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ONSOZ

Diyabet (diabetes mellitus); glukoz metabolizmasinin diizenlenmesinde rol oynayan
ve pankreasin beta hiicrelerindeki langerhans adaciklarindan salgilanan peptid yapili
insiilin hormonunun salgilanmasinin énemli dlgiide azalmasi veya yoklugu ve buna bagl
olarak kan sekerinin siirekli yiiksek kalmasi ile kendini gosteren bir hastaliktir. Uzun
vadede kontrol edilemeyen kan glukozu ozellikle kalp, bobrek, gbz, sinir sistemi gibi
dokulara ciddi zararlar vererek hastalara ve iilke ekonomisine olumsuz etki eden, 6nemli
bir saglik sorunudur.

Diyabetin kontroliinde, antioksidan besin takviyeleri ve egzersizin koruyucu etkileri
ve bu etkilerin mekanizmalar1 son derece onem arz etmektedir. Resveratrol; ozellikle son
yillarda kardiyoprotektif etkisi ¢ok sayida bildirimle ortaya konan fitoaleksin yapida
onemli bir antioksidan polifenol olup, ¢ok sayida yenilebilen bitki ile birlikte 6zellikle
iizlim kabugunda yer aldigi bilinmektedir. Bu ¢alismada resveratroliin pankreas ve kas
dokularindaki cesitli molekiiler yolaklar ile insiilin mekanizmasma nasil etki yaptig
arastirilmustir.
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OZET

Diyabet, insiilinin tiretilmemesi ya da kullanilamamasi ile ilgili mekanizmalardaki
aksakliklardan kaynaklanan ve cesitli sekonder komplikasyonlara neden olan bir saglk
problemidir. Diyabet komplikasyonlarinin meydana gelmesinde baglica etkili faktdrlerden
biri oksidatif stres olarak bildirilmektedir. Resveratrol, 6zellikle liziimde yiiksek oranda
bulunan, antioksidan etkili bir polifenoldiir. Bu ¢alismanm amaci; Streptozotosin (STZ)
uygulamasi ile diyabet olusturulan ratlarda; resveratroliin, canli agirhik degisimi, kan
glukoz degerleri, lipit peroksidasyonun bir gostergesi olan malondialdehit (MDA)
diizeyleri ile pankreas ve kas dokularinda pre-B hiicre koloni gelisim faktori 1
[PBEF/Nikotinamid fosforiboziltransferaz (NAMPT)/Visfatin], Sirtiiin 1 (SIRT1), glukoz
tastyicilart (GLUT2, GLUT4) ve insiilin proteinlerinin ekspresyonlar1 lizerine etkilerinin
arastirilmasidir. Calismada 8 haftalik yagta Wistar albino irki ratlar (n=40) rastgele dort
gruba ayrilmistir. Gruplar: Standart diyet ile beslenen ve serum fizyolojik (her giin %0,9
NaCl 1ml/kg i.p.) uygulanan grup, Kontrol grubunu; Resveratrol ve serum fizyolojik
uygulanan grup (giinde 20 mg/kg CA 1i.p.), Resveratrol grubunu; streptozotosin (tek doz
STZ, 55 mg/kg i.p.) ve serum fizyolojik uygulanan grup, STZ grubunu; Resveratrol ve
STZ uygulanan grup ise STZ+Resveratrol grubunu olusturmustur. Deneme 8 hafta devam
etmigtir. Caligma sonunda, canli agirlik degerleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda STZ
grubunda azalirken, STZ+Resveratrol grubunda artmustir (P < 0.001). Kan glukoz degerleri
STZ uygulanan gruplarda zamanla yiikselirken, resveratrol uygulamasi ise bu artisi
yavaslatmaktadir (P < 0.05). Serum MDA diizeyi; STZ grubunda yiikselirken, resveratrol
uygulamasinin MDA seviyesini kontrol grubuna yaklastirdigi gorilmiistiir (P < 0.001).
Kas ve pankreas dokularinda PBEF/NAMPT/Visfatin, SIRT1, GLUT2 ve GLUT4
ekspresyonlar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda; STZ grubunda azalirken, Resveratrol
uygulamasi ile artmistir (P < 0.05). Insiilin protein ekspresyon diizeyi, pankreas dokusunda
STZ grubunda azalmig ve Resveratrol uygulamasi ile STZ grubuna gore artmustir (P <
0.001). Sonug¢ olarak, diyabet olusturulan ratlarda Resveratol uygulamasmin, lipit
peroksidasyonu azalttigi, PBEF/NAMPT/Visfatin ve dolayist ile SIRT1 yolag: {izerine ve
glukoz tasiyict proteinleri {lizerine olumlu etki gosterdigi, kas ve pankreas insiilin
ekspresyonunu kismen artirdigi ve boylece diyabet tedavisinde destekleyici ve
komplikasyonlar1 hafifletici 6zellik gosterdigi sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Diyabet, Resveratrol, Visfatin, Sirtiiin, Glut2, Glut4, Insiilin,
Rat



SUMMARY

THE EFFECT OF RESVERATROL ON VISFATIN/SIRT-1 SIGNALING
PATHWAY OF PANCREAS AND MUSCLE TISSUES IN DIABETES INDUCED
RATS

Diabetes, described as the failure of insulin production or utilization mechanisms in
the body, is a noteworthy health problem which could be also the reason of some various
secondary complications arising from the disruptions. Oxidative stress has been reported as
one of the most effective major factors in the occurrence of diabetic complications.
Resveratrol is a polyphenolic antioxidant and specifically exists in high rates in grapes.
The objective of this study is to determine the efficiency of resveratrol on body weight,
blood glucose, lipid peroxidation factor malondialdehyde (MDA) levels, the muscle and
pancreas expressions of pre-B-cell colony-enhancing factor [PBEF/ Nicotinamide
phosphoribosyltransferase (NAMPT)/Visfatin], Sirtuin 1 (SIRT1), glucose transporters
(GLUT2, GLUT4) and insulin in streptozotocin (STZ) induced rats. In this study; male
Wistar-albino rats (n = 40, 8 weeks old) were divided randomly to 4 groups. Groups:
Standard diet-fed and saline (0.9% NaCl 1ml/kg ip every day) treated group was assigned
as the Control group; second group was administered resveratrol and saline (20 mg / kg ip
bwt) and assigned as the Resveratrol group; third group was given streptozotocin (STZ
single dose, 55 mg / kg ip) and saline alone and assigned as STZ group; the last group was
given streptozotocin and treated with resveratrol and assigned as STZ+Resveratrol group.
The experiment continued for 8 weeks. At the end of the study, body weights decreased in
STZ group compared to controls and increased when treated with resveratrol (P < 0.001).
Blood glucose levels raised over time in STZ injected group and resveratrol treatment
slowed down this increase (P < 0.05). Serum MDA levels increased in STZ group and it
was observed that treating with resveratrol approximated the MDA levels to the control
group (P < 0.001). PBEF/NAMPT/Visfatin, SIRT1, GLUT2 and GLUT4 expressions of
muscle and pancreas tissues were decreased in STZ group when compared to the Control
group and increased in STZ+Resveratrol group when compared to STZ (P < 0.05). The
translational level of Insulin protein decreased in pancreatic tissue of STZ group whereas it
was increased in STZ+Resveratrol group (P < 0.001). According to this study, it is

concluded that, resveratrol treatment on STZ-induced diabetic rats is able to reduce lipid

VI



peroxidation, improved PBEF/NAMPT/Visfatin and indirectly SIRT1 pathway, has
beneficial effects on glucose transporters, partially increased insulin expression and thus

showed supportive and alleviating feature in diabetes complications and treatment.

Keywords: Diabetes, Resveratrol, Visfatin, Sirtuin, Glut2, Glut4, Insulin, Rat

VII



SEKILLER LISTESI

Sekil 1. Diyabet Hastaliginin Baslica Belirtileri. ...........cccooveniiiiiie 3
Sekil 2. Yas ve Cinsiyete Bagli Diyabet Prevelansinin 2000 Y1l Verileri........cocceeviiivenenn. 4
Sekil 3. Diyabet Hastaliginin Baslica Komplikasyonlart. ............ccccooiiiiiiiiiiiiiiceen, 6
Sekil 4. Resveratroliin Kimyasal YapiS1.......ccveiiieiiiiiieiiiiciiie e 9
Sekil 5. Resveratrol Kaynagi Olan Bazi BitKiler.............cccoviiiiiiiiiiccc e 10
Sekil 6. Visfatin/PBEF/NAMPT YapiSI......covviiiiiiiiiiiiiecie e 14
SekKil 7. Genel SIrtlin YapIST.....oveeiiiiiieii i 15
Sekil 8. Ortalama AZirlik DeGISIMICTIL. ......cvveiviiiiiiiieiii s 32
Sekil 9. Kan GIUKOZ DEZETIETL. .....cocuvviiiiiiiiic e 35
Sekil 10. MDA Diizeylert DeZISIMI. ......cooiuvriiiiiiiiieeeiiieee e 36
Sekil 11. Kas Visfatin Protein Ekspresyon Dizeyleri. ..........ccoooviviiiiiiiiiicc, 37
Sekil 12. Pankreas Visfatin Protein Ekspresyon Diizeyleri. ......c.ccoocvvveiiiiiiiiiiiicin, 38
Sekil 13. Kas SIRT1 Protein Ekspresyon DUzeyleri. .........coooovvviiiiiiiiiiiiiec e 39
Sekil 14. Pankreas SIRT1 Protein Ekspresyon Dizeyleri. .......ccccvveeiiiiiiiiiiiiiiiiniiiie, 40
Sekil 15. Pankreas GLUT2 Ekspresyon DUZeYIeri. ........cooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiccee e 41
Sekil 16. Kas GLUT4 Ekspresyon DUZEYIEri. .....ccvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiii e 42
Sekil 17. Pankreas GLUT4 Ekspresyon DUZEYIETT .......cccvveiiiveiiiee e ciieesiee e 43
Sekil 18. Pankreas Insulin Ekspresyon DUZEYIET. ......c..cceveveviveevieeeseseeeeeeeesees s, 44

VI



TABLOLAR LIiSTESI

Tablo 1. Aragtirma GrUPIATL .......ceiuieiiieie et 22
Tablo 2. Deney Hayvanlarina Verilen Standart Yemin Bilesimi...........ccocevviveiiineeiinnnnne 23
Tablo 3. SDS-PAGE i¢in Jellerin Hazirlanmasi ...........c.c.ovvevevereeerseeeseeeeeesese s 27
Tablo 4. Ortalama Kan Glukozu Degisimleri (mg/dL) .........cccoooveriiiiiiiiicniiceeee i 34



SEMBOLLER ve KISALTMALAR

ADA : Amerikan Diyabet Birligi

ADP : Adenozin Difosfat

AGE : Ileri Glikozilasyon Son Uriinleri
AKT : Protein Kinaz B

AMPK : Adenozin Mono Fosfat Kinaz
ANOVA . Analysis of Variance

APS : Amonyum Persiilfat

AROS . Aktif Sirtiiin-1 Regiilatorii

BSA : Bovin Serum Albumin

CH4,0O : Metanol

Cox-2 : Siklo Oksijenaz 2

CtBP : C-terminal Baglayic1 Protein
CuSO, . Bakir Stilfat

DAB : Diamino Benzidin

DBC1 : Deleted in Breast Cancer 1
DNA : Deoksiriboniikleik Asit

eNOS : Endotelyal Nitrik Oksit
FUDAM : Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezi
FUHADEK : Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu
GDM : Gestasyonel Diyabet

GLUT : Glukoz Tas1yic1 Protein

GSVs . Glut4 Depolayic1 Vezikiilleri
H,0, : Hidrojen Peroksit

HCI > Hidroklorik Asit

HCIO, : Perklorik Asit

HIC1 : Hipermetile-Kanser-1

HuR : mRNA Baglayic1 Protein
ICD-10 : Onuncu Uluslararasi Hastalik Siniflandirmasi Revizyonu
IDDM : Insiiline Bagimli Diyabet

IGT : Bozulmus Glukoz Toleransi

IL . Inter Lokin



IND
INS-1E
IR

IRS
kDa
MDA
mM
MRDM
MRNA
Na,COs3
NaCl
NAD
NADP
NaH,PO,
NAMPT
NF-i B
Nf-kf3
NIDDM
NMN
NMNAT
PARP
PBEF
RPM

SDS-PAGE

SEM
SIRT-1
SOR
STZ
TEMED
uv
WHO

: Uluslararas1 Hastaliklar Nomenklatiirii

: Insiilinoma Hiicreleri

: Insiilin Reseptorii

: Insiilin Reseptdr Substrat

: Kilo Dalton

: Malondialdehit

: Milimolar

: Hatali Beslenme 1liskili Diyabet

: Mesajc1 Riboniikleik Asit

: Sodyum Bikarbonat

> Sodyum Kloriir

- Nikotinamid Adenin Diniikleotid

- Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat
: Sodyum Dihidrojen Fosfat

: Nikotinamid Fosforibozil Transferaz

- Niikleer Faktor I/ B

- Niikleer Faktor Kappa B

: Insiiline Bagiml1 Olmayan Diyabet

- Nikotin Amid Mono Niikleotid

: Nikotin Amid Mono Niikleotid Adenilil Transferaz
: Poli-ADP Riboz Polimeraz

- Pre-B Hiicre Koloni Gelistirme Faktorii
: Revolutions Per Minute

: Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elekroforezi
: Ortalamanin Standart Hatas1

: NAD-Bagimli Deasetilaz Sirtiiin-1

: Serbest Oksijen Radikalleri

. Streptozotosin

: Tetra Metil Etilen Diamin

: Ultraviyole

: Diinya Saglk Orgiitii

Xl



1.GIRIS

Diyabet (Diabetes mellitus), glukoz metabolizmasinin diizenlenmesinde rol
oynayan ve pankreasin beta hiicrelerindeki Langerhans adaciklarindan salgilanan peptid
yapilt instilin hormonunun salgilanmasinin 6nemli Olgiide azalmasi veya yoklugu ve
hiperglisemi ile karakterize olan ciddi bir hastalik tablosudur (Ganong, 1995; Tuzcu,
2004). Hastalik; ayn1 zamanda, kronik komplikasyonlar ile seyreden, genellikle beyin ve
sinir sistemi, bobrek ve retina gibi organ ve dokular1 etkileyen, hastalarin yasam kalitesini
olduk¢a diisiiren bir siire¢ izler (Abou-Seif ve Youssef, 2004; Hasselbaink vd., 2003;
Prasad vd., 2000; Sahin vd., 2012).

Diyabetin smiflandirilmasinda genis 6l¢ekte kabul goren ilk ¢alisma; 1980 yilinda
Diinya Saglhk Orgiitii (WHO) tarafindan bildirilmis olup (WHO,1980), bundan bes yil
sonra ise gelistirilmis bigimdeki, yeni bir tasnifi yaymlanmistir (WHO, 1985). Diabetes
mellitus ile glukoz intolerans1 ve bagil kategorilerinin 1980 ve 1985 yillarinda yapilan
smiflandirmalari; klinik smniflar1 ve iki istatistiksel risk smifin1 igermektedir. Hastalik igin;
1980 yilinda, uzman komite tarafindan iki baslica smif 6nerilmis ve bunlara; insiiline
bagiml diyabet (IDDM) veya Tip 1 ve insiiline bagimli olmayan diyabet (NIDDM) veya
Tip 2, adlar1 verilmistir. Tip 1 ve Tip 2 adlandirmasi; 1985 yilindaki ¢alisma grubu
tarafindan terimsel olarak ¢ikarildig1 halde, IDDM ve NIDDM terimleri kalmig ve bir
baska sinif olan, hatali beslenme iliskili diyabet (MRDM) terimi eklenmistir. Hem 1980,
hem de 1985 raporunda diyabetin diger smiflarini; diger tipler, bozulmus glukoz toleransi
(IGT) ve gestasyonel diyabet (GDM) kapsamistir. Bu smiflandirma ve adlandirmalar 1991
yilinda, uluslararas1 hastaliklar nomenklatiiriine (IND), ve 1992 yilinda, uluslararasi
hastaliklar smiflandirmasinin onuncu revizyonuna (ICD-10) yansitilmistir (Alberti ve
Zimmet, 1998). Tip 1 ve Tip 2 adlandirmasi baslica glukoz metabolizmasi1 bozukluklari
olarak, yeniden kabul gérmiis olmakla birlikte, gestasyonel diyabet ve metabolik sendrom
nedenli bozulmus glukoz tolerans1 disinda, ¢ok sayida genetik diger tip ve etiyolojik
olmayan (oto immiin ve idiyopatik) diyabet tipleri de bilinmektedir (WHO, 1999).

Insiiline bagimli diyabet (Tip 1 diyabet); genellikle 25 yasindan kiigiik kisilerde ve
agirhikli olarak 15 yasindan once goriilen otoimmiin bir hastaliktir. Bu tiir diyabette insiilin
yetersizligi vardir. Hastaligin belirtileri aniden baslar, Langerhans adaciklar1 tizerindeki
beta hiicrelerinin biiyiik bir boliimii tahrip olur ve sayist azalir, hatta bu hiicre kaybi

dolasimdaki insiilinin azalarak bitmesine kadar devam eder (Noyan, 1993; Tuzcu, 2004,



Ganong, 1995; Hasselbaink vd., 2003). Tip 2 diyabet ise genellikle ileri yaslarda ortaya
cikar. Bu tip diyabette insiilin salgilama yetenegi biitiiniiyle kaybedilmemistir. Ayni
zamanda beta hiicrelerinin sayis1 da normaldir. Bu nedenle hastaligin bu formu; yaslilik
diyabeti olarak isimlendirilir. Hastaligin baslangici ve bulunup bulunmadigi ¢ok belirgin
degildir. (Noyan, 1993; Prasad vd., 2000; Hasselbaink vd., 2003; Tuzcu, 2004; Sahin vd.,
2012). Yavas gelisme gosteren Tip 2 diyabette insiilinin etkiledigi doku hiicre
membranlarindaki insiilin reseptorlerinin yetersiz oldugu bu yiizden glukozun hiicrelere
yeterince alinamamasi ve kullanilamamasi durumuyla karsilasilmaktadir. Bu durum Tip 2
diyabetin nedenlerinden biri olup viicutta insiiline kars1 bir direncin ortaya ¢ikmasi olarak
tanimlanmaktadir (Noyan, 1993; Ganong, 1995;Tuzcu, 2004). Amerikan Diyabet Birligi
(ADA); dahil olmak tizere c¢esitli kuruluslar, diyabet ile iligskili erken tan1 ve tedaviyi
kapsayan uzun donem sonuglarini iyilestirmek i¢in, toplum bilincini artirma yoniinde ¢aba
sarfetmektedir. Bunu gerceklestirmenin bir yolu, her iki tip diyabet hastaligi ile iligkili
semptomlarin vurgulanmasi ve bu belirtileri yasayan insanlarm tibbi yardim arayisinin
saglanmasi seklinde olmaktadir (Clark vd., 2007). Her iki tip diyabetin meydana gelisinde
benzer belirtiler gériilmesine karsin, bazi belirtiler 6zellikle Tip 1 diyabetli hastalarda daha

yaygindir (Sekil 1).
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Sekil 1. Diyabet Hastaliginin Baglica Belirtileri.

Herhangi bir birey i¢in, bir seker hastalig1 tipini belirlemek genellikle tani
konuldugunda mevcut bulunan kosullara bagl olup, birgok diyabetik birey, kolayca tek bir
smifa dahil edilemeyebilir (Genuth vd., 2003; ADA, 2012). Bundan dolay; klinisyen ve

hastalar i¢in diyabetin ¢esidini belirlemekten ziyade, hipergliseminin patogenezini anlamak

ve onu etkin bir sekilde tedavi etmek, daha biiylik 6nem arz etmektedir (ADA, 2012).

Yasa bagli prevalansin sabit kalacagi varsayilsa bile, diinyadaki diyabetli birey
sayisinin 2030 yilima kadar, yalnizca demografik degisimler baz alindiginda, iki katina

2004). Biiyiik oranh

ulasacagi oOngoriilmektedir (Wild vd.,

3
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toplumlarinda, Afrika'nin giineyinde ve Hindistan'da gerceklesmesi beklenmektedir.
Diyabetli hasta sayisindaki en belirgin artigin ise Hindistan’da olacagi 6ngdriilmektedir.
2000 ve 2030 yillar1 arasinda beklenen niifus artisinin ¢ogu diinyanin kentsel alanlarda
yogunlasacaktir. Kiiresel anlamda en fazla goze carpan demografik degisim; diyabetli
niifusun 65 yas lizerindeki bireylerde daha fazla artacak olmasidir (King vd.,1998; Wild
vd., 2004).
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Sekil 1. Yas ve Cinsiyete Bagli Diyabet Prevelansinin 2000 Yili Verileri (Wild vd., 2004’den
adapte edilmistir).

Diyabet prevalansina yasin etkisi, cinsiyete de bagli olarak 2000 y1li ortalamalarina
gore Sekil 2°de belirtilmistir. Kiiresel anlamda erkek ve kadinlarin diyabet prevalansi
birbirine yakin olmakla birlikte, 60 yas altindaki erkeklerde kadinlara oranla nispeten biraz
daha fazlayken, daha yash kadin bireylerde ise yash erkeklerden fazla oldugu
goriilmektedir. Genel olarak, diyabet sikliginin erkeklerde daha yiiksek oldugu, ancak
erkeklere oranla daha ¢ok diyabetli kadinin mevcut oldugu sdylenebilir. Cogu toplumda

yash kadin sayisinm yasli erkek sayisindan fazla olmasi ve yas ilerledikce diyabetin ortaya



cikma olasiliginin yiiksek olusu bu gozlemin en makul agiklamasi olabilir (Wild vd.,
2004).

Gelismekte olan iilkelerde diyabetli insanlarin c¢ogunlugunu, daha Onceki
bildirimlere benzer olarak 45 ve 64 yas araligindaki insanlar olusturmaktadir (King vd.,
1998). Buna karsin gelismis iilkelerdeki cogu diyabetli birey 64 yasin iizerindedir.
Gelismekte olan tilkelerde 2030 yil1 itibariyle; 64 yasin iizerindeki diyabetli birey sayisinin
82 milyondan fazla olacagi, gelismis iilkelerde ise 48 milyondan fazla olacagi

hesaplanmaktadir (King vd.,1998; Wild vd., 2004).

1.1. Diyabetin Komplikasyonlar1 ve Sekonder Etkileri

Kan sekeri seviyesinin uzun vadede hiperglisemik diizeylerde seyretmesi viicutta;
damar, doku, organ ve sistemlerde sayisiz tahribatlara sebebiyet vermektedir (Calcutt vd.,
2009; Sahin vd., 2007;2010).

Diyabetin komplikasyonlarindan dolayr meydana gelen saglik sorunlari ile
miicadele etmek i¢in yapilan harcamalar, ekonomik anlamda diyabet icin yapilan
harcamanin neredeyse {i¢ katin1 olusturmaktadir (Bate ve Jerums, 2003).

Kontrolsiiz kan glukoz diizeyleri, hastalarin yasam kalitesini diistirmekle birlikte
diyabetli geng¢ hastalar da dahil olmak iizere her bireyde mikrovaskiiler ve makrovaskiiler
komplikasyonlar1 miiteakiben; kardiyomiyopati, retinopati, ndropati ve nefropati gibi
onemli sekonder sistemik komplikasyonlar da meydana getirmektedir (Sekil 3), (Sahin vd.,
2007;2010;2012).

Bu komplikasyonlar1 ortdan kaldirma adma kok hiicre tedavileri dahi gelistirilmeye
caligilmaktadir (Bate ve Jerums, 2003; Calcutt vd., 2009; Bernardi vd., 2012).

Diyabetik komplikasyonlarin olusumu iki mekanizma ile aciklanmaktadir. Ilk
mekanizmada, Ozellikle iyi kontrol edilmeyen diyabette proteinlerin non-enzimatik
glikozillenmesinin arttig1 ve ileri glikozilasyon son iiriinleri ile (AGE) glikozillenen bu
proteinlerin oksidasyonu sonucu serbest radikallerin olustugu savunulmaktadir. Plazma
membran proteinleri ve insiilinden bagimsiz glukoz alan lens gibi dokularin hiicrelerindeki
proteinler uzun siire yiiksek konsantrasyonda glukoz ile kars1 karsiya kalirsa, glukoz hizla
proteinlerin amino gruplarma non-enzimatik bir yolla baglanir. Bunun tipik Ornegi

glikozillenmis hemoglobindir (Ganong, 1995; Baynes ve Thorpe, 1999).



Ikinci mekanizmada; Diabetes Mellitus’ta artan kan glukozuna paralel olarak,
insiilinden bagimsiz glukoz alan dokularin hiicrelerinde glukoz konsantrasyonunun
yiikseldigi ve bu dokulardaki artmig glukozun fosforile olmadan, enzimatik olarak sorbitol
iizerinden fruktoza fazla miktarda doniistiigii ve bunlar1 metabolize etmeye yetecek kadar
ilgili enzim olmadigindan, hiicre iginde sorbitol ve fruktozun biriktigi bilinmektedir.
Sorbitol ve fruktozun asir1 miktarda birikmesiyle meydana gelen ozmotik degismeler bu
doku ve organlarin yapisina bagli olarak patolojik durumlarin sebebi sayilmaktadir

(Ganong, 1995, Calcutt vd., 2009).
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Sekil 2. Diyabet Hastaliginin Baglica Komplikasyonlari.



Diyabet; periferal ve merkezi sinir sisteminde yapisal ve fonksiyonel hastaliklara
neden olmaktadir. Ogrenme zorlugu ve hafiza bozuklugu, diyabet hastasi erginlerde
gozlemlenmistir. Diyabet, kronik hiperglisemi yoluyla biligsel bozukluklara yol
acmaktadir. Diyabetik hastalarin beyinlerinde elektrofizyolojik ve yapisal anormallikler
vardir ki bunlarm biligsel bozukluklarla baglantili oldugu bilinmektedir (Ryan, 1988;
Stewart ve Liolitsa, 1999; Gispen ve Biessels, 2000).

1.2. Serbest Radikaller ve MDA

Oksijenli solunum yapan organizmalar; diizenli olarak serbest oksijen radikalleri
(SOR) olarak adlandirilan ve molekiiler oksijenden meydana gelen reaktif molekiiller
iretirler. Bu serbest radikaller; dis orbitallerinde tek bir eslesmemis elektron tasiyan,
elektrik yiiklii veya elektrik yiiksiiz olabilen atom veya molekiillerdir. Omiirleri kisa olsa
da, radikal olmayan molekiillerle reaksiyona girerek onlar1 da radikal haline getiren zincir
reaksiyon baslatabilme kapasiteleri vardir ve notralize edilmezlerse viicutta ciddi hasarlara
neden olabilirler (Sies 1997; Sen vd., 2001).

Serbest radikaller; metabolik siirecte dogal olarak olusur, ancak radikalleri etkisiz
hale getiren antioksidan sistemler sayesinde, bu reaktif bilesiklerin ortadan kaldirilmasi
sonucu sitotoksisite meydana gelmez. Fakat bu isleyiste, SOR lehine gerceklesebilecek bir
bozulma cesitli patolojilerin baslangici olmaktadir. Organizmada SOR olusturan baslica
dogal siiregler; biyokimyasal yikim, hegsoz monofosfat yolagi, mitokondriyal elektron
tasimimi, fagositik hiicre aktivasyonu, gibi olaylardir (Fridowich, 1978; Sies 1997).

Serbest radikaller {i¢ yolla meydana gelebilmektedir. Bunlardan ilkinde; homolitik
bir bag kirilmas1 sonucu kovalent bag yapan elektronlarin biri bag atomlarinin birinde ve
digeri ise dtekisinde kalmaktadir. Ikincisinde, molekiilden yalnizca bir elektron ayrilmakta
ve sonuncusunda ise bir molekiile bir atom katilmaktadir (Cheeseman vd., 1993).

Serbest oksijen radikalleri son derece reaktif ve kisa omiirlii olduklarindan direkt
Olglimleri zordur. Bu amagla lipid peroksidasyon iiriinlerinin 6lgiilmesi en sik olarak
uygulanan, dolayl (indirekt) yontemdir. Ug veya daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin
peroksidasyonu, malondialdehit (MDA) iiretimi ile sonuglanmaktadir. MDA ; CH,(CHO);
formiilii ile bilinen bir organik bilesik olup, metabolizmada dogal olarak meydana gelen
oksidatif hasarm bir gostergesidir (Tuzcu, 2004). Dolayli yontemle dl¢giilen birka¢ madde
olmakla birlikte en kolay MDA o6l¢iimii yapilabilmektedir (Karatepe, 2004) . Fare



karaciger ve bobreklerinde kursun toksikasyonu ile olusturulan oksidatif hasarda MDA
diizeylerine bakilarak resveratroliin lipid peroksidasyon hasarini tersine c¢evirebildigi

saptanmistir (Liu vd., 2012).

1.3. Diyabette Alternatif Yaklasimlar

Diyabetin onlenmesi veya kontroliinde, 6zellikle diyetsel manipulasyonlar1 igeren
alternatif ve tamamlayici ¢esitli yaklagimlar tip 1 ve tip 2 diyabet tedavisinin vazgegilmez
unsurlaridir (Friedman, 1980; Tuomilehto vd., 2001) . Diyabetik hastalar tibbi tedavinin
yani sira, diyetsel terapi ve fiziksel egzersiz yontemlerine de ihtiyag¢ duyarlar. Bazi tip 2
diyabetli hastalarda sadece diyeti kontrol etmekle bile kan sekeri seviyeleri normal
degerlere cekilebilmektedir (Friedman, 1980; Aksakal, 1997; Tuomilehto vd., 2001).

Diyabetin kesin bir tedavisi olmamasina ragmen, 6zellikle insiilin takviyesi ve kan
sekerini disiiriicii  ilaglarla yapilan uygulamalar kabul gormektedir. Diyabetteki
komplikasyonlarin altinda yatan ana sebep, yliksek kan sekeri ve olusan oksidatif strestir
(Lewis ve Husicker, 1993; Kakkar vd., 1995; Baynes ve Thorpe, 1999; Sahin vd., 2007,
2010; 2012).

Insiilin takviyesi; kan sekeri iizerine olumlu etki etmesine ragmen, oksidatif stresin
disiiriilmesi ve sekonder komplikasyonlarin giderilmesi i¢in yetersiz kalabilmektedir. Bu
nedenle diyabet tedavisinde diyetsel yaklasimlar 6nem kazanmaktadir (Friedman, 1980;
Tuomilehto vd., 2001). Diyet tedavisinin amaci; diyabetlinin tiim hayati boyunca
uygulayabilecegi en ideal beslenme programini olusturarak, kan glukoz diizeyini normale
yakin tutmak, hiperglisemi ve hipoglisemiyi 6nlemek, ideal viicut agirhigini saglamak ve
korumak, diyabete bagli olarak uzun vadede olusabilecek c¢esitli komplikasyonlari
onlemek, cocukluk ve ergenlik doneminde normal biiyiime ve gelismeyi saglamak,
gebelikte ve emzirme doneminde yeterli ve dengeli beslenmeyi saglamak, kisaca hastanin
yasam kalitesini arttrmak ve yasam siiresini uzatmaktwr (Friedman, 1980; Baynes ve
Thorpe, 1999; Stewart ve Liolitsa, 1999; Tuomilehto vd., 2001).

Diyabetli insanlar ve deneysel diyabet olusturulmus laboratuar hayvanlarmni
kapsayan cok sayida caliymada; vitamin E ve lipoik asit uygulamasmin glukoz
metabolizmasinin bozulmasiyla olusan oksidatif hasar1 azalttig1, biyotin uygulamasinin kas
dokuda guanilat siklaz enzim aktivitesini tesvik ederek insiilinin kullanilabilirligini

artirdi1, yemekten once alman ginseng, post prandiyal glisemiyi ortadan kaldirabilirken



tar¢in baharatinin diyete eklenmesinin aglik kan glukozunu diisiirebildigi, ¢esitli organik
krom formlarmin ise karbohidrat ve lipid metabolizmasinda olumlu iyilesmeler saglayarak
biligsel fonksiyonlarda diizelmeler saglayabildikleri ortaya konmustur (Ruhe ve
McDonald, 2001; Attele vd., 2002; McCarty, 2006; Mang vd., 2006; Sahin vd., 2007,
2010;2012).

1.3.1. Resveratrol

Resveratrol (3,4°,5-trihidroksi stilben) yaklagik 72 tiiri kapsayan, 31 cins ve 12
aile igeren, pek ¢ok bitkide bulunan polifenolik yapili bir fitoaleksin olup bakteriyel veya
fungal patojenlere kars1 sentezlenir (Sekil 4), (Langcake ve Pryce, 1976; Jang vd., 1997).
Polifenoller; antosiyaninler, flavonoidler, fenolik asitler, lignanlar ve stilbenleri de igeren
bir antioksidan ailesidir. Resveratrol (3,4°,5-trihidroksi stilben); stilbenlerin alt grubu olup
viniferinler ad1 da verilen molekiil ailesine baglidir (Burns vd., 2002). Resveratroliin
sentezinde Onciil madde fenil alanindir ve kalson sentaz araciligiyla flavonoidlere
donlismek yerine resveratrole doniisiimii saglayan, anahtar gérev yapan hiicresel enzim ise

stilben sentaz enzimidir (Hain vd., 1990; Parage vd., 2012).

OH
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cis-resveratrol trans-resveratrol
Sekil 4. Resveratroliin Kimyasal Yapist

1.3.1.1. Resveratrol Kaynaklar

Resveratrol; yenilebilen bitkilerden 6zellikle {iziim kabugunda, bunun yani sira
fistik, dut, yaban mersini ve erikte bulunur (Burns vd., 2002). Resveratrol kaynagi olan

bazi bitkiler, Sekil 5.’de gosterilmektedir.
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Sekil 5. Resveratrol Kaynagi Olan Baz1 Bitkiler (Aggarwal vd., 2004’den adapte edilmistir).

Kirmiz1 sarap hazirlanirken iiziimler kabuklariyla birlikte fermente edildiginden,
kabuklarin ¢ikarildig1 beyaz saraba oranla daha yiiksek oranda resveratrol icermektedir
(Chen vd., 2005; Delmas vd., 2006; de la Lastra ve Villegas, 2007).

Ik olarak 1939 yilinda, aslinda zehirli olan fakat tibbi amacl kullanilan “Veratrum
grandiflorum” adl bitkiden izole edildigi bilinmektedir. “Resveratrol” kelime kokii olarak
adint bu bitkiden almistir. “Res” Latincede “—den gelen” anlaminda, ‘“veratr”
Veratrum’dan, —ol ise kimyasal gruplarmin alkol i¢ermesinden dolay1 verilen ektir.
Veratrum grandiflorum bitkisinin resveratrolii ve analoglarin1 sentezledigi bildirilmistir.
Japonya ve Cin’de tibbi amac¢lh kullanilan Polygonum cuspidatum bitkisinin koklerinin
“kojo-kon” veya “itadori” geleneksel adiyla bilinen ve mantar ile deri hastaliklarindan,
kalp, karaciger ve damar hastaliklarina kadar genis dl¢lide kullanilan resveratrolce zengin
bir ilag odugu 1970’lerin sonlarinda bildirilmistir (Langcake ve Pryce, 1976; Burns vd.,
2002; Wenzel ve Somoza, 2005).
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1.3.1.2. Resveratroliin Antioksidan Etkileri

Her iki tip diyabette yasam kalitesinin arttirilmasi ve komplikasyonlarinin
onlenmesinde, oksidatif strese karsi antioksidan yaklagimlar son yillarda yapilan c¢ok
sayida ¢aligsmada bildirilmektedir (Su vd., 2006; Sahin vd., 2007; 2010;2012).

Resveratroliin bir serbest radikal olan hidrojen peroksit (H20>) ile olusturulan hiicre
tahribatinda, belirgin bir koruyucu etki gosterdigi saptanmistir (Su vd., 2013).
Resveratrol’lin antioksidan rolii iic farkli antioksidan mekanizma ile agiklanmaktadir.
Bunlardan biri, ko-enzim g (CoQ) ile yarismak ve serbest oksijen radikallerinin olusma
lokasyonlarinda oksidatif zincir kompleksini azaltmak seklindedir. Digeri, mitokondride
olusan siiperoksit radikalini yakalamak, sonuncusu ise fenton reaksiyonu {iriinleri
tarafindan indiiklenen lipid peroksidasyonunun inhibisyonunu saglamak bi¢imindedir.
Bir¢ok calismada resveratroliin hem siliperoksit hem de hidroksil radikalini yakalama
yetenegine sahip oldugu gosterilmistir (Martinez ve Moreno, 2000; Sgambato vd., 2001,
Sayin vd., 2008).

Resveratroliin in vivo antioksidan 6zelligi; vazodilator etkili bir molekiil olan nitrik
oksitin sentezini arttirma yetenegi ile gii¢ kazanmaktadir. Burada in vivo antioksidan olarak
nitrik oksit, siiperoksit yakalama yetenegine sahiptir. Resveratrol, biyolojik sistemlerde
bulunan antioksidanlarin hiicre i¢i konsantrasyonlarinin siirdiiriilmesini de saglamaktadir
(Baur vd., 2006; deLastra ve Villegas, 2007). Resveratroliin biyolojik sistemlerde bulunan
hiicre i¢i antioksidan konsantrasyonunu da muhafaza edebildigi rapor edilmistir (deLastra
ve Villegas, 2007).

1.3.1.3. Resveratroliin Antienflamatuar Etkileri

Fransa’da kirmizi sarap tiliketilen bdlgelerdeki insanlarda kardiyovaskiiler
hastaliklarin goériilme sikligmin diger bolgelere oranla daha diisiik oldugu saptanmistir ve
bu durum “Fransiz paradoksu” olarak isimlendirilmistir. Bu durum, resveratroliin vaskiiler
tahribata kars1 olusturdugu kardiyoprotektif etkinliginden kaynaklanmaktadir (Delmas vd.,
2006). Antioksidan, antienflamatuar ve antiapoptotik etkileri olan resveratroliin
kardiyovaskiiler hastaliklarinin patofizyolojisinde, oksidatif olarak meydana gelen hiicre
ve doku tahribatina karsi koruyucu etkinligi gosterilmis olmasina ragmen biyokimyasal ve

hiicresel mekanizmalari biitlinliyle agiklanamamistir. Bunun yaninda ¢ok sayida ¢alismada
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resveratroliin yangty1 indirgeyici 6zelligi arastirilmistir (Kopp, 1998; Delmas vd., 2006;
Sayin vd., 2008).

Tavsanlarda kronik yangisal artrit modeli olusturulan bir ¢alismada, intraartikiiler
resveratrol enjeksiyonunun kikirdak hasar1 ve sinoviyal yangiya karsi koruyucu oldugu
ortaya konmustur (Elmali vd., 2007). Resveratroliin yangiyla yakindan iliskili olan
transkripsiyon faktorii niikleer faktor I/B (NF-I B) iizerine baskilayici etki gostermek
suretiyle antienflamatuar rol oynadigi, ayrica proinflamatuar sitokinlerden olan interlokin
1, 6 ve 8 (IL-1,IL-6,IL-8) ekspresyonlarmi da indirgedigi bildirilmektedir (Aggarwal vd.,
2004). Resveratroliin; prostoglandin iiretimini ve dolayisiyla inflamasyonu; siklo oksijenaz
2 (Cox-2) ve niikleer faktor kappa B (Nf-xf3) aktivitelerini inhibe etmek suretiyle
indirgedigi de gosterilmistir (Martinez ve Moreno, 2000; Shankar vd., 2007; Saymn vd.,
2008).

1.3.1.4. Resveratroliin Antikanserojen Etkileri

Karsinojen verilen farelerin derileri ile kanserli meme hiicre Kkiiltiirlerinde
resveratrol uygulamasiin kanser gelisiminde onleyici oldugu da bildirilmistir (Jang vd.,
1997).

Kardiyoprotektif etkileri yaninda, resveratroliin aralarinda lenfoid ve miyeloid
kanserleri, ¢oklu miyelom, gogiis kanserleri, prostat, mide, kolon, pankreas ve tiroid,
melanom, bas ve boyun yumusak doku karsinomu, ovaryan karsinom ve servikal karsinom
gibi tiplerin bulundugu genis c¢apta tiimér hiicrelerinin ¢ogalmasina kars1t da
antikanserojenik  Ozellikler — gosterdigi  bildirilmektedir (Aggarwal vd., 2004).
Kemoprevantif bu etkinliginin yan1 sira kansere kars1 terapotik etkilere de sahip olabildigi
diisiiniilen resveratroliin ¢ok asamali karsinojen olusumunu Onlemede aktif olabildigi
gosterilmistir (Aggarwal vd., 2004; Mulakayala vd., 2013). Buna karsin; resveratroliin,
kanserin kemoprevansiyonu veya kemoterapisindeki potansiyel kullanimini kisitlayan

faktor ise kisa yarilanma omrii ve diisiik biyoyararlanimidir (Mulakayala vd., 2013).
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1.3.1.5. Resveratroliin Antidiyabetik Etkileri

Resveratroliin in vivo denemeler i¢in uygun oldugu ratlardaki absorpsiyonunun ilk
olarak 1996’da belirlenmesiyle bildirilmistir (Wenzel ve Somoza, 2005). Cesitli hayvan
modellerinde resveratroliin antioksidan etkileri c¢alisilmis ve antioksidan etkileri
kanitlanmig, ayrica polifaji ve polidipsiyi azaltma, agirlik kaybinda azalma gibi
antidiyabetik etkilerinin de olabilecegi bildirilmesine ragmen, etki mekanizmasi tam olarak

aydmlatilamamistir (Su vd., 2006).

1.4. Diyabette Terapotik Potansiyeli Olan Baz1 Proteinler

Geride biraktigimiz yillarda; sirtiiinler ve NAD biyolojisi alaninda hizli gelismeler
meydana gelmis, NAD-bagimli deasetilaz sirtiiin-1 ile visfatin aracili sistemik NAD
biyosentezinin; glukoz homeostazisinde 6nemli rol iistlendikleri bildirilmistir (Imai vd.,
2009; Imai ve Kiess, 2009).

1.4.1. NAMPT/ PBEF/ Visfatin

Nikotinamid fosforiboziltransferaz (NAMPT) olarak da bilinen visfatin;
memelilerde pre-B hiicre koloni gelisim faktérii 1 (PBEF1) tarafindan kodlanan
glikoziltransferazlardan pentoziltransferazlar smifinda yer alan, adipositokinik bir enzimdir
(Samal vd., 1994). Visfatinin kanda artan glukoz seviyelerini diisiirdiigli ve hiicrelerin
insiilin hassasiyetini arttirdigi da bildirilmistir. Bu enzim/protein visseral yag dokusunda ve
kan serumunda yiiksek oranda eksprese edilir ve obezite gelisimiyle iligskili oldugu
diistiniilmektedir (Xie vd., 2007; Imai vd., 2009; Barth vd., 2010). Adipositlerden
salgilanan protein yapida bir adipokin olan visfatinin insiilinomimetik etkiler gosterdigi
bilinmektedir. Visfatin; insiilin reseptoriine (IR) baglanarak onu aktiflestirebilmektedir. Bu
sayede insiilini taklit eden etkilerini, birbirinden farkl hiicre hatlarinda gosterebilmektedir.
Osteoblastlarda tespit edilen insiilin reseptdrlerinde, insiilinin roliiyle tutarli olan bu etki
onemli bir osteotropik hormonal etki seklinde gézlemlenmistir (Xie vd., 2007; Sommer

vd., 2008).
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Sekil 6. Visfatin/PBEF/NAMPT Yapist: (A) Fare visfatin/PBEF/ NAMPT NMN (nikotin amid
mononiikleotid) ile kompleks halde. Monomerik alt birimler sirasiyla yesil ve mor renktedirler, NMN
karbonlari ise saridir. (B) Bir visfatin/PBEF/ NAMPT monomerinin sematik kurdele diyagrami. Birbirinden
bagimsiz domainler sirasiyla mavi ve yesil renktedir. (C) Fare visfatin/PBEF/ NAMPT NMN kompleksinin
aktif bolgesi. Monomerik alt birimler sirastyla yesil ve mor renktedirler NMN karbonlari ise saridir (Sommer

vd., 2008 den adapte edilmistir).

1.4.2. SIRT1
Sirtiiin 1, NAD-bagimli deasetilaz sirtiiin-1 veya nikotinamid adenozin diniikleotid-

bagimli histon deasetilaz, insanlarda SIRT1 geni tarafindan kodlanan enzimatik yapida bir
proteindir (Frye R.A., 2000).
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Memelilerde yaklasik yedi Sir2 homologu sirtiiin (SIRT) 1-7 tanimlanmugtir (Sekil
7). Memeli SIRT1 bu ailenin en yaygin olarak c¢alisilan iyesi olup protein
deasetilasyonunda NAD+ hidroliziyle esleserek hiicresel enerji ve redoks durumu ile ¢oklu
iletisim ve hayatta kalma yolaklar1 arasinda baglant1 kurar (Hao ve Haase 2010).
Visfatin/Nampt/PBEF; nikotinamidin NAD+ ‘a doniismesinde hiz sinirlayict etki
gostermektedir ve SIRT1 aktivasyonu i¢in kritik 6nemi olan bir enzimdir (Revollo vd.,
2004; Zhang vd., 2010). Insiilin reseptdr substratlarindan IRS-1 ve IRS-2’nin SIRTI
tarafindan etkilendikleri ve IRS-2’nin asetillenme seviyesinin insiilin uygulamasi
sonucunda geriye cevrilebildigi belirlenmistir (Zhang J., 2007). SIRTL1 ile iliskili
yolaklarin modiilasyonunun; diyabetik nefropatide, potansiyel bir terapotik hedef oldugu
bildirilmistir (Wu vd., 2012).

Kofaktor
2baglayica
ilmek

('inko baglanma
bolgesi

Peptid
Substrat

NADT

Rossmann Kivrimi
bolgesi

Sekil 7. Genel Sirtiiin Yapisi: Asetil CoA sentetaz peptid substratt ve NAD+ analogu ile bagh
haldeki sirtiiin enzimi. Niikleotid baglayict Rossmann kivrimi bolgesi mavi, ¢inko baglanma bolgesi ise yesil
renklerdedir. Kofaktér baglayici ilmek kapali konformasyonda olup mor renktedir ve gri renkli bir karba-
NAD molekiiliinii baglar. Aktif bolgedeki yarikta sar1 renkte peptid yapili substrat gériinmektedir (Moniot
vd., 2012’den adapte edilmistir).
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SIRT1’in pankreasin beta hiicrelerinde glukozla uyarilan insiilin salinimini pozitif
yonde diizenledigi ortaya konulmustur (Bordone vd., 2006). Son yillarda memeli NAD-
bagimli protein deasetilaz SIRT1 ve nikotinamid fosforibozil transferaz (NAMPT) aracilt
sistemik NAD biyosentezi lizerine yapilan calismalarda; bu iki diizenleyici bilesenin
glukoz homeostazisinde, 6zellikle pankreasin beta hiicrelerinde glukozla uyarilan insiilin
saliniminin diizenlenmesinde birlikte gorev yaparak kritik bir rol aldiklar1 kanitlanmistir
(Revollo vd., 2004; Bordone vd., 2006;Xie vd., 2007; Imai vd., 2009; Hao ve Haase 2010).

Resveratrol, polifenolik bir SIRT1 aktivatoriidiir. SIRT1; kalori kisitlanmasinin
faydali etkilerine aracilikta merkezi bir rol oynamaktadir ve aktivasyonu metabolik
hastaliklarin indirgenmesi ve uzun yasamla iligkilidir. Kalori azaltic1 etkisiyle yaslanmay1
yavaslatma etkisi gostermekte ve yliksek yagli diyetle beslenen farelerde insiilin direncinde
tyilesmeler saglamaktadir, ayrica hiicre diizeyinde mitokondriyal hacmi arttirarak yasam
stiresini uzattig1 bildirilmektedir (Baur vd., 2006; Hao ve Haase 2010).

Resveratroliin  SIRT1’1 aktiflestirme o6zelligini hiicresel enerji homeostazisini
diizenleyen bir enzim olan 5’ adenozin mono fosfat kinaz (AMPK) araciligiyla indirekt

olarak gergeklestirdigi bildirilmistir (Baur vd., 2006; Porquet vd., 2012).

1.4.3. Visfatin/Nampt/PBEF ve Sirtiiin 1 Yolagimin Rolii

Hiicresel sirtiiin aktivitesi, metabolik veya c¢evresel kaynakli durumlarla
karsilagildiginda etkin bir bi¢imde kontrol edilmektedir (Hao ve Haase, 2010). Bu kontrol,
protein ekspresyon diizeylerine, doniisiimlii posttranslasyonel modifikasyonlara, NAD
yardimc1 substratlarinin  kullanilabilirligine ve sirtliin enzimatik aktivitesini modiile
edebilme kapasitesine sahip olan etkilesim proteinlerinin bulunup bulunmayisina da
baglidir. SIRT1 ekspresyonunun, aglik ve besin yoksunlugunda, kalori kisitlamasi sirasinda
veya hiicreler akut olarak DNA hasar1 ve oksidatif strese sebep olan durumlara maruz
kaldiklarinda arttig1 bildirilmistir (Cohen vd., 2004; Rodgers vd., 2005).

SIRT1 ekspresyonunda azalma olmasi insiilin direnciyle, kan glukoz diizeylerinin
yiksek olusuyla, yagdan zengin bir diyetle beslenmeyle ve yaslanmayla iligkilidir.
Oksidatif stres gibi akut olusan bir strese cevap olarak SIRT1 ekspresyonunun artisi; kisa
stireli olarak gerceklesmekte ve bir ¢ok diizenleyici asamada kontrol edilerek
dengelenmektedir. Bu durum; promotor, mRNA ve protein diizeylerini kapsayan kompleks

bir diizenlemeyi igermektedir. Hipermetile-kanser-1 (HIC1) ve adenoviral E1A protein
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iligkili C-terminal baglayict (CtBP) proteinleri SIRTI1 transkripsiyonunu inhibe eden
represOr kompleksin bir kismidir ve hiicresel redoks durumundaki degisimlere yanit olarak
ayrigsmaktadirlar. Bunun sonucunda oksidatif strese cevap olarak SIRT1 lokusundaki bask1
ortadan kalkmakta ve boylece transkripsiyonunda ¢ogalma meydana gelmektedir (Zhang
vd, 2007; Hao ve Haase, 2010).

Oksidatif strese maruz kalinmasindan sonra artan SIRT1 transkripsiyonu ve bunun
ardindan olusan replikatif yaslanmaya, SIRT1°1 kodlayan mRNA’nin dengesinde meydana
gelebilecek azalma ile karst konulabilmektedir. SIRT1 mRNA’sinin kararli seviyelerini
koruyan dengeleyici mRNA baglayici protein (HuR) ekspresyonunun azalmasi bu dengeyi
saglayabilmektedir. Genom mutasyonlarini 6nleyen p53 proteini de SIRT1 mRNA’sin1
hedef alarak SIRT1 seviyesini indirgeyen mikro RNA’y1 (miR34a) uyarabilmektedir
(Abdelmohsen vd., 2007; Yamakuchi vd., 2008).

Sirtliin 1 biyolojik aktivitesinin diizenlenmesindeki komplekslige ek olarak; protein
yikimlanmasini  ve fosforlanmasin1 da igeren geri doniisimlii posttranslasyonel
modifikasyonlar gosterilebilir. Bunlara, SIRT1 inhibitérii DBC1 veya SIRT1 aktivatorii
AROS gibi inhibe veya aktive edici faktorler arasindaki biyokimyasal iliskiyi de eklemek
yanlis olmaz. Ultraviyole radyasyon veya oksidatif strese maruz kalinmasi hem SIRT1’in
yikiminin  ger¢eklesmemesine yol agmakta hem de DBCI1-SIRT komplekslerinde
olusumlarin artmasma neden olmaktadir. Her iki etkilesim de enzimatik aktivitenin
azalmas1 seklinde sonuglanmaktadir (Sasaki vd., 2008; Kim vd., 2008; Kim vd., 2007; Hao
ve Haase, 2010).

SIRT1 enzimatik aktivitesi; katalitik aktiviteyi inhibe eden, NAD tiiketimi ve NAM
tretimi ile sirasiyla iligkilidir (Imai, S., 2009). Yakin zamanli olarak yapilan ¢aligmalar;
SIRT1 enzimatik aktivitesinin kontroliinde gorev alan NAD kurtarma yolaginin; inhibe
edici NAM konsantrasyonunu azaltarak ve sirtiiin ko-substratt NAD seviyelerini arttirarak
kritik 6nem arz ettigini gostermektedir (Imai, S., 2009). NAD kurtarma yolagindaki ilk
reaksiyon; nikotin amid mono niikleotidin (NMN), NAM’den nikotin amid fosforibozil
transferaz (NAMPT) aktivitesiyle olusturulmasidir. Bu durumu, NMN’in NMN-
adenililtransferaz (NMNAT) aracili NAD’a doniismesi takip etmektedir. NAMPT bu
yolaktaki hiz smirlayici enzimidir ve bu 0Ozelligi nedeniyle sirtiiin aktivitesinin
diizenlenmesinde anahtar role sahip oldugu bildirilmektedir (Imai, S., 2009; Hao ve Haase,
2010).
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Kiiltiir hiicrelerinde ve fare dokularinda NAMPT ekspresyon diizeyi, NAD’in
hiicresel seviyesiyle ve sirtiiin aktivitesiyle baglantilidir (Zhang vd., 2009). Kalori
kisitlanmas1 swrasinda NAMPT ve SIRT aktivitelerinin ikisinin birden artmasi bunu
gostermektedir (Yang vd., 2006). NAMPT; hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 yapilarda
bulunur (intraselliiler:iNAMPT ve ekstraselliiler:eNAMPT). eNAMPT diger adlariyla
PBEF (pre-B hiicre koloni gelistirme faktorii) veya visfatin (visSeral yag kaynakli hormon)
(Samal vd., 1994; Fukuhara vd., 2005), NMN sentezi yaparak sistemik dagilimmi miimkiin
kildig1 ortam olan plazmada daha ¢ok bulunmaktadir. Sistemik bir NAD biyosentetik
enzimi olan eNAMPT, glukoz homeostazisinde diizenleyici rol oynadigindan biiyiikk 6nem
arz etmektedir (Imai, S., 2009; Hao ve Haase, 2010).

1.5. Glukoz Tasiyic1 Proteinler

Glukoz tasiyict proteinler (GLUT’lar), hormonal diizenlenmeleri, metabolik
tepkileri ve spesifik doku ekspresyonlar1 bakimindan farkli olan i¢sel membran
proteinlerdir. GLUT’larin birgok farkli izoformu tanimlanmistir. Timii goriiniirde ortak
transmembran topolojisini, biiyiik bir yapiyr (% 50 oranminda protein kiitlesi), yliksek
oranda korunurlugu, daha az korunur olan transmembran bolgesini, cogunlukla asitmetrik
ve membran olmayan sitoplazmik ve eksoplazmik bdlgeleri paylasmaktadir.
Transmembran bolgesi, igerisinde substrat hareketine uygun sivi yolunu kapsayan 12 adet
transmembran domaininden olusmaktadir. Sitoplazmik bolge; kisa N-terminal segmentini,
biiytiik bir sitosolik halkay1 ve biiyiik C-terminalini kapsamaktadir. Eksoplazmik bolge ise
biiyiik bir halka yataginda tekli N-bagh kiiciik oligosakkarit par¢asini kapsamaktadir.
Aslinda sitoplazmik ve ekzoplazmik bolgelerde bulunan izoform-spesifik amino asit
sekanslari, bu bolgelerin dokuya spesifik tasinim fonksiyonunun diizenlenmesinden
sorumlu olduklarin1 gdstermeketedir. GLUT proteinleri yapisal olarak korunmus ve
birbirleri ile baglantilidirlar. Tiim GLUT proteinleri % 14—63 oraninda 6zdes ve % 30—79
oraninda konservatiftir (Mueckler, 1994; Joost ve Thorens 2001; Thorens ve Mueckler,
2010).
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1.5.1. GLUT2

Glut2; glukoz i¢in essiz oranda yiiksek bir Km’ye sahip olup (~ 17 mM), bagirsak
ve bobrek epitel hiicre bazolateral membranlar: iginde ve pankreatik B-hiicrelerinde son
derece yiiksek oranlarda ifade edilmektedir (Thorens B, 1992). Bu durum, tiim fizyolojik
veya diyabetle iligkili glisemik seviyelerde hiicre sitosolii ile ekstraseliiler alan arasinda
hizlt bir dengelenme saglamaktadir. Bu hiicrelerde glukoz metabolizmasinin hizi, glukoz
fosforilasyon basamaginda kontrol edilmektedir. Boylece; P-hiicrelerinde diyabetik
kosullarda olabildigi gibi, hekzokinazlara glukozun girisini sinirlamaya yetecek oranda
glukoz miktarmin indirgenmis olmas1 diginda, Glut2 yiizey ekspresyonunun modiilasyonu
genellikle metabolizmay1 regiile etmemektedir (Thorens vd., 1990).

Bagirsakta ise Glut2; glukoz absorpsiyonunu artirmak icin yliksek oranda limen
glukoz konsantrasyonu bulundugunda, apikal yiizeye kadar ulasmaktadir (Kellett vd.,
2008).

Kan glukoz konsantrasyonunun yiikselmesi; pankreatik [-hiicrelerinde insiilin
sekresyonunu tetikler ve hepatositlerde glukoz, glikolitik ve lipogenik genlerin
ekspresyonunu uyarwr. Glut2 eksikligi, p-hiicrelerince glukoz uyarimli insiilin
sekresyonunu ve hepatositlerde glukoza hassas gen ekspresyonunun diizenlenmesini
onlemektedir. Transgenik farelerle yapilan calismalar; Glut2’nin karaciger kapi
toplardamar bolgesinde mevcut olan glukoz sensdrlerinin ve merkezi sinir sisteminin
sensoOrlerinin fonksiyonlar1 i¢in gerekli oldugunu ortaya koymaktadir. Bu sensdrlerin
glukagon sekresyonunu, beslenme davranisini, insiilin sekresyonunu ve periferal doku
glukoz alimini kontrol ettigi diisiiniilmektedir (Marty vd., 2007).

Leturque ve ekibinin yaptiklar1 bir ¢alisma (2009); Glut2’nin farkli hiicresel
fonksiyonlar1 kontrol eden bir glukoz reseptdrii oldugunu ileri stirmektedir. Bu iddia;
transgenik fareler lizerinde yapilan gdzleme dayali olarak, saptanan bir fiizyon proteinde,
yesil floresan proteinlerle isaretlenmis Glut2 sitoplazmik orta ilmeklerinin niikleusta
bulunmas1 ve karaciger, -hiicre ve renal fonksiyonlari etkilediginin belirlenmesiyle ortaya
konmustur. Bununla birlikte plazma membranindaki sabit Glut2 fonksiyonunu bu modelin
nasil etkiledigini tahmin etmek oldukga giictiir (Thorens ve Mueckler, 2010).

Ayrica; Glut2’nin beyin ve periferik sistemde glukoza hassas hiicrelerle iliskili gibi
goriinmesinden Otiirli, Glut2’yi eksprese eden bu hiicrelerle calismak, glukozun

diizenleyici bir sinyal olmasi roliiniin daha iyi anlasilmasmna katkida bulunabilir. Bu
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baglamda insanlarla yapilan yakin zamanlh bir ¢aligma; Glut2’deki bir mutasyon ile seker
icerikli besin Onceligi arasinda bir iliski oldugunu da ortaya koymaktadir (Thorens ve
Mueckler, 2010).

Glut 2 ekspresyonu, baslica bobrekte ve bagirsagin bazolateral membranindaki
emici epitel hiicrelerinde gerceklesmekte ve burada absorbe veya reabsorbe edilen
glukozun serbest birakilmasinda rol oynamaktadir. Glut2 ayrica; karaciger, pankreas ve
beyinde de eksprese edilmektedir. Hepatositlerde, glukoneogenez yoluyla sentezlenen
glukozun kana serbest birakilmast igin bu tastyici proteine gerek duyulmaktadir. insan, fare
ve ratlar arasmdaki Glut2 amino asit dizilerinin % 81 oraninda 6zdeslik gosterdigi

bildirilmektedir (Mueckler, 1994; Thorens ve Mueckler, 2010).

1.5.2. GLUT4

Ay bir glukoz tasiyict izoformu oldugunun James ve ¢aligma arkadaglar1 (1988)
tarafindan kesfedildigi 1980 sonlarindan beri Glut4; herhangi bir tekil membran tasiyici
proteininden daha fazla deneysel ilgi gormektedir. Glut4 anahtar kelimesi kullanmak
suretiyle, 2012 yili sonu itibari ile yapilan literatiir taramalarinda bu konuyla ilgili
3000°den fazla yaym yapildig1 ortaya c¢ikmaktadir. Bu diizeyde yiiksek bir ilgi;
muhtemelen bu proteinin tiim viicut glukoz homeostazisindeki dneminden, kompleks
yapis1 ve instilince regiilasyonunun anlasilmasi zor mekanizmasindan olusmaktadir. Ayrica
obeziteyle, tip 2 diyabet hastaligi gibi; regiilasyonun, c¢esitli yaygmn insiilin direnci
durumlarinda bozulmasindan kaynaklanmaktadir (Thorens ve Mueckler, 2010).

Iskelet kas1 ve adipdsitlerde, intraseliiler membran kompartimanlarmdan hiicre
yiizeyine insiilin uyarimhi Glut4 translokasyonunun miimkiin oldugu bilgisi 1980’lerin
basinda yapilan ¢esitli 6ncli ¢aligmalarla ortaya konmustur (Cushman ve Wardzala 1980;
Suzuki ve Kono,1980; Wardzala ve Jenrenaud, 1981). Bu regiilasyon ile ilgili olarak;
Glut4 depolayici vezikiillerin (GSVs) kesfi ve dahasi gibi detaylarla ilgili ¢ok miktarda
bilgiye ise aradan gecen otuz yilda erisilmistir (Larance vd., 2008).

Bununla birlikte Glut4’iin temel yapisal Ozellikleri, onun essiz bigimde
diizenlenmis olan protein trafigi i¢in gereklidir. Obezite ve Tip 2 diyabette periferal insiilin
direncine neden olan primer hiicresel bozulmalarin olusum mekanizmasi bilinmemektedir.
Glut4’iin insiilin direncindeki kesin roliinii desifre etmek i¢in, bu molekiiliin yapis1 ortaya

cikarilmali, hiicreler arasi davraniginin kontroliinii saglamak icin tasiyict ile hangi
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spesifiklikte hiicresel bilesenlerin etkilesimde bulundugu tanimlanmali ve &zellikle
sinyalizasyon basamaklarinda; insiilinden diger aracilara kadar Glut4 ve bu diizenleyici
komponentler arasindaki etkilesimleri direkt olarak degistiren bilesenlerin ortaya
cikarilmalar1 gerekmektedir. Glut4’iin ¢izgili kas dokusundaki akut ve kronik regiilasyonu
ile ilgili (Karnieli ve Armoni, 2008) insiilin uyarimli viicut glukozunun bertarafina dair
olan mevcut bilgi birikimi, daha fazla g¢alisilmaya ihtiya¢ duymaktadir (Thorens ve
Mueckler, 2010).

Glut4, membran glukoz tasiyici protein ailesinin insiiline kars1 duyarli iiyesi olarak
ve diyabetteki roliinden dolay1 bilim insanlarinca sik ¢alisilmaktadir. Yag doku, iskelet ve
kalp kaslarmi igeren insiiline hassas dokulardaki Glut4 protein ekpresyonunun c¢ok yiiksek
oldugu bilinmektedir. Glut4 proteini; rat ve farelerde yaklasik olarak 55 kDa agirhiginda ve
509-510 amino asitten olusan bir protein molekiili olup, bu tiirlerde %91-96 dizi
0zdesligiyle de olduk¢a korunumlu bir yap1 sergilemektedir (Mueckler, 1994; Furtado vd.,
2002; Sahin vd., 2010; Thorens ve Mueckler, 2010).

1.6. Amag

Diyabetin olusturdugu doku hasar1 ve bu hasarda serbest oksijen radikallerinin rolii
ve etkinligi son yillarin 6nemli arastirma konularindan birisidir.  Visfatin -~ ve  SIRT1
aracilt NAD biyosentez mekanizmalarinin agiga kavusturulmasmin diyabet hastaliginda
onemli terapotik potansiyellerinin oldugu bildirilmektedir (Imai vd., 2009). Diyabetin
tedavisinde oral antidiyabetiklerin kullanimmin yaninda ozellikle uzun vadedeki
komplikasyonlarin azaltilmasi ve yasam kalitesinin arttirilarak kan sekeri seviyesinin
diizenlenebilmesi amaciyla diyetsel manipiilasyonlar diisiiniilebilmektedir. Resveratrol,
antioksidan 6zelligi ile 6ne ¢ikan biyoaktif bir bilesiktir. Bunun yaninda resveratroliin
antikanserojen, kardiyoprotektif ve terapotik etkileri de vardir.

Bu bilgilerin 15181 altinda bu arastirmanin amaci, diyabetik ratlarda resveratroliin;

1. In vivo deney modelinde canli agirlik ve kan glukoz degerlerinin degisimi

iizerine etkilerini,

2. Lipit peroksidasyonu (MDA) iizerine etkilerini,

3. Pankreas ve kas dokularinda PBEF/NAMPT/Visfatin, SIRT1, glukoz

tastyicilar1 (GLUT2, GLUT4) ve insiilin proteinlerinin ekspresyonlar1 iizerine

etkilerini aragtirmaktir.
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2. MATERYAL ve METOD

2.1. Hayvan Materyali ve Arastirma Gruplar

Bu tez calismasi, Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
(FUHADEK) onay1 alindiktan sonra (Tarih: 20.01.2011, Toplantr: 2011/01, Karar No:22),
etik kurallara uygun bir sekilde hayvan refahi ve hayvan haklarina riayet edilerek
yiiriitiildd.

Deneylerde kullanilan ratlar, Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar
Merkezi’nden (FUDAM) temin edildi. Bu ¢alismada 40 adet 180+20 g canli agirhigmda 8
haftalik yasta erkek Wistar albino irki rat kullanildi. Ratlara giinliik 12 saat aydinlik; 12
saat karanlik olacak sekilde bir aydmlatma periyodu uygulandi. Ratlar, 22+2 °C sicaklikta,
%55+5 nispi nem bulunan havalandirma sistemine sahip bir ortamda 6zel olarak
hazirlanmis ve her giin altlar1 temizlenen kafeslerde beslendi.

Deney hayvanlari, uygulamadan 6nce 10 giin siire ile standart sartlara adapte edildi.
Hayvanlar rastgele 4 gruba ayrildi; standart diyetle beslenen ve serum fizyolojik (1ml/kg
rat/giin) verilen ratlar, Kontrol Grubunu; resveratrol (20 mg/kg/giin, i.p.) ve serum
fizyolojik uygulamasi yapilan ratlar; Resveratrol Grubunu; streptozotosin (STZ, 55 mg/kg,
i.p. tek doz) ve serum fizyolojik uygulanan grup STZ grubunu; STZ ve Resveratrol
uygulanan grup STZ+Resveratrol grubunu olusturdu (Tablo 1). Calisma siiresince ratlara
standart pelet yem ve su ad libitum olarak verildi. Hayvanlara verilen standart yemin

bilesimi Tablo-2’de gosterilmistir.

Tablo 1. Aragtirma Gruplari.

GRUPLAR Grup ad1 Uygulama Siire

Grup 1 (n=10) | Kontrol Standart Diyet 8 hafta

Grup 2 (n=10) | Resveratrol 20 mg/kg Resveratrol, i.p | 8 hafta

Grup 3 (n=10) | STZ 55 mg/kg STZ, i.p. Tek doz

Grup 4 (n=10) | STZ+Resveratrol |55 mg/kg STZ, i.p. + STZ tek dogz
Resveratrol 20 mg/kg i.p Resveratrol 8 hafta
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Streptozotosin (Sigma,St. Louis, MO) 55 mg/kg olacak sekilde, pH’1 4,5 olan
sodyum sitrat tamponu i¢inde ¢oziilerek intraperitoneal enjeksiyonla her hayvana tek doz
olarak uyguland: (Bishnoi vd., 2011).

STZ uygulamasindan once ratlarm kan glukoz diizeyleri dl¢iiliip kontroller ile
karsilastirildi. STZ uygulamasindan 2 giin sonra aglik kan sekerleri 140 mg/dl seviyesinden
yiiksek olan ratlar diyabetik olarak siniflandirildi. Calismanm baglangicinda, 2. 28. ve 56.
Giinlerinde hayvanlarin kuyruk veninden kan sekeri diizeyleri belirlendi. Kandaki glukoz
konsantrasyonu ACCU-Chek Active (RocheDiagnostics), glukometre cihazi kullanilarak

olgtildii.

Tablo 2. Deney Hayvanlarina Verilen Standart Yemin Bilesimi.

Diyet Bilesimi (gr/kg)

Icerikler Diyet (%0)
Bugday 10
Misir 21
Arpa 14
Kepek 8
Soya Kiispesi 25
Balik Unu 8
Et Kemik unu 4
Melas 4
Tuz 4
*Vitamin Karmasi 1
**Mineral Karmasi 1

*Vitamin karmasi: Deney hayvanlarina verilen yemlerin vitamin karmasinda A, D3, E, K,
B1, B2, B6, B12 vitaminleri ile nikotinamid, folik asit, D-biotin ve kolin klorit bulunmaktadir.
**Mineral karmasi: Mangan, demir, ¢inko, bakir, iyot, kobalt, selenyum ve kalsiyumdan

olusmustur.

Resveratrol (Trans resveratrol % 90, Resvida, DSM, Isvigre), 20 mg/kg dozunda
intraperitoneal enjeksiyonla verildi (Schmatz ve ark., 2009).
Deneysel uygulamalar 8 hafta boyunca siirdiiriildii. Hayvanlarin deneysel

uygulamanin baslangicinda ve bitisindeki canli agirlik degisimleri kaydedildi. Deneysel
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uygulamanin bittigi giin, hayvanlar anestezi altinda servikal dislokasyon yolu ile dekapite
edilerek pankreas, kas ve kan 6rnekleri alindi. Kan 6rnekleri alindiktan hemen sonra + 4 °
C sicaklik 5000 RPM devirde 10 dk siireyle santrifiij edilerek (Hettich Lab
Tech.,Germany), serum o6rnekleri elde edildi. Doku ve serum 6rnekleri analiz edilinceye

kadar -80° C’de, derin dondurucuda (Hettich Lab Tech., Germany), muhafaza edildi.

2.2. Laboratuar Analizleri

2.2.1. Malondialdehit (MDA) Analizi

Serum oOrneklerinde, lipit peroksidasyonun bir gostergesi olan malondialdehit
(MDA) diizeyleri, Karatepe (2004) tarafindan bildirilen metoda gore belirlendi.

e Serum Orneklerinden, 1.5 ml hacimli mikrosantrifiij tiiplerine 400 pl alindi.
Orneklerin iizerine 300 pl 0.5 M HCIO, eklenerek vorteksle karistirildiktan
sonra santrifiij edildi.

e Siipernatant dikkatlice viallere alinarak serumlarin ekstraksiyon islemi
tamamlanda.

e Kalibrasyon grafigi olusturulmak ve hesaplamalarda kullanilmak iizere MDA
(1,1,3,3-tetraethoksi-propan, Sigma-Aldrich, Almanya) standard: hazirland1.

e MDA standardi i¢in tetraethoksi-propandan 10 pl hacimde alinarak 10 ml’lik
kapakli bir cam tiipe alind1.

e Hacim 0.1 M hidroklorik asit (HCI, %37, Merck, Almanya) ile 10 ml hacme
tamamlanda.

e Benmaride (Memmert, Almanya) 100 °C’de 5 dk kapak kapali sekilde
muamele edildikten sonra sogutuldu ve ultra saf su ile 100 ml hacme
tamamlanda.

e Analizler ultraviyole (UV) dedektor (SPD-20A), pompa (LC-20AD),
otosampler (SIL-20A) ve kolon firmi1 (CTO-10ASVP) {initelerine sahip olan
yiksek performansli sivi kromatografisi (High Performance Liquid
chromatography, HPLC) cihazinda (Shimadzu, Japonya) LC Solution
(LabSolution LCsolution Release 1.21) paket programi kullanilarak yapildi.

e MDA analizlerinde kolon olarak C1g (ODS-3, 5 um, 4.6 x 250 mm, Inertsil, GL

Sciences, Japonya), hareketli faz olarak ise pH: 3.6 olarak ayarlanan 30 mM

24



potasyum dihidrojen fosfat (KH.PO,4, Merck, Almanya) — metanol (CH4O,
Sigma-Aldrich, Almanya) karigimi (% 82.5-17.5; v/v) kullanild1.

e Analiz sartlari; kolon firmi sicakligi 30 °C, hareketli faz akig hizt 1 ml/dk,
enjeksiyon hacmi 30 pl, dalga boyu 250 nm ve analiz siiresi 10 dk olacak
sekilde ayarlandi.

e Orneklerde MDA icin alikonma siireleri yaklasik 5 dakika olarak belirlendi.

Serum 6rneklerinin MDA diizeyleri pmol/L olarak verildi.

2.2.2. SDS-Poliakrilamid Jel Elekroforezi (SDS-PAGE)

SDS-PAGE elektoforez jel sisteminde akrilamid monomerlerinden yararlanilir.
Amonyum persiilfat (APS) gibi bir serbest radikal ile TEMED gibi stabilizatorii saglayici
ortamda akrilamid monomerleri uzun zincirler olusturacak sekilde polimerlesmekte ve
daha sonra olusan bu uzun zincirler arasinda yanal baglantilar olusarak jel meydana
gelmektedir. SDS-PAGE analizinde; jelin yapisinda yer alan sodyum dodesil siilfat (SDS),
deterjaninin  bulunmasi ile proteinler kendilerini olusturan monomer alt birimlerine
ayrilmaktadir. Boylece protein agregasyonu Onlenmektedir. SDS molekiillerine baglanan
denatiire polipeptidler negatif yiikk kazanirlar. SDS baglantili polipeptid kompleksleri,
molekiil agirliklarma bagh olarak jel icerisinde hareket ederler. Hareket eden molekiillerin
agirliklari; ayni jel iizerinde bulunan bir standartla karsilastirilarak tespit edilir. Mutasyon
gecirmis veya ¢esitli olumsuz c¢evre faktorleri sonucunda canli organizmanin bir kisim
proteinlerinden normale gore parca kopmasi veya parga ilavesi ya da bazi proteinlerin
yeterince sentezlenmemesi gibi dzellikler bu jel sisteminde tespit edilmeye ¢alisilir (Tuzcu,
2004).

Protein molekiillerinin hareketi giic kaynagindan gelen elektrik akimina gore
negatif (-) kutuptan pozitif (+) kutuba dogru olur. Iincelenecek protein molekiilleri sayet 0—
43 kDa araligina tekabiil ediyorsa akrilamidin konsantrasyonu %15, 40 kDa’dan yukar1 ise
akrilamidin konsantrasyonu %10 veya daha asag: diisiiriiliir. Diger bir ifade ile molekiiliin
agirhigr arttikca akrilamidin konsantrasyonu diisiiriiliir. Akrilamid konsantrasyonunun artis1
jel igerisindeki ara bosluklarin daha sik olmasma sebep olmaktadir. Dolayisiyla protein

molekiillerinin hareket hiz1 da azalmaktadir (Laemmli,1970).
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Kullanilan ¢ozeltiler

e 1.5MTris-HCI (pH 8.8)

e 0.5MTris-HCI (pH 6.8)

e 9% 10 Sodyum dodesilsiilfat ¢ozeltisi (SDS)
e %30 Akrilamid/Bisakrilamid ¢6zeltisi

e %10 Amonyum persiilfat ¢ozeltisi (APS)

e N, N, N’, N’, -tetrametil-ethilendiamin (TEMED)
e Gliserin

e 2-f3- Mercaptoethanol

e 90,05 Bromofenol blue ¢ozeltisi

e Boyama ¢ozeltisi (Stain solusyon/100 ml):
%0.1 Coomassie blue R-250

%45 Metanol

%10 Glasiyal asetik asit

%45 Distile su

e Boya ¢ikarma ¢ozeltisi (Destain solusyon/100ml):
%45 Metanol

%10 Glasiyal asetik asit

%45 Distile su

e Tank solusyonu (Running buffer, pH 8.3):
Tris base 9.0 gr

Glisin 43.0 gr

Distile su 600 ml
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Tablo 3. SDS-PAGE i¢in Jellerin Hazirlanmas1

Separating (ayirma) jelinin hazirlanmasi (%12) Miktar
Distile su 3.35 ml
1,5 M Tris-HCI (pH 8.8) 2.5 ml
% 10 SDS 100 pl
Akrilamid /Bis (%30) 4.0 mi
Amonyum persiilfat (%10) 50 pl
TEMED 5l
Toplam 10.0 ml
Stacking jelin hazirlanmasi (%04) Miktar
Distile su 6.1 ml
0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 2.5 ml
SDS (%10) 100 pl
Akrilamid-Bis (%30) 1.3 ml
Amonyum persiifat (%10) 50 pl
TEMED 10 pl
Toplam 10.0 ml

2.2.2.1. Total Protein Miktarinin Spektrofotometrik Analizi

Kas ve pankreas orneklerine ait homojenatlarin igerdigi toplam protein miktari

Lowry yontemine gore belirlenmistir (Lowry vd.,1951).

Kullanilan Cozeltiler:

e Na,CO; (Sodyum Bikarbonat; %2): 2 g Na,CO3 iizeri 100 ml’ye 0.1 N
NaOH ile tamamlanur.

e Na-K Tartarat (Sodyum Potasyum Tartarat; %1): 1 g Na-K Tartarat tizeri
100 mI’ye dH2O ile tamamlanir.

e CuSO, (Bakir Siilfat, % 0.5) : 0.5 g CuSO,4 {iizeri 100 ml’ye dH20 ile

tamamlanir.
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e Alkali Bakir: 48ml % 2’lik Na,COj3 ¢ozeltisine 1 ml % 1°lik Na-K Tartarat
¢ozeltisi ve 1 ml % 0.5’1ik CuSO4 ¢ozeltisi ilave edilir.

e Folin: 1:1 oraninda dH2O ile seyreltilir.

e Bovin Serum Albumin (BSA): 1 mg/ mL olacak sekilde dHO ile ¢oziiliir.

Alkali ortamda bakir iyonu (Cu*? ) proteinlerdeki peptid baglari ile bir kompleks
olusturur ve Cu*™ ¢ indirgenir. indirgenmis bakir ve proteinlerin yan zincirinde yer alan
Tyr, Trp ve Cys aminoasitleri Folin reaktifini indirgeyerek renk olusumuna neden olur.
Olusan rengin siddeti protein konsantrasyonu ile dogru orantilidir ve 600 nm’de
spektrofotometrik olarak dlgiilebilmektedir.

Bu amagla; her bir tiipe 0, 20, 40, 60, 80, 100 ul BSA, 2 ml alkali bakir eklendi ve
10 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Daha sonra, her tiipe 0.2 ml folin reaktifi eklendi ve
vortex edildi. Oda sicakliginda 30 dk. inkiibe edildi. 600 nm dalga boyunda her numunenin
absorbansi belirlenerek standart olarak kullanilan bir kalibrasyon egrisi olusturuldu.

Standartlar ve Orneklerin spektrofotometrik analizleri hata payini minimuma
indirmek i¢in iki tekrarh gerceklestirildi.

Spektrofotometrik analiz i¢in her bir homojenattan 75 pl alindi, {lizerine 975 pl
dH20 cklenip seyreltilerek lizerlerine alkali bakir ¢ozeltisi ilave edildi ve oda sicakliginda
10 dakika inkiibasyonu takiben her bir Ornege folin belirteci eklenerek 30 dakika
inkiibasyona birakildi. Bu siirenin sonunda 600 nm dalga boyunda spektrofotometrede
(Spectronic Unicam Helios a, UK) degerler okundu. Spektrofotometre sonuglar1 regresyon
yontemi araciligiyla degerlendirilerek, her bir homojenatin toplam protein miktar

hesaplandu.

2.2.2.2. SDS-PAGE Analizleri

Serbest ve serbest olmayan protein 6rnekleri Laemmli (1970) tarafindan bildirilmis
sekilde hazirlanan SDS-PAGE ile incelendi.

Jel olusturmak i¢in uygun bir pozisyonda tutturulan iki cam arasma yerlestirilmek
tizere 10 ml’ lik ayirma jel solusyonu hazirlandi. Hazirlanan bu jel solusyonu iyice
karistirildi ve uygun bir otomatik pipet yardimiyla belirli kisimlardan sikistirilarak kaset
haline getirilen iki cam levha arasina aktarildi. 1ki cam levha arasina jel ilave edilirken iist

kisimda tarak dislerinin yiiksekligi kadar (=<lcm) bir bosluk birakildi. Hazirlanan kaset
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seklindeki bu iki cam levha arasindaki jel yaklasik olarak 30 dakika oda sicakliginda
bekletilerek aralarindaki akrilamid monomerlerinin polimerlesmesi saglandi. Daha sonra
iki cam levhanmn iist kismima 6rnek sayisina uygun sayida dise sahip tarak yerlestirildi.

Tarak dislerinin ara dolgu maddesi olarak ifade edilen yiikleme jeli 10 ml kadar
hazirlandi. Hazirlanan bu jel solusyonu iyice karistirildi ve uygun bir otomatik pipet
yardimuyla, jel kasetine yerlestirilmis olan tarak disleri arasindaki bosluklar dolduruldu. Bu
dolgu iki camin en iist seviyesine kadar tamamlandi. Yiikleme jeli ¢ok ¢abuk polimerize
oldugundan islemlerin kisa siirede yapilmasmna dikkat edildi. 25-30 dakika oda
sicakliginda bekletilerek polimerlesme saglandi. Tarak, polimerlesmesi tamamlanan jelden
cikarildi. Bu islem swrasinda jel de meydana gelen ve Orneklerin birakilacagi yuvalarin
bozulmamasina dikkat edildi. Cam levhalardan olusan kaset elektroforez tankina
yerlestirildi. Protein ¢oziicii solusyonu; 0,125 M Tris (pH 6.8), %2’lik SDS, %0.002
oraninda Bromofenol mavisi, %20’lik gliserol, %10’luk merkaptoethanol seklinde
hazirlandi. Yaklasik olarak 150 1 olarak alinan her bir protein 6rnegine esit oranda ¢oziici
solusyondan ilave edildi ve iyice karistirildi. Tarak disinin genisligine bagl olarak,
hazirladigimiz karisimdan 10-20 1 kadar transfer edildi. Tank igerisine yeterli miktarda
tank solusyonu ilave edildi.

Gii¢ kaynagindan once diisiik bir voltajla (150 V) akim elektroforeze verildi. 5-10
dakika sonra voltaj degeri yiikseltildi (180—200 V). Ciplak gozle izlenilebilen mavi boya
bandi jelin alt kismima gelince elektroforez cihazi kapatildi.

Elektroferez islemi tamamlandiktan sonra kaseti olusturan iki cam birbirinden

ayrilarak aradaki jel ¢ikarildi.

2.2.2.3. Western Blot Analizleri

Western blot islemi Tuzcu’ya (2004) gore yapildi. Western blot prosediirii;
elektroforez islemiyle poliakrilamid jelde gog ettirilen proteinlerin, nitroseliiloz membrana
transferi ve membrandaki proteinlerin immiinolojik metotlarla gosterilmesidir. Blotlama
yapilmadan Once calisilan orneklerdeki proteinler elektriksel ortamda poliakrilamid jel
iizerinde  go¢  ettirilmektedir. ~ Proteinlerin  elektroforezleri ~ SDS-PAGE’de
gerceklestirilmektedir. Western blot teknigi, elektroforez islemini takip eden 4 asamada
gerceklestirilir. Bunlar; jeldeki proteinlerin nitroseliiloz membrana aktarimi (blotlama),

spesifik olmayan reaksiyonlar1 engellemek igin nitroselilloz membranda protein
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baglanmamis bolgelerin ilgisiz proteinlerle kaplanmasi (bloklama), 6zgiil antikorlarla
tepkime ve en son asamada ise proteinlerin goriintillenme asamalaridir. Nitroselilloz
membrana transfer sirasinda jel ile nitroselilloz membran karsi karsiya getirilmekte ve
bunlar filtre kagitlar1 arasina yerlestirilmektedir. Jelin biiylikligi ile orantili olarak belirli
bir siire elektrik akimi uygulanip proteinlerin transferi saglanmaktadir. Nitroseliiloz
membranin 6zgiil olmayan proteinlerle bloklanmasinda albumin tercih edilmektedir.
Spesifik antikorlar olarak monoklonal ya da poliklonal antikorlar kullanilabilir.
Monoklonal antikorlarin kullanimi, yalnizca tek bir epitopa 6zgiil olmalar1 ve ¢ok giiclii
immiinokimyasal kopriiler olusturmalarindan dolay1 avantaj saglamaktadir. Bu nedenle,
monoklonal antikorlar antijene spesifik bir baglanma gosterir. Ancak, c¢alisilan proteinler
arasinda benzer epitop bolgeleri bulunmakta ise ¢apraz reaksiyonlar sonucunda yalanci
pozitiflikler ortaya c¢ikabilmektedir. Poliklonal antikorlarin kullanilmasi durumunda ayni
nedenden dolay1 sekillenen yalanci pozitiflik thtimalinin daha fazla oldugu bilinmektedir.
Western blotta monoklonal antikorlarin kullaniminin en énemli dezavantaji, SDS-PAGE
ve blotlama esnasinda polipeptid yapilardaki epitoplarin ortadan kaldirilmasidir.
Belirlenmeye calisilan epitopun ortadan kaldirilmasi durumunda ise monoklonal antikor-
epitop baglanmasi sekillenemez. Bu nedenden dolayr monoklonal antikor kullanildiginda,
poliklonal antikorla ¢alisilmasma kiyasla, yalanci negatiflik ihtimali artmaktadir. Ozgiil
antikorlarda raportér madde olarak genellikle radyoaktif izotoplar veya enzimler
kullanilmaktadir. Enzim olarak alkalen fosfataz ve peroksidaz enzimleri tercih
edilmektedir. Bu enzimlerin substratlar1 ve kromojen maddeleri birbirinden farklhidir. Son
yillarda enzimle isaretlemede, testin duyarliligin1 arttrmak amaciyla peroksidazla isaretli
avidin biyotin sisteminin kullanimi1 yaygmnlasmistir. Kullanilan kromojenlerin en 6nemli
Ozelligi ¢oziinmeyen renkli ftriinler olusturmalaridir. Kas ve Pankreas dokusu
homojenatlarinin Western blot analizi Baydas ve Tuzcu (2003; 2005) tarafindan bildirilen
metotta modifikasyonla yapildi.

Jeldeki proteinlerin nitroseliilloz membrana (Schleicher and Schuell, Inc., USA),
aktarimi (blotlama) i¢in, SDS-PAGE tamamlandiktan sonra poliakrilamid jel blotlanmak
tizere alindi. Nitroseliiloz membrana transferin gerceklestirilmesi i¢in poliakrilamid jel ile
nitroseliiloz membran yiizeyleri arasinda bosluk kalmayacak bigimde kars1 karsiya getirildi
ve bunlar filtre kagitlariyla sarilmis bir sekilde blotlama diizenegine yerlestirilerek tampon
solusyonuyla doyuruldu. Sogutulmus tampon solusyonuyla doldurulmus tanka yerlestirilen

diizenek i¢in 60 dakika boyunca, 150 mA elektrik akimi uygulandi. Bu sekilde proteinlerin
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transferi saglanmis oldu. Spesifik olmayan reaksiyonlar1 engellemek i¢in nitroseliiloz
membranda protein baglanmamig bolgelerin ilgisiz proteinlerle kaplanmasi (bloklama)
i¢in, blotlama islemi bittikten sonra petri kutularma alman nitroseliiloz membranlar tampon
solusyonla [NaH;P0O4.2H,O (0.025 M), Na;HPO,.12H20 (0.075 M), NaCl (1.45 M)],
calkalayici lizerinde 3 kez 5 dakika olacak sekilde yikandi. Spesifik olmayan baglanmalar,
100 mM NacCl, 20 mM NazHPO,4, 20 mM NaH,PO, (pH: 7.2) tamponunda % 1°lik, taze
sigir serum albumini (BSA) ile 37 ‘C’de 90 dakikalik inkiibasyonla bloklandi. Ozgiil
Antikorlarla Tepkime isleminde primer antikorlar olarak, Glucose Transporter GLUT2
antikoru (Abcam Inc., USA), Glucose Transporter GLUT4 antikoru (Abcam Inc., USA),
PBEF antikoru (Abcam Inc., USA), SIRT1 antikoru (Abcam Inc., USA), Insiilin A peptid
hormonu (Santa Cruz Biotech. Inc., USA).kullanildi. Primer antikorlar % 0.05 oraninda
Tween-20 bulanan tamponda 1:1000 oraninda hazirlanarak kullanildi. Nitroseliiloz
membranlar; GLUT2, GLUT4, PBEF, SIRTI ve Insiilin A antikorlar1 ile +4 °C’de gece
boyunca inkiibasyona birakildi. Daha sonraki sathada, nitroseliilloz membranlar 5 kez 5
dakika tampon soliisyonuyla yikandi. Yikama islemi tamamlandiktan sonra nitroseliiloz
membranlar % 0.05 oraninda Tween-20 bulanan tamponda 1:1000 oraninda hazirlanan,
peroksidazla konjuge edilmis goat-anti-rabbit immiinoglobulinle 37 °C’de 90 dakika
stireyle inkiibasyona birakildi. Sonraki agsamada nitroseliilloz membranlar 5 kez 5 dakika
tampon solusyonuyla yikandi. Bantlarin goriintiilenmesi igin 1 M Tris (pH: 7.4)
tamponunda % 0.03-0.05 oraninda hazirlanmis diaminobenzidin (DAB) solusyonu
kullanildi. DAB’la reaksiyon sonucu nitroseliiloz membranlar iizerindeki bantlar kisa bir
stire sonra gorlniir hale geldi. 5-10 dakikalik bir reaksiyon siiresi sonunda DAB’la
renklendirilen bantlar net olarak goriildiikten sonra nitroseliiloz membranlar iyice yikandi.
Nitroseliiloz membranlar iyice kurutulduktan sonra, bantlarin rolatif yogunluklar1 analiz
edilmek tizere alindi. Bantlarin rélatif yogunluklar1 Image Analyses System (Image J;

National Institute of Health, Bethesda, USA) yazilim programi kullanilarak analiz edildi.
2.3. Istatistiksel Analizler

[statistiksel analizler GraphPad Prism yazilimi kullamlarak yapildi (PRISM 4,
GraphPad Software Inc, LaJolla, CA). Veriler; ortalamanin standart hatasi belirlenerek (+
SEM) sunuldu. Tek yonli varyans analizi (ANOVA) kullanilarak gruplar karsilastirildi.
Post hoc analizi olarak Tukey testi kullanilds. Istatistiksel anlamlilik diizeyi igin P degeri <
0.05 olarak belirlendi.
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3.BULGULAR

3.1. Canh Agirhk Degisimleri

Hayvanlarin canli agirliklarinda meydana gelen degisimler, Sekil 8’de sunulmustur.
Calisma baslangicinda canli agirlik ortalamasi 232,24+2,9¢g olarak belirlenmistir (P>0,05).
Deneme sonunda gruplarda canli agirlik ortalamalar1 arasinda farklilik belirlenmistir
(P<0,001). Bununla birlikte ¢alisma sonunda, kontrol grubu (272,3+8,4¢) ile resveratrol
grubu (271,1+4,8g) arasinda fark bulunmazken (P>0,05), STZ (194,6+6,9g) ve STZ +
Resveratrol (242,44+6,7g) gruplar1 hem kendi aralarinda (P<0,001) hem de kontrol gruplar1
ile farkli bulunmustur (P<0,05). STZ uygulanan grupta hayvanlarin ortalama canl
agirliklarinda %29 oraninda bir azalma gozlenmistir (P<0,001). STZ uygulanan
hayvanlarda resveratrol katkisi ile canli agirlik bakimmdan %25 diizeyinde STZ’li gruba
gore bir artis (P<0,001) meydana gelmesine karsin kontrol grubu ile karsilastirildiginda

STZ+Resveratrol grubu igin canli agirliktaki azalma %11 olarak belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 8. Ortalama Agirlik Degisimleri.

(a-c) Farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel bakimdan
onemlidir (P<0,001).
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3.2. Glukoz Diizeyleri

Calisma gruplarina ait kan glukoz diizeylerinin baslangi¢, STZ enjeksiyonu sonrasi
(2. giin), caligma ortasi1 (28. giin) ve ¢alisma sonundaki (56. giin) degerleri Tablo 4’ de
verilmigtir. Calisma baslangicinda, gruplar arasi kan glukoz degerleri arasinda bir fark
belirlenmezken (P>0,05), ortalama kan glukoz degeri 96,6+1,2 mg/dL olarak tespit
edilmistir. STZ uygulamasmi takiben 2. giinde kan glukoz diizeyleri arasinda farkliliklar
goriilmiistiir (P<0,0001). Kontrol grubu (99,04+2,5 mg/dL) ve Resveratrol grubu (94,8+2,7
mg/dL) arasinda fark bulunmazken (P>0,05), bu gruplarla STZ grubu (342,1+8,0 mg/dL)
ve STZ+Resveratrol gruplar1 (359,2+5,0 mg/dL) arasinda belirgin bir fark saptanmistir
(Tablo 4; P<0,0001).

Calismanin 28. giinlinde, STZ ve STZ+Resveratrol gruplarinda sirasiyla 469,3
mg/dL ve 373,1 mg/dL olarak Ol¢iilmiistiir. Kontrol ve Resveratrol gruplari arasinda
calismanin 28. giiniinde de fark olusmazken diyabetik gruplar hem kendi aralarinda hem de
kontrol ve resveratrol gruplar1 ile farklilik gostermistir (P<0,0001). Calismanin 28.
giiniinde, STZ grubunun kan glukoz diizeyi kontrole gore %397 daha yiiksek bulunurken,
resveratrol katkis1 yapilan STZ grubunda STZ’li gruba oranla %21 diizeyinde bir azalma
gostermistir.

Calisma sonunda, kan glukoz diizeyleri kontrol ve resveratrol gruplarinda
degismezken, STZ grubunda ortalama 463 mg/dL diizeylerinde ol¢iiliirken ve STZ +
Resveratrol grubunda ise 369 mg/dL degeri ile istatistiki olarak Onemli bir diisiis
gostermistir (P<0,0001).
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Tablo 4. Ortalama Kan Glukozu Degigimleri (mg/dL)

Gruplar*
Zaman** -P--
STZ +
Kontrol Resveratrol  STZ
Resveratrol
0.giin 96,10+2,35 94,90+2,77  +2,34° 100,242,308 >0,05
2.giin 99,00-+2,49" 94,80+2,66°  100+8,035 359,200+4,98"*  <0,0001
28.giin 94,50+2,21° 94,7042,63°  30426,54" 373,10123,92’“’ <0,0001
56.giin 99,40+3,00° 97,9042,25°  90422,74" 368,60ﬂ:12,68Ab <0,0001
--P-- >0,05 >0,05 ,0001 ,0001

Veriler Ortalama =+ standart hata olarak sunulmustur.

* a-b: Ayni satirda farkli harfi tasiyan gruplar arasi fark anlamlidir (P<0.05).

** A-C: Ayni siitunda farkli harfi tagiyan gruplar arasi fark anlamlidir (P<0.05).

Kan glukoz diizeyleri; zamanla, kontrol ve resveratrol gruplarinda degismezken,

(P>0,05) STZ grubunda calisma ortas1 ve sonunda, 2. giine kiyasla istatistiki bir artis

gostermesine ragmen bu artis, STZ+Resveratrol grubunda istatistiki olarak anlamli

bulunmamustir (Sekil 9). Calisma sonunda; STZ grubunda, kan glukoz diizeyi, ortalama

463 mg/dL olarak tespit edilirken, bu deger resveratrol katkisi ile %20 oraninda bir azalma

gostermis ve STZ+resveratrol grubunda ortalama 369 mg/dL olarak tespit edilmistir (Tablo

4).
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Sekil 9. Kan Glukoz Degerleri.

3.3. MDA Diizeyleri

Resveratrol uygulamasinm, lipit peroksidasyonun bir gostergesi olan serum
malondialdehit (MDA) diizeyleri tizerine olan etkisi, Sekil 10’da verilmistir. Serum MDA
diizeyleri; Kontrol ve Resveratrol Gruplarinda sirasiyla 0,315 ve 0,307 umol/L olarak
tespit edilirken, STZ grubunda kontrol grubuna gore %119 oraninda bir artisla 0,689
pmol/L, STZ+Resveratrol grubunda kontrol grubuna gore %36 oraninda bir artigla 0,429
pmol/L diizeyinde belirlenmistir. STZ+Resveratrol grubunda serum MDA diizeyi STZ
grubuna kiyasla %38 diizeyinde bir azalma gdstermistir (P<0,01). Serum MDA diizeyi en
yiksek STZ grubunda belirlenirken, bu grup diger gruplara gore istatistiki olarak farkli
bulunmus (P<0,001), kontrol ve tedavi gruplar1 arasinda istatistiki bir fark belirlenmemistir
(P>0,05).
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Serum MDA ( pmol/L)

0.0 T T
Kontrol Resveratrol S1Z STZ+Resveratrol

Sekil 10. MDA Diizeyleri Degigimi.
(a-b) Farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel bakimdan 6nemlidir (P<0,05).

3.4. Western Blot Analizleri

Ratlarda resveratrol takviyesinin kas ve pankreas dokularindaki, NAMPT / PBEF /
Visfatin, SIRT1, Glut2, Glut4 ve Insiilin protein ekspresyonlarini nasil etkiledigi tespit
edilmistir. Bu amagla hazirlanan kas ve pankreas Orneklerine ait homojenatlarda

resveratroliin etkisi Sekil 11-20°de gosterilmistir .

3.4.1. PBEF/NAMPT/Visfatin

Diyabet olusturulan ratlarda; resveratrol katkisinin kas ve pankreas dokularmdaki
PBEF-Visfatin protein ekspresyonlarini olumlu yonde etkiledigi gézlenmistir (P<0,001).
Kas Visfatin protein ekspresyon diizeyleri, Kontrol ve Resveratrol Gruplari arasinda
farklilik gostermezken, STZ ve STZ resveratrol gruplarma gore daha yiiksek diizeyde
bulunmustur (P<0,001). Kas dokusunda Visfatin protein ekspresyon diizeyleri STZ ve
STZ+Resveratrol gruplarinda kontrol grubuna gore sirasiyla %48 ve %32 diizeyinde bir
azalma gostermistir (Sekil 11). STZ ve STZ+Resveratrol gruplari arasinda visfatin
diizeyleri bakimindan istatistiki olarak anlamli bir fark tespit edilmistir (P<0,001).
STZ+Resveratrol grubunda Visfatin protein ekspresyon diizeyi STZ grubu ile
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karsilastirildiginda %31 diizeyinde bir artis géstermis ve kontrol gruplarina yaklagsmasina

karsin kontrol ve resveratrol gruplar1 ile de aralarinda istatistiki bir fark bulunmustur.
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Sekil 11. Kas Visfatin Protein Ekspresyon Diizeyleri.

Pankreas dokularindaki Visfatin protein ekspresyon diizeyleri Sekil 12’ de
sunulmustur. Pankreas Visfatin diizeyleri Kontrol ve Resveratrol gruplar1 arasinda farklilik
gostermezken, STZ grubuna gore daha yiiksek diizeyde bulunmustur (P<0,01 ve P<0,001).
Pankreas dokusunda Visfatin protein ekspresyon diizeyleri STZ ve STZ+Resveratrol
gruplarinda kontrol grubuna gore sirasiyla %37 ve %13 diizeyinde bir azalma gdostermesine
karsin Kontrol ile STZ+Resveratrol grubu arsindaki fark istatistiki olarak anlamli
bulunmamistir (P>0,05). Resveratrol grubunda visfatin diizeyi kontrol grubuyla benzer
bulunurken STZ grubu ve STZ+Resveratrol gruplar1 arasinda istatistiki olarak anlamli bir
fark tespit edilmistir (sirasiyla P<0,001 ve P<0,05). STZ+Resveratrol grubunda pankreas
Visfatin protein ekspresyon diizeyi STZ grubu ile karsilastirildiginda %38 diizeyinde bir
artiy gostermesine karsin Visfatin diizeyleri bakimindan istatistiki olarak anlamli bir fark

tespit edilmemistir (P>0,05).
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Sekil 12. Pankreas Visfatin Protein Ekspresyon Diizeyleri.

3.4.2. SIRT1

Calismada kullanilan diger ratlarda ve resveratrol katkisi verilen ratlarda, kas
dokularindaki Sirtiiin 1 (SIRT1) protein ekspresyonlar1 iizerine etkileri Sekil 13°de
verilmistir. Kas SIRT1 protein ekspresyon diizeyleri Kontrol ve Resveratrol Gruplari
arasinda farklilik gostermezken (P>0,05), STZ ve STZ resveratrol gruplarina gére daha
yiiksek diizeyde bulunmustur (P<0,001). Kas dokusunda SIRT1 protein ekspresyon
diizeyleri STZ ve STZ+Resveratrol gruplarinda kontrol grubuna gore swrasiyla %53 ve
%35 oraninda bir azalma gostermistir. STZ ve STZ+Resveratrol gruplar1 arasinda kas
SIRT1 diizeyleri bakimindan istatistiki olarak anlamli bir fark tespit edilmistir (P<0,001).
STZ+Resveratrol grubunda SIRT1 protein ekspresyon diizeyi STZ grubu ile
karsilastirildiginda %40 diizeyinde bir artig gostermistir. STZ+Resveratrol grubu, kontrol
ve resveratrol gruplarina gore kas dokusunda daha diisiik SIRT1 protein ekspresyon

diizeyine sahip bulunmustur (P<0,001).
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Sekil 13. Kas SIRT1 Protein Ekspresyon Diizeyleri.

Pankreas dokularindaki SIRT1 protein ekspresyon diizeyleri kas dokusuna
benzerlik gostermistir (Sekil 14). Pankreas SIRT1 protein ekspresyon diizeyleri
bakimindan kontrol ve Resveratrol gruplar1 arasinda farklilik bulunmamistir (P>0,05). STZ
grubunda pankreas SIRT1 protein ekspresyonu en diisiik deger ile diger gruplarla farklilik
gostermistir (P<0,01). STZ+Resveratrol grubunda pankreas SIRT1 protein ekspresyonu
kontrol grubuna gore azalmis ve tiim gruplarla farklilik gostermistir (P<0,001). STZ ve
STZ+Resveratrol gruplarinda pankreas SIRT1 protein ekspresyon diizeyleri kontrol
grubuna gore sirasiyla %55 ve %31 oraninda bir azalma gostermistir. STZ+Resveratrol
grubunda pankreas SIRT1 protein ekspresyon diizeyi STZ grubu ile karsilastirildiginda
%55 diizeyinde bir artis gdstermis ve bu fark istatistiki olarak anlamli bulunmustur
(P<0,01). STZ+Resveratrol grubunun, kontrol ve resveratrol gruplarina gére pankreas
dokusunda daha diisiik diizeyde SIRT1 protein ekspresyonuna sahip oldugu tespit
edilmistir (P<0,01).
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Sekil 14. Pankreas SIRT1 Protein Ekspresyon Diizeyleri.

3.4.3.GLUT 2

Pankreas dokularindaki GLUT2 ekspresyon diizeyleri, Sekil 15° de sunulmustur.
Pankreas dokularindaki GLUT2 eckspresyon diizeyleri, kas dokusundakine paralellik
gostermistir. Pankreas GLUT2 ekspresyon diizeyleri bakimindan kontrol ve Resveratrol
gruplar1 arasinda farklilik bulunmazken (P>0,05), STZ grubunda pankreas GLUT2
ekspresyonu kontrol grubuna gore %56 oraninda daha diisiik diizeyde bulunmus ve diger
gruplarla da farklilik gostermistir (P<0,001). STZ+Resveratrol grubunda pankreas GLUT2
ekspresyonu kontrol grubuna goére %28 oraninda azalmis ve tiim gruplarla farklilik
gostermistir (P<0,001). STZ+Resveratrol grubunda pankreas GLUT2 ekspresyon diizeyi
kontrol grubuna gore %28 oraninda bir azalma gostermistir (P<0,001). STZ+Resveratrol
grubunda pankreas GLUT2 ekspresyon diizeyi STZ grubu ile karsilagtirildiginda %61
diizeyinde bir artis belirlenmistir (P<0,01). STZ+Resveratrol grubunun, kontrol ve
resveratrol gruplarina gore pankreas dokusunda daha diisiik diizeyde GLUT2
ekspresyonuna sahip oldugu tespit edilmistir (P<0,001 ve P<0,01).
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Sekil 15. Pankreas GLUT2 Ekspresyon Diizeyleri.

3.4.4.GLUT 4

Kontrol, Resveratrol, Diyabetik ve Resveratrol+Diyabetik ratlardaki resveratrol
katkisimin, kas dokularindaki Glukoz tasiyici protein 4 (GLUT4) ekspresyonlar: {izerine
etkileri Sekil 16°da verilmistir. Kas dokusundaki GLUT4 ekspresyon diizeyleri kontrol ve
Resveratrol gruplar1 arasinda farklilik gostermezken (P>0,05), STZ ve STZ+Resveratrol
gruplar1 hem kendi aralarinda (P<0,001) hem de kontrol ve Resveratrol gruplari ile
farklilik gostermistir (P<0,01). Kas dokusunda GLUT4 ekspresyon diizeyleri STZ ve
STZ+Resveratrol gruplarinda kontrol grubuna gore sirasiyla %62 ve %27 oraninda bir
azalma gostermistir (P<0,001 ve P<0,01). STZ ve STZ+Resveratrol gruplar1 arasinda kas
GLUT4 diizeyleri bakimindan istatistiki olarak anlamli bir fark bulunmustur (P<0,001).
STZ+Resveratrol grubu STZ grubu ile karsilastirildiginda kas GLUT4 ekspresyon
diizeyinde %93 oraninda bir artis tespit edilmistir (P<0,001). Bu artis ile STZ+Resveratrol
grubunun kas GLUT4 ekspresyon diizeyi kontrol gruplarina yaklagmasma karsin, kontrol

ve Resveratrol grubu ile farkli bulunmustur (P<0,01).
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Sekil 16. Kas GLUT4 Ekspresyon Diizeyleri.

Calismada kullanilan ratlarda resveratrol suplemaninin, pankreas dokularindaki
GLUT4 ekspresyonlarin1 farkli diizeylerde etkiledigi gozlenmistir (Sekil 17; P<0,001).
Pankreas Glut4 ekspresyon diizeyi Kontrol ve Resveratrol gruplar1 arasinda farklilik
gbzlenmezken (P<0,001), en yiiksek deger %105 ile Resveratrol grubunda en diisiik deger
ise %35 ile STZ grubunda tespit edilmistir. Pankreas dokularindaki GLUT4 ekspresyonlar1
bakimindan STZ ve STZ resveratrol gruplar1 hem kendi aralarinda (P<0,05) hem de
kontrol ve Resveratrol gruplari ile farklilik gostermistir (P<0,001). Pankreas dokusunda
GLUT4 ekspresyon diizeyleri STZ ve STZ+Resveratrol gruplarinda kontrol grubuna gore

strastyla %65 ve %24 oraninda bir azalma gostermistir (P<0,001 ve P<0,01).
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Sekil 17. Pankreas GLUT4 Ekspresyon Diizeyleri

3.4.5. INSULIN

Pankreas dokularindaki insulin protein ekspresyon diizeyleri Sekil 18’ de
sunulmustur. Pankreas insulin protein ekspresyon diizeyleri bakimmdan kontrol ve
Resveratrol gruplar1 arasinda farklilik bulunmazken (P>0,05), STZ grubunda pankreas
insulin protein ekspresyonu kontrol grubuna goére %65 oraninda daha diisik diizeyde
bulunmus ve diger gruplarla da farklilik gostermistir (P<0,001). STZ+Resveratrol
grubunda pankreas insulin protein ekspresyonu kontrol grubuna gére % 42 oraninda
azalmig ve tim gruplarla farklilik gostermistir (P<0,001). STZ+Resveratrol grubunda
pankreas insulin protein ekspresyon diizeyi STZ grubu ile karsilastirildiginda %65
diizeyinde bir artis belirlenmistir (P<0,001). STZ+Resveratrol grubunun, kontrol ve
resveratrol gruplarma gore pankreas dokusunda daha diisiik diizeyde insulin protein

ekspresyonuna sahip oldugu tespit edilmistir (P<0,001 ve P<0,01).
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Sekil 18. Pankreas insulin Ekspresyon Diizeyleri.

44



4. SONUCLAR ve TARTISMA

Bu tez caligmasinda; deneysel olarak diyabet olusturulan ratlarda sekiz haftalik
resveratrol uygulamasmin canl agirhik degisimine, kan glukoz diizeylerine, serum lipit
peroksidasyon diizeyleri ile kas ve pankreas dokularindaki PBEF/NAMPT/Visfatin,
SIRTI, glukoz tastyicilar1 (GLUT2, GLUT4) ve insiilin proteinlerinin ekspresyonlari
iizerine etkileri ortaya konmustur. STZ+Resveratrol uygulamasinin; STZ grubuna gore,
ozellikle diyabette terdpatik potansiyeli oldugu bildirilen PBEF/NAMPT/Visfatin ve
dolaysi ile SIRT 1 yolagi lizerinde ve glukoz tasiyici proteinler 2 ve 4 ekspresyonlarmda
artis ile birlikte, pankreas insiilin ekspresyonlarinda da, anlamli dlgiide etkili oldugu
saptanmigtir.

Diyabet hastaligi, gerek tip 1 ve gerekse tip 2 olmak {izere, kiiresel ¢apta obezitede
artigin olmayacagi varsayilsa bile, bir salgin gibi biiylimeyi siirdiirmektedir. Cogu tip 2
diyabet hastasi, pankreaslarinda insiilin salgilayan Langerhans adaciklarmin zaman
icerisinde tiikkenmesi nedeniyle insiiline bagimli olan tip 1 diyabet hastasina doniisecektir
(Wild vd., 2004; Su vd.,2006).

Beslenmenin; kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi birgok kronik hastalikla
iligkili oldugu ve o6zellikle diyabet hastaliginda 6nemli rol oynadigi, diyetin kontrolii ile
diyetle alinan mikrobesinlerin de faydali etkilerinin oldugu ¢ok sayida bildirimle ortaya
konulmaktadir (Friedman, 1980; Aksakal, 1997; Opara, 2002; Bonnefont-Rousselot, 2004;
Selcuk vd., 2012).

Resveratroliin (3,4,5 -trihidroksi stilben); streptozotosin ile diyabet olusturulmus
ratlarda hipoglisemik ve hipolipidemik etkilerinin oldugu ve bu etkisini muhtemelen
pankreatik beta hiicrelerin apoptozunu inhibe ederek gergeklestirdigi bildirilmektedir (Su
vd.,2006; Palsamy ve Subramanian, 2008; Ku vd., 2012)

Bu caligmada ratlarin canl agirliklar1 kontrol ve resveratrol gruplarinda herhangi
bir degisim gostermezken; STZ grubunda, haftalar i¢cinde kan glukoz degerlerinin artisiyla
birlikte diisiis gostermistir. Bu diisiis; STZ+Resveratrol grubunda, STZ grubuna oranla
anlamli bicimde daha az olmustur. Sonuglarimiza paralel olarak; yapilan pek c¢ok
calismada, STZ verilen ratlarda canh agirlik kaybr oldugu ancak bitkisel kokenli birgcok
polifenolik  bilesigin yaninda, mangiferin ve hesperidin gibi fitokimyasallarin
uygulanmasiyla da bu kayiplarin Oniine gegilebildigi bildirilmektedir (Sellamuthu, vd.,

2008; Akiyama, vd., 2010). Aldigimiz sonucglara benzer bir etki olarak; Su ve ekibi
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tarafindan (2006) ratlarla yapilan 2 haftalik bir ¢aligmada, diyabetli grupta agirlik kaybu,
resveratrol verilen gruba oranla belirgin sekilde fazlayken, STZ+0,5 mg/kg resveratrol
verilen ratlarda agirlik kaybinin ¢ok daha az oldugu, hatta kontrol grubuna yaklastig
goriilmiistiir. Yine sonuglarimiza paralel bir etki olarak; STZ ve nikotinamid ile diyabet
olusturulan ratlarda, kan glukoz homeostazisinin resveratrol sayesinde tersine gevrilerek,
olumlu yonde diizenlendigi, boylece karbohidrat metabolizmasi diizene girdigi i¢in yapisal
protein kayb1 dnlenerek agirlik kaybmin 6niine gegilebildigi bildirilmektedir (Palsamy ve
Subramanian, 2008).

Bu ¢alismada uygulamalarin sonunda ratlarin kan glukoz diizeyleri kontrol ve
resveratrol gruplarinda degismezken, STZ grubunda ortalama 463 mg/dL diizeylerinde
Olciilmiis ve STZ + Resveratrol grubunda ise 369 mg/dL degeri ile istatistiki olarak anlamli
bir diigiis gostermistir. Sahin ve ekibi tarafindan (2007; 2010; 2012) STZ uygulanan
ratlara, cesitli antioksidan organik krom formlarmin verilerek glukoz konsantrasyonlarinin
belirgin bicimde diistiriilebildigi ¢alismalarm bulgulariyla bu calismanin glukoz degisim
sonuglar1 paralellik arz etmektedir. Bununla birlikte; mangiferin, hesperidin, likopen gibi
fitokimyasallarimn uygulanmasiyla da serum glukoz diizeylerinin artisinin = Oniine
gecilebildigi bildirilmektedir (Sellamuthu, vd., 2008; Akiyama, vd., 2010; Bayramoglu,
vd., 2013). Ayrica; STZ verilen ve resveratrol ile deneme diizeni olusturulan gesitli
caligmalarda (Su vd.,2006; Revollo vd., 2007; Deng, 2008; Palsamy ve Subramanian,
2008; Yar vd., 2011; Ku vd., 2012), kemirgenlerde, gliklazid gibi oral antidiyabetik
ilaglarla kiyaslanabilecek basariyla kan sekerinin diismesini saglayan etkileri oldugu
gosterilmistir. Bununla birlikte; insanlarda yapilan pilot bir ¢alismada (Crandall vd., 2012);
glukoz intoleransinda olumlu etkileri oldugu belirlenmis olmasina karsin, bu etkinligin;
insiilin miktarlarmi direkt artirma yoluyla degil, dolayli bir mekanizma ile meydana geldigi
diistiniilmektedir (Su vd.,2006; Akar vd., 2012).

Bu c¢alismada ratlarda olusan oksidatif stres belirteci olarak oOlgililen lipit
peroksidasyon son iiriin gostergesi MDA diizeyleri; STZ+Resveratrol verilen grupta, STZ
verilen gruba oranla belirgin bigimde diiserek, kontrol ve resveratrol gruplari ile ayni
seviyelerde belirlenmistir. Bu durum resveratroliin etkili bir polifenoik antioksidan
oldugunu gostermektedir. Literatiirde bu bulguya benzer olarak elde edilmis ¢ok sayida
sonu¢ (Sharma ve Gupta 2002; Ates vd., 2007; Silan, 2008; Roghani ve
Baluchnejadmojarad, 2010) olmasina ragmen yakin zamanl bir ¢alismada resveratroliin

diyabetik ratlarin dalaginda proinflamatuar etki gdsterebildigini bildirilmektedir (Chang,
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vd., 2012). Bu durum; bu tarz ¢alismalarda doz ve siire belirlenirken hassas davranilmasi
gerektigini ortaya koymaktadir.

Yag dokudan tiretilip salgilandig1 bilinen bir adipokin olan PBEF/NAMPT/Visfatin
diizeylerinin ozellikle diyabetle yakindan iliskili oldugu disiiniilmektedir (Adeghate,
2008). Bu c¢alismada ratlarm kas dokusunda PBEF/NAMPT/Visfatin protein
ekspresyonlarinda STZ verilen gruba kiyasla STZ+Resveratrol grubunda belirgin bir
farklilik saptanirken, pankreas dokusu ekspresyonlarinda STZ+Resveratrol grubundaki
artis; STZ grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli ¢ikmasa da yiizde orani bakimindan
dikkate deger bulunmustur. Revollo ve ekibi (2007) tarafindan yapilan bir ¢aliymada
NAMPT’m intraselliiler ve ekstraselliiler olarak calisan bir NAD biyosentetik enzimi
oldugu ve pankreatik B hiicrelerinde glukoz uyariml insiilin sekresyonunda (GSIS), 6nemli
rol oynadigi, ancak bu etkinligini in vitro veya in vivo olarak insiiline benzer bi¢imde
gostermedigi ortaya konmustur. NAMPT in plazma diizeyleri yerine doku diizeylerine
bakmanin daha anlamli olabilecegine bir 6rnek olarak; yapilan bir ¢alismada farelerin kan
plazmalarinda nikotinamid mononiikleotide (NMN) rastlanmamistir (Hara, vd., 2011).

Mitokondriyal biyogenezi saglayarak metabolik gerilemeyi onledigi bildirilen
resveratroliin bu etkisini SIRT1 ve AMP aracili protein kinaz (AMPK) araciligiyla
gergeklestirdigi bildirilmektedir (Price, vd., 2012). Bu calismada SIRT1 ekspresyon
diizeyleri; kas ve pankreas dokularinda; STZ+Resveratrol verilen grupta, STZ verilen
gruba oranla kendi aralarinda belirgin bir bigimde artis gostermistir. Beslenme kaynakli
metabolik bozukluklarda resveratroliin insiilin direncini SIRT1 bagimli mekanizmalarin
aktivasyonunu saglamak suretiyle muhtemelen iyilestirebildigi bildirilmektedir (Baur vd.,
2006, Lagouge vd., 2006). Ayrica SIRT1 mRNA diizeylerinin; diyabet olusturulan ratlarin
kalp kasinda, kontrol gruplarina kiyasla diiserken, STZ+Resveratrol verilen grupta, diyabet
grubuna oranla artis gosterdigi ve bu bulguyla, diyabetik kalp kasinda resveratrol ile
SIRT1 uyariminimn gergeklestigi bildirilmistir (Yar vd., 2011).

Hiperglisemi nedeniyle, fare endotel dokusunda SIRT1 ekspresyon diizeylerinin
geriledigi ve resveratrol uygulamasi ile; AMP aracili protein kinaz ve hiperglisemide
aktivitesi artan AKT olarak da bilinen protein kinaz B’nin, FOXO transkripsiyon faktorii
iizerinden SIRT1’ i1 pozitif yonde regiile etmesiyle bu diizeylerde iyilesme saglandigi
belirlenmistir (Orimo vd., 2009). Resveratroliin insiilin sinyalizasyon mekanizmalarindan
ziyade, beta hiicrelerinin kaybimi engelledigi ve olast farklh (NAMPT—AMPK-
AKT—-FOXO—SIRT1) yolaklar {izerinden kan sekerinde artis1 engelleyici etki gosterdigi
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diistiniilmektedir. NAMPT aracili NAD sentezinin pankreas B hiicre fonksiyonu icin
gerekli oldugu belirtilmektedir (Tanaka ve Nabeshima, 2007). Resveratroliin hayvan
modellerindeki endotel reaktivitede olusan bir iyilesme ile saptanan vaskiiler koruyucu
etkisi; artan eNOS veya SIRT1 ve azalan NADPH oksidaz degisimine atfedilmektedir
(Mattagajasingh vd., 2007; Akar vd; 2011; 2012). Ayrica, yiiksek yagh diyetle beslenerek
insiiline karsi direng gelistirilen farelerde resveratroliin muhtemelen SIRT1 bagimli bir
bicimde insiilin direncinde iyilesme sagladigi ortaya konmustur (Baur vd., 2006; Lagouge
vd., 2006).

GLUT2; hiicre membranlar1 arasinda pasif olarak glukoz tasmimini saglayan bir
transmembran proteini olup, kandan glukozun alinim1 ve karacigere aktarimini ve buradan
salinimini saglar (Marty vd., 2007). Bu ¢alismada GLUT2 ekspresyon diizeyleri; pankreas
dokularinda; STZ+Resveratrol verilen grupta, STZ uygulamasi yapilan gruba oranla, kendi
aralarinda anlaml 6lgiide artis gostermistir. STZ ile diyabet olusturulan ratlarin pelet
yemlerine % 1 oraninda, Japonya’da medikal amacgl kullanilan ve sekiz farkli bitkiden
elde edilen bir karisim olan hachimi-jio-gan eksraktr uygulanmis ve dort haftalik tedavi
sonrasi insiilin salinimi diizenlenirken, baslangicta baskilanan GLUT2 ekspresyonlari, daha
sonra diizelmistir (Hirotani, vd., 2007). Yapilan bir bagka caligmada, insiilin salgilayan
INS-1E hiicreleri ve insan Langerhans adaciklari, 25 um resveratrol uygulanarak 24 saat
boyunca kiiltiir ortamina alinmis ve glukoz ile stimiile olan insiilin sekresyonunun anlamli
sekilde giiclendigi, ayrica hem GLUT2 ekspresyon diizeyinin hem de glikolizi baslatan
enzim olan glukokinazin ekspresyonlarin belirgin bi¢imde arttig1 tespit edilmistir
(Vetterli vd., 2011).

Viicutta 6zellikle insiiline yanit veren major dokulardan olan adipositler ve kas
doku arasinda, insiilin reseptdr uyarimli glukoz transportunda gorev alan GLUT4 diizeyi
degisimleri, diyabette 6nem arz etmektedir (Cushman ve Wardzala 1980; Suzuki ve
Kono,1980; Stenbit, vd., 1997). Bu calismada GLUT4 ekspresyon diizeyleri; kas ve
pankreas dokularinda; STZ+Resveratrol verilen grupta, yalnizca STZ verilen gruba oranla,
kendi aralarinda belirgin bir bigimde artis gostermistir. Yapilan baska bir ¢alismada; ratlar
yiiksek kolesterollii ve fruktoz igeren bir diyetle beslenerek, uzun siireli (15 hafta)
resveratrol terapisine tabi tutulmus ve GLUT4 aktivasyonu araciligiyla insiilin reseptor
fosforilasyonunda artis saglanarak hipertrigliseridemi ve insiilin direncinde diizelmeler

saglanmustir (Deng vd.,2008). STZ uygulanarak disi ratlarda diyabet olusturulan bir bagka
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calismada, piyoglitazon uygulanarak insiilin hassasiyetinde gelisme saglanmis ve kas
dokusu GLUT4 seviyelerinde artis kaydedilmistir (Ding, vd., 2005).

STZ ve nikotinamid ile diyabet olusturulan ratlarda resveratroliin doza bagl olarak;
antihiperglisemik etkisinin yaninda, ¢izgili kas dokusu GLUT4 ekspresyonlarinda artis
sagladig1 bildirilmistir (Chi, vd., 2007). Resveratroliin, STZ ile olusturulan diyabetik
miyokardiyumda, endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) ve AKT gibi bazi hiicre i¢i sinyal
bilesenlerini, AMPK yolag: tizerinden tetikledigi ve SIRT1 aktivasyonunu saglayarak
GLUT4 translokasyonunda 6nemli rol oynadigi bildirilmektedir (Turan vd., 2012).

Insiilin; pankreasin beta hiicreleri tarafindan olusturulur ve dzellikle karaciger, kas
ve adipoz dokuda glukozun kandan gegisini saglayan peptid yapili bir hormon olup,
diyabet hastaliginda biiyiik 6neme sahiptir (Melloul, vd., 2002). Bu ¢alismada; pankreas
doku insiilin ekspresyonlarinda STZ+Resveratrol grubundaki artig; STZ grubuna oranla
anlamli bulunmustur. Yakm zamanl olarak yapilan bir ¢aligma; ratlarda streptozotosin ile
olusturulan diyabette, resveratroliin prevantif olarak uygulandig1 zaman, pankreasin beta
hiicrelerinde; programli hiicre 6liimii olan apopitozda gorev alan PARP (poli-ADP riboz-
polimeraz) aktivasyonunu engelleyip, belirgin olarak koruyucu bir etkiye sahip oldugunu
gostermistir. Bu sayede beta hiicreleri apoptoza gitmemekte ve dogal olarak insiilin
salgilama yeteneklerini stirdiirebilmektedir (Ku vd., 2012).

Chi ve arkadaslar1 tarafindan yapilan c¢alismada (2007), resveratrol takviyesi
diyabetik ratlarda insiilin saliniminda artis saglamistir. Akar ve arkadaslar1 (2011)
tarafindan yapilan bir calismada resveratroliin endotel fonksiyonda koruma sagladigi ve
diyabet kaynakli vaskiiler tahribata kars1 korudugu, baska bir ¢alismalarinda (2012) yiiksek
oranda fruktoz igeren misir surubu tiiketimine baglh vaskiilopatide koruyucu bir potansiyel
icerdigi belirlenmistir. Farkli bir arastirmada ise fruktoz verilen ratlarda, resveratroliin
insiilin hassasiyetini artirmada, oral bir anti-diyabetik olan metforminden daha etkili
oldugu ve metabolik sendrom ile hepatik oksidatif stresi hafifletici etkilerinin oldugu
ortaya konmustur (Bagul vd., 2012).

Resveratroliin insiilinomimetik etkinliginin insiilin ile iligkili olup olmadig1 tam
olarak anlasilamamistir (Su vd., 2006). Tip 1 diyabetli tavsanlarda resveratroliin; artan
trigliserit seviyelerinde diizelme saglayamamasinin muhtemelen yetersiz kalan insiilin
etkisi nedeniyle olabilecegi bildirilmistir (Akar vd., 2011).

Resveratroliin  hayvan modellerinde insiilin duyarlilifi ve glukoz toleransi

tizerindeki umut verici etkilerine ragmen, insanlarla yapilmis ¢ok yonlii calisma eksikligi
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goze carpmaktadir. Bu konuda yapilan yakin zamanli pilot bir ¢aligmada (Crandall vd.,
2012); dort haftalik resveratrol uygulamasmm yasa bagli glukoz intoleransi olan
erigkinlerde; 6gilin sonrast plazma glukozunda ve insiilin duyarliliginda diizelme sagladig:
ortaya konmustur. Bununla birlikte Yoshino ve arkadaglari tarafindan (2012), obez
olmayan post menapozal ve normal glukoz toleransina sahip kadinlarla 12 hafta boyunca
yiriitiilen bir ¢caligmada; resveratroliin plazmada yiikseldigi saptanmis ve resveratroliin;
viicut kompozisyonu, plazma lipitleri ve yang1 markorlerini etkilemedigi ayrica karaciger,
iskelet kas dokusu veya yag dokuda insiilin hassasiyetini de etkilemedigi gosterilmistir
(Yoshino vd., 2012).

Hayvan deneylerinde elde edilen olumlu sonuglarm insanli ¢aligmalara 151k tuttugu
diistiniildiigiinde; resveratrol ve benzeri antioksidanlarin diyabet veya farkli sistemik
hastaliklardaki faydali etkilerinin arastirilmasinin, bu hastaliklara yakalanmis olan ¢ok
sayida insanmn yagsam kalitesini artirmaya katkida bulunacagi ve alanla ilgili ¢ok sayida
calisma yapilmasinin gerekliliginin, beseri, ekonomik, saglik ve bilimsel anlamda g¢ok
kiymetli oldugu ortadadir.

Sonug itibariyle bu tez calismasinda; STZ uygulamasi ile diyabet olusturulan
ratlarda  polifenolik bir antioksidan olan resveratoliin uygulamasmin, lipit
peroksidasyonunu azalttigi, PBEF/NAMPT/Visfatin ve dolayisi ile SIRT 1 yolagi lizerinde
olumlu etki saglayarak insiilin rezervlerini korudugu ve glukoz tasiyici proteinleri 2 ve 4
ekspresyonlarinda olumlu etki gosterdigi, insiilin ekspresyonunu kismen artirdigr ve
boylece diyabet tedavisinde destekleyici ve MDA diizeylerindeki indirgeyici etkinliginden

otiirti de, sekonder komplikasyonlara karsi koruyucu etki gosterebildigi s6ylenebilir.
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