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SIMGELER KISALTMALAR

ALS: Amyotrofik lateral skleroz

AMD: Yasa bagli makiiler dejenerasyon

AP-1: Aktiflestirici protein-1

BIP: Sitoplazmik baglayic1 immiinoglobulin proteini
CNV: Koroid neovaskiilarizasyonu

COX-2: Siklo-oksijenaz-2

CYP: Sitokrom P450

CYP3AA4: Sitokrom P450 3A4

DHRES: Mikrobiyota tiirevli metabolit dihidro-resveratrol
DR: Diyabetik retinopati

eEF2: Okaryotik uzama faktorii-2

ELAM: Endotel-16kosit adezyon molekiilii-1

ETC: Elektron tasima zincirinin

GSH: Gulutatyon

IL-1ct: Interldkin-1 alfa

I0OP: G0z i¢i basinci seviyesi

IROS: Hiicre i¢ci ROS

LKB1: ileriye dogru diizenleyici kinaz

MAPK: Mitojen aktive edici protein kinaz

MCD: Mitokondriyal malonil-CoA dekarboksilaz



MDA: Malondialdehit

MMP: Matris metaloproteinaz

MRPL: Mitokondriyal ribozomal proteinleri
MtDNA: Mitokondriyel DNA

NAD: Nikotinamid-adenin diniikleotid
NRF1: Niikleer solunum faktorii 1

PGC-1a: Gamma coactivator 1 alpha

RGC: Retinal ganglion hiicrelerinin kaybi
ROS: Reaktif oksijen tiirleri

RSV: Resveratrol

SAMPS8: Hizli yaslanan pron 8 fare

SIOH: Steroid kaynakli okiiler hipertansiyon
SIRT1: Sirtuin 1

STZ: Streptozotosin

TFAM: Mitokondrial transkripsiyon faktorii A

UCP-1: Uncouping protein 1
VEGF: Vaskiiler endotel biiyiime faktorii

XBP-1: Niikleer X-box baglayici protein-1

Vi
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Diyabetik retinopati (DR) gérmeyi tehdit eden, kronik bir mikrovaskiiler komplikasyondur.
Sirtuin 1 (SIRT1), oksidatif stres, glukoz metabolizmasi, DNA stabilitesi, yaglanma ve tiimoral
olaylarda dahil olmak flizere gesitli temel fizyolojik siireglerle iligkili bir hiicre i¢i proteindir. Bir ¢ok
rapor SIRT-1'in diyabetik retinopatinin patogeneziyle iliskili olabilecegini bildirmektedir. Gii¢lii bir
antioksidan olan resveratroliin (RSV) diyabetik retinopatiye kars1 koruyucu bir etkiye sahip oldugu
ileri siirilmektedir. Bu c¢alismanin amaci da diyabet olusturulmus yasli disi sigan modelinde
resveratrol desteginin retinal SIRT-1 diizeyleri ile retinal doku hasarini nasil etkiledigini arastirmaktir.

Calisma Selcuk Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Merkezi’nden elde edilen
disi yaslt sicanlar (16 aylik) {izerinde ayn1 merkezde gergeklestirildi. Caligma protokolii ayn1 merkezin
etik kurulu tarafindan onaylandi. Toplam 24 adet yasli disi si¢an iizerinde gergeklestirilen ¢alismada
hayvanlar esit sayida 4 gruba ayrildi Grup 1. Kontrol, Grup 2. Kontrol+resveratrol Grup 3. Diyabet,
Grup 4. Diyabet+Resveratrol. Deneysel diyabet olusturmak igin Grup 3 ve 4’{ olusturan siganlara 40
mg/kg olacak sekilde intraperitoneal streptozotosin (STZ) “Sigma, S-0130” enjekte edildi.
Enjeksiyonlardan 6 giin sonra hayvanlarin kuyruk veninden kan glukoz seviyeleri tanisal bir glukoz
kiti kullanilarak olgiildii. Kan glukozu 300 mg/dlt ve istiinde olan siganlar diyabetik (DM) olarak
degerlendirildi. 4 hafta siiren resveratrol destegini takiben genel anestezi altinda sakrifiye edilen
hayvanlardan alinan retinal doku orneklerinde PCR yontemiyle SIRT-1 protein gen ekspresyonu
tayinin yani sira ELISA yontemiyle retinal dokudaki MDA ve GSH diizeyleri tayin edildi.

Calismamizda en yiiksek retinal SIRT1 ekspresyon degerleri diyabet+resveratrol (G4)
grubunda elde edildi (P<0,05). Diyabet grubunun (G3) retinal SIRT1 ekspresyon degerleri grup 4’den
diisik (P<0,05), Genel kontrol (G1) ve Kontrol+resveratrol (G2) gruplarindan daha yiiksekti
(P<0,05). Yine ¢alismamizda en yiiksek retinal MDA degerleri diyabet grubunda (G3) elde edildi
(P<0,05). Caligmamizda en yiiksek retinal GSH degerleri ise Diyabet+Resveratrol grubunda (G4) elde
edildi (P<0,05).

Calismamizin bulgular1 diyabet olusturulmus yasl disi sicanlarda retinal oksidatif stresin
resveratrol destegiyle onlenebilecegini gostermektedir. Resveratrol desteginin bu koruyucu etkisi;
diyabetik yasli sicanlarda hem retinal antioksidan aktivitenin, hem de retinal SIRT1 ekspresyonunun
artirilmasiyla ortaya ¢ikmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Diyabet, Doku Hasar1, Resveratrol, Retina, SIRT1, Yash Disi Si¢an.
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Diabetic retinopathy (DR) is a sight-threatening, chronic microvascular complication.
Sirtuin 1 (SIRT1) is an intracellular protein associated with a variety of basic physiological processes,
including oxidative stress, glucose metabolism, DNA stability, cell aging and tumoral events. Many
reports have suggested that SIRT1 may be associated with the pathogenesis of diabetic retinopathy.
Resveratrol (RSV) is a potent antioxidant, has been suggested to have a protective effect in diabetic
retinopathy. The aim of this study was to investigate how RSV supplementation affects the levels of
retinal SIRT1 and retinal tissue damage in a diabetic elderly female rats.

The study was performed on elderly female rats (16 months) obtained from Selguk
University Experimental Medicine Research and Application Center. The ethics committee of the
same center approved the study. A total of 24 elderly female rats were divided into 4 groups. Group 1.
Control, Group 2. Control + resveratrol Group 3. Diabetes, Group 4. Diabetes + Resveratrol.
Experimental diabetes was induced to Group 3 and group 4 by a single intraperitoneal injection of
Streptozotocin (STZ) “Sigma, S-0130" (40 mg/kg). 6 days after the STZ injection, blood was
collected from the tip of the tail vein of the animals and blood glucose were measured by a diagnostic
glucose kit. The rats having hyperglycemia (>300 mg/ dl) were assigned to be diabetic. After 4-week
resveratrol treatment period, SIRT1 protein gene expression and MDA ve GSH levels were
determined by PCR and ELISA, respectively, on retinal tissue samples obtained from the animals
sacrificed under general anesthesia.

In our study, the highest retinal SIRT1 expression values were obtained in the diabetes +
resveratrol group (G4) (P <0.05). Retinal SIRT1 expression values of the diabetic group (G3) were
lower than group 4 (P <0.05) and higher than those of the General control (G1) and Control +
resveratrol groups (G2) (P0.05). In our study, the highest retinal MDA values were obtained in the
diabetes group (G3) (P <0.05). In our study, the highest retinal GSH values were obtained in the
Diabetes + Resveratrol group (G4) (P <0.05).

The results of the present study revealed that retinal oxidative stress can be prevented by
resveratrol supplementation in diabetic elderly female rats. This protective effect of resveratrol
supplementation occurs, as both retinal antioxidant activity and retinal SIRT1 expression increases, in
diabetic elderly female rats.

Key Words: Diabetes, Retina, Retina, SIRT1, Tissue Damage, Resveratrol, Aged Female
Rat.
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1.GIRiS

Koroid neovaskiilarizasyonu (CNV), koroidden anormal yeni kan
damarlarimin sub-retinal bosluga patolojik olarak biiyiimesidir. CNV yasa bagh
makiiler dejenerasyon (AMD), patolojik miyopi, anjiyoid izler, travma ve
inflamasyon gibi belirli durumlarda gelisir (Ishida ve ark 2017). Retinal (santral
ve/veya dal) ven tikanmasi, diyabet, glokom ve muhtemelen yasa bagli makiiler
dejenerasyon (AMD) ve retinal iskemiyle iliskilidir. Biitiin bu hastaliklar ciddi
sekellere neden olabilir. Bu nedenle, retinal iskemi yonetimi olduk¢a 6nemlidir (Liu
ve ark 2013). Diyabetik retinopati (DR), gormeyi tehdit eden, kronik bir
mikrovaskiiler komplikasyondur. Tim korliigiin % 5'ini olusturan DR, diinya
capinda 5 milyondan fazla insani etkiler. Diyabetik hastalarin ¢ogunlugunda, yillar
icerisinde (hastalik boyunca) degisik derecelerde retinopati gelisir (Liu ve ark 2016).
Sirtuin 1 (SIRTL), oksidatif stres, glukoz metabolizmasi, DNA stabilitesi, yaslanma
ve tiimoral olaylarda dahil olmak tizere ¢esitli temel fizyolojik siireglerle iligkili bir
nikotinamid-adenin diniikleotidi (NAD) *bagimli histon deasetilazdir (Kowluru ve
ark 2014). Onceki ¢alismalar, SIRT-1'in DR patogenezi ile iliskili olabilecegini
gostermis, ancak, altta yatan mekanizmalar heniiz agiklanmamistir. Resveratrol
(3,4,5-trihidroksistilben) {iziim tanelerinde bol miktarda bulunan polifenol yapida
dogal bir antioksidan maddedir (Baltaci ve ark 2016). Yapilan klinik ve deneysel
caligmalarda resveratroliin trombosit agregasyonunu engelledigi (Dolinsky ve Dyck
2014), dokular1 iskeminin zararl etkilerinden korudugu ortaya konmustur (Olas ve
ark 2006). Yine benzer sekilde resveratrol’iin; antioksidan, antikanser, Ostrojenik,
antiplatelet,  iskemi-reperfiizyon  hasarindan  koruyucu,  antienflamatuvar,
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu da bir ¢ok c¢aligmada rapor edilmistir
(Matsumura ve ark 2005).

Cesitli ¢alismalar resveratroliin giiglii antioksidan 6zelliklere sahip oldugunu
gostermistir (Baltact ve ark 2017). Resveratrol, oksijen ile indiiklenen retinopatide
NOS modiilasyonu yoluyla retina koruyucu etkiler gosterir (Liu ve ark
2013). Oksidatif stres hasari, retinal iskemi / reperfiizyon (I / R) patogenezinde
hayati bir rol oynar (Liu ve ark 2013). Bu nedenle, 1 / R'nin neden oldugu hasari
azaltabilen bir antioksidan tedavi araci olarak oldukga ilgi ¢eker (Liu ve ark 2013).

Resveratrol, sirtuin (SIRT-silent information regulator) protein ve gen ailesinin


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dolinsky%20VW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25237749
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dyck%20JR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25237749
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dyck%20JR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25237749

onemli bir aktivatoriidiir (Moynihan ve ark 2005). Resveratrolun SIRT1 sinyal
yolunun aktivasyonuyla mitokondriyal fonksiyonu gii¢lendirerek enerji kullanimini
arttirdigi  bilinmektedir. Sirtuinler metabolizmada, kanserde, yaslanmada ve
muhtemelen uzun yasamada sessiz ve 6nemli bir diizenleyici olup strese bagli sinyal

transdiiksiyon yollarinda kritik bir baglantiya sahiptir.

Sonug olarak Resveratrol (RSV) diyabetik retinopatiye kars1 koruyucu bir
tedavi olarak kullanilir. Bununla birlikte, bu koruyucu etkinin altinda yatan
mekanizmalar tamamen acgiklanmamistir. Bu ¢alismanin amaci da diyabet
olusturulmus yash disi sican modelinde resveratrol desteginin retinal SIRT-1

diizeyleri, retinal doku hasarini nasil etkiledigini arastirmaktir.

1.1.Resveratrol

Resveratrol (3,4°, 5-trihidroksil-trans-stilben) birgok ¢evresel strese maruz
kalan bitkide (Pallas 2013), yogun olarak iiretilen bitki kaynakli bir polifenoldiir ve
antifungal 6zellikleri vardir (Hain 1990). Trans- Ve cis- resveratrol olmak tizere iki
formda bulunur ve bunlarin farkli biyolojik etkileri vardir. Trans resveratroliin
zehirsiz oldugu ve yogun olarak ¢alisildigi bilinmektedir (Pallas 2013, Zhao 2013).
Bu, iizlimiin dis kabugunda, ahududu, yaban mersini, fistik ve bazi ¢am agaclarinda
ve Polygonum capsidatum adli Japon bitkisi gibi tibbi bitkilerde bulunur. En énemli
diyet kaynagi kirmizi saraptir ve Fransiz paradoksu olarak bilinen ve yliksek oranda
doymus yag iceren diyetlerine ragmen Fransiz toplumunda diistik kardiyovaskiiler
riski tanimlamak icin kullanilan terimin 6nemli bir faktorii olarak sunulmaktadir (Liu
2007); ki epidemiyolojik g¢alismalarda kirmizi sarap tiiketimi ile kardiyovaskiiler

hastalik insidansi arasindaki ters iligki ortaya konmustur.

1.1.1.Resveratroliin Biyoyararlamimi, Etki Mekanizmasi ve Yan Etkileri

Insanlardaki trans-resveratroliin farmakokinetik calismalari, metabolize
edilmemis resveratroliin serum seviyesinin, ilacin oral veya intraperitoneal
uygulanmasindan sonra c¢ok diisik oldugunu bulmustur. Yakin zamanlarda,
Beaudeux ve arkadaslari, insanlarda patolojik ve metabolik hastaliklar1 tedavi etmek
i¢in resveratrol kullaniminin metabolizmasi, biyolojik etkileri ve toksisitesi hakkinda

fikir veren miikemmel bir inceleme yayimladi (Cottart ve ark 2014). Resveratrol,



ozellikle transepitelyal difiizyon yoluyla, oral olarak alindiginda insanlar tarafindan
iyl emilim gosterse de (~% 75), bagirsak ve karacigerdeki hizli metabolizmasina,
anahtar  metabolitler, trans-resveratrol-3-O-glukoronit  ve  trans-resveratrol-
resveratrol-3-siilfatin iiretilmesi ve bu metabolitlerin ortadan kaldirilmasi i¢in
glukulatlanmis ve siilfatlanmis bilesikler nedeni ile (Goldberg ve Soleas 2003)
insanlar tarafindan biyoyararlanimi nispeten diisiiktiir (<% 1). On calismalar, 25 mg
trans-resveratroliin tekli oral dozlarmin saghkli gonilliilere uygulanmasindan,
yaklasik 60 dakika sonra resveratroliin sarapta, sebze suyunda mi yoksa {iziim
suyunda mu verildigine bagli olarak yaklasik 1.8-2 umol / L toplam transveratroliin
(yani, trans-resveratrol artt metabolitlerinin) pik / maksimal kan konsantrasyonlarina
(Cmax) yol agtigini gostermistir. (Goldberg ve Soleas 2003).Hizli emilim ve
metabolizmaya bagli olarak diisiik sistemik kullanilabilirlik sayesinde metabolize
edilmemis resveratroliin serum seviyesi diisiilk ve alt mikromolar araliklarinda (<3
umol / L) zirveye ¢ikar ve hizla diiser (Walle 2011). Sonug olarak, intestinal
absorpsiyon i¢in yiizey alanini artirarak biyoyararlanimi destekledigine inanilan
patentli bir mikronize resveratrol (SRT501) formiilasyonu, evre IV kolorektal
kanserli ve hepatektomi gecirmesi planlanan hepatik metastazli hastalarda test
edilmistir (Howells ve ark 2011). Bu hastalarda SRT501 formiilasyonun 5 g olarak
uygulanmasi uygulamadan sonra 1.5 saatten 2.8 saate i¢inde 538 ng / ml (2.36 umol /
L) 1942 ng / mL (8.51 umol / L) olarak, Cmax 3.6-kat artmistir. Bu da resveratroliin
mikronize formunun ¢ok daha yavas emildigini gosterir (Howells ve ark 2011).
Ancak, bu hastalarda hastalik patolojisine bagli absorpsiyondaki gecikme goz ardi
edilemez.Bu, yapay ortamdaki ve hayvan modellerinde kullanilan konsantrasyonlarin
yasayan organizmada elde edilemeyecegi endisesini arttiran biyolojik etkileri
ogrenmek icin yapay ortamda yapilan deneylerde kullanilan belirgin yiiksek doz
resveratrol (200 mmol / L) 'nin aksidir. Resveratrol biyoyararlanimi, yas ve
cinsiyetten bagimsiz olarak bireyler arasinda degiskenlik gostermektedir (Nunes ve
ark 2009). Benzer sekilde, Bode ve ark (2013), insan bagirsagi mikrobiyotasindaki
resveratrol metabolizmasinin, bu stilbenin saglikla ilgili etkilerinin arastirilmasina
dayanarak, bireyler arasinda belirgin bir farklilik gosterdigi sonucuna varmistir.
Hayvanlarda (Azorin-Ortuno ve ark 2011) ve insanlarda (Rotches-Ribalta ve ark
2012) yapilan farkli ¢aligmalara gére plazma, idrar ve bazi dokularda yaklagik 20
resveratrol tiirevi metabolit tanimlanmistir. Bu metabolitler arasinda ana

resveratrolden mono- ve disiilfatlar ve cis- formlari, ayrica mikrobiyota tiirevli
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metabolit dihidro-resveratroliin (DHRES) esdeger konjugasyonlarinin yani sira, ana
resveratrolden mono- ve disiilfatlar ve siilfoglukuronidler bulunur. Herhangi bir
resveratrol dolasimli metabolitinin etkinligi hala belirsizdir. Her ne kadar DHRES'in
farelerde (Alfaras ve ark 2010) ve domuzlarda (Azorin-Ortuno ve ark 2011) kolonda
en bol resveratrol kaynakli metabolit oldugu bildirilmis olmasina ragmen, DHRES'in

biyolojik 6nemi hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir.

Gida matrisinin resveratrol biyoyararlanimi iizerindeki olas1 etkisi de
arastirilmistir. Ana sonug, lizim suyu, sebze suyu, sarap (beyaz, kirmizi, kopiiklii)
gibi resveratrol igeren sivi formiilasyonlarin (eklenen veya endojen resveratrol)
benzer emilim rakamlar1 gostermesi; yiiksek yagl gidalarin emilimi geciktirdigi ve
ne alkol ne de flavonol kersetinin, resveratrol biyoyararlanimini etkilemedigini

gostermistir (La Porte ve ark 2010).

Herhangi bir ilag aktivitesi ile ilgili temel parametreler, maksimum plazma
konsantrasyonu (Cmax), C maks. zamani ve egri altindaki alana gore 6l¢iilen maruz
kalmadir. Bu sonuglar doza ve zamana bagli olabilir. Resveratroliin hizli emiliminin
ve metabolizmasimnin genellikle aktivitesinin ve biyolojik etkilerinin potansiyel bir
siirlamasi olduguna inanildig1 gercegi gbz oniine alindiginda, bu parametrelerden
herhangi birinin maksimize edilmesinin resveratroliin klinik etkinligi i¢in onemli
olup olmadig1 goériilmeye devam etmektedir. Bununla birlikte, bu yondeki ¢abalarin
devam etmesiyle, daha Once incelenen gastrointestinal ve hepatik metabolizmay1 ve
baska yerlerde gozden gecirilmis nanoteknolojik formiilasyonlar1 atlamak ig¢in
(Summerlin ve ark 2015) geleneksel oral uygulama veya kontrollii salim cihazlarinin
disinda alternatif dagitim yollarin  kullanimi ve serbest trans-resveratroliin
biyoyararlanimini maksimize etmek icin resveratrol, resveratrol onciillerini veya 6n
ilaglarin kullaniminmi birlestiren sitokrom P450 (CYP), UDP gibi 6nemli enzimler
tarafindan hedeflenen diger polifenoller ile resveratrolii birlestirilen mikronize
tozlarin  (6rne8in, SRT501) kullanimi dahil, resveratroliin biyoyararlaniminin
arttirllmas1 igin c¢esitli stratejiler agiklanmigtir. Ek olarak, metillenmis polifenol
analoglarinin (6rnegin, pterostilbene [3,5-dimetoksi-4 | -hidroksi-trans-stilbene],
resveratroliin dimetileter analogunun) kullanilmasi, farmakolojik etkinligin elde
edilmesinde bu sinirlamalarin iistesinden gelmeye yardimer olabilir (Kapetanovic ve

ark 2011).



Aslen 1940'larda Takaoka tarafindan karaca ot koklerinden (Veratrum
grandiflorum O. Loes) ve daha sonra 1960'larda Japon madimagindan izole edilen
Resveratrol, bel soguklugu, mantar, cilt iltihabi, fungal cilt hastaliklar1 dahil ¢esitli
hastaliklara kars1 oryantal tipta iyilestirici amaglar i¢in kullanilmistir (Nonomura ve
Kanagawa 1963). Sadece 1990'larda bu bilesik sarapta tespit edilmis ve kalp
koruyucu 6zelligi bulunmustur (Bertelli ve ark 1995). Bununla birlikte, Jang ve ark
(1997), resveratroliin kemo-0nleyici aktivitesini ve daha sonra, mayadaki &miir
uzatan sirtuin deasetilazlar1 aktive ettigini gosterdigi raporlardan sonra, bu bilesigin
etkilerini ve ozelliklerini aragtirmaya baslanmistir. O zamandan beri, resveratrol'iin,
farkli etki mekanizmalart yoluyla kanser, kardiyovaskiiler ve ndrodejeneratif
hastaliklar da dahil olmak iizere genis bir hastalik yelpazesinde ¢ok sayida saglik

yarar1 oldugunu kanitlayan bir ¢cok ¢alisma yayinlanmistir.

Ilac etkisinin mekanizmalarini belirlemek icin ilk adim, resveratrol, etkisinin
hiicre yiizeyi reseptorleri veya hiicre i¢i hedefler tarafindan aracilik edip
etmeyecegini belirlemektir. Resveratrol'iin hidrofobik bir bilesendir ve bagirsak
epitel hiicreleri, hepatositler ve meme tiimoérii hiicre hatlar1 tarafindan tutuldugu
gosterilmistir (Murias ve ark 2008). Hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 resveratrol
hedefleri Onerilmis olmasina ragmen, heniiz dogrudan baglayici bir ortak
olusturulmamigtir. Resveratrol'lin biyolojik aktivitesi ile ilgili ¢aligmalarin biiyiik
cogunlugu oncelikle yapay ortamda, daha az sekilde hayvan modellerinde ve
nispeten az sayida insani klinik denemelerinde arastirilmistir. Resveratrol hem yan
hem de trans formlarinda bulunur ve trans formunun daha duragan olduguna inanilir.
Resveratrol'lin hem canli insan ¢alismalarinda hem de yapay ortam hiicre kiiltiirii
caligmalarinda hizla emildigi gosterilmistir ve resveratrol glukoronid ve resveratrol
stilfat olusturmak i¢in birlestirilmistir (Delmas ve ark 2011). Resveratrol, oksidatif
stres, hiicre proliferasyonu, apoptoz, iltihaplanma, metastaz ve anjiyogenez dahil
olmak {izere yaslanma karsiti anti-kanser, anti-diyabetik, noroprotektif ve
kardiyoprotektif bir madde olarak bilinmektedir. Resveratroliin pleiotropik yararl
etkilerinin arkasindaki kesin molekiiler mekanizmalar hala belirsizdir ve tartisilmaya
devam edilmektedir. Bununla birlikte, mevcut kanitlar resveratrolin oncelikle hem
yapay ortam hem de canli olarak histon deasetilazin sessiz ciftlesme tipi bilgi
diizenlemenin 2 (Sir2), homolog'un 1'in (SIRT1) dogrudan ve dolayl aktivasyonu ile

etki ettigini gostermektedir (Price ve ark 2012). Howitz ve arkadaslarinin (2003) bir



calismasi, resveratrol'iin, mayadaki sirtuin ailesinin Sir2'nin memeli ortologunu,
NAD + bagiml deasetilaz SIRT1'in aktivitesini uyardigi gosterilmistir. Bununla
birlikte, sonraki c¢alismalar, resveratroliin SIRT1 fonksiyonunun dogrudan bir
uyaricist oldugu sonucuna belirsizlik katmis (Borra ve ark 2005) ve aslinda
resveratroliin, cAMP-bozucu fosfodiesterazlar1 (Park ve ark 2012) dogrudan inhibe
ederek AMP ile aktive olan protein kinaz (AMPK) yolunu uyardigini 6ne siirdii.
SIRT1 ve resveratrol arasinda net biyokimyasal ve genetik baglanti kurmak igin,
Price ve ark (2012) resveratroliin spesifik fizyolojik ve faydali etkilerinin, SIRT1
deney farelerindeki fonksiyonel SIRT1 yoklugunda kayboldugunu gostermistir (Price
ve ark 2012). Calisma, diisiik ile orta dozlarda resveratrol SIRT1'in AMPK
aktivasyonu ve NAD + artist i¢in gerekli oldugunu ve SIRT1'in AMPK'nin yukar1
yoniinde hareket ettigini gdstermistir (Price ve ark 2012). ilging sekilde, daha yiiksek
dozlarda bu etkiler SIRT1'den bagimsizdir (Price ve ark 2012) ve mekanizmanin
doza bagimli oldugunu gosterir. SIRT1 aktivasyonu, apoptoz, otofaji, insiilin
duyarlilig1 ve kalorik kisitlama diyetinin yararlari ile iliskili sinyal yolaklarinda kritik
bir rol oynar (Rahman ve Islam 2011). Resveratroliin rapor edilen biyolojik
aktivitelerinin ¢ogunun, resveratrol varliginda kiiltiirlenmis hiicrelerde, canli
insanlarda elde edilenlerden daha yiiksek konsantrasyonlarda gézlenmesi son derece
dikkat ¢ekicidir. Bununla birlikte, ¢aligmalar diisiik resveratrol konsantrasyonlarinin
bile yararli oldugunu gostermistir (Sinclair ve Guarente 2014). Resveratrol'iin sadece
iki dakikalik inkiibasyondan sonra insan i¢ zar gozesi hattinda (eNOS) 0.1-1 pmol /
L konsantrasyonunda endotel nitrik oksit sentaz aktivitesini ve 3 pmol/L
konsantrasyonundaki insan kas hiicrelerinde SIRT 1 araciligi ile AMPK

aktivasyonunu arttirdig1 gosterilmistir (Sinclair ve Guarente 2014).

Hayvan modelindeki c¢alismalar, yiiksek dozlarda (trans-) resveratrol
(Johnson ve ark 2011) uygulanmasinda hi¢bir olumsuz yan etkisi olmadigim
gostermistir. Bununla birlikte, insanlardaki ¢aligmalar nispeten azdir (Tome-Carneiro
ve ark 2013). Kisa siireli ¢alismalar, yaklasik 2.5 ila 5 g'lik konsantrasyonlarda mide
bulantisi, karin agrisi, siskinlik ve ishal gibi hafif-orta derecede gastrointestinal yan
etkiler oldugunu bildirmistir (Brown ve ark 2010). 5 gr mikronize resveratrol'da
(SRT501) bildirilen diger yan etkiler degisim olmadan ¢oziilen titreme, uyusukluk,
dokiintii, cilt tahrisine ve damar kizarmasini igerir. Operasyon sonrasi peritonit,

karaciger yetmezligi ve calisilan ilag ile iligkili olmadigi diisiiniilen 6liim (SRT501),



tek bir hastada bildirilmistir (Howells ve ark 2011). Bununla birlikte, uzun siireli
kullanim i¢in resveratrol giivenliginin degerlendirilmesi yapilmalidir. Resveratrol
iceren takviyelerin hamilelik ve emzirme doneminde gilivenligi kanitlanmamistir;
Teorik olarak, hamile kadinlar resveratrol kaynagi olan sarabi tiiketmekten
kacinmalidir. Ayrica, Ostrojene duyarlt kanserler (meme, yumurtalik ve uterin)
Oykiisli olan kadinlarin, resveratroliin insanlarda dstrojenik aktivitesi hakkinda daha
fazla sey bilinene kadar resveratrol takviyelerinden kag¢inmalar1 gerekir (Walter
2001). Resveratrol canli ortamdaki insan trombosit agregasyonunu engelleyebilir.
Bu nedenle, teorik olarak yliksek resveratrol alimi (yani takviyelerden), warfarin ve
heparin gibi antikoagulan ilaclarla klopidogrel ve dipiridamol gibi antiplatelet
ilaglarla ve aspirin, ibuprofen, diklofenak, naproksen, steroidal olmayan anti-

enflamatuar ilaglarla birlikte alindiginda morarma ve kanama riskini artirabilir.

Sitokrom P450 3A4 (CYP3A4), piyasada bulunan ilaglarin atilimini ve
toksisitesini etkileyen ilaglarin ¢ogunun metabolizmasini harekete gegiren CYP
izoform enzimlerinden biridir. Resveratrol'iin, yapay ortamda (Piver ve ark 2001) ve
saglikli goniillillerde (Chow ve ark 2010) CYP3A4 aktivitesini engelledigini
gosterilmistir. Cok yakin bir zamandaki yapilan bir ¢alismada, bir resveratrol trimeri
olan Caragana chamlagu'dan izole edilen bir Viniferin, CYP2C19-aracili omeprazol
5-hidroksilasyonu ve 0.93 ve 1.2 (J.M) IC50 degerleri ile CYP3A4-katalizlenmis
midazolam 1-hidroksilasyonu engellemistir (Sim ve ark 2014). Bu iki CYP doza
bagimli fakat zamandan bagimsiz bir sekilde engellendi. Diger CYP enzimler
(6rnegin, CYP1A2, CYP2D6 ve CYP2C9) resveratrol ile engellenebilir (Chow ve
ark 2010).

1.1.2.Patolojik Olaylarda Resveratroliin Koruyucu Etkisi

Resveratrol pek ¢ok patolojide koruyucu etkileri ile ilgi g¢ekmektedir
(Smoliga 2011). Bu dogal biyolojik bilesigin genis bir alanda biyolojik etkinligi
vardir ki bunlarin arasinda antioksidan, antitrombosit, lipid peroksidasyon inhibitdri,
damar genisletici, antiimflamatuar, antikanser, antimutajen ve kalp koruyucu etki
sayilabilir (Allard 2009). Bu sekilde memelilerde genel sagligi iyilestirir.

Resveratroliin yararl etkileri arasinda antioksidan kapasite, hayatta kalma sinyalleri



ile iligkili proteinler ve enzimlerin salgilanma diizeyleri ve aktivitelerinin ve iyon

kanallarinin diizenlenmesi yer alir (Baur ve Sinclair 2006).

Resveratroliin bazi1 koruyucu etkileri onun oksidatif stresi azaltic1 6zelligine
baglidir. Cogu polifenol gibi resveratroliin de intrensek antioksidan kapasitesi vardir
ama ayni zamanda pek ¢ok antioksidan enzimin ekspresyonunu da uyarir (Robb ve
ark 2008). Bununla birlikte disiik biyoyararlanimi ve ROS’u yakalama yeteneginin
zayif olmasi hiicresel korunmanin direkt reaksiyonlara baglhi olmadigim
diistindiirmektedir (Sale ve ark 2004). Resveratroliin yararli etkileri, onun hiicre i¢i
olaylarla ilgili bir kaskadi baslatmasi ve hiicresel savunma sistemlerinin
uyarilmasinin bir sonucudur ve sonugta oksidatif stres aracili 6liime karsi hiicre

korunmus olur (Pallas ve ark 2013).

Resveratrol tedavisine biyolojik cevaplarin degerlendirildigi in vivo ve in
vitro ¢aligmalarda resveratroliin pek ¢ok dokuda metabolizmay1 diizenleyen sirtiiinler
ve AMPKler gibi hiicre i¢i sinyal molekiillerinin aktivitelerini uyardigi gosterilmistir
(Zang ve ark 2006). Ayn1 zamanda resveratroliin baz1 metabolitlerinin ana molekiiliin
baz1 aktivitelerinden sorumlu oldugu konusunda spekiilasyonlar vardir. Pek cok
metabolit in vitro olarak SIRT1’i aktive etme ve siklooksijenazi inhibe etme
yetenegine sahiptir (Baur ve Sinclair 2006). Resveratroliin S. Cerevisiae, C elegans
ve Drosophila’da kalori kisitlama ile aktive edilen sirtiiinleri uyararak yagam siiresini
%60’tan fazla uzattiklar1 gdsterilmistir (Valenzano ve Cellerino 2006). Ote yandan
resveratroliin sirtliinlerin aktivasyonu konusundaki etkileri 6zellikle de gelismis
organizmalardaki etkileri agisindan farkliliklar vardir (Hector ve ark 2012).
Yukaridaki sonucglardan farkli olarak Bass ve arkadaslart (2007), resveratroliin
Drosophila melanogaster’de yasam siiresini uzatmadigini, sadece birkag ¢alismada
C. Elegansin normal ve Sir2 mutant tiirlerinde yasam siiresini ¢ok az uzattigini
belirtmiglerdir. Pearson ve arkadaslar1 (2008) da resveratrol tedavisinin yasam
ortasinda baglandiginda ad libitum beslenen farelerde yasam siiresini uzatmadigini,
ancak bir dizi yararl etkileri oldugunu rapor etmislerdir. Ek olarak bazi ¢alismalarda
resveratroliin sirtiiinlerin direkt aktivatorii olmadigi, kalori kisitlamasi aracili yagsam
siiresindeki uzamanin en azindan kismi olarak mayalarda ve belki de yiiksek
okaryotlarda Sir2’den bagimsiz oldugu ileri siiriilmiistiir (Jiang ve ark 2002). Ote

yandan bilesigin yasam siiresi iizerine yararli etkileri ve pek ¢ok hastalifa karsi



koruyucu etkileri ile ilgili kanitlar vardir (Ingramand ve Roth 2015). Bu polifenol,
memeli hiicrelerinde hiicresel fonksiyonlarda ve organizma saglhiginda iyilesme
saglayan SIRT1 bagiml etkiler olusturur (Kolthur-Seetharam ve ark 2006). In vitro
olarak resveratrol, yag iireten hiicrelerde adipogenezi azaltir, bu da SIRT1’in PPAR-
vy antagonizmasi ile uyumludur. (Picard ve ark 2004). Resveratrolle ilgili baska
calismalarda onun glukoz metabolizmasi iizerine olumlu etkilerini gdstermektedir
(Pollack ve Crandall 2013). Resveratrol, iskelet kasi, hepatosit ve adipositlerde
insiilin bagimli glukoz alimim1 SIRT1 aktivasyonu ile artirir (Breen ve ark 2008).
Farelerde resveratrol SIRT1’in ve onun hedefi olan PGC-1a’nin aktivasyonuna yol
acar, bu da mitokondri say1 ve fonksiyonunda degisikliklere gotiiriir. Resveratrol
ayni zamanda SIRT1, PGC-1a ve mtDNA kopya sayisinda artmaya ve yliksek yagh
diyetle uyarilmis insiilin direncinde iyilesmeye neden olur (Haohao ve ark 2015).
Yakin zamanda resveratroliin SIRT1 deasetilaz1 aktive ederek insiilin sinyalinde
onemli bir rolii olan FOXO1’i baskilayarak antidiabetik bir ajan gibi davrandigi
rapor edilmistir (Sin ve ark 2015). Bunun da 6tesinde bazi ¢alismalarda resveratrol
tedavisi sonrasinda iskelet kasi, kahverengi yag dokusu ve karacigerde mitokondriyel
biyogenez ve oksidatif fosforilasyonda artis gostermistir ki bu etkilerinin SIRT1 ve
onun hedefleri olan PGC-la ve AMPK’nin aktivasyonu araciligiyla oldugu
belirtilmistir (Price ve ark 2012). Bununla beraber RNA interferans deneyleri,
resveratroliin insiilin sinyal yolaklar1 tizerindeki inhibitor etkilerinin- ki bunlar kalori
kisitlamasi ve yasam siiresinde uzamanin isaretleridir, sigan hepatositlerinde SIRT1
ekspresyonundaki azalma ile siddetinin azalmadigin1 gostermektedir (Zhang 2006).
Bu gozlemler resveratroliin yasam siiresini SIRT1’den (Zhang 2006) bagimsiz olarak
insiilin sinyal yolaklarmin inhibisyonu iizerinden diizenledigi ile ilgili ihtimalleri
kuvvetlendirmektedir. Yiiksek doz resveratrolle tedavi edilen obez erkeklerde ne
glukozla diizenlenen fonksiyonlarda ne de insiilin duyarliliginda bir degisiklik

gbzlenmemistir (Poulsen ve ark 2013.)

In vitro ve hayvan modeli ¢alismalrinda resveratroliin lipid metabolizmasi ile
ilgili genlerin diizenlenmesi iizerinden lipidler {izerinde yararli etkileri olabilecegi
diisiiniilmiistlir (Ahn ve ark 2008). SIRT1’in karacigerdeki ekspresyonu resveratrol
tedavisi ile artirilir. Aterojenik diyetle beslenen farelerde resveratroliin diyete
eklenmesiyle aterojenik diyetle azaltilan SIRT1 ekspresyonun anlamli olarak arttigi

gosterilmistir. Kardiyovaskiiler gostergeler agisindan SIRT1in ratlarda resveratrolle



aktivasyonunun kardiak kontraktiliteyi ve sol ventrikiil fonkisyonlarini iyilestirdigi
gosterilmistir (Jian ve ark 2012). Ek olarak farelerde resveratrol aracili SIRT1
aktivasyonu (Do ve ark 2008) plak olusumunu azaltir. Bir baska ¢alismada yash
sican kalbinde egzersizin kalp koruyucu etkilerinin resveratrol tedavisi ile
pekistirildigi ve bunun ¢ekirdekte FOXO3 birikimini bloke edici ve hiicre 6liimiinii
inhibe edici etkileri olan SIRT1’in aktivasyonu iizerinden gergeklestirdigi
belirtilmistir (Lin ve ark 2014). Resveratrol tipki SIRT1 bagimli bir mekanizma
lizerinden sigara dumaninin olumsuz vaskiiler etkilerini, sigara dumanina baglh
oksidatif stresi ve vaskiiler dokulardaki proinflamatuar fenotipik degisiklikleri
engellemektedir (Csiszar ve ark 2008). Bununla birlikte insan g¢alismalarinda
erkeklerde (Poulsen ve ark 2013) resveratrol tedavisi sonrasinda kan basincinda
hicbir degisiklik goriilmemistir ve insanlardaki kardiyovaskiiler hastaliklarda
resveratroliin kullanimi1 daha fazla preklinik bilgiye ihtiya¢ duyar (Tang ve ark

2014).

Resveratrol ayn1 zamanda otofajiyi uyarir ki bunu rapamisinin memelilerdeki
hedefinin, inflamasyon ile iliskili protein kinazi ve oksidatif stres siireglerinin
aktivitesini azaltarak gerceklestirir. Bu etkiler SIRT1 bagiml etkilerdir (Ghosh ve
ark 2010). Bununla birlikte baska yazarlar, resveratrolin mTOR iizerindeki
etkilerinin SIRT1’den bagimsiz oldugunu belirtmektedir (Liu ve ark 2010). Ek olarak
yash fareler resveratrol eklenmis diyetle beslendiklerinde enfeksiyonla iliskili
noroinflamatuar bozukluklar ve hafizadaki kayiplarin azaldig1 gosterilmistir
(Abrahamand ve Johnson 2009). Resveratroliin yash farelerdeki anti imflamatuar
etkileri onun MAPK, aktivator protein-1, NF-kB gibi gen transkripsiyonu ile ilgili
faktorleri inhibe etmesi ile iliskili olabilir (Manna ve ark 2000). Bunun nasil
gerceklestigi cok acgik degildir, bununla beraber resveratroliin SIRT1’1 aktive etmesi,
NF-kB’nin deasetilasyonu ve transkripsiyon faktoriin inaktivasyonu ile gerceklesiyor

olabilir (Yeung ve ark 2004).

Cok sayida c¢alismada resveratroliin sinir koruyucu etkileri oldugu ve
patolojik durumlar1 simirlama yetenegi oldugu gosterilmistir. Bir resveratrol analogu
desteginin sicanlarda uzaysal fonksiyonel hafizayir referans hafizay1 etkilemeden
tyilestirdigi gosterilmistir (Joseph ve ark 2008). Resveratrol ayrica insan disi

primatlarda Barnes benzeri labirentte test edilen uzaysal hafiza becerilerini
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giiclendirmektedir (Dal-Pan ve ark 2011). Hayvan modellerinde resveratroliin kan-
beyin bariyerini gectigi dolayisiyla intraperitoneal olarak uygulandiginda saglikli
siganlarin beyinlerinde antioksidan enzim aktivitelerinin arttig1 gosterilmistir (Mokni
ve ark 2007). Resveratroliin antioksidan etki ile sinir koruyucu etki gostermesine
ragmen onun sirtiiin yolaklarmin aktivasyonu iizerinden indirekt olarak da sinir
koruyucu etkileri oldugu da belirtilmistir (Raval ve ark 2008). Resveratrolle
giiclendirilmis SIRT1 aktivasyonunun pozitif etkileri nérodejeneratif hastaliklarin
patogenezinin zayiflatilmasinda da 6nemli olabilir (Rocha-Gonzélez ve ark 2008).
Bir in vitro Wallerian dejenerasyon modelinde resveratrol tedavi sonrasi aksonal
dejenerasyonunun azaldigi, bunun SIRT1 bagimli bir mekanizma ile olustugu (Araki
ve ark 2004), aksonopati ve norodejenerasyonun da aralarinda oldugu hastaliklarin
tedavisinde yeni terapotik yaklasimlar konusunda fikir verdigi belirtilmistir. In vivo
olarak resveratrol ayrica yasl farelerdeki beyin hasarini ve biligsel gerilemeyi

tyilestirir ve bu etki kismen SIRT1 aktivasyonu aracilidir (Cristofol ve ark 2012).

Resveratrolle uyarilmis SIRTI, ndronlar1 poliglutamin toksisitesine karsi
korur (Parker ve ark 2005). Diger arastirmacilar da resveratroliin bozulmus 6grenme
ve hafizayr Alzheimer hastaligi gibi norodejeneratif durumlarda iyilestirdigini
kemirgen modellerinde  gdstermislerdir.  Ornegin; SIRT1’in  resveratrolle
aktivasyonu, ayni zamanda PGC-la ve p53 proteinlerini deasetile eder ve
Alzheimer’l1 transgenik farelerde 6grenme kapasitesini iyilestirir (Kim ve ark 2007).
SIRTI’in artmis ekspresyonu ve resveratrol eklenmesinin amiloid-beta ile uyarilmis
NF-kB sinyalini azalttigi ve Alzheimer hastaliginda gii¢lii sinir koruyucu etkilerinin
oldugu gosterilmistir (Chen ve ark 2005b). Ote yandan, Chang ve arkadaslari (2012)
tarafindan yapilan bir ¢calismada pterostilbenin diyetle verilmesi hizli yaslanan pron 8
farelerde (SAMPS) resveratrol iizerinden biligsel fonksiyonlarda anlamli iyilesme
gosterir. Bunun 6tesinde pterostilben resveratrolle ayni dozlarda koruyucu sinyal
kaskadlarinin aktivasyonunda ve stres kaskadlarinin baskilanmasinda gii¢li etki
gosterir ve bu etkileri SIRT1’den bagimsizdir. Resveratroliin farelerin transfekte
noronlarinda SIRT1 protein aktivasyonu ile siiperoksit dismutazla uyarilmis
norotoksisiteyl azalttigi goriilmiistir (Kim ve ark 2007). Bir bagka caligmada
resveratroliin 8-9 aylik farelerde kontrol grubuna gore hafiza olusumu ve sinaptik
esnekligi anlamli olarak 1iyilestirdigi ve bu etkinin SIRT1 bagimli oldugu ve
mikroRNA-CREB-BDNF yolagin1 kapsadigi gosterilmistir (Zhao ve ark 2013). In
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vivo resveratrol uygulanmasmin SIRT1-UCP2 yolag1 iizerinden si¢an beynini

serebral iskemik hasardan korudugu gosterilmistir (Della-Morte ve ark 2009).

Organotipik hipokampiis Kkiiltiirlinde in vitro serebral iskemi modelinde
resveratrol 6n uygulamasi SIRT1 yolagi iizerinden iskemik 6n kosullamay1 taklit
eder. Iskemik &n kosullama veya resveratrol n uygulamasi sonrasi sirtinolle SIRT1

aktivasyonunun bloke edilmesi sinir korumayi ortadan kaldirir.

Resveratroliin  sinir koruyucu etkileri sigan serebellar graniill ndronlari
kullanilarak bir in vitro Parkinson hastalik modelinde de degerlendirilmistir. Bu
hiicrelerde canliligin  kaybt ve apoptosisin uyarilmasi resveratrol eklenerek
engellenmistir. Bununla beraber bu sinir koruyucu etkiler, SIRT1 aktivasyon aracilig
ile gergeklesmez (Alvira ve ark 2007). Bunun Otesinde bir calismada, noron
kiiltiirlerinde resveratrolle uyarilmis AMPK aktivasyonu oldugu, bunu néronal
hemostaz1 etkileyerek ileriye dogru diizenleyici kinaz LKB1 e ihtiya¢ duyarak ama
tamamen SIRT1’den bagimsiz olarak gerceklestirdigi rapor edilmistir (Dasgupta ve
Milbrandt 2007). Bir baska raporda resveratroliin sinir koruyucu etkisinin LKB1
varligina bagli oldugu ve bu LKBI1 bagimli mitokondriyel korumanmn SIRTI
aktivasyonundan degil de poli (ADP-riboz) polimeraz aktivasyonundan
kaynaklandig1 belirtilmistir (Shin ve ark 2009). Vingtdeux (2010), hiicre kiiltiirleri
kullanilarak yapilan bir calismada, resveratrol hiicre i¢i kalsiyum diizeylerini
artirarak, AMPK’yi aktive eder ve AMPK inhibisyonu da resveratrol iizerinde tersine
etki gosterir. Bu etki invivo olarak da gegerlidir ve resveratroliin periferal
uygulamast AMPK’yi aktive eder ve farelerin serebral koretekslerinde SIRT1’den
bagimsiz yolakta oldugu gibi amiloid beta birikimini azaltir. Bu ylizden AMPK’nin
resveratrolle aktivasyonunun sirtliin aracili mi1, yoksa sirtiiinlerin resveratrolle
aktivasyonu AMPK paralel ve birbirinden tamamen bagimsiz olaylar m1 hala ¢ok
acik degildir. Tang (2010), resveratroliin sinir koruyucu oldugunu savunmaktadir ve
bunu pek ¢ok deneysel modelde sadece SIRT1’1 direkt aktive etmesine degil sinir
hiicresi 6liimiiniin akut fazinda SIRT1’i aktive etmesine baglamaktadir. Bununla
ilgili olarak SIRT1 inhibisyonu sinir koruycu bir ajan olark gosterilmistir, 6zellikle
de akut sinir hiicresi 6liimii diistiniildiigiinde. Resveratrol genelde yararliyken, bazi
SIRT1 aktivatorleri yararli olmayabilir, 6zellikle de akut beyin hasari ve iskemide
(Ng ve Tang 2013).
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Resveratroliin etkilerini SIRT1 aktivasyonundan bagimsiz olarak baska ¢ok
sayida yolak {izerinden de gergeklestirdigi diislinlilmektedir. Resveratroliin sirtiiinler,
siklooksijenazlari lipooksijenazlar, kinazlar, ribontikleotid rediiktaz, adenil siklaz,
aromataz ve DNA polimerazi da igeren (Morris 2013) baska hiicresel hedefleri de
vardir ve bu yolaklar SIRT1’e paralel olarak calisir (Allard ve ark 2009). Muhtemel
bir aciklamasi ‘hormoezis hipotezi’dir ve bir besin kaynaginda resveratrol birikimi
gibi bir stres cevabi algilandiginda bu yiyecekle beslenen hayvanlarda hormesis
cevabi uyarilir (Menendez ve ark 2013). Ya resveratrol sagligi iyilestirici endojen
yolaklar1 aktive eder, kalori kisitlamasi sirasinda aktive olanlar gibi ya da bu
polifenol tesadiifi etkilesimler lizerinden etki eder (Baur ve Sinclair 2006). Deneysel
kanitlar, farkli dozlarin farkli biyolojik etkiler gosterdigini diisiindiirmektedir, soyle
ki; diigiik dozlar SIRT1 bagimli yolaktan aktive eder, yiliksek dozlarmm SIRT1’den

bagimsiz bir mekanizma ile etkili oldugunu gostermektedir.

Sagligin iyilestirilmesi i¢in resveratrol giderek popiiler olmaktadir (Mercken
ve ark 2012). Ote yandan insanlarda resveratroliin potansiyel etkilerinin
degerlendirildigi klinik calismalardan elde edilen sonuglar hayvan modellerinden
elde edilenlerden farklidir (Smoliga ve ark 2013). Bununla beraber doz
protokollerindeki ve klinik modellerdeki g¢esitlilik c¢eliskili sonuglara neden
olmaktadir. Sadece uzun donem epidemiyolojik caligmalar ve meta analizler
resveratroliin fizyolojik yaslanma ve yasla iligkili hastaliklar1 azaltmada bir tedavi

olarak kullanimini agikliga kavusturabilir (Smoliga ve ark 2013).
1.2.Sirtuin Proteinleri

Sirtuin proteinleri ilk olarak 1970’lerde Klar ve ark. tarafindan kesfedilmistir
(Klar ve ark 1979). Sirtuin, yalnizca maya ve bitkilerde degil, ¢cok cesitli memeli
tirlerinde de kesfedilen yaygin bir ailedir (Kelly 2010).  Sirtuinler, maya
tomurcuklanmasinda (Saccharomyces cerevisiae) sessiz heterokromatin olusumu i¢in
gerekli olan SIR2 geninin bir homologudur. Bununla birlikte Siif III HDAC'ler
sirtuinler olarak bilinir ayn1 zamanda maya transkripsiyonel baskilayicis1 Sir2p ile
homologudur. Smif I ve I HDAC'lere sekans benzerligi yoktur. Sirtuin ailesi memeli
viicudunda yedi izoformda (Sirt 1-7) ve hiicre i¢inde farkli yerlere dagilmis sekilde

bulunur.
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Sirtuin ailesinin fonksiyonu genel olarak protein asilasyon durumundaki
degisiklikler ile 1ilgilidir. Proteinin asilasyonu, proteinlerin yiizey yiikiini
degistirebilen ve translasyondan sonra yapilan modifikasyonlardan biridir. Bununla
birlikte, protein konformasyonunu veya fosforilasyona benzer protein-protein
etkilesimlerini diizenleyebilir. Sirtuin ailesi insan viicudundaki yedi izoformdan
olusur (Sirt1-Sirt7) (Yamagata ve ark 2014). Bunlari farkli siniflara yerlestirmek
ortak bir yaklagimla belirlenen alt hiicresel yerellestirmedir. Sirtl, Sirt6 ve Sirt7
cogunlukla cekirdekte bulunur. Sirt3, Sirt4 ve SirtS'e ise yerlesimlerinden Otiirti
mitokondriyal Sirtuinler olarak da adlandirilir. Sirt2, sitoplazmada ana bir bilesendir
(Wang ve ark 2019).

1.2.1 Sirtuin Ailesinin Uyeleri

SIRT 1:Sirtuin ailesinin liyesi olan SIRT1’in, antioksidan sistemle ilgili olan
gen ve proteinleri FOXO3, antienflamatuar yaniti NFKB, antiapoptatik yaniti P53 ve
FOXO, insiilin yanitim1 IGF1 ve gen transkripsiyonu PGC1 ile diizenledigi ayrica
sinaptik plastisite, 6grenme ve hafiza ile ilgili oldugu gosterilmistir (Sanders ve ark
2010). Hakkinda en ¢ok arastirma yapilan ve en ¢ok sey bilinen sirtuindir. Pankreas,

karaciger, kas, testis, over ve adipoz dokuda bulunmustur.

SIRT2; su ana kadar farelerde gen hedeflemesi ile azaltilmayan tek
sirtuindir; bu, roliiniin agiklanmasinda ve insan hastaliklariyla iliskisinde bir engeldir.
Son zamanlarda sirt2'nin kanser patogenezinde proteomik bir yaklasim kullanarak rol
oynadigimi bildirilmistir (Hiratsuka ve ark 2003). Sirt2 proteini, maya Hst2p'ye gore
benzerdir ve her iki protein de sitoplazmada bulunur ve bulunan ilk sitoplazmik
sirtuini yapar. Sirt2 mikrotubiil ag1 ile birlikte yerlesir ve bu protein icin ilk
tanimlanmis substrat olan tub40'n Lys40'mm1 deasetilate eder (North ve ark 2003).
Sirt2 ayrica mikrotiibiiller boyunca baska bir deasetilaz, HDAC6 ile birlesir; bu iki
protein birlikte tiibiil asetilasyon seviyesini diizenler. Sirt2 aktivitesi mitozdan once
artmistir  (Dryden ve ark 2003) ve mitoz sirasinda histon deasetilaz gorevi goren
kromozomlara yerlesir (Inoue ve ark 2007), bu protein i¢in kromozom

yogunlasmasinda rol oynadigini gosterir. Son bulgular, hiicre dongiisii sirasinda,
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sirt2'nin, mitotik faz boyunca artma ve bu fazin siiresini uzatmasindaki roliinii

vurgular (North ve Verdin 2007).

SIRT3; kalp, beyin, testis, karaciger, bobrek, kas ve adipoz dokuda bulunur
ve NAD bagimli protein deasetilasyonunu mitokondride yapar. Mitokondride
cAMP’yi uyararak solunumu arttirir. Asetil CoA sentaz (Ace CS1) aktivitesini
diizenler bunu da Uncoupling protein 1 (UCP-1) ni ve Peroksisome Proliferator-
activated reseptor gamma Coactivator Alpha’yr (PGC-1a) deasetile ederek yapar.
Insanlar iizerinde yapilan calismalarda SIRT3, uzun yasamla iliskilendirilmistir

(Bellizzi ve ark 2007).

SIRT4, en fazla seviyede kalp, beyin, bobrek, karaciger ve pankreasda
bulunur. Bu protein, tiim dokularda eksprese edilir. Karaciger ve pankreas
hiicrelerinde intraselliiler diizenleyici olarak fonksiyon goriir. Etkisini ise ADP-
ribozil transferans aktivitesiyle gosterir. Insiilin iireten INS-1E hiicrelerinde bu
proteinin azalmasi glikoza yanit olarak olusan insiilin sekresyonunu artirir (Ahuja ve
ark 2007). Son zamanlarda yapilan c¢aligmalarda, Sirt4’iin karaciger ve kas
hiicrelerinde yag asidi oksidasyonunu ve mitokondriyal gen ekspresyonunu
diizenlemesinde rol oynadigi belirtilmistir. Sirt4'iin kas hiicrelerinde yag asidi
oksidasyonunu inhibe edici etkisi, mitokondriyal malonil-CoA dekarboksilazin
(MCD) etkisinin deasetilasyonu ve inhibisyonu ve bunun sonucunda da malonil-
CoA'da bir artigla gergeklesir (Acs ve ark 2014). Malonil CoA, yag katabolizmasini

onlerken yag sentezini uyaran dnemli bir metabolittir.

SIRTS5, insan SIRTS geni, C-terminallerinde birbirlerinden biraz farkli olan
sirastyla 310 ve 299 aminoasit igeren iki ana Sirt5S izoformunu, SIRT5"ve
SIRT5"Ykodlar (Matsushita ve ark 2011). Sirt5 ekspresyonunun iki ana hiicresel
metabolizma diizenleyicisi, peroksizom proliferatdr ile aktive edilmis reseptor
koaktivatorii-la (PGC-la) ve AMP-aktive edilmis protein kinaz (AMPK) tarafindan
diizenlendigi bildirilmistir. Sirt5, PGC-la ve AMPK'nin kontrolii altindadir ve
mitokondriyal enerji metabolizmasinin diizenlenmesinde rol oynar. Birgok calisma,
Sirt5'in glikoliz, TCA (sitrik asit dongiisii) dongiisli ve elektron tasima zincirinin
(ETC) yer aldig1 coklu enzimlerin aktivitelerini diizenleme ve koordine etmede rol
oynadigini gostermektedir. Bu bakimdan, Guedouari ve ark (2017) Sirt5'in aglik gibi

belirli stres kosullarinda mitokondriyal uzamayi indiikledigini gostermistir. Sirt5,
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mitokondriyi aglik sirasinda parcalanma ve bozulmaya karsi korur. Sirt5 eksikligi,
artmig mitokondriyal parcalanma ve agilma sirasinda artan mitofaji ile sonuglanir, bu
da sirtS'in stres kosullar1 altinda mitokondriyi parcalanma ve bozulmaya karsi
korudugunu gosterir (Guedouari ve ark 2017). Ek olarak, daha 6nce belirtildigi gibi,

sirt5 mitokondriyal ROS seviyelerinin inhibe edilmesinde 6nemli roller oynar.

SIRT 6: Biyolojik dokularda yaygin olarak bulunur. Sirt6 dahil olmak iizere
cogu niikleer sirtuin iiyesi, kromatinin histon deasetilasyonu yoluyla etkiyen
transkripsiyonel kontrolde rol oynar. Sirt6, kromatin i¢inde bulunan tek memeli
sirtuindir ve kromatini gen transkripsiyonunun bir yardimci baskilayicist olarak
modiile eder, NF-KB ile diizenlenen promotdrler de dahil olmak iizere ¢ok sayida
genin promotorlerinde histon H3’tin (H3K9) lizin 9’un deasetilasyonunu saglar.
(Kawahara ve ark 2009). SIRT6 ayrica, DNA hasarin1 onarmak i¢in hasarli DNA
bolgelerinde H3K56'y1 ve hiicreyi mitotik kusurlara, genomik kararsizliga ve
hiicresel yaslanmaya kars1 korumak i¢in de (Michishita ve ark 2009) perisenterik
heterokromatinde H3K18’ii deasetile eder. Bu fonksiyonu da yaslanma ve kansere
bagli hiicresel islev bozuklugundaki potansiyel rolii olarak belirtilmistir. Sirt6 ayrica
bir ADP-ribosil transferaz ve defatit-asilaz gibi davranir (Zhang ve ark 2016) ve bu
enzim aktivitelerinin biyolojik onemi agikliga kavusturulmaya devam etmektedir.
Sirt6 ayrica g¢esitli mekanizmalar yoluyla iltihaplanma, fibroz, kanser ve

metabolizmayi diizenler.

SIRTT7: Dalak, over, tiroit, karaciger ve testis gibi proliferatif dokularda
bulunur. Nonproliferatif dokuda ekspresyonu zayiftir ya da yoktur (Guarente 2011).
Her ne kadar Sirt7'nin enzimatik ve fizyolojik aktiviteleri fazla tanimlanmis olmasa
da, son galismalar Sirt7’in 6nemli biyolojik rollerini ortaya koydu. ilk olarak, Barber
ve ark (2012) tarafindan yliriitiilen bir ¢alismada, Sirt7'nin histon H3'lin (H3K18)
asetile edilmis lizin 18'1 icin yiiksek segiciligi olan bir NAD + bagimli deasetilaz
oldugu ve tiimor baskilayici genlerin (6rnegin, NME1 ve COPS2 ) transkripsiyon
faktoric ELK4'e bagh bir sekilde transkripsiyonunu baskiladigr belirtilmistir. Sirt7
mitokondrinin fonksiyonel diizenlenmesinde de O©nemli roller oynar. Niikleer
solunum faktorii 1 (NRF1), mitokondrinin ana diizenleyicisidir. Sirt7, hematopoetik
kok hiicrelerde mitokondriyal ribozomal proteinleri (6rnegin, MRPL24) ve

mitokondriyal translasyon faktorlerini (6rnegin, GFM2) kodlayan genlerin proksimal
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promotorlerine baglanir (Mohrin ve ark 2015). Sirt7, NRFL'in aktivitesini inhibe
ederek mitokondriyal biyogenez ve enerji metabolizmasini baskilar. Sirt7'nin bu
baskilayici aktivitesi, hematopoetik kok hiicrelerin rejeneratif kapasitesini korumak
icin 6nemlidir (Mohrin ve ark 2015). Son ¢alismalarla, Sirt7'nin kalpteki 6nemli
rolleri agiga cikti. Sirt7 nakavt fareler, akut miyokard enfarktiisiinden sonra kalp
riiptiiriine duyarlilik gostermektedir (Araki ve ark 2015). Sirt7, TGF-f tip 1 reseptor
proteinini stabilize ederek yara iyilesmesini destekler ve etkili TGF-B sinyalini

saglar.
1.3. Yaslanma

Tiptaki gelismelere bagli olarak; genclik ve orta yas hastaliklarinin
tedavisindeki basar1 yasam siiresini anlamli olarak artirmistir. Ote yandan yaslanma
ile iligkili hastaliklar yirmi birinci ylizyilin en biiylik saglik tehditleri olmustur.
Boylece, yaslanmanin molekiiler temellerini anlamak, yeni tedavilerin gelistirilmesi
icin organizmanin yaglanmasinin énemli hususlarinin ve yasla iliskili disfonksiyona
gdtiiren siireglerin ortaya ¢ikarilmasina yardimci olur. Buna ilave olarak, fizyolojik
gerilemeyi ve yasla iliskili hastaliklarin ilerlemesini azaltan veya geciktiren ¢ok
sayida saglikli yasam stilleri ve yaslanmay1 engelleyici tedaviler ortaya konmustur

(Dabhade ve Kotwal 2013).

Yaslanma dogas1 geregi dejeneratif, ilerleyici fonksiyon kaybi ve o&liim
riskinde artma ile karakterize olan evrensel, intrensek, ilerleyici ve multifaktoriyel
bir siiregtir (Shokolenko ve ark 2014). Yaslanma, bakim, onarim ve savunma i¢in
kompleks yolaklar sirasinda olusur, evrim agi igerisinde belirli bir yasam siiresince
yasayan her bireyde ilerleyici olarak gelisir (Rattan 2014). Yaslanma siirecini
aciklayan ¢ok sayidaki teori arasinda serbest radikal teorisi en eski gegmise sahiptir.
Bu teoriye gore yaslanma, serbest radikal hasarina karst ¢ok sayida savunma
mekanizmasiin 6zellikle de mitokondriyel diizeyde yetersizliginin bir sonucudur.
Mitokondri, oksidatif fosforilasyonu da igeren enerjinin, hiicre fonksiyonlar1 i¢in
hayati olan ATP adli molekiiliin, {iretiminin biiylik kismidan sorumludur (Walker
1992). Elektron transport zinciri (ETZ) hiicre tarafindan alinan oksijenin %90’indan
fazlasi kullanir (Boveris ve ark 1972). Bu siire¢ sirasinda ROS, molekiiler oksijenin
ATP iretimindeki son elektron alicisi olan suya dort elektronla tam olmayan

indirgenmesi sirasinda yan tirlinler olarak olusurlar (Boveris ve ark 1972). Solunumla
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alinan oksijenin yaklasik %1-5’1 normal fizyolojik durum sirasinda bile siiperokside
dondstiirtiliir (Turrens ve Bovers 1980). Normal saglikli hiicrelerde oksidasyon ve
ROS iiretimi kontrollii diizeylerde olur, ancak stres kosullar1 altinda veya hastalik
durumlarinda ROS iiretimi artar. Aerobik solunum sirasinda iiretilen ROS, proteinler,
lipidler ve DNA gibi makromolekiillerde kiimiilatif hasara neden olur ki bu hiicreyi
oliime gotiirtir (Sheibye-Knudsen ve ark 2015) ve pek ¢ok hayati organin sagligini
etkiler (Dai ve ark 2014). Mitokondri ROS’un temel kaynagidir ve bu toksik tiirlerin
baslica hedefleridir. Artmis molekiiler hasarin biyolojik sonuglar1 yaygindir ve gen
ekspresyonunda degisiklik, mitotik potansiyelde kayip, hiicreler arasi iletisimin
bozulmasi, doku organizasyonunun bozulmasi, organ disfonksiyonlari, stres ve diger
hasar olusturucu kaynaklara artmis duyarlilik ve hatta hiicre ve organizma 6limiinii
icerir (Rattan 2006). Mitokondriyel DNA (mtDNA) etrafinda koruyucu histonlarin
olmamast ve ETZ’ye yakinligi, mtDNA’y1 oksidatif hasara karsi ¢ok daha fazla
duyarli yapar. Sonug olarak, mtDNA’daki oksidatif bazlar niikleer DNA’dakinden 2-
3 kat fazladir (Scheibye-Knudsen 2015.) mtDNA’ya olan hasar eger tamir edilmezse
ETZ’nin fonksiyonlarinda bozulmaya ve daha fazla ROS olusumuna neden olur.
ROS iretimi ve mtDNA hasar1 kisir dongiisii hiicrede enerjide azalmaya ve
apoptosise gotiiriir. Ote yandan, son galismalar oksidatif hasarin yaslanma ile iliskili
mtDNA mutagenezi ile iliskili olmadigini ortaya koymustur. mtDNA mutagenezinin
nedeni ve yaglanma sirasinda iiretilen ROS’un mitokondri disfonksiyonundaki

muhtemel roliinii aydinlatmaya yonelik ilave ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.

Yaslanma ve iligkili hastaliklar ayn1 zamanda mitokondrideki yapisal
degisiklikler ile asimetri ve azalmis akigkanlik gibi membranin biyofiziksel
ozelliklerinde degisiklikler, ETZ komplekslerinin aktivitelerinde degisiklikler,
mitokondriyel yetmezlik ve enerji dengesizligine eslik eder. Bu olumsuzluklar,
mitokondriyel fonksiyonu bozar, hiicre homeostazini tehlikeye sokar ve oksidatif
hasara karsi artmis duyarliifa neden olur (Chistiakov ve ark 2014). ilerleyici
homeostaz kaybi fizyolojik fonksiyonlarda bozulmaya, genel fonksiyonlarda

azalmaya, hastaliklara ve sonunda 6liime gotiiriir (Rattan 20006).

Yukarida belirtilmis olmasina ragmen; son yillarda yaslanma siirecinde ROS
tiretiminin etkileri ile ilgili diistinceler degismistir ki oksidatif hasarin yaslanmanin

hayati nedeni olmayabilecegi belirtilmistir (Hekimi ve ark 2011). Pek ¢ok calismada
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ROS iiretimi diizeyleri ile bazi tiirlerin yasam siiresi arasinda korelasyon olmadigi
gosterilmistir. Bu gozlemlere dayanarak bazi aragtirmacilar artmis ROS’un mayalar
ve solucanlarda yasam siiresini uzattigin1 (Mesquita ve ark 2010) ve mitokondriyel
ROS’u ve oksidatif hasar1 artiran genetik manipiilasyonlarin farelerde yaslanmay1
hizlandirmadigini ileri siirdiiler (Zhang ve ark 2009). Bunun da otesinde yakin
zamanda ROS’un yerinin yasam siiresini belirlemede énemli oldugu (Schaar ve ark
2015); mitokondride artmis ROS’un yasam siiresini artirdigi, sitoplazmada artmis
ROS’un ise yasam siiresini kisalttig1 bildirilmistir. Ek olarak pek ¢ok calisma
ROS’un sadece oksidatif strese neden olmadigi, ama ayn1 zamanda pek ¢ok kronik
hastalig1 onleyerek veya geciktirerek sagligi koruyan ve yasam siiresini uzatan sinyal
molekiilleri gibi davrandigini da ortaya koymustur (Sena ve Chandel 2012). Boylece
ROS yasa bagli hasara stres cevabi olusturmada rol oynayabilir, yaslanma ve ROS
arasinda neden-sonug iliskisi olmadan bir korelasyon oldugu diisiiniilebilir. Bununda
Otesinde yiikksek ROS diizeylerinin hiicresel hasar1 uyardigi ve yaslanmaya
gotiirdligli, diisiik diizeylerinin ise sistemik savunma mekanizmalarini hormesis
olarak bilinen adaptif cevabi uyararak iyilestirdigi genel olarak kabul edilmektedir
(Ristow ve Schmeisser 2014). ROS’un sinyal mekanizmalar1 ve stres cevabinda ¢ok
fazla sayida biyolojik rolii vardir (Shokolenko ve ark 2014). Hekimi ve arkadaslari
(2011) ROS iiretimi diizeyinin, ROS’un hasar olusturdugu bir diizeye kadar yasla

birlikte giderek arttigini ileri stirmiistiir.
1.4.Resveratrol ve Goz Hastaliklar

Pek cok calisma resveratroliin g6z igindeki etkilerini ve buna bagh
bozukluklar1 aragtirmistir. Kanser, kalp ve norodejeneratif hastaliklar (yukarida
tartisildigr gibi) gibi diger hastaliklarda gozlenen etkilere benzer sekilde, gozdeki
baslica biyolojik eylemler sunlardir: antioksidan, antipoptotik, anti-tumorojenik,
antienflamatuar, anti-anjiyojenik ve damar genisletici. Bu etkileri ve glokom,
katarakt, yasa bagli makiiler dejenerasyon ve diyabetik retinopati gibi goz
hastaliklarinin ilerlemesindeki potansiyel roliinii arastiran ¢aligmalar bu boélimde

anlatilmistir.
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1.4.1.Glakom

Glakomlar, patolojik olarak retinal ganglion hiicrelerinin (RGC'ler) apoptozisi
patolojik olarak karakterize edilen bir grup progresif optik noropati grubudur ve
optik sinir kafasinda degisikliklerle sonuglanir. En azindan bir kisim RGC'nin kaybu,
trabekiiler ag orgiisii araciligi ile sulu ¢ikis yolunun tikanmasinin bir sonucu olarak
g0z i¢i basinct seviyesi (IOP) ile iligkilidir. RGC'lerde mitokondriyal disfonksiyon da
olabilir, bu da goz i¢i basincinin neden oldugu metabolik stres donemlerinde
karsilanmasi zor olabilecek yiiksek enerji talebinin bir sonucu olabilir. Her ne kadar
IOP azalmasi hastaligi tedavi etmek i¢in kanitlanmig tek etkili yontem olsa da, okiiler
hipotansif damlalar, lazer trabekiiloplasti ve cerrahi de hastaligin ilerlemesini
yavaglatmak icin kullanilabilir. Oksidatif stres, inflamasyon, mitokondriyal
disfonksiyon, glial hiicre disfonksiyonu ve apoptoz ve hiicre sagkalim aktivasyonunu
iceren yollar, yeni potansiyel ilag hedeflerini tanimlamak igin aktif aragtirma

alanlaridir (Weinreb ve ark 2014).

Luna ve ark (2009) kronik oksidatif strese maruz kalan trabekiiler ag orgii
hiicrelerinde glokom belirteclerinin ekspresyonu iizerindeki diyet gida takviyesi
olarak resveratol uygulamasinin terapdtik etkilerini arastirdi. Caligsma, resveratroliin,
hiicre i¢gi ROS (iROS) ve interlokin-1 alfa (IL-Ict), interlokin (IL) -6, IL-8 ve
endotel-16kosit adezyon molekiilii-1 (ELAM) gibi enflamatuar markerlerin tiretimini
etkili bir sekilde azalttigin1 gosterdi. Ek olarak, tipik olarak kronik oksidatif stres,
lipofuscin, lipid peroksidasyonun son iiriinii ve diger karbonile edilmis proteinlerin
neden oldugu ile tetiklenen hiicresel yaslanma gostergenin ekspresyonunun
resveratrol tedavisi ile azaldigr bulunmistur. Calisma, resveratrolin, POAG
hastalarinda tutarli bir sekilde gozlenen, hiicre proliferasyonu iizerinde zararli bir
etkiye sahip olmadan siirekli olarak gozlenen trabekiiler ag hiicrelerine zarar
gelmesini Onleme konusunda potansiyel olarak 6nemli bir anti-apoptotik rolii
olabilecegi sonucuna varmistir. Ek olarak, c¢alisma aym1 zamanda proteozomal
aktivitenin resveratrolden etkilenmedigi i¢in bu etkinin azalmig protein yikimi
sonucu olmadigint ortaya koydu. Calisma, resveratroliin trabekiiler ag oOrgiisii
hiicrelerinde anti-oksidatif ve anti-apoptotik roliine dair kanit saglamistir. Glokomda
ilerleyici retinal ganglion hiicrelerinin kayb1 (RGC'ler) bulunmaktadir ve bu nedenle

RGC'lerin néroproteksiyonu glokom tedavisini etkileyebilir. Pirhan ve arkadaslar
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tarafindan yapilan yeni bir ¢alisma (Pirhan ve ark 2015), deneysel glokom sican
modelinde tek basina veya kombinasyon halinde riluzol ve resveratrol uygulamasinin
etkisini arastird1. Riluzol, amyotrofik lateral sklerozda (ALS) yasami uzatan etkileri
nedeniyle noroprotektif FDA onayli bir ilag tedavisidir. Bununla birlikte, tam
noroproteksiyon mekanizmast heniiz bilinmemektedir. Calisma, erken (glokom
indiiksiyonundan baglayarak) ve gec¢ (glokom indiiksiyonundan ii¢ hafta sonra)
riluzolle tedavi edilmis ve resveratrolle tedavi edilmis gruplara ve erken riluzol ve
resveratrol kombinasyon grubuna ek olarak glokom (arag¢ kontrolii) ve kontrol (higbir
ilag) gruplarini alt1 hafta boyunca takip etti. Calisma, hem riluzol hem de resveratrol
tedavisinin deneysel glokom modelinde RGC sagkalimi iizerinde Onemli
noroprotektif etki sundugunu gostermistir. Ayrica, erken asamada baslatilan
tedavinin, her iki ajan i¢in RGC yogunluk sayimi ile belirtilen ge¢ tedaviden daha
etkili oldugu bulundu. Ek olarak, bu ajanlarin her ikisinin bir arada kullanilmasi, ya
riluzol yada resveratrol monoterapisine kiyasla, RGC'lerin sagkalim oraninin anlamli
derecede yiiksek olmasiyla iligkilendirilmistir. Riluzol ve resveratroliin glokomda
noroproteksiyon trettigi kesin degildir ancak kombine tedavide gdzlenen belirgin
etkiye dayanarak, noroprotektif kabiliyetin, riluzol ve resveratroliin farkli etki
mekanizmalarinin, glokomat6z hasarin farkli evrelerinde etki yapma kapasitesi veya
iki ajanin eksitotoksisite ve ndromodiilasyon tizerindeki sinerjistik etkilerinin bir
sonucu olabilecegi varsayillmistir. Kisa siireli ¢aligma, aksonal sayr eksikligi,
fonksiyonel veriler (6rnegin, elektroretinogram) ve zaman ve doza bagli deneyler
gibi bazi sinirlamalara ragmen, ¢alisma glokom tedavisinde resveratroliin umut verici
bir role sahip oldugunu vurguladi. Lindsey ve ark (2015) tarafindan yapilan bir
caligma, geng yetiskin Thyl-sar1 floresan proteini (YFP) ve C57BL / 6 farelerinde,
optik sinir yaralanmasinin ardindan dendrit RGC kaybi ve resveratrol ile uzun siireli
diyet desteginin etkisini katlanmis protein tepkisi tizerindeki etkisini arastirdilar.
Optik sinir ezilmesinden ii¢ hafta sonra, resveratrol alan farelerde ,sitoplazmik
baglayict immiinoglobulin proteini (BIP) baskilamasinda bozulma, niikleer C / EBP
homolog proteininde (CHOP) orta diizeyde artis ve niikleer X-box baglayici protein-
1'in (XBP-1) kontrol diyetinde kirilmamis optik sinir oldugu gibi ayni seviyelerde
azalma goriildii. Bu sonuclar, resveratrol aracili RGC dendritlerin korumasinin
noroprotektif roliinii vurgulayan onceki ¢alismanin bulgularint dogruladi (Pirhan ve
ark 2015). Ayrica, calisma optik sinir hasarini takiben dendritlerin resveratrol ile

korunmasinin, BiP, CHOP ve XBP-1'in uzun siireli ekspresyonunda degisiklikler
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icerdigini ve bunun RGC tiplerine gore degistigini gostermistir (Lindsey ve ark

2015).

Steroid kaynakli okiiler hipertansiyon (SIOH) ve glokom, trabekiiler ag
orglistindeki hiicre dis1 birikimin artmasiyla iliskilidir ve ayni sekilde tedavi edilir.
Son zamanlarda Razali ve grup tarafindan yaymlanmis olan iki ¢alisma ve SIOH'lu
sicanlarda topikal trans-resveratrol kaynakli goz igi basmnci (GIB) azalmasimin
kullanimin1 degerlendirmistir (Razali ve ark 2015). ilk ¢alisma, SIOH si¢anlarinda
GiB'de belirgin bir azalma oldugunu bildirmistir ve bu azalmayi, matris
metaloproteinaz  (MMP) -2'nin aktivitesinin artmasina neden adenozin Al
reseptorlerinin aktivasyonuna baglamistir. Etki A1 antagonisti ile 6n-tedavi ile ancak
A2A ve A3 AR antagonistleri yoklugunda (Razali ve ark 2015) engellenmistir.
Calisma, 21 giin boyunca SIOH siganlarinda tekrarlanan topikal trans-resveratrol
uygulamasinin  etkisini  degerlendirdi.  Calisma, topikal trans-resveratrol
uygulamasinin tekrarlanarak kullanilmasmin, artmis sulu MMP-2 diizeyleri, TM
morfolojisinin normallesmesi, TM kalinliginin artmast ve TM hiicrelerinin sayisinin
artmasi, artmis retina ile gosterildigi gibi normallesmesiyle iligkili stirekli IOP
irettigi sonucuna vardi (Razali ve ark 2015). Bu c¢alismalar, en azindan kismen, A 1
AR'deki ile agonistik etkiye sahip normotansif ve oculo- hipertansif sicanlarda
topikal trans-resveratroliin oculo-hipotansif etkisini gostermistir. Topikal steroidlerle
yapilan tedavinin, ayrica POAG gozlerinde de goriilen sivi ¢ikis yollarindaki direnci
artirarak IOP'u arttirdii bilinmektedir (Clark ve Wordinger 2009). Bu nedenle,
topikal trans-resveratroliin neden oldugu IOP azalmasi sadece SIOH'da degil, POAG
gozlerinde de 6nemlidir. Ancak bu bulgularin insan ¢aligmalarinda da dogrulanmasi
gerekir. Ayrica, IOP azaltict etkiye katkida bulunan topikal olarak uygulanan trans-
resveratrol ve post-reseptor sinyal mekanizmalarinin okiiler farmakokinetigini igeren
baska arastirmalar, SIOH ve glokomda bir IOP diisiiriicii ajan olarak trans-
resveratroliin potansiyel kullanimi hakkinda ilave bilgiler saglayacaktir. Ek olarak,
Liu ve ark MMP-9 ve INOS azalma ve HO-1 artis ile yiiksek gozici basinc ile
tetiklenen (60 dakika boyunca, yani 120 mm Hg) retinal iskemi / reperfiizyon

hasarina karsi1 resveratroliin koruyucu olabilecegini gostermistir (Liu ve ark 2013).

Mitokondriyal disfonksiyonun glokomatoz norodejenerasyonun

patogenezindeki rolii yakin geg¢miste Onemli bir ilgi alan1 olmustur. Chen ve
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arkadaglar1 (2013), resveratrol ile tetiklenen mitokondriyal biyogenezin retinal
ganglion hiicre dizisi RGC-5'te apoptozisin 6nlenmesindeki roliinii degerlendirmistir.
Serum ihtiyaci, mitokondriyal fonksiyonlar1 azaltarak RGC-5 hiicre apoptozisini
tetikledi. Resveratrol ile tedavi, normal mitokondriyal zar potansiyelini koruyarak,
hem toplam hem de boliinmiis kaspaz-3'lin azaltilmig seviyeleri ile birlikte ve
ardindan hiicre sagkalimini arttiran sitokrom c saliminin engellenmesi ile apoptotik
ilerlemeyi Onemli oOlgiide geciktirmistir. Diisiik kaspaz-3 ekspresyon seviyesi
(apoptotik sinyal olaylarinin bir gostergesi), resveratroliin, RGC-5 hiicrelerini
mitokondri biitlinliiklerini koruyarak serum ihtiyaci ile ortaya g¢ikan apoptozdan
koruyabilecegini diisiindiirmektedir. Ustelik, resveratrol, DNA kopyalarmin yan1 sira
mutlak mitokondri miktarin1 artirarak, mitokondriyal biyogenezi uyarmuistir.
Resveratrol ile tedavi ayrica peroksizom proliferator aktive edilmis reseptor-c ortak
aktivator 1 alfa (PGC-la) degil, SIRT1'in protein ekspresyonu tesvik eder. Bunun
yerine resveratrol, sitoplazmadan niikleusa ve st niikleer kodlu solunum kompleksi
proteinine (NRF1) ve mitokondriyal transkripsiyon faktorii A'ya (TFAM) PGC-1la
taginmasini kolaylastirdi. PGC-1a, niikleer kodlu solunum kompleksi proteinlerinin
(NRF1) ve mitokondrial transkripsiyon faktorii A'nin (TFAM) transkripsiyonunu
kontrol eden mitokondriyal biyogenezin diizenlenmesinde baskin koaktivatordiir
(Scarpulla 2008). Sirtuin ailesinin bir {iyesi olan SIRTI, Omriiniin uzatilmasi ile
baglantil1 olan transkripsiyon isleminden sorumlu bir protein olan Sir2 mayasinin
memeli bir homologudur (Shore ve ark 1984). SIRT1'e bagh asetilasyon ve ardindan
PGC-1la'nin aktivasyonu, hiicrelerin yiiksek enerji ihtiyacini karsilamak i¢in dnemli
metabolik olaylardir (Fernandez-Marcos ve Auwerx 2011). Calisma, resveratrol
tedavisinin, SIRTI1'e bagli PGC-la a subseliiler translokasyonu yoluyla serum
yoksunluguna neden olan RGC-5 hiicre liimiinii potansiyel olarak zayifladigina ve
boylece mitokondrial biyojenezi tesvik ederek glokomatdz retinopatiyi hafifletme
olasiligin1 artiracagina dair kanit saglamistir (Liu ve ark 2013). Deneysel glokom

modellerinde bu canli mekanizmay1 agiklamak ¢ok ilging olurdu.
1.4.2.Yasa Bagh Makula Dejenerasyonu

Yasa baglh makiiler dejenerasyon (AMD), yaslanan popiilasyondaki goziin
arka kisminda koroid-Bruch membran (BM) -retinal pigment epitel (RPE) -
neuroretina (NR) bileseni ile yakindan iligkilidir. “Kuru” AMD, bir dereceye kadar
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RPE dejenerasyonu ile birlikte RPE ¢evresinde drusen (lipofuscin) birikimi ile
nitelendirilir. “Islak” AMD, yeni olusturulan kan damarlarinin koroidden disariya
yayildigi, BM'den igeri girdigi ve NRE'de RPE veya subretinal bosluga ¢ogaldigi
koroid neovaskiilarizasyonunun (CNV) varlig: ile nitelendirilir (Ambati ve Fowler
2012). Fotoreseptor olim ve gérme kaybina yol acan AMD'deki iltihaplanma ve
oksidatif stres dahil olmak tizere farkli mekanizmalarin neden oldugu retina pigment
epitelyal (RPE) hiicre hasar1 ve Olimii i¢in bir rol oynadigma dair kanitlar
artmaktadir (Yildirim ve ark 2011). AMD'de vaskiiler endotel biiyiime faktorlerinin
(VEGF) CNV siiregleriyle iliskisini gosteren gii¢lii kanitlar vardir, bu nedenle anti-
VEGF tedavileri AMD'nin yonetiminde ana odak noktasidir (Kovach ve ark 2012).
Ek olarak, AMD patolojilerini geciktiren veya Onleyebilecek potansiyel besinleri ve
diger takviyeleri bulmak i¢in birka¢ ileriye doniik, geriye doniik, randomize
kontrollii ¢alisma ve kesitsel ¢alisma yapilmistir (Weikel ve ark 2012). Resveratrol,
canli insan RPE hiicrelerinin oksidatif stres ile indiiklenen ve sodyum iyodiir ile
indiiklenen apoptozisini 6nler (King ve ark 2005). Dahasi, RPE hiicrelerinin
¢ogalmasinin, hiicre disi sinyalle diizenlenen protein kinazlarmimn (ERK1 / 2) ve
mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) sinyal kaskadinin inhibisyonu ile
azaldigr gosterilmistir (Hecquet ve ark 2002). Resveratrolin, RPE hiicrelerini,
retinopati otoimmiin ile iliskili olarak olduk¢a alakali olan canli otoimmiin
antikorlarla indiiklenen apoptozdan korudugu da gosterilmistir (Anekonda ve
Adamus 2008). Ek olarak, Kubota ve arkadaslar1 (2010) resveratrol'iin, gorsel hiicre
apoptozisini arastirmak icin kullanilan bir model olan 1sikla indiiklenen retina
dejenerasyonuna karsi koruyucu bir etkisi oldugunu, retina aktiflestirici protein-1
aktivitesinin (AP-1) aktivasyonunun tersine ¢evrilmesi ve 1s1ga maruz kalmayla
regiile edilen SIRT1 aktivasyonunun inhibe edilmesinin tersine g¢evrildigini
gostermistir. AP-1 hiicre ¢ogalmasini ve apoptozu diizenler; resveratrol ile tedavi
edilen farelerin retina ekstrelerinin c-fos ekspresyonunu asagi dogru diizenledigi
bulundu, bu da AP-1 aktivasyonunu baskilayarak fotoreseptor hiicrelerin dlimiini
onledi (Kubota ve ark 2010). Resveratroliin anti-apoptotik aktivitesi, AMD gibi
norodejeneratif 6zellikte bir hastaliginin 6nlenmesinde énemli katkisi olan bir faktor

gibi goriinmektedir.

Bircok yapay calismadan farkli olarak, resveratrolin AMD ile ilgili

olabilecek anti-oksidatif etkisi i¢in sinirli bir kanit vardir. Resveratrol, hiicre i¢i ROS
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(Pintea ve ark 2011) seviyelerini inhibe artan siiperoksit dismutaz, gliitatyon
peroksidaz ve katalaz aktiviteleri insan retina D407 RPE hiicreleri i¢inde hidrojen
peroksit ile uyarilan sitotoksik karsi doza bagimli koruyucu bir etki sergiledigi
bildirilmistir. Benzer bir etki Zheng ve arkadaslar1 tarafindan insan mercegindeki
epitel hiicrelerinde bildirilmistir (Zheng ve ark 2010). Her ne kadar sinirli olsa da, bu
calismalar AMD hastalarinin retinasinda ortaya ¢ikan oksidasyon miktarinin
azaltilmasinin 6nemini vurgulamaktadir ve resveratrol desteginin anti-oksidatif
etkisinin, bu hastalarda oksidatif stres tarafindan indiiklenen RPE dejenerasyonunun

Onlenmesinde yararli olabilecegini diisiindiirmektedir.

AMD'nin patojenik ge¢ evreleri siklikla koroid anjiyogeneziyle karakterize
edilir. Resveratroliin antiinflamatuar ve oksidatif 6zelliklerinin CNV insidansin
azalttigi disiiniilmektedir. Nagineni ve arkadaslart AMD (Nagineni ve ark 2014)
CNV siireclerinin kontrol edilmesinde nutrasotike ek olarak resveratrol yararini
gostermek icin, insan RPE hiicreleri, biiylime faktorii-beta (TGF-p) ve hipoksi
nedenli VEGF salinnmini doniisiirken, enflamatuar sitokin ile resveratroliin inhibe
edici etkileri incelemistir. Calisma resveratroliin, anti-anjiyojenik endostatin ve
pigment epitelyal faktor salgilanmasini etkilemeden insan RPE'siyle enflamatuar
sitokin karisimini, TGF-3 ve hipoksinin, VEGF-A ve VEGF-C sekresyonunu
arttirdigin1  gosterdi. Ek olarak, resveratrol, niikleer faktor-kappaB (NFkB) ve
hipoksinin neden oldugu faktdr (HIF) -la transkripsiyon faktorlerinin asag regiile
edilmesini ve boylece VEGF salgilanmasini engeller. Resveratroliin ana modiilatori
olan SIRT1, VEGF-A salgilanmasinin azalmasina neden olan deasetilasyonu ile HIF-
la sinyalini baskilar (Chung ve ark 2010 ). Resveratrol'iin 6karyotik uzama faktorii-
2 (eEF2) kinazin aktivasyonu ile etki ettigi ve patolojik olarak anormal yaralanmaya
neden olan anjiyojenezi 6nlemek igin yeni bir SIRT1 bagimsiz yolu ile VEGF
sekresyonunu, endotel hiicre proliferasyonunu ve gociinii inhibe ettigi gosterilmistir
(Khan ve ark 2010). AMD'l ii¢ oktogenardaki resveratrol bazli besin takviyesi
lizerine bir rapor, retina yapisinin anatomik restorasyonu, RPE fonksiyonunun
lyilestirilmesi ve oOnerilen koroid kan akiminin iyilestirilmesi dahil anti-VEGF
tedavisi ile benzer kisa siireli bir etki gozlemledi [89]. Son zamanlarda yapilan bir
baska calismada, Richer ve arkadaslar1 (2014) AMD'l ii¢ hastada, iki ila ti¢ yillik
uzun stireli takipler sirasinda okiiler yap1 ve fonksiyonda genis iki tarafli iyilesmeler

bildirmislerdir.
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Resveratrol'tin mitokondriyal biyojenezi olumlu yonde etkiledigi ve RPE
hiicrelerini, mitokondriyal biyoenerjetigi artirarak akrolein kaynakli oksidatif

sitotoksisiteye karsi korudugu gosterilmistir (Sheu ve ark 2013).
1.4.3. Diyabetik Retinopati

Diyabetik retinopati (DR), artmis enflamatuar tepki, iskemi, ilerlemis RPE
hiicre dejenerasyonunun artmasina neden olan, kan retina bariyerinin ve gdrme
kaybmin bozulmasina neden olan dolasimdaki kan glukoz seviyelerinin zayif
metabolik kontrolii nedeniyle retina vaskiilatiiriinii etkileyen, diyabet kaynakli bir
mikroanjiyopatidir (Antonetti ve ark 2012). Resveratroliin diyabetik siganlara destegi
hiperglisemi, kilo kaybi, oksidatif belirteclerin artmasi, siiperoksit dismutaz aktivitesi
ve kanda ve retinada eNOS aktivitesinin baskilanmasinda belirgin azalma sekildedir
(Soufi ve ark 2012). Resveratrol ile yapilan tedavinin diyabet ile indiiklenen
sicanlarin retinasinda artan damar sizintisi, perisit kayb1 ve VEGF protein seviyeleri
gibi diyabetik degisiklikleri baskiladigi gosterilmistir. Li ve arkadaslar
resveratroliin, retinal vaskiiler dejenerasyona oOnemli Ol¢lide katkida bulunan
endoplazmik retikulum stresini engelleyebilecegini gostermistir (Li ve ark 2012).
Bagka bir calismada, Losso ve ark resveratroliin, yapay olarak hipergliseminin neden
oldugu RPE hiicre iltihabin1 Onleme yetenegini arastirdi (Losso ve ark 2010).
Calisma resveratrol ile tedavi edilen hiicrelerin VEGF, TGF--1, siklo-oksijenaz-2
(COX-2), IL-6 ve IL-8 birikimlerini doza baglh bir sekilde engelledigini bildirmistir.
Ek olarak, protein kinaz C-beta (PKCP) aktivitesi, resveratrol varliginda da énemli
Olglide azaldi. PKCP' nin kandaki retina bariyerinin bozulmasma katkida bulunan
hipoksik kosullarda VEGF aktivitesini arttirdig1 bilinmektedir (Losso ve ark 2010).

1.4.4.Géozle Tlgili Diger Hastaliklar

Birkag ¢aligma, resveratroliin gozle ilgili diger hastaliklarda potansiyel
onleyici roliinii de gostermistir. Doganay ve arkadaslari sican merceklerinde ve
eritrositlerde, lipid peroksidasyonun bir belirteci olarak azaltilmig glutatyon (GSH)
ve diisiik konsantrasyonda malondialdehit (MDA) seviyelerinde bir artis ile selenit
kaynakli katarakt olusumuna kars1 resveratroliin siganlarda bir role sahip oldugunu
gostermistir (Doganay ve ark 2006). Bir endotoksin-kaynakli iiveit (EIU) fare

modeline resveratrol uygulamasi, retinada okiiler antiinflamatuar etki ve RPE
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koroida yol acan NF-kB p65 translokasyonun bastirilmasi (NF-kB aktivasyonunun)
ve Onemli oksidatif hasarda (8-hidroksi-2 1 -deoxyguanosine iiretimi) azalmaya

neden olmustur (Kubota ve ark 2009).

Resveratrol tedavisinin ayrica tiimor hiicresi 6liimiine ve regresyonuna neden
oldugu gosterilmistir. Resveratrol'iin erken mitokondriyal disfonksiyon ve kaspaz-3
aktivasyonu ile uveal melanom tiimdr biiylimesini inhibe ettigi bulundu (Van Ginkel
ve ark 2008). Benzer sekilde, Sareen ve arkadaslari, resveratroliin, hiicre dongiisii S-
faz1 durmasi ve apoptozu tesvik ederek retinoblastoma hiicre hattinin biiytimesini
zamana ve doza bagl bir sekilde inhibe ettigini gostermistir (Sareen ve ark 2006).
Bagka bir ¢alismada, Kim ve ark resveratrol'iin, yapay ve canli oksijenin indiikledigi
retinopat modellerinde nitrik oksit- (NO) aracili yolaklar yoluyla potansiyel bir
tedavi olarak etkili oldugunu ortaya koymus ve erken dogmus bebeklerde prematiire
retinopatisinde (ROP) koruyucu bir role sahip oldugunu 6ne stirmektedir.( Kim ve
Suh 2010). Resveratrol takviyesi, deneysel kornea alkali yanik tavsan modelinde

kornea neovaskiilarizasyonu tizerinde higbir etki gostermemistir (Doganay ve ark
2013).

Resveratrol tedavisine tepki olarak degistirilen yollar ve molekiiller baska
yerlerde incelenmistir (Aggarwal ve ark 2004). Ek olarak, Tomé-Carneiro ve ark
(2013) tarafindan yakin zamanda yapilan bir yaymn resveratroliin farkli biyolojik
onemini ve akla yatkin etki mekanizmalarini vurgulayarak, son on yilda yayinlanan
en uygun preklinik c¢alismalar1 (yapay ortam ve hayvan modelleri) ve insan

miidahalesi ¢alismalarini ayrintili ve zarif bir sekilde gozden gecirmistir.
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2.GEREC ve YONTEM

2.1.Hayvan Materyali ve Gruplar

Bu calisma Selcuk Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama
Merkezinden temin edilen Wistar cinsi 24 adet eriskin yash disi sigan (16 haftalik)
lizerinde aym merkezde gergeklestirildi. Calisma protokolii Selcuk Universitesi
Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Merkezi Deney Hayvanlart Etik Kurulu
tarafindan onaylandi. Toplam 24 adet yash disi sican kullanilan arastirmada gruplar

su sekilde olusturuldu:

Grup 1, Kontrol Grubu (n=6):Her hangi bir uygulamanin yapilmadigi,
kontrol hayvanlarindan olusturulan grup.

Grup 2, Resveratrol Grubu (n=6):Normal diyete ilave olarak 4 hafta

stireyle ip Resveratrol (5mg/kg/giin) verilen grup.

Grup 3, Diyabet grubu (n=6): Tedavi almayan, Intraperitoneal (ip)
Streptozotosin (STZ) “40 mg/kg” uygulanarak diyabet olusturulan grup.

Grup 4, Diyabetik Resveratrol Uygulanan Grup (n=6): intraperitoneal (ip)
Streptozotosin (STZ) “40 mg/kg” uygulanarak diyabet olusturulan ve normal diyete

ilave olarak 4 hafta siireyle ip Resveratrol (5mg/kg/giin) verilen grup.
2.1.1.Deney Hayvanlari ve Beslenmeleri

Deney hayvanlar1 yikamak suretiyle her giin temizlenen 6zel ¢elik kafeslerde
beslendi. Yemler 6zel celik kaplarda, su cam biberonlarda (normal ¢esme suyu)
verildi.

Hayvanlar her giin viicut agirliklarinin 100 grami basina yaklasik 10 g yemle
beslendiler. Hayvan yemleri, normal sican yemi (pelletler halinde) olarak Necmettin
Erbakan Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Merkezinden temin
edildi. Deney hayvanlar1 12 saat karanlik, 12 saat aydinlik ve standart oda sicakligi
(21#1 °C) saglanan ortamda tutuldu.
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2.2. Deneysel Diyabetik Yontem

Deneysel yoldan diyabet olusturmak igin grup 3 ve 4’1 olusturan si¢anlara 40
mg/kg olacak sekilde intraperitoneal streptozotosin (STZ) “Sigma S-0130” enjekte
edildi. Enjeksiyonlardan 6 giin sonra hayvanlarin kuyruk veninden kan glukoz
seviyeleri tanisal bir glukoz kiti kullanilarak 6l¢iildi. Kan glukozu 300 mg/dlt ve
tistiinde olan si¢anlar diyabetik (DM) olarak degerlendirildi (Havel ve ark 1998).

2.3.Deneysel Uygulamalar
2.3.1.Resveratrol Uygulamasi

Resveratrol (R5010-Sigma) uygulamalari, giinlik kg basina 5 mg olacak
sekilde grup 2 ve grup 4’i olusturan siganlar tizerinde dort hafta siireyle ip olarak

gergeklestirildi.

2.3.2.Biyokimyasal incelemeler

Doku Malondialdehid (MDA) Tayini: Retinal MDA diizeylerinin tayini
Uchiyama ve Mihara (1978) yontemi kullanilarak gerceklestirildi. Oncelikle analizi
yapilacak olan doku tartildiktan sonra pargalara ayrilarak tiiplere konuldu ve 4°C’de
Misonix’s Microscanultrasonic doku parcalayicisi kullanilarak %10’luk 150 mMKCI
icerisinde parcalandi. Homojenize edilen dokular {izerine %8’lik HClO4 ilave
edilerek 3000 devirde 15 dk siire ile santrifiij edildi. Santrifiij sonunda 500 mikrolitre
(ul) siipernatant alinarak iizerlerine 3ml H3PO4 ve 1 ml TBA (tiobarbitiirik asit)
¢ozeltisi ilave edilerek 90°C’lik su banyosu igerisinde 45 dk siire ile inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonunda 4 ml n-butanol ilave edilerek n-butanole karsi
absorbans1 SPECTRO star (BMG Labtech, Germany) cihazinda okutuldu. Sonuglar

nmol/gr doku olarak verildi.

Doku Glutatyon (GSH) Analizi: Retinal GSH diizeyleri Ellmann’s metodu
kullanilarak o6l¢iildii. Doku tartildiktan sonra pargalara ayrilarak tiiplere konuldu ve
4°C’ de Misonix’s Microscanultrasonic doku pargalayicisi kullanilarak 150 mMKCI
icerisinde homojenize edilerek 3000 devirde 15 dk siireyle santrifiij edildi. 200pul
slipernatant alinarak iizerine 8 ml fosfat tamponu (pH 6,8), 1 N NaOH ve 100ul
Ellman’s soliisyonu ilave edildi. 412 nm’de SPECTROstar (BMGLabtech, Germany)

29



cihazinda okutuldu (Sedlak ve Lindsay 1968). Elde edilen veriler mg/gr doku olarak

verildi.
2.3.3.PCR Analizi

Retinal mRNA seviyelerinin 6lgiimii Fizyoloji Anabilim Dalinda bulunan
PCR cihazi ile yapildi. SIRT-1 ekspresyonundaki diyabete ve resveratrol tedavisine
bagl degisiklik, géz dokusu kaynaklit mRNA izolatlar iizerinde gercek zamanli bir
PCR (RT-PCR) analizi kullanilarak 6lgtildii (Zeng ve Yang 2015).

Kullanilan Kimyasallar ve Deney Malzemeleri
Kullamlan Kimyasallar:
Total mRNA izolasyon kiti (NUKLEOSOL)
Total miRNA izolasyon kiti i¢in gerekli {iriinler
%100 isopropil alkol
% 75 etanol
dnase rnase dan arindirilmis su
cDNA izolasyon Kiti
MRNA gPCR mastermix
BETA ACTIN Referans Gen Primerleri
Hedef miRNA Primerleri
Kullanilan Cihazlar ve Laboratuvar Araclari
Santrifiij
Real Time PCR (Biorad® connect)
Roche LightCycler 96 Multiwell Plate

Mikrosantrifiij
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Vorteks karigtirict
(DNAse & RNAse free) ddH20
96-100% Etanol
Mikrosantrifiij tiipleri (1.5 ml, 2.0 ml)
Mikropipet seti ve steril filtreli mikropipet uglart
Spin Kolonlar
Toplama Tipleri
EliisyonTiipleri
Yontem
mRNA izolasyonu:

-80 C de saklanan 50 mg retina doku 6rnekleri steril petrilerde steril bistiiriler

ile ufak parcalara ayrildiktan sonra DNase, RNase free eppendorf tiiplere aktarildi.

Doku 6rnegi tizerine 500 uL Lysis Buffer (niikleosol) ¢ozeltisi ilave edildi ve

sonikator cihazi ile doku pargalayici sivi iginde homojen hale getirildi.

Ardindan karisimin tizerine 200 ul dnase rnase free su ilave edildi. Her 6rnek
15 saniye karistirilip 10 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 15 dakika 12000
g de santrifiij edildi.

Tiipte olusan iist faz yeni steril tiipe aktarildi.Uzerine %100 500 ul
isopropanol ilave edildi. 10 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 10 dakika
12000 g de santrifiij edildi.

Olusan iist faz atilir. Pellete dokunulmaz. Bu asamada total RNA yikama
islemi gergeklestirildi. Pellet lizerine %75 lik etanolden 500 ul ilave edildi ve 3
dakika 8000 g de santrifiij edildi. Yikama isleme birkez daha tekrar edildi. Bu
asamada pelletin kurumasina gerek kalmadan. 50 ul dnase rnase free su eklendi. 3

dakika oda 1sinda vorteks edildi. Elde edilen RNA lar -80 C de saklandi.
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mRNA’lardan cDNA Elde Edilmesi:

Elde edilen mRNA’lar dan biorad marka c¢DNA sentez kiti ile
komplolmenter DNA ya cevrildi.

Kitin igeriginde yer alan tiim birlesenler her bir ornek icin Tablol’de
belirtilen miktarlarda hazirlandi. Son hacim 20 pl olacak sekilde kitin ¢alisma

protokoliine uygun olarak ¢aligildu.

RNA lar, uv-s spektrofotometrede Gl¢timleri yapildi. Elde edilen olgiimler

tizerinden her cDNA sentesi i¢in esit miktarda 1 ug RNA ilave edildi.

Yapilan bu islemlerin ardindan 1s1 protokolii ¢izelge 2.2°de belirtilen sekilde

biorad termalcycler cihazinda uygulandi.

Cizelge 2.1. cDNA mix igerigi

RNA 1ug

DNAse RNAse free su Konulan RNA miktarina gore
degisiklik gosterdi.

cDNA master buffer 4 ul

Revers transkriptaz enzim 1l

Toplam 20 pl

Cizelge 2.2. cDNA reaksiyonu i¢in gereken siireler.

37°C 5 dakika
46° C 20 dakika
95°C 1 dakika
4°C Uzun siire

Uygulanan protokol sonrasinda cDNA’lar elde edildi. -20° C ye kaldirildi.

Real Time PCR

cDNA’larin referans gen agisindan amplifikasyonunu saglamak ve hedef ve

referans bolgeleri isaretlemek amaciyla rocehe marka faststart essential sybrgreen
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master mix ticari kiti kullanildi. Ticari kitte yer alan prorokol ¢izelge 3’de belirtilen

hacimlere gore hazirlandi.

Cizelge 2.3. Real time pcr primer mastermix igerigi

sybrgreen Master Mix 10ul

(Sirtl veya actin) forward Primer 1wl
500 Nm

(Sirtl veya actin) reverse primer 1ul
500 Nm

Cdna 5ul

H20 3ul

Total Volume 20l

Hazirlanan referans gen real time PCR mix’leri ve hedef gen () real time PCR

mix’leri uygun cDNA’lar ile Biorad connect sistemine ait 96 kuyucuklu plate’ler

lizerinde biraraya getirildikten sonra cizelge 4° de belirtilen 1s1 protokolii

uygulanarak Biorad connect sisteminde real time PCR islemine alindu.

Cizelge 2.4. Real time PCR 1s1 protokolii

Denaturasyon

95°C de 10 dk.

Melting Curve

Amplifikasyon 95°C de 20 sn.
Bu dongii 40 kez saglanir.(40 60°C de 20 sn
cycle, Ramp-rite 1,6°C/sn, 72 °C de 20 sn Okuma
saniyedeki 1s1 degisimi)
95°C de 30 sn.
50°Cde 1 dk

90 °C de continue(Acquisitions 3 per/°C)

Cooling

40 °C de 1 dk.
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Elde edilen sonug¢larin analizi

Cikan sonuglar biorad connect cihazinin quantification analiz programindan
her 6rnegin referans ve hedef CT degerleri alindi. Delta CT formiilii iizerinden

hesaplama yapilarak bulunan sonuglar istatistige gonderildi.

2.4 Istatistiksel Degerlendirmeler

Bulgularin istatistiksel degerlendirilmesi SPSS 22.0 bilgisayar paket programi
ile yapilarak, biitlin parametrelerin aritmetik ortalamalar1 ve standart sapmalari
hesaplandi. Verilerin homojenliginin belirlenmesi amaciyla “Shapiro-Wilk™ testi
yapildi ve verilerin normal dagilim gosterdigi belirlendi. Gruplar arasi farkliliklarin
tespitinde Kruskal-Wallis H testi, farkliligin hangi gruptan kaynaklandiginin
belirlenmesi igin ise Mann-Whitney U testi kullanildi. p<0,05 diizeyindeki
farkliliklar anlamli olarak kabul edildi.

34



3.BULGULAR

Gergeklestirdigimiz ¢aligmada, en yiiksek retinal MDA degerleri diyabet
grubunda (G3) elde edildi (p<0,05). Genel kontrol (G1), Kontrol+Resveratrol (G2)
ve Diyabet+Resveratrol (G4) gruplarinin retinal MDA diizeyleri birbirinden farkli
degildi. Calismamizda en yiiksek retinal GSH degerleri ise Diyabet+Resveratrol
grubunda (G4) elde edildi (p<0,05). Genel kontrol (G1), Kontrol+Resveratrol (G2)
ile Diyabet (G3) gruplarinin retinal GSH diizeyleri birbirinden farkli degildi (Cizelge
3.1).

Cizelge 3.1. Calisma Gruplarmin Retinal MDA (nmol/gr doku) ve Retinal GSH
Diizeyleri (mg/gram/doku)

MDA GSH
Gruplar (n=6) (nmol/gr doku) (mg/gram/doku)
48,58+9,41" 285,46+39,12°
G1 Kontrol
76,27+33.21° 383,67+80,53°
G2 Kontrol+Resveratrol
) 156,10d:33,07a 301,81d:44,62b
G3 Diyabet
) 52,17+1 1,79b 434,68d:137,47a
G4 Diyabet+Resveratrol

a,b,c: Ayni siitunda farkl harf tasiyan gruplar arast ortalamalar arasindaki farklilik
onemlidir (p<0,05).

Gergeklestirdigimiz ¢alismada, en yiiksek retinal SIRT1 ekspresyon degerleri
Diyabet+resveratrol (G4) grubunda elde edildi (p<0,05). Diyabet grubunun (G3)
retinal SIRT1 ekspresyon degerleri grup 4’den diisiik (p<0,05), Genel kontrol (G1)
ve Kontrol+resveratrol (G2) gruplarindan daha yiiksekti (p<0,05). Genel kontrol
(G1) ve Kontrol+resveratrol (G2) gruplarmin retinal SIRT1 ekspresyon degerleri
birbirinden farkli degildi  (Cizelge 3.2).

35



Cizelge 3.2. Calisma Gruplarinin Retinal SIRT 1 Gen Ekspresyonu (27 <7)

Gruplar (n=6) SIRT 1 Gen Aktivasyonu (2 ")
G1 Kontrol 0,0086+0,006°
G2 Kontrol+Resveratrol 0,0066+0,005°
G3 Diyabet 0,1104+0,010"
G4 Diyabet+Resveratrol 0,1821+0,1712

a,b,c: Ayni siitunda farkl harf tasiyan gruplar arasi ortalamalar arasindaki farkhilik

onemlidir (p<0,05).
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4. TARTISMA
4.1.Retinal Lipit Peroksidasyon Parametrelerinin Tartisilmasi

Diabetes mellitus (DM) diinya c¢apinda ciddi bir halk saglhgi
problemidir. Diyabetik retinopati (DR), DM'nin sik gériilen bir komplikasyonudur
ve yetigkinlerde korliglin onde gelen bir nedenidir (Ahsan 2015). Son yillarda,
DR'nin geg evrelerinde birgok tedavi secenegi gelistirilmistir. Bu tedavi segenekleri
siklikla retinanin vaskiilopatisini hedef alir (Ahsan 2015). Bununla birlikte, bugiine
kadar, DR'nin goriilme sikligini veya ilerlemesini dnlemek ig¢in higbir ilag mevcut
degildir (Ahsan 2015, Coorey ve ark 2012). Gegmiste, DR sadece vaskiiler bir
hastalik olarak kabul edildi. Bununla birlikte, giiniimiizde yaygin bir norovaskiiler
hastalik oldugu bilinmektedir (Coorey ve ark 2012). Diyabetik hastalarda ve deney
hayvanlarinda ¢ok sayida retina fonksiyonel deneyleri, ndronal ve glial
fonksiyonlardaki anormalliklerin siklikla damar anormallikleri dncesinde ortaya
ciktigimi gostermistir (Ahsan 2015, Coorey ve ark 2012). Bir polifenol fitoaleksin
olan Resveratrol (RSV) ( trans - 3,4,5-trihidroksistilben), tiziim, yerfistig1 ve gilek
gibi farkli bitkilerde bol miktarda bulunur (Baltaci ve ark 2016). RSV'nin
muhtemelen  antioksidan, antienflamatuar, antikanser, antikoagiilan ve
kardiyoprotektif etkilerinden dolay1r bir dizi biyolojik etkiye sahip oldugu
bildirilmistir (Baltaci ve ark 2018). Son yillarda, RSV'nin, DR’de dahil olmak
tizere diyabet komplikasyonlarinin dnlenmesinde veya tedavisindeki rolii izerinde
durulmaya baslandi (Zeng ve ark 2016, Kim ve ark 2010). 4 hafta RSV tedavisinin
noronal apoptozu Onledigini ve diyabetik fare retinasinda kalsiyum / kalmodulin
bagimli protein kinaz II aktivitesini arttirdigini bildirmiglerdir. Ayrica Khan ve ark
(2010), RSV'min DR'deki patolojik anjiyojenezi, vaskiiler endotel hiicrelerinin

proliferasyonunu ve gdciinii inhibe ederek bloke edebilecegini ortaya koymuslardir.

Gergeklestirdigimiz c¢alismada, en yiiksek retinal MDA degerleri diyabet
grubunda (G3) elde edildi. Diger calisma gruplarinin retinal MDA seviyeleri
birbirinden farkli degildi. Calismamizda en yiiksek retinal GSH degerleri ise
Diyabet+Resveratrol grubunda (G4) elde edildi. Diger calisma gruplarinin retinal
GSH diizeyleri ise birbirinden farkli degildi.
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Diyabetik retinopatinin  patogenezinde kesin olmamasma ragmen,
hipergliseminin neden oldugu oksidatif stresin énemli rol oynadigi kabul edilir.
Buradaki en 6nemli sorunun asir1 reaktif oksijen tiirlerinin antioksidanlar tarafindan
notralize edilememesidir (Soufi ve ark 2012). Oksidatif stres ve inflamasyonun,
tedavi edilmezse ilerleyici korliige yol acan diyabetik retinopati (DR) dahil olmak
lizere yasa bagl okiiler hastaliklarin baslatilmasini ve ilerlemesini arttirdigina dair
kanitlar vardir. Bu nedenle antioksidan ve antienflamatuar etkilere sahip olan
resveratroliin yasa bagli okiiler bozukluklarda terapétik bir potansiyele sahip

olabilecegi rapor edilmistir (Toro ve ark 2019).

Dokulardaki hipoksik hasar nedeniyle iskemi-reperfiizyon yaralanmasinda
serbest radikaller artar ve membranla iliskili ¢oklu doymamis yag asitleri serbest
radikallere baglanarak doku hasarina neden olur (Sehirli ve ark 2008). Bir lipit
peroksidasyon  gostergesi olan MDA  seviyelerinin  iskemi-reperfiizyon
yaralanmasinda arttig1 gosterilmistir (Sehirli ve ark 2008). Buna karsin
resveratrol'in  iskemi-reperflizyon  yaralanmasinda  ortaya ¢ikan  lipid
peroksidasyonunu onledigi bildirilmistir (Leonard ve ark 2003, Chi ve ark 2016).
Eriskin sicanlarda testikiiler torsiyon / detorsiyon (T / D) nedeniyle testikiiler
iskemi-reperfiizyon yaralanmasinda RSV tedavisinden sonra azalmis MDA
diizeylerini rapor edilmistir. Benzer sekilde, Cheng ve ark (2015) resveratrol
tedavisinin miyokard iskemi-reperfiizyon hasarindan sonra azalmis MDA
diizeylerine yol agtigin1 ortaya koymuslardir. Gergeklestirdigimiz ¢alismada,
diyabetik yaslh sicanlarin retinasinda diger gruplarla mukayese edildiginde yiiksek
MDA diizeyleri belirledik. Diyabetik si¢anlara resveratrol uygulamasi ise bu
degisiklikleri geriye cevirdi. Elde ettigimiz bu bulgu yukarida raporlar1 sunulan ve
resveratrolun antioksidan Ozelliklerine vurgu yapan arastiricilarin  bulgulariyla

uyumludur.

Glutatyon o6nemli endojen antioksidandir ve oksidatif strese karsi
korunmada kritik rol oynar (Aktas ve ark 2016, Hassan-Khabbar ve ark 2010)
goreceli olarak daha diisiik bir dozda (0.02 mg / kg), trans-resveratroliin, iskemi-
reperfiizyon hasarinda toplam ve azalmis glutatyon tiikenmesini Onleyerek
hepatoprotektif oldugunu bildirmistir. Resveratrol'iin, lipid peroksidasyonunu

onleyerek ve hepatik GSH seviyelerini artirarak kismi hepatektominin neden
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oldugu oksidatif hasar1 bastirmada etkili oldugu bulunmustur (Kirimlioglu ve ark
2008). Gedik ve ark (2008) ayrica MDA seviyelerinin ve hepatik yaralanma
skorunun azaldigini, siliperoksit dismutaz, katalaz ve GSH seviyelerinin
resveratrolle tedavi edilen karacigerlerde siganlarda iskemi-reperfiizyon hasarindan

sonra arttigini bildirmistir.

Gergeklestirdigimiz c¢alismada en yliksek retinal GSH degerlerini ise
Diyabet+Resveratrol grubunda elde ettik. Elde ettigimiz bu bulgu resveratrolun
diyabetik sicanlarda ortaya c¢ikan retinadaki doku hasarini antioksidan aktiviteyi

artirarak baskiladigin1 gostermektedir.
4.2.Retinal Sirtiiin-1 Gen Ekspresyonunun Tartisiimasi

Diyabetik retinopati, géorme bozukluguna ve hatta korliige neden olan,
diyabetin bilinen en 6nemli mikrovaskiiler bir komplikasyonudur. Kronik, diisiik
dereceli subklinik retina inflamasyonu, diyabetik retinopati’deki bircok vaskiiler
lezyonunun ana katkis1 olarak gosterilmistir. Hiperglisemiye bagli proinflamatuvar
sitokinler ve/veya oksidatif stres gibi olaylarin da heniiz net bir sekilde
tanimlanmamis olsa da diyabetik retinopatinin gelisiminde kritik rol oynadigi kabul
edilir (Mohammad ve ark 2019) Sirtuin 1 (SIRT1), proteinlerin deasetilasyonu
yoluyla tilirler arasinda genel sagkalim, gelisme, metabolizma ve tiirlerin hiicre
dongiistinii modiile  ettigi  kabul edilenuzun  6miirlii gendir  (Liu  ve ark
2018). Hiperglisemi tarafindan indiiklenen ve bozulmus endotel
bagimli vasorelaxation ve  vaskiiler  inflamasyon  olarak  goriilen endotel
disfonksiyonu, DR'nin oncii ve giliglii bir Ongordiirticiisiidir (Liu ve ark
2018). SIRT1 endotel mitokondriyal hasarmi hafifletebilir ve endotel oksidatif
stresi hafifletebilir, endotele bagli vasorelaxation ve vaskiiler inflamasyona karsi
direng gosterebilir ve endotel disfonksiyonuna karsi koruyabilir (Hwang ve ark
2013). Bu nedenle, onceki ilgili ¢alismalar, SIRT1'in, hiperglisemik durum altinda
retina vaskiiler endotelyal hiicre disfonksiyonunu kisitlayabilecegi hipotezini ortaya
koyabilir (Karbasforooshan and Karimi 2018). Resveratrol'iin, anti-enflamatuar
ozelliklere sahip transkripsiyonel ve translasyonel seviyelerde giiclii bir indiikleyici
ve SIRTI] aktivatorii oldugu gosterilmistir. Bu nedenle, SIRT1'in resveratrol ile
regiilasyonu, iltithaplanma, oksidatif stres, apoptoz ve endotel hiicre fonksiyon

bozuklugunun diizenlenmesi i¢in faydalidir (Hu ve ark 2011). SIRTI1 eksikligi ile
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iligkili retinopatide belirgin etkiler gosteren dnceden yayinlanmis verilerin aksine
(Chen ve ark 2013) fare retinasindaki noronlarda veya damarlarda genetik olarak
arttirtlmig  bir SIRT1 dozajimin patolojik neovaskiilarizasyon veya ndronal
dejenerasyonu degistirmedigi Michan ve ark (2014) tarafindan gosterilmistir.
Ayrica, SIRT1 aktivatorii olan resveratrol ile yapilan tedavinin de ayni ¢aligmada
retinopati gelisimine karst koruyucu etki gostermedigi rapor edilmistir (Michan ve
ark 2014). Insan hastaliklarinin olusturuldugu farkli fare modellerinde yapilan
caligmalar, yiiksek seviyelerde SIRT 1 asir1 ekspresyonunun (8 ila 16 kat), negatif
etkilere yol acabilecegi, ancak dokularda (7.5 kattan diisiik) orta derecede SIRT 1
indiiklenmesinin, koruyucu etkiler saglayabilecegini gostermistir (Michan ve ark.
2010). Ornegin, hipokampal fare néronlarinda Sirtl'de ~16 katlik bir artisin sinaptik
plastisite, 6grenme veya bellekte bir etkisi olmadigin1 daha 6nce rapor edilmistir
(Michan ve ark. 2010)., kalpte Sirtl'in 8 katin {istiine ¢ikarilmasmin Kkalp
fonksiyonlarinda olumsuz bir etkiye neden olabilecegi bildirilmistir (Alcendor ve
ark. 2007).

Gergeklestirdigimiz ¢alismada, en yiiksek retinal SIRT1 ekspresyon
degerlerini resveratrol uygulamasmin yapildig:r diyabet (G4) grubunda elde ettik.
Resveratrol uygulamasi yapilmayan diyabet grubunun (G3) retinal SIRTI
ekspresyon degerleri ise grup 4’den diisilk ancak kontrol gruplarindan [genel

kontrol (G1) ve kontrol+resveratrol (G2)] daha yiiksekti.

Diyabetik retinopatide SIRT1 ekspresyonunda bir baskilanma oldugu, SIRT1
deki baskilanmaya yol agan en 6nemli olayinda retinada artan doku hasar1 oldugu
rapor edilmistir (Kowluru ve ark. 2014). Yine aynmi c¢alismada retinal SIRTI1
inhibisyonunun 6nlenmesinin diyabetik retinopati gelisimini de onleyebilecegi ileri
stirilmustiir (Kowluru ve ark. 2014). Resveratrol, antioksidan 6zelliklere sahip giiclii
bir uyarict olmasinin yani sira, SIRT1 aktivatériidiir (Hu ve ark. 2011). SIRT1
aktivasyonu, ¢esitli fizyolojik ve patolojik durumlarda anti-enflamatuar ve anti-
oksidatif stres tepkisi gosterir (Karbasforooshan and Karimi 2018). Mohammad ve
ark (2019) diyabetik retinopatili hastalarin vitrdoz orneklerinde, SIRT1 diizeylerinin
kontrollere kiyasla azaldigini, SIRT1 aktivatorleri ile tedavinin ise, diyabet kaynakli
retinal endotelyal bariyer fonksiyon bozuklugunu koruyabilecegini gostermislerdir.

Resveratrolun diabetes mellitus ve komplikasyonlariin tedavisinde de faydal
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oldugu diisiintilmektedir (Li ve ark. 2017). Resveratrolun antidiyabetik etkilerinin,
SIRT1lin aktivasyonu ve antioksidan savunmalarin arttirilmasi ile birlikte
proinflamatuar sitokinlerin ve proapoptotik hiicrelerin dolasim seviyelerinin

azaltilmasina bagli meydana geldigine inanilmaktadir (Li ve ark 2017).

Gergeklestirdigimiz ¢alismada resveratrol destegi diyabetik sicanlarin
retinasinda SIRT1 ekspresyonunda artigla sonuglandi. Elde ettigimiz bu bulgu
resveratrolun SIRT1 aktivatorii oldugunu, SIRT1 ekspresyonu iizerinden diyabetik
retinopatiyi 6nleyebilecegini ileri siiren ve yukarida raporlar1 sunulan arastiricilarin

bulgulartyla uyumludur.

Biz gergeklestirdigimiz calismada; resveratrol destegi yapilmayan diyabetik
yasl disi sicanlarda, (resveratrol destegi yapilan diyabetik sicanlardan daha diisiik
olmasina ragmen) kontrol gruplarina oranla SIRT1 ekspresyonunda bir artis tespit
ettik. Elde ettigimiz bu bulgu diyabetik retinopatide SIRT1 ekpresyonunun
azaldigin1 ileri siiren raporlarla (Kowluru ve ark 2014; Mohammad ve ark 2019)
tezat teskil eder. Gergeklestirdigimiz calismada yasli disi sigan modeli kullanildi ve
hayvanlara diyabet olusturmak i¢in tek doz (40 mg/kg STZ) uygulandi. Caligmanin
deneysel asamalar1 4 hafta siireyle sinirlandirildi. Resveratrol destegi yapilmayan
diyabet grubunda, kontrol gruplarina oranla SIRT1 ekspresyonunda artis seklinde

ortaya bulgunun diyabet siiresi ve dozuyla iliskili olabilecegini dneriyoruz.

Calismamizin retinal SIRT1 kismuyla ilgili olarak; resveratrol desteginin
diyabetik sicanlarda SIRT1 ekpresyonunu artirarak diyabette ortaya ¢ikan retinal

doku hasarini 6nleyebilecegi sonug olarak sdylenebilir.

Calismamizin bulgulart diyabet olusturulmus yashi disi sicanlarda retinal
oksidatif stresin resveratrol destegiyle onlenebilecegini gostermektedir. Resveratrol
desteginin bu koruyucu etkisi; diyabetik yasli sicanlarda hem retinal antioksidan

aktivitenin, hem de retinal SIRT1 ekspresyonunun artirilmasiyla ortaya ¢ikmaktadir.
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5.SONUC ve ONERILER

Calismamizin bulgulari bir biitiin olarak degerlendirildiginde:
1.Yaslh disi sigan modelinde diyabet, retinal doku hasarinda artisa yol agti.

2.Resveratrol uygulamasi diyabetin yol ag¢tigt retinal doku hasarin

antioksidan aktiviteyi artirarak onledi.

3.Calismamizin vurgulanmasi gereken bir bagka sonucu; diyabet yash
sicanlarda kontrollerine oranla retinal SIRT1 ekspresyonunda kismen artisla

sonuclandi.

4.Resveratrol destegi diyabetik siganlarda SIRT1 ekspresyonunu Onemli

Olciide artirda.

5. Resveratrol desteginin retinadaki doku hasarmi koruyucu etkisi; diyabetik
yaslt sicanlarda hem retinal antioksidan aktivitenin, hem de retinal SIRTI1

ekspresyonunun artirilmasiyla ortaya ¢ikmaktadir.

6.Bundan sonraki caligmalarda; diyabetik yash disi sican modelinde sadece
retinada degil, lens ve korneada da SIRT1 gen ekspresyonunun arastirilmasi daha

onemli bilgilere ulagmamizi saglayabilir.
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Projede belirtilen anestezik maddenin (Xylazine 5 mg/kg. Ketamin 60 mg/kg) kullaniimasi uygun
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