik tedavinin glikoz homeostazisini degistirmeden,
muhtemel protein glikasyonlarini module ederek reaktif oksijen aracili
yolaklari bloke edip endotel fonksiyonunu korudugu &ngériilmektedir.®
Diyabetik sican aortasinda uzun sureli diyabete bagli olarak Mn-SOD gen
ekspresyonunun kademeli olarak azaldi§i saptanmistir.®® Diyabetle ilgili
endotel fonksiyon bozuklugunun hicresel ve molekiler mekanizmasini
inceleyen arastirmalar, eNOS ekspresyonu ya da NO biyoyararlaniminin
bozuldugu NO‘nun oksijen radikalleriyle pargcalanmasinin arttiyi ve de
reaktif oksijen/nitrojen turlerinin olusumu oraninda bir dengesizlik sonucu
damarin mikro cevresinin homeostazisinin degistigini ileri sirmektedir.®’

Diyabetle ilgili deneylerde tip | diyabet modeli esas alinir. Bu
calismalar igerisinde deney hayvanlarinda insulin sentezinden sorumlu
pankreas B hlcrelerinin tahrip edilerek insilin sentezinin ve saliniminin
inhibe edilmesi amaglanir. Bu yontem igin alloksan, streptozosin gibi
sitotoksik molekdller kullanilir, yada belirli galismalarda pankreatektomi
yontemi ile pankreasin gikarilmasi da 6ngorulebilir.

Diyabetle ilgili bir galismada kullanilan Wistar tavsanlarina
intravendz yolla, 42 mg/kg alloksan verilmis ve hayvanlar diyabet
yapilmistir.>’

Diyabetin kalp kasi Uzerinde etkisinin incelendigi baska bir
calismada ise kullanilan disi Wistar siganlarina intravendz yolla 45 mg/kg
sodyum sitrat tamponu igerisinde ¢ozinmus streptozosin verilerek diyabet
olusturulmustur.>®

Siganlar Uzerinde yapilan diger bir deneyde streptozosin
salin icerisinde ¢dzulerek intraperitonal yolla 42.5 mg/kg verilmis, ve 4-8
hafta siire icerinde diyabet saglanmistir.>?
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3. MATERYAL VE YONTEM

3. A.1. Kullanilan Deney Hayvanlari

Bu calismanin deneysel protokolii Gazi Universitesi Hayvan
Etik Komitesinin, G.U. ET-05.047 karar! ile onaylanmistir Deneylerde 12
saat aydinlik 12 saat karanlik periyodunda (21 — 24°C) sicaklik kontrollyle
senkronize edilmis 2100-2350 g agirliginda erkek Yeni Zellanda
Tavsanlart  kullanilmigtir.  Tavsanlar, Hifzissiha Enstitisi Deney
Hayvanlari Uretim ve Satis Merkezi ile ozel Uretim ciftliklerinden
saglanmistir. Hayvanlara standart yem verilmistir. icme suyu olarak kontrol
gruplarina ve sadece diyabet yapilmasi planlanan tavsanlara gesme suyu,
diger gruplara ise deney protokoliinde belirtilen oranlarda resveratrol ilave
edilmis ¢cesme suyu 8 hafta boyunca igiriimistir. Resveratroliin 1giktan
bozunmasini onlemek icin siseler aliminyum folyo ile sarilarak 1gik
gecirmesi engellenmistir.
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Tablo 1. Deneylerde kullanilan tavsan gruplari

GRUPLAR OZELLIKLERI

KONTROL sadece gesme suyu icen

RESVERATROL KONTROL cesme suyu icinde 50 mg/ kg resveratrol verilen

AYNI ANDA RESVERATROL 100 mg /kg alloksan ile birlikte 50 mg/L

ALAN DIiYABETIK _
resveratrol verilen

ONCEDEN RESVERATROL 100 mg/kg alloksan’ dan 15 glin 6nce 50 mg/L

ALAN DIYABETIK _
resveratrol verilen

DUSUK DOZ RESVERATROL 100 mg/kg alloksan’ dan 15 giin 6nce 5 mg/L

ALAN DiYABETIK _
resveratrol verilen

DIYABETIK 100 mg /kg alloksan

* Not : Calismalar Gazi Universitesi Hayvan Etik Kurulu izni alinarak

gerceklestirilmistir.
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Diyabet, steril izotonik NaCl ¢oézeltisi icinde ¢dzdurilen 100
mg/kg alloksanin kulak veninden injeksiyonu ile olugturulmusgtur. Bu
uygulamadan 3,5 ve 15 gun sonrasinda hayvanlarin kulak veni kanatilarak
ve Accu-Chek (Roche) cihazi kullanilarak kan sekeri dlgima yapiimigtir.
Kan sekeri 250 mg/dl Uzerinde Olgllen tavsanlar diyabetik olarak
degerlendirilmiglerdir. Resveratrol (5 ve 50 mg/L) 0.05% etil alkol ile
¢ozulerek tavsanlarin icme sularina karistiriimistir. Resveratrol iceren su
siseleri 151k gegirmez malzeme ile kaplanmistir. Hayvanlar standart yem ile
beslenmis ve igebildikleri kadar su igmelerine izin verilmigtir. Diyabetik
tavsanlarin icme kaplarindaki su, sabah-aksam kontrol edilmistir. On
deneylerde diyabet olusturma suresi 8 hafta olarak belirlenmisgtir.

Tavsanlar, sodyum tiyopental (% 2 i.v. ) enjeksiyonu ile
anesteziye edildikten sonra kan ve doku ornekleri toplanmistir.
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3.A.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Hazirlanmalari
izole Organ Banyosu Deneylerinde Kullanilan Kimyasallar

Fenilefrin (Sigma), Asetilkolin Klorlr (Sigma), Potasyum Klor(r
(Sigma), L-Nitro Arjinin (Sigma), Indometazin(Sigma)

Asetilkolin, 0.001 N HCl iginde ¢ozulmustur. indometazin 5%
(w/v) sodyumbikarbonat iginde c¢ozulmustir. lleri seyreltimler Krebs
¢Ozeltisi kullanilarak yapilmigtir.

Deney Hayvanlarina Enjekte Edilen, ve Sunulan Kimyasallar
Alloksan(Fluka), trans-resveratrol (Sigma) ve Herb-Tech (China)
Farkl iki kaynaktan saglanan resveratrol safliginin benzer oldugu, HPLC
analizleri ile 6n deneylerde gosterilmistir

Deneylerde Kullanilan Krebs Cdzeltisinin Bilesimi (mM):
NaCl(Merck) :118, KCI(Sigma) :4.73, KH,PO4 (Merck) : 1.2,
MgSO4(Merck) : 1.2, CaCly(Merck) : 2.5, NaHCO3(Sigma) : 25,
Glukoz (Sigma) :11, EDTA (Sigma) : 0.026.

Hazirlanan stok c¢ozeltiler derin dondurucuda saklanmis,
kullanilacaklari zaman Krebs ¢ozeltisi ile seyreltilerek kullaniimistir..

19



3.A8.

ARAGC VE GERECLER

in vitro izole Organ Banyosu Deneyleri

Cift cidarli izole organ banyosu (EMKA)

Gerim ileticisi (EMKA)

Amplifier (EMKA)

Bilgisayar kontrolli 6zel kaydedici sistem (EMKA)
Sirkulasyonlu su banyosu (EMKA)

%95 O, ve %5 CO; iceren gaz karigim tupu
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3.B. YONTEMLER
Tavsan Aortalarinin izole Organ Banyosu i¢in Hazirlanmasi

Anesteziye edilmis tavsanlarin gogus kafesleri acilarak
torasik aorta izole edilmig ve soguk Krebs ¢ozeltisi (mM): NaCl :118, KCI
473, KH,PO4: 1.2, MgSO4: 1.2, CaCly: 2.5, NaHCOg3: 25, Glukoz: 11,
EDTA: 0.026 iceren petri kabina alinmistir. Petri kabina alinan torasik
aorta ¢evre dokularindan temizlendikten sonra 3-4 mm’ lik halkalar halinde
kesilmigtir. Dokular hazirlanirken endotel tabakasinin zedelenmemesi igin
azami dikkat gosterilmistir. Aorta halkalari, paslanmaz ¢elikten yapilmis L
tipi doku kancalari arasina yerlestirilerek izometrik gerim olgimu igin 5 ml
lik izole organ banyosuna yerlegtiriimislerdir.

Preparatlar, %95 O, ve %5 CO, karisimi ile havalandirilan
37°C’'deki Krebs gozeltisi icinde 2 g’ Iik gerim altinda 1-1.5 saat sireyle
dengelenmeye birakilmigtir. Dengelenme suresi i¢cinde banyo ¢ozeltisi her
15 dakikada bir degistiriimistir. Dokularin gerim degisiklikleri, izometrik
transducer (EMKA, Technologies, Paris, gerim oOlger) yardimiyla
bilgisayara kaydedilmigtir. Uzunluk-gerim iligskisindeki optimum nokta,
dinlenme durumunda, farkl aktif gerim uygulamalarinda 3x10® M fenilefrin
uygulamasi yapilarak belirlenmistir. Kontrol ve diyabetik tavsanlarin aorta
halkalarinda, 2 g llkk 6n gerimin maksimum fenilefrin kasiimasi
olusturdugu saptanmis. Ayni hayvanin torasik aortasindan 4-8 halka
olusturulmus ve paralel olarak c¢alisiimigtir. Her preparat yalnizca bir
deneyde kullaniimigtir.
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3.B.1. TAVSAN AORTASINDA KASILMA VE GEVSEME )
CALISMALARI ICIN UYGULANAN DENEY PROTOKOLU

Yaklasik 1.5 saatlik dengelenme periyodunun ardindan aorta
halkalarinin canliligi 3x10® M fenilefrin uygulamasi ile kontrol edilmistir. Bu
konsantrasyondaki fenilefrine 2 g’ dan az kasilma yaniti veren arterler
calisma disi tutulmuslardir. 40 mM KCI ve 3x10°® M fenilefrin
uygulamasina kasilma cevaplarinin en az 2 kez anlamli olarak
degismeden tekrarlanabilir oldugu saptanmistir. Endotel tabakasinin
butinligi, 3x107 M fenilefrin ile 6n kasiima olusturulmus aorta
halkalarinin 10® M asetilkolin uygulamasina verdi§i gevseme cevabi
Olgulerek saptanmistir.

Fenilefrinin (10°-10* M) artan konsantrasyonlarda kiimiilatif
uygumalasi ile konsantrasyon-yanit egrisi elde edilmistir. Bu
konsantrasyon-yanit egrisinden fenilefrinin submaximal (80-90 %) kasilma
olusturan konsantrasyonu 3x10" M olarak saptanmistir.

Asetilkolin (10°-10 M) gevseme yanitlari 3x10” M fenilefrin
ile ©6nceden Kkastirilmis aorta halkalarinda incelenmigtir. Fenilefrin
kasilmasi dizgun bir plato olusturduktan sonra asetilkolin artan
konsantrasyonlarda kumdulatif olarak uygulanmistir. Asetilkolinin her doz
uygulamasi bir 6nceki dozun etkisinin tamamlanmasindan sonra
yapilmistir. Fenilefrin ve asetilkolin konsantrasyon-yanit egrileri kontrol,
diyabetik ve resveratrol icen diyabetik gruplarda 30 dakika 10> M
indometazin preinkibasyonundan sonra da gergeklestirilmigtir.

Zaman kontrolli calismalarda 3x107 M ile olusturulan
fenilefrinin kasilmasinin, asetilkolin konsantrasyon-yanit egrisinin
tamamlanmasi igin gereken surede korundugu saptanmistir.
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3.B.2. ISTATISTIK ANALIZ

Sonuglar, ortalama * standart hata ortalamasi olarak ifade
edilmistir. Fenilefrine kasilma cevaplari, 40 mM KCI ile olusturulan
kasilmanin % si (relative tension) olarak gosterilmistir. Asetilkolinle olusan
gevsemeler, fenilefrin prekontraksiyonundaki % azalmalar olarak
verilmistir. istatistik analiz Student's t-test ve variyans analizi ile
yapilmigtir. P degeri 0.05 den kucuk ise bulgu anlamh olarak
degerlendirilmistir.
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Tablo 2. Deney gruplarina ait agirlik, kan sekeri ve gunluk tuketilen su

miktarlarina ait veriler.

GRUPLAR AGIRLIK (g) | KAN SEKERI (mg/dl) | GUNLUK TUKETILEN
SU MIKTARI (ml)

KONTROL 2285 + 24 102 £ 10 160 + 21

RESVERATROL KONTROL 1 2332 + 30 110+5 280 + 35

AYNIANDARESVERATROL 1 9324 + 33 455+ 71 685 + 15
ALAN DIYABETIK

ONCEDENRESVERATROL | 2216 + 25 380 + 29 675 + 32
ALAN DIYABETIK

DUSUKDOZ RESVERATROL | 2134+ 23 422 + 45 590 + 11
ALAN DIYABETIK

DIYABETIK 2117 + 31 485 + 34 585 + 13
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4.  SONUGLAR

Tavsan Aorta Halkalarinda Fenilefrinin Kastirici Etkisi

Fenilefrinin (10°-10* M) kiimilatif bigimde uygulanmasi endoteli
saglam tavsan aorta halkalarinda konsantrasyon-bagimli kasiima yanitlari
olusturmustur. Kontrol ve diyabetik tavsanlarin fenilefrin konsantrasyon-
yanit egrileri karsilastiriimasi Sekil 1 de gdésterilmistir.  Resveratrol igen
diyabetik hayvanlarda fenilefrin konsantrasyon-yanit egrilerinin, diyabetik
tavsanlardan elde edilen yanitlarla karsilastiriimasi Sekil 2 ve 3 te
gosterilmigtir. Diyabetik ve resveratrol i¢cen diyabetik hayvanlarda 30
dakika 10-> M indometazin preinkiibasyonundan sonra elde edilen veriler
Sekil 4 ve 5 te gosterilmigtir.
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Sekil 1: Kontrol ve diyabetik tavsanlarin endoteli saglam aorta

halkalarinin fenilefrinin (10°-10% M) kimdlatif bigimde uygulanmasina
olusturdugu konsantrasyon-bagimli kasilma yanitlari. Sonuglar, 40 mM
KCI' nin olusturdugu kasiimalarin ytzdesi (relative tension) olarak
verilmigtir. Degerler ortalama tStandart hata ortalamasi olarak ifade

edilmistir. N=7-8
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Sekil 2: Resveratrol (50 mg/L, ayni anda resveratrol icen diyabetik)
icen ve icmeyen diyabetik tavsanlarin endoteli saglam aorta halkalarinin
fenilefrinin (10°-10* M) kimdilatif bicimde uygulanmasina olusturdugu
konsantrasyon-bagimh kasilma yanitlari. Sonuglar, 40 mM KCI'nin
olusturdugu kasilmalarin ylzdesi (relative tension) olarak verilmistir.
Degerler ortalama tStandart hata ortalamasi olarak ifade edilmigtir. N=5-8
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Sekil 3 : Diyabet olusturulmadan 15 gun Oncesinden dusuk doz
resveratrol (5 mg/L, disuk doz resveratrol igen diyabetik) icmeye baglayan
ve icmeyen diyabetik tavsanlarin endoteli saglam aorta halkalarinin
fenilefrinin (10°-10* M) kimdilatif bigimde uygulanmasina olusturdugu
konsantrasyon-bagimh kasilma yanitlari. Sonuglar, 40 mM KCI'ln
olusturdugu kasilmalarin yuzdesi (relative tension) olarak verilmigtir.
Degerler ortalama tStandart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. N=3-8
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Sekil 4 : Resveratrol (50 mg/L) i¢cen diyabetik tavsanlardan alinan

endoteli saglam aortalarin 30 dakika indometazin (10° M) ile
preinkibasyondan sonra (ayni anda resveratrol igen diyabetik-
indometazin) fenilefrinin (10°-10* M) ile elde edilen kasilma yanitlarinin.
diyabetik tavsanlarin aortalarinda elde edilen yanitlarla karsilagtiriimasi.
Sonuglar 40 mM KCI'lUn olusturdugu kasiimalarin ytzdesi (relative tension)
olarak verilmistir. Degerler ortalama +Standart hata ortalamasi olarak ifade

edilmistir. N=4-8
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Sekil 5: Diyabet olusturuimadan 15 gun oOncesinden dusuk doz

resveratrol (5 mg/L) igmeye baslayan diyabetik tavsanlardan alinan
endoteli saglam aortalarin 30 dakika indometazin (10°M) ile
preinkibasyondan sonra (dusuk doz resveratrol icen diyabetik-
indometazin), elde edilen fenilefrin (10°-10% M) kasiima yanitlarinin
diyabetik tavsanlarin aortalarinda elde edilen fenilefrin kasilma yanitlari ile
karsilastiriimasi. Sonuclar, 40 mM KCl'lin olusturdugu kasilmalarin
yuzdesi (relative tension) olarak verilmistir. Degerler ortalama +Standart
hata ortalamasi olarak ifade edilmigtir. N=3-8
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Tavsan Aorta Halkalarinda Asetilkolinin Gevsetici Etkisi

Asetilkolinin (10°-10° M) kimilatif bicimde uygulanmasi
endoteli saglam kontrol, diyabetik ve ayni anda resveratrol igen
tavsanlarin aorta halkalarinda konsantrasyon-bagimli gevseme yanitlari
olusturmustur. L-Nitrik oksit arginin (L-NO ARG) (10“M) ile 30 dakikalik
preinkibasyondan sonra asetilkolin gevsemelerinin buylk olgude ortadan
kalktigi gorulmektedir. Kontrol ve diyabetik tavsanlarin asetilkolin
konsantrasyon-yanit egrileri karsilastirildiginda, istatistik olarak anlamli
farkhliklar sekil 8 Gzerinde gosterilmis. Ayni anda resveratrol icen diyabetik
hayvanlarda asetilkolin  konsantrasyon-yanit  edrilerinin,  diyabetik
tavsanlardan farkli oldugu izlenmektedir (Sekil 9). Sekil 10, 11, 12,13 de L-
NO ARG varliginda kontrol, diyabetik ve ayni anda resveratrol alan
diyabetik gruplarinin asetilkolin gevsemesi karsilastiriimistir. Sekil 14 de
kontrol, resveratrol kontrol, diyabetik ve ayni anda resveratrol alan
diyabetik tavsanlarin bazal NO olusumuna bagh gerilimleri gdsterilmistir.
Sekil 15, 16, 17 ve 18 de kontrol, diyabetik ve ayni anda resveratrol icen
diyabetik  tavsanlarda indometazin preinkibasyonunun  etkileri
kargilastiriimistir..
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Sekil 8 : Kontrol ve diyabetik tavsanlarin endoteli saglam aorta

halkalarinin 3x107'M fenilefrin ile prekontraksiyonundan sonra, asetilkolinin
(10°-10* M) kimilatif  bicimde  uygulanmasina  olusturdugu
konsantrasyon-bagimh  gevseme  yanitlari.  Sonuglar,  fenilefrin
kasilmalarindaki yuzde inhibisyon olarak verilmistir. Degerler ortalama
+Standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. N=9-11
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Sekil 9: Resveratrol (50 mg/L, ayni anda resveratrol icen diyabetik)

icen ve icmeyen diyabetik tavsanlarin endoteli saglam aorta halkalarinin
fenilefrin ile prekontraksiyonundan sonra, asetilkolinin (10°-10° M)
kimdalatif bigcimde uygulanmasina olusturdugu konsantrasyon-bagimh
gevseme yanitlari. Sonugclar, fenilefrin kasilmalarindaki ylzde inhibisyon
olarak verilmistir. Degerler ortalama +Standart hata ortalamasi olarak ifade
edilmigtir. N=5-9
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Sekil 10 : Kontrol tavsanlarin endoteli saglam aorta halkalarinin, 3x10°

M fenilefrin ile prekontraksiyonundan sonra, asetilkolinin (107°-10*M)
kimdulatif bigcimde uygulanmasina olusturdugu konsantrasyon-bagimli
gevseme yanitlari ve 30 dakika L-NOARG (10™*M) preinkiibasyonundan
sonraki asetilkolin yanitlarinin  karsilastirimasi. Sonuglar, fenilefrin
kasilmalarindaki yUzde inhibisyon olarak verilmistir. Degerler ortalama
+Standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. N=4-8
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Sekil 11: Diyabetik tavsanlarin endoteli saglam aorta halkalarinin,
3x10'M fenilefrin ile prekontraksiyonundan sonra, asetilkolinin (10°-10°
“M) kiimilatif bicimde uygulanmasina olusturdugu konsantrasyon-bagimli
gevseme yanitlari ve 30 dakika L-NOARG (10™M) preinkiibasyonundan
sonraki asetilkolin yanitlarinin  karsilastirimasi. Sonuglar, fenilefrin
kasilmalarindaki yuzde inhibisyon olarak verilmistir. Degerler ortalama
+Standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. N=4-8
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Sekil 12: Ayni anda resveratrol icen diyabetik tavsanlarin endoteli

saglam aorta halkalarinin, 3x10’M fenilefrin ile prekontraksiyonundan
sonra, asetilkolinin  (10°-10*M) kimiilatif bicimde uygulanmasina
olusturdugu konsantrasyon-bagimli gevseme yanitlari ve 30 dakika L-
NOARG (10“M) preinkiibasyonundan sonraki asetilkolin yanitlarinin
karsilastiriimasi. Sonugclar, fenilefrin kasiimalarindaki ytzde inhibisyon
olarak verilmistir. Degerler ortalama +Standart hata ortalamasi olarak ifade

edilmistir. N=4-8
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Sekil 13 : Ayni anda resveratrol (50 mg/L) icen ve igmeyen diyabetik
tavsanlar ile kontrol tavsanlarin endoteli saglam aorta halkalarinin
fenilefrin ile prekontraksiyonundan sonra, 30 dakika L-NOARG (10™*M)
preinkiibasyonundan sonraki asetilkolinin (10°-10* M) kiimiilatif bigimde
uygulanmasina olusturdugu konsantrasyon-bagimli gevseme yanitlari.
Sonuglar, fenilefrin kasilmalarindaki yuzde inhibisyon olarak verilmistir.
Degerler ortalama tStandart hata ortalamasi olarak ifade edilmigtir. N=4
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Bazal Nitrik Oksit Olugsumu

L-NOARG ile preinkiubasyon tavsan aortalarindaki kontraktil
tonusu artirmistir.  L-NOARG uygulamasindan sonraki kontraksiyon
degerleri simdiye kadar caligilan gruplar icin Sekil 14 da gdsterilmistir.
Sonuglar gram kasilma (absolute tension) olarak verilmistir.
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Sekil14: Tavsan aorta halkalarinin L-NOARG (100 uM), banyo
ortamina 30 dakika once eklenen, uygulamasi sonrasinda olusturdugu
maksimum kasiima yanitlari. Sonuglar gram kasilma (absolute tension)
olarak verilmistir. Degerler ortalama tStandart hata ortalamasi olarak ifade

edilmistir. N=4
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Sekil 15 : Kontrol tavsanlardan alinan endoteli saglam aortalarinin

asetilkolin (10°-10° M) ile elde edilen gevseme yanitiarinin, 30 dakika
indometazin (10°M) preinkiibasyonundan sonra, asetilkolin (10°-10° M)
ile elde edilen gevseme yanitlari ile, karsilastirilmasi. Sonuglar, fenilefrin
kasilmalarindaki yUzde inhibisyon olarak verilmistir. Degerler ortalama
+Standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. N=4-11
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Sekil 16 :  Diyabetik tavsanlardan alinan endoteli saglam aortalarinin

asetilkolin (10°-10° M) ile elde edilen gevseme yanitiarinin, 30 dakika
indometazin (10°M) preinkiibasyonundan sonra, asetilkolin (10°-10° M)
ile elde edilen gevseme yanitlari ile, karsilastirilmasi. Sonuglar, fenilefrin
kasilmalarindaki yUzde inhibisyon olarak verilmistir. Degerler ortalama
+Standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. N=6-9
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Sekil 17 : Kontrol ve diyabetik tavsanlardan alinan endoteli saglam

aortalarin 30 dakika indometazin (10°M) ile preinkiibasyonundan sonra,
asetilkolin  (10°-10° M) ile elde edilen gevseme yanitlarinin,
karsilagtirimasi. Sonugclar, fenilefrin kasiimalarindaki yuzde inhibisyon
olarak verilmistir. Degerler ortalama +Standart hata ortalamasi olarak ifade
edilmistir. N=4-6
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Sekil 18 : Diyabetik ve ayni anda res igcen diyabetik tavsanlardan
alinan endoteli saglam aortalarin 30 dakika indometazin (10°M) ile
preinkiilbasyonundan sonra, asetilkolin (10°-10° M) ile elde edilen
gevseme yanitlarinin, karsilagtiriimasi. Sonuglar, fenilefrin
kasilmalarindaki yuzde inhibisyon olarak verilmistir. Degerler ortalama
+Standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. N=6-11
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5. TARTISMA

Bu calismada alloksan ile diyabet olusturulmus tavsanlarda,
uzun sure resveratrol verilmesinin (5, 50 mg/L, 8 hafta) vazokonstriktor
bilesik fenilefrin ile endotel bagimli vazodilator bilesik asetilkolin cevaplari
uzerine etkileri torasik aortada incelenmigtir. Bu c¢alismanin bulgulari,
alloksan diyabetik tavsanlarda fenilefrinin vazokonstriktér etkisinin anlamli
olarak arttigini, fakat asetilkolinin endotel-bagimli gevseme cevaplarinin
ise azaldigini gostermektedir. 50 mg/L resveratrol tedavisinin diyabetik
tavsanlarin arterlerinde artmis olan fenilefrin kasilmalarini  kismen
duzelttigini gostermektedir. Ayrica, diyabetik tavsan arterlerinde azalmig
olan asetilkolinin endotel-bagimh gevseme cevaplarinin 50 mg/L
resveratrol tedavisi ile azda olsa arttii fakat bu artisin anlamh olmadigi
gOrulmustar.

Tavgsanlara 100 mg/kg alloksanin kulak veninden
injeksiyonundan sonra kan sekeri 485+34 olarak odlglimustir. icme
sularinda 6nceden 5, 50 mg/L, ve ayni anda 50 mg/L resveratrol igen
tavsanlarin kan sekerleri ise sirasiyla 422145, 385129 ve 455+71 olarak
Olculmastlr. Kontrol hayvanlarin kan sekeri degeri ise 102+10 olarak
Olcllmastir. Bu veriler, alloksan injeksiyonundan sonra kan sekerlerinin
diyabetik degerlerin Ustine ¢iktigini gostermektedir. Resveratrol i¢iminin,
diyabetik hayvanlarin kan sekeri degerlerini normal degerlere getiremedigi
ve hala ¢ok yuksek olarak seyrettigini gostermektedir. Resveratrol igen
kontrol hayvanlarda, kan sekeri degerinin hafifce yukseldigi fakat bunun
anlamlilik tasimadig§i goriilmektedir. Bu veriler Chen ve ark’ nin*
bulgulariyla kismen dogrulanmaktadir. S6z konusu calismada, diyabetik
sicanlarda resveratrol uygulamasinin kan glukoz ve insulin duzeyini
degistirmedigi gosterilmisti. Fakat diyabetik si¢canlarda yapilan bir baska
arastirmada resveratrolin insilin salinimini artirdigi ve kan glukoz
diizeyini distrdiigu gosterilmisti. >

Deney gruplarindaki tavsanlarin igtikleri su miktarlari
karsilastirildiginda ise, resveratrol igen kontrol ve diyabetik tavsanlardaki
su tuketiminin yuksek oldugu dikkat cekmektedir. Diyabetik hayvanlardaki
su tiketiminin kontrolden yuksek olmasi (160+21 ve 585+13) zaten
beklenen bir durumdu. Resveratrol igen gruplardaki yukseklik, tavsanlarin
resveratrol tadini begendigi seklinde yorumlanabilir.

Resveratrol icen gruplardaki su tliketimi ylUksekligi, onlarin
yem tuketiminde ve dolayisi ile kilo almalarinda bir artisa neden olmus
mudur diye arastirdigimizda ise, gruplar arasinda dikkat c¢ekici bir
farkhligin olmadigi goértlmastir. Batin gruplardaki hayvanlarin deney basi
agirliklari 1900-2100 g arasinda olup deney sonu agirliklari Tablo 2’ de
gOsterilmisgtir.
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Epidemiyolojik galismalar, gunde 250-400 ml sarap igiminin
kardiyovaskuler hastaliklara yakalanma sikhgini azalttigini
gostermektedir.?* Kirmizi sarabin endotel kaynakli nitrik oksit olusumunu
artirdigi gésterilmistir.>® Sigan ve tavsan aortalarinda kirmizi saraptan elde
edilen ekstrelerinin endotel bagimh ve nitrik oksit aracili gevsemeler
olusturdugu gdsterilmistir.>* Kirmizi sarap icinde bulunan polifenolik bilesik
resveratrollin, sigan ve kobaylardan cikarilmis endoteli saglam arterlerde®
ve insan internal meme arterinde®® esas olarak nitrik oksit aracili
gevsemeler olusturdugu gosterilmistir. Disi ve erkek sigcanlara 21 gun
boyunca 50 mg/kg resveratrolin icme suyu iginde verilmesinden sonra,
asetilkolin ve estrojenin endotel-bagimli gevseme cevaplarinin arttigi
gésterilmi§tir.32 Ayrica, bu galigsmada anjiotensinin vazokonstriktor etkisinin
resveratrol i¢ciminden sonra belirgin olarak baskilandigi gorulmustar.
Resveratrolin bu olumlu etkilerinin, onun eNOS protein ekspresyonunu
artircii ve superoksit miktarini azaltici etkileri ile iligkili oldugu anlagiimistir.

Kontrol ve diyabetik tavsanlarin aorta halkalarinda 10°-10™
M doz araliginda fenilefrin ile olusturulan doz-cevap edrileri
karsilastirildiginda diyabetiklerin fenilefrin kasilmalarinda anlamli artislar
oldugu goérulmustar.(Sekil 1) Daha o6nce, diyabet olusturulmus tavsan
aortalarinda fenilefrinin vazokonstriktor etkisinde benzeri artiglarin oldugu
bildiriimistir.>***" Fenilefrinin diyabetik sicanlarda artan vazokonstriktor
etkisi, yuksek doz resveratrol (50 mg/kg) icen tavsanlarda kismen
dizelmigtir.  Dusuk doz resveratrol (5 mg/kg) icimi ise, fenilefrin
cevaplarinda herhangi bir degisiklige neden olmamistir.

Maksimum fenilefrin kontraksiyonunun % 80-90’in1 olusturan
fenilefrin dozu kontrol ve diyabetik hayvanlarda 3x107 M olarak
bulunmustur. Resveratrol icimi sonrasinda fenilefrinin ayni yizdede
prekontraksiyon olusturan konsantrasyonunun degismedigi gorUimustuar.
Asetilkolinin  (10° -10*M)  endotel-bagimli gevsetici etkisi diyabetik
tavsanlarin aortalarinda ¢ok belirgin dl¢ide azalmistir. Bu bulgular daha
onceki bazi calismalarin sonuglari ile parelellik gostermektedir.®*3,
Diyabetik tavsanlarda azalmis olan asetilkolinin endotel-bagimli gevsetici
etkisi, 50 mg/kg resveratrol iciminden sonra azda olsa artmistir, fakat bu
artis anlamli bulunmamigtir. Dusik doz resveratrol (5 mg/kg) icimi ise
asetilkolinin bu etkisinde herhangi bir degisiklik olusturmamistir.

Bazal nitrik oksit duzeylerini belirlemek igin bir grup aorta
halkasi 30 dakika boyunca 100 pyM L-NOARG (N-nitro-L-arginine) ile
inkiibe edilmis ve olusan prekontraksiyonlar olgulmustar. L-Arginin
analoglari ile NO olusumunun inhibisyonu izole vaskuler dokuda bazal
endotel kaynakli nitrik oksit olusum kapasitesini belirlemek igin
kulanilmaktadir. Asetilkolinin olusturdugu endotel bagimli gevseme
cevaplari nitrik oksit sentaz inhibitorid L-NOARG preinkibasyondan sonra,
batin gruplarda nerdeyse timuyle ortadan kalkmistir.
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L-NOARG preinkibasyonundan sonra bazal gerimdeki
artiglar sekil 14 te gosterilmigtir. Tablodaki veriler incelendiginde bazal
nitrik  oksit olusumunun gruplar arasinda farklilk gdstermedigi
gOrulmektedir. Bu bulgu, diyabet ve resveratrol i¢ciminin bazal nitrik oksit
olusumunu etkilemedigi seklinde degerlendirilebilir.

Calismanin diger bir grubunda prostaglandin sentaz
inhibitérii indometazin (10° M) ile aortalar 30 dakikalik preinkiibasyon
islemine alinmiglardir.  Asetilkolinin endotel bagimli gevseme cevaplarida
indometazinden sonra kontrol aortalarda ¢ok belirgin bir sekilde azalirken,
diyabetik aortalardaki azalma belirgin olmamistir. indometazinin kontrol ve
diyabetik damarlarda asetilkolin gevsemesini nerdeyse esitlemesi ilging
bulunmustur.  Bu bulgu Tesfamiriam ve arkadaslarinin® diyabetik
tavsanlarda aldigi sonuglar ile agiklanabilir. Bu bulguya dayanarak,
indometazininin  etkisi, diyabetik tavsanlarin aortalarinin endotel
tabakasindan vazokonstriktor bir prostaglandinin (TxA; ya da PGH,-PGG,
salindig1 seklinde acgiklanabilir. Resveratol icen ve igcmeyen diyabetik
tavsanlarda indometazin etkisinde belirgin bir degigiklik olmadigi
gorulmustar.

Bu calismanin sonuglari, 100 mg/kg alloksan ile diyabet
yapilmis tavsanlarda fenilefrin kasilma cevaplarinin arttigini, asetilkolinin
endotel-bagimh  gevseme cevaplarinin  azaldigini  gostermektedir.
Asetilkolin gevsemelerinin buyuk olgude nitrik oksit olusumu ile ilgili oldugu
goOrulmustir. Diyabetik tavsanlara 50 mg/kg resveratrol iciriimesi fenilefrin
kontraksiyonlarini kismen azalttigi, asetilkolin gevsemelerinde ise belirgin
bir etkisi olmadigi bulunmustur. 5 mg/kg resveratrol igiminin ise bu iki
bilesigin cevabini degistirmedigi anlasilmistir. indometazinin diyabetik
tavsanlarin endotel tabakasindan vazokonstriktor bir bilegigin salinimini
engelleyerek asetilkolin cevaplarini kontrol hayvanlarin ki ile esitledigi
saptanmigtir.

Bu calismanin sonuglari, diyabetik tavsanlara resveratrol
iciriimesinin, diyabetik arterlerde degismis olan vazokonstriktdr cevaphligi
kismen normale dondurdugunu fakat endotel-bagimh vazodilator cevabi
artirmadigini géstermektedir.
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6. OZET

Gelismis ve gelismekte olan toplumlarda, diyabet giderek
yayginlasan vaskuler komplikasyonlarla seyreden metabolik bir hastaliktir.
Diyabet, koroner kalp hastaligi ve ateroskleroza yakalanma riskini arttiran
en onemli nedenlerden biri olarak gorulmektedir.

Epidemiyolojik caligmalar, orta derecede kirmizi sarap
tuketimiyle diyabet de dahil kalp-damar hastaliklarindan 6lum oraninin
belirgin bir sekilde azaldigini gostermektedir. Kirmizi sarabin biyoaktif
maddelerinden olan resveratrol, damar endotel reaktivitesi ve nitrik oksit
olusumu ve antioksidan kapasiteyi arttirici fakat oksidatif stresi azaltici
etkiler tagimaktadir. Resveratrolun diyabet gelisimi ve onun sonucu ortaya
¢ikan vaskuler komplikasyonlar Gzerindeki etkisi henuz arastiriimamistir.

Bu calismada resveratrolin kontrol tavsanlar, alloksan ile
(100 mg/kg) diyabet yapilan tavsanlar, ayni anda yuksek doz 50 mg/kg
resveratrol icen diyabetik tavsanlar ile 6nceden dusuk doz (5 mg/kg)
resveratrol ve yuksek doz resveratrol igirilen tavsanlar Uzerinde asetilkolin
gevseme ve fenilefrin kasilma fonksiyonlari Uzerine olan etkisi
incelenmistir.  Ayrica 30 dakikallk indometazin ve L-Nitro Arjinin
inkubasyonlari ile gevseme ve kasilmadaki degisiklikler kaydedilmistir.

Calisma surecinde deney gruplarina ait kan-seker dlgumleri
ictikleri icme suyu ve resveratrol igeren igme suyu miktarlari ile ¢alisma
oncesi agirliklar kaydedilmistir.

Yapilan in-vitro caligmalar ve hazirlanan grafiklerde de
belirtildigi Uzere, ayni anda resveratrol igirilmis diyabetik tavsanlarin
asetilkoline olan duyarhhligi diyabetik tavsanlara gore daha fazla, fenilefrine
olan duyarlihgi daha azdir. Bu sonuglar esiginde resveratrolun vaskuler
sistem Uzerinde gevsetici ve kasiimayi engelleyici etkisi tespit edilmigtir.
Ayrica ayni deney duzeneklerinde indometazinin gevsemeye olan sinerjik
etkisi, L-Nitro Argininin ise gevsemeyi buylk oranda inhibe ettidi
gorulmustar.
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7. SUMMARY

Diabetes mellitus is a metabolic disorder and is
characterized by vascular complications which have become more
prevalent in both developed and developing societies. Also diabetes
mellitus has been regarded as one of the major factors contributing to the
risk of coronary heart disease and atherosclerosis.

Epidemiological studies demonstrate that average
consumption of red wine causes a prominent decrease in the mortality rate
of cardiovascular diseases including diabetes mellitus. As one of the
bioactive components of red wine, resveratrol attenuates oxidative stress
and augments anti-oxidant potential by increasing nitric oxide formation
and vascular endothelial reactivity. However the effects of resveratrol on
development of diabetes mellitus and its vascular complications have not
been investigated yet.

The present study investigates the effects of resveratrole on
the acetylcholinic contraction and phenylephrinic relaxation on control
rabbits, which were made diabetic by alloxane (100 mg/kg), diabetic
rabbits which took high dose (50 mg/kg) resveratrole simultaneously and
rabbits which drank high dose resveratrole after taking a low dose (5
mg/kg). Also the alterations in contraction and relaxation functions
pursued by 30-minute-long indomethacine and L-Nitro arginin incubations
are recorded.

Moreover the following related to experiment groups are
registered: blood glucose levels, weights preceding the study, amounts of
drinking water with and without resveratrole.

As indicated by in-vitro studies and graphics, diabetic rabbits
that consumed resveratrol have become more sensitive to acetylcholine
and less sensitive to phenylephrine when compared to non-diabetic
rabbits which took resveratrol simultaneously. These findings confirm that
resveratrol causes relaxation of vascular system and inhibits its
contraction. The same experimental studies also point out that
indomethacin acts synergistically with resveratrol whereas L-Nitro-Arginine
inhibits its relaxing effects on vascular system.
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