<>

BASKENT UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

BESLENME VE DIYETETIiK BOLUMU

FARELERDE RESVERATROL iLE BESLENMENIN MYOGENIN
ve mTOR DUZEYLERI UZERINE ETKIiSi

Uzm. Dyt. Serap ANDAC OZTURK

DOKTORA TEZI

ANKARA, 2016



<>

BASKENT UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
BESLENME VE DIYETETIiK BOLUMU

FARELERDE RESVERATROL iLE BESLENMENIN MYOGENIN
ve mTOR DUZEYLERI UZERINE ETKIiSi

Uzm. Dyt. Serap ANDAC OZTURK

TEZ DANISMANI
Prof. Dr. Giill KIZILTAN

DOKTORA TEZIi

ANKARA, 2016



T.C

BASKENT tINingsiTgsi )
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

Beslenme ve Diyetetik Doktora Programi g¢ergevesinde Serap Andag Oztiirk tarafindan
yiiriitiilmiis olan bu ¢alisma. asagidaki jiiri tarafindan Doktora Tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi:

27/05/2016

Tez Konusu: “Farelerde Resveratrol ile Beslenmenin Myogenin ve Mtor Diizeyleri Uzerine

Etkisi™

TEZ DANISMANI: Prof. Dr. Giil KIZILTAN

TEZ JURIiSI UYELERI

Prof. Dr. Giil Kiziltan

Dog¢. Dr. Mendane Saka

Yrd. Dog. Dr. Perim Tiirker

Dog. Dr. Zehra Biiyiiktuncer Demirel
Dog. Dr. Makbule Gezmen Karadag

1 pudtier]
4

o

A

Baskent Universitesi

N

Baskent Universitesi
Baskent Universitesi
Hacettepe Universitesi

Gazi Universitesi

ONAY: Bu tez, Baskent Universitesi Lisansiistii Egitim-Ogretim ve Smav Yonetmeligi'nin
ilgili maddeleri uyarinca yukaridaki jiiri Gyeleri tarafindan uygun ooriilmiis ve Enstitii
Yonetim Kurulunun 3¢.. QS... / 2016 tarih ve ...0 &.S... Karar Sayisi ile kabul edilmistir.

Prof. Dr. gngin ERDAL
Enstiti Mudri



TESEKKUR

Bu arastirmanin yiirlitiilmesinde bana yol gdsteren, sabri ve anlayisi i¢in hep

minnettar kalacagim tez danigmanim sayin Prof. Dr. Giil Kiziltan’a,

Arastirma siiresince sagladigi moral ve motivasyon i¢in saymn Dog¢.Dr. Mendane

Saka’ya,

Aragtirma boyunca desteklerini esirgemeyen saymn Dog¢ Dr. Erkan Yurtcu’ya,
sayin Vet. Dr. Didem Bacanli’ya, saym Ogr. Gor. Yesim Korkmaz’a, saym Uzm. Dyt.
Beril Yilmaz’a, saymn Dog. Dr. Mutlu Demiray’ a, sayin Dog. Dr. Kiibra El¢ioglu’ na,

saym Uzm. Dr. irem Oner Ozkara’ ya, saym Uzm. Dr. Zeliha Arslan Ulukan’ a ve

Her konuda en biiyiik destek¢im olan esim Ertugrul Oztiirk ve canim aileme en

icten tesekkiirlerimi sunarim.

Bu tez ¢alismasi, Baskent Universitesi Tip ve Saglik Bilimleri Arastirma Kurulu

tarafindan desteklenmistir.



OZET

Serap ANDAC OZTURK, Farelerde resveratrol ile beslenmenin myogenin ve
mMTOR diizeyleri iizerine etkisi. Baskent Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii

Beslenme ve Diyetetik Programi, Doktora Tezi, 2016.

Resveratrol polifenolik bir bilesiktir. Anti-karsinojenik, anti-inflamatuvar, néroprotektif,
anti-aterojenik, anti-trombojenik 6zelliklerinin yan1 sira, egzersizin etkilerini taklit ettigi,
mitokondri sayisi ve fonksiyonlarini arttirdigi, adipositeyi azalttigi, egzersiz
tolerasyonunu iyilestirdigi belirtilmektedir. Bu c¢alismada farelerde resveratrol
uygulamasinin, myogenin Ve mTOR diizeyleri iizerine olan etkisi ve mevcut doz
uygulamasinin kas kiitlesine olas etkilerini arastirmak amaglanmigtir. Calisma, Baskent
Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezinde yiiriitiilmiis olup; ¢alismada 14
adet, swiss albino geng eriskin fare kullanilmistir. Fareler rastgele, ¢alisma grubu (n:7) ve
kontrol grubu (n:7) olmak tizere iki gruba ayrilmislardir. Calisma grubuna ardisik 7 giin
boyunca 20 mg/kg transresveratrol intraperitoneal yol ile verilmistir. Yedinci giin
uygulamasindan sonra genel anestezi altinda farelerin gastroknemius kaslari ¢ikartilmas,
agirliklar1 kaydedilmis ve mTOR, myogenin analizleri i¢in -80° C’ de saklanmistir.
Myogenin ve mTOR diizeylerinin saptanmasinda Eliza yontemi kullanilmustir.
Calismanin sonucunda, c¢alisma grubunun 7. giin agirlik ortalamasi (22.114+3.22 g),
kontrol grubundan (28.63+3.80 g) istatistiksel olarak 6nemli diizeyde diisiik bulunmustur
(p<0.05). Sag gastroknemius kas agirh@ ac¢isindan degerlendirildiginde, ¢alisma
grubunun ortalama kas agirhigr 0.09+0.03 g , kontrol grubunda ise 0.12+0.02 g olarak
saptanmig ve aralarindaki fark istatistiksel olarak 6nemli diizeyde diisiik bulunmustur
(p<0.05). Gruplar arasinda mTOR ve myogenin diizeylerinin ortalamalari agisindan
istatistiksel olarak bir farklilik bulunmamuistir (p>0.05). Bu dogrultuda, ¢alismada obezite
modeli olmaksizin resveratroliin zayiflatict etkisinin saptanmis olmasi 6nemli olmakla
birlikte, resveratrol uygulamasimnin kas atrofisine karsi herhangi bir koruyucu etkisi
saptanmamustir. Ayrica atrofi siirecinde azalmasi beklenen mTOR diizeylerinde de

degisiklik saptanmamistir. Resveratroliin kas dokusu iizerine etkileri nispeten az
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¢alisilmis bir konu olup, bu etkilerin saptanabilmesi i¢in doz, siire ve kas kiitlesindeki

metabolik yolaklara olan etkisini arastiran daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir.

Anahtar kelimeler: resveratrol, gastroknemius, agirhk, mTOR, myogenin

Bu tez calismasi, Baskent Universitesi Tip ve Saglik Bilimleri Arastirma Kurulu
tarafindan 11/05/2015 tarih, 15/23 sayil1 kararla uygun bulunmustur.
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ABSTRACT

Serap ANDAC OZTURK, The effect of feeding with resveratrol on the myogenin
and mTOR levels, in mice. Baskent University, Faculty of Health Sciences, Nutrition
and Dietetics Program, PhD Thesis, 2016.

Resveratrol is a polyphenolic compound. Besides having anti-carcinogenic,
anti-inflammatory, neuroprotective, anti-atherogenic, anti-thrombogenic effects it
also stated to mimick the effects of exercise, increase the mitochondrial number and
function, decrease the adiposity and restore the exercise tolerance. In this study,
it is aimed to research the effects of resveratrol intervention on the myogenin and mTOR
levels and the effect of the present dose usage on the muscle mass of mice. The study has
been carried out at the Baskent University Experimental Animal Research Center;
14 young adult Swiss Albino mouse were randomly divided into two groups.
Experimental group (n:7) and control group (n:7). The experimental group received
20 mg/kg/day resveratrol for 7 consecutive days through intraperitoneal way. At the
end of the 7th day, the gastrocnemius muscles were removed under general anesthesia,
their weights were recorded and they are stored at -80°C for mTOR and
myogenin analysis. To determin the myogenin and mTOR levels Elisa method was used.
The average weight of the experimental group was (22.11£3.22 g) statistically lower
than the average weight of the control group (28.63+3.80 g) (p<0.05). If evaluated
in terms of the right gastrocnemius muscle weight, the experimental groups' average
weight was found 0.09+0.03 g, whereas the control groups' weight was found
0.12+0.02 g and the difference was statistically significantly low (p<0.05).
No statistical difference was found between the groups, in terms of mTOR and
myogenin average levels (p>0.05). According to the results of this study it is find out
that resveratrol has weight reducing effects without having an obesity model,
resveratrol intervention has no protective effect against muscle atrophy.
Furthermore, there were no changes inthe mTOR  levels which were expected

to decrease during atrophy. Resveratrol effects on muscle tissue is arelatively
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little-studied  subject, to detect these effects more studies are needed to

investigate the effective dose, time and metabolic pahtways on muscle mass.

Keywords: resveratrol, gastrocnemius, weight, mTOR, myogenin

This project is approved by Baskent University Medicine and Health Sciences Research
Commission (Date: 11/05/2015, Number: 15/23).



ICINDEKILER

Sayfa

ONAY SAYFASI ii

TESEKKUR iv

OZET v
ABSTRACT vii
ICINDEKILER ix

SIMGELER VE KISALTMALAR Xi
SEKILLER Xiv
GRAFIK VE RESIMLER XV
TABLOLAR Xvi
Lo GHRIS oottt ettt ettt 1
2. GENEL BILGILER .........c.cocoiiiiiiiiisieis et 3
2.1, RESVEFALIOL ...ttt 3
2.2. Resveratrol ve Saghik Uzerine EtKileri...............cc.cccooovvovueveieeercesieeee e 5
2.2.1. Resveratrol ve karaciger yaglanmasl ..............cccoocoveeeiiiiiien e 5
2.2.2. RESVEratrol V& KANSET .......ccciiiiiiiie et 6
2.2.3. Resveratrol Ve 0DEZITE ........c.oceeiieiceeee e 7
2.2.4. Resveratrol ve mitokondri DIYOQENEeZi...........cccvviiiiiiiiiieie e 9
2.2.5. Resveratrol Ve performans ..........ccccooviieie e 10
2.3 KBS DIOKUSU ...ttt ettt sttt e b eneesbe e e 11
2.3.1. KAS RMUCTeSI...ccociiiiiiii e 12
2.3.2. KaS PrOTEINIEIT ... 13
2.3.3. Kas doKkusu ¢eSitleri .............cccooooiiiiiiiiic e 15
2.3.4. Kas HFIEri tIPIEri..c...ccii e 15
O = I N 1 (0] 1 1 [ ST PR 17
2.4.1. Ubiquitin proteazom yolagi (MAFbx/MuRF1) ve kas atrofisi................... 17
2.4.2. IGF-1/PI3K/AKt/MTOR ve Kas atrofiSi.........ccccuvveinieneniieiesc e 18
2.4.3. Myostatin ve Kas atrofiSi.........cccciviiiiiiiiiic s 19
2.4.4, OKSIOALIT STIES .. .eovieeieeiie ettt neenre e ans 19
2.4.5. STTOKINIET ..ot 20

2.5. ReSVEratrol Ve Kas ALFOTiSI «.....eeeeeeeeee e 20



2.6. KAS HIPEITIOTISI...couviiiieiiieiii et 20
2.6.1. IGF1/PI3K/AKt MTOR yolagl............ccccooviiiiiiiiiiiiie e 21
2.6.2. Kalsinorin yolagl; ...........ccooviiiiiiiiiec s 24
2.7. Miyogenez ve Miyojenik FaKtorler................ccocooviiiiiiiiiiii e 24
2.7.1. Miyogenez, miyojenik faktorler ve resveratrol .....................ccccooiiiinnnn, 28
3. GEREC VE YONTEM .........oooviiiieiieieeeeeeeeseee et enes s senes s san s 31
3.1. Arastirma Yeri Ve ZAMANI ............ocouveiiiiieiiiiie e sieeesiee s snee e sieeesieeesnee e 31
R 1) 111 1 | LTS TPR PP 31
3.2.1. Gruplandirma ve miidahale prosediirii ...............ccccocovviiiiiiiin, 31
3.2.2. Kas agirhKlarmin tayini..............cccoooiiiiiiiii 32
3.2.3. Protein iz0IaSYONU .......c.coiiiiiiiiiiiicie et 33
3.2.4. Bradford yontemi ile protein tayini................cccccocvniiiii e, 34
3.25. MTOR Eliza @analizi.........cccocooeiiiiiiiiiiiii 35
3.2.6. Myogenin Eliza analizi...........cccccooiiiiiiiiiiieee e 37
3.3. Istatistiksel ANAlIZIET .................ccoovvvevivieiieeeeee e, 39
4. BULGULAR ...t e 40
4.1. Gruplarmm AZirhk Degisimi ...........cccccoiiiiiiiiiiii 40
4.2. Sag Gastrokneius Kas AGirhiKIart..............ccoooooiiiiii 42
4.3. mTOR ve Myogenin Duzeyleri..............c.ccccconiiiiii 44
S5. TARTISMA ... s 48
6. SONUC VE ONERILER ...........c.coooiiiiiiiteeeeeeeeeee et 56
6.1, SONUGIAT ... 56
0.2. OMETIIET ..ottt 57
7. KAYNAKLAR .o 58
B EKKLER ... 67
EK 1 : Etik Kurul Onayl ... 67

Ek 2: Kimyasal Maddeler ... 69

B 31 CHNAZIAY ... ettt e e e e e 70



Xi

SIMGELER ve KISALTMALAR

4E-BP1 Okaryotik translasyon baslatic1 faktdr 4E baglayici protein 1
nL Mikro litre

ACC Asetil CoA karboksilaz

Akt Protein kinaz B

AMPK Adenosin monofosfat aktive protein kinaz
Ang-11 Anjiotensin Il

aP?2 Yag asit baglayici protein

ATP Adenozin trifosfat

Bcl-2 B hiicre lenfoma/l6semi- 2

BSA Bovine serum albumin

C/EBPa CCAAT-arttrici- baglayici protein
CnA Kalsinérin

DNA Deoksiriboniikleik asit

EDL Ekstensor digitorum longus

FABP4 Yag asit baglayici protein 4

FAS Yag asit sentaz

FOXO Forkhead box O

GSK3p Glikojen sentaz kinaz 3 beta

g Gram

H.0; Hidrojen peroksit

IFNy Interferon gama

IGF-1 Insiilin benzeri biiyiime faktor- 1
IGF-1R IGF-1 spesifik tirozin kinaz reseptor
IL-1p Interldkin 1 beta

IL-6 Interldkin -6

IRS1 Insiilin reseptdr substrat 1



LPL
MAFbx
MEF-2
mg
MHC
MHCd
MPC
MRF
MRF4
MRNA
MmTOR
MuRF1
myoD
NADPH
NAFLD
NFAT
NF-kB
Ng
NOX
OLETF
PBS

PGC-1a

PI3K
PIP3
PPAR-y
RNA

xii

Litre

Lipoprotein lipaz

Atrogin- 1/ Kas atrofi F- fox

Miyosit arttirict faktor 2

Miligram

Miyozin agir zincir

Gelisimsel miyozin agir zincir

Kas prekiirsor hiicreler

Miyojenik regiilator faktorler

Kas regiilator faktor 4

Messanger riboniikleik asit
Mammalian target of rapamycin
Muscle ring finger 1

Miyaoblast belirleyici protein
Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
Alkolik olmayan yagh karaciger hastalig
Aktive T hiicresi niikleer faktorii
Niikleer faktor kappa beta

Nanogram

Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat- oksidaz
Otsuka Long-Evans Tokushima fatty
Fosfat tampon soliisyon

Peroksizom proliferator aktive reseptor gama koaktivator 1-

alfa

Fosfotidilinositol 3 kinaz

Fosfotidilinositol 3,4,5 tri fosfat

Peroksizom proliferator aktive reseptor gama

Riboniikleik asit


https://en.wikipedia.org/wiki/NADPH

ROS
SGBS
SIRT1
SMAD 3
soL
SREBP-1C
T1DM
TGF-p
TNF-a
TWEAK
uv

Xiii

Reaktif oksijen tiirleri

Simpson-Galabi- Behmel-Sendrom

Sirtuin 1

Mothers against decapentaplegic homolog 3
Soleus kasi

Sterol regiilatory element baglayici protein -1C
Tip 1 diyabetus mellitus

Transforme edici biiylime faktorii beta

Tiimor nekrozitan faktor alfa

TNF-like weak inducer of apoptosis

Ultraviole


https://en.wikipedia.org/wiki/Transforming_growth_factor

Xiv

SEKILLER

Sekil 2.1 Resveratrolliin 1ZOmMErleri.........ccuvvieiiiiiie e 4

Sekil 2.2 Kalp, iskelet kast ve damar yollarinda egzersiz ve resveratrol tarafindan

diizenlenen metabolik yolaklar ..........ccccoviiiiiiiiiii e 10
Sekil 2.3 Protein sentezi ve degredasyon yolaklart............cccooiniiiiiiii e, 22
Sekil 2.4 mTOR- IGF-I1 €KSPIreSYONU.........cccveiiiiieiieiie e 23

Sekil 2.5 Miyogenez basamaklarini diizenleyen transkrispsiyonel faktorler ve kinazlar25

Sekil 2.6 Miyojenik siire¢ boyunca transkripsiyonel faktorler ............ccccovniiiiiininnnn. 27



XV

GRAFIKLER
Grafik 4.1 Gruplarin ortalama agirlik de@isim grafigi.........cccccceviveviiiieiieeieiie e 41
Grafik 4.2 Gruplar arasindaki agirlik degigimi .........ceoveiveiviriniiiiicieceeee s 42
Grafik 4.3 Gruplarin kas agirligi ortalamalarinin kargilagtirilmast.........cccoceeeveiiinnnnns 43
Grafik 4.4 mTOR ve myogenin ortalamalarinin karsilagtirtlmast ..........cccccveeeriveriennnnne 46
RESIMLER
Resim 3.1 Genel anestezi altinda gastroknemius kaslarinin ¢ikartilmasi...........cccceeeee 32
Resim 3.2 Protein izolasyonu birinci a$ama ...........cccoeevvireiiininiiinninnisieseseseesesne 33
Resim 3.3 Protein izolasyonu iKinCi @$ama............ocuereeiiiieeniniiniesecsie e 34
Resim 3.4 Eliza yikama sonrast gOrinlim..........c.cccverviriienieiieesie e 36
Resim 3.5 Spektrofotometri islemi sonrast gOTintim...........ceviveeriiriieniieiiiese e 36
Resim 3.6 Reajan A 1lave iS18mi.......cooiiiiiiiiiiiiiiii e 38

Resim 3.7 Stop soliisyonu ilave iglemi sonrast goriintime...........ceoocveeieeriieeninnieeniensnens 38



XVi

TABLOLAR
Tablo 2.1 Kasin yapisal elemanlariin kii¢iikten biiylige dogru siralanmasit.................. 13
Tablo 2.2 Kas proteinleri ve fonksiyonlart .........cccoceeiiiiiiiiiiiiciicee 14
Tablo 4.1 Calisma ve kontrol grubu 1. giin ve 7. giin agirhiklart ..o 40
Tablo 4.2 Gruplarin 1. giin ve 7. giin aZirliKIart ... 41
Tablo 4.3 Gruplarin sag gastroknemius kas agirliKlart ............cccceveveivieivesvcccsicseens 42
Tablo 4.4 Gruplarin sag gastroknemius kas agirliklarinin ortalamalart.............c.ccoveee 43
Tablo 4.5. Gruplarin MTOR dUZEYIETT........ccviiiiiiiiiicie e 44
Tablo 4.6 Gruplarin myogenin dUZEYIETi.........ceveiieriirireie e 45
Tablo 4.7 Gruplarin mTOR ve myogenin diizeyleri agisindan degerlendirilmesi.......... 45

Tablo 4.8 Calisma grubunda mTOR ve myogenin diizeyleri ile son agirlik ve kas agirlig
TLISKIST 1ttt b bbbttt nr e 46
Tablo 4.9 Kontrol grubunda mTOR ve myogenin diizeyleri ile son agirlik ve kas agirlig
TLISKIST 11ttt 47



1. GIRIS

Resveratrol son yillarda saglik lizerine olan birgok olumlu etkileri sonucunda
ilgi uyandiran bir polifenolik bilesiktir. Anti-karsinojenik, anti-inflamatuvar,
noroprotektif, anti-aterojenik, anti-trombojenik o6zelliklerinin yani sira, insilin
duyarliligin arttirdig1 ve yasam siiresini uzatabilecegi bildirilmistir. Son dénemlerde
ise, resveratroliin enerji metabolizmasini diizenlemeye yardimci olabilecegi,
egzersizin etkilerini taklit edebilecegi, mitokondri sayist ve fonksiyonlarimi
arttirabilecegi, adipoziteyi azaltabilecegi, egzersiz tolerasyonunu iyilestirebilecegi
bildirilmektedir (1). Resveratrol ilk olarak 1940 yilinda veratrum grandiflorum O.Loes
bitkisinin kokiinden elde edilmis olup (2), yetmisten fazla bitki ¢esidinde mekanik
yaralanma, mikrobiyal enfeksiyon, ultraviole (UV) iritasyonu gibi ¢evresel ya da
biyolojik strese yanit olarak iiretilen (3,4) fitoaleksin 6zelligi gosteren stilben grubuna
ait bir bilesiktir. “Phytoalexin”, Yunanca bir terim olup phyton; bitki, alexein ise
koruyucu anlamindadir. Asma, dut, yaban mersini, yer fistig1, antep fistig1, resveratrol
tireten bitkilerden bazilaridir (5). Resveratrol dogada iki formda bulunmaktadir; trans-
resveratrol ve cis-resveratrol. Tiim izomerler biyolojik olarak aktif olmasina ragmen,
cogunlukla resveratroliin biyolojik fonksiyonlar1 daha stabil formu olan trans-

resveratrole dayandirilmaktadir (3).

Resveratrol ¢ok sayida reseptor, kinaz ve diger enzimlerle de etkilesim
i¢indedir, bu da resveratroliin biyolojik etkilerindeki temel mekanizmay1 olusturur. /n
Vivo galismalarda, resveratrol ile miidahalenin, dokularda metabolik diizenlemelerde
etkili olan sirtuin 1 (SIRT1) ve adenosin monofosfat aktive protein kinaz (AMPK)
aktivasyonunu stimiile ettigi gosterilmistir (6,7). Resveratrol uzman paneli, 2010’ da
popiilasyonun bir kisminin giinde en az 1-2 mg resveratrolii diyetlerinde aldigini ve bu

miktarin kronik tiikketim i¢in giivenli oldugunu belirtmistir (2).

Iskelet kas Kkiitlesindeki kayiplar  birgok hastalik ile iliskilidir (8).
Resveratroliin protein degredasyonunu azalttigi in vitro c¢alismalarda (9,10)
gosterilmis olsa da, in vivo ¢alismalarda bu etkinin olusup olusmadigi bir tartisma
konusudur. Resveratroliin, in vitro c¢alismalarda kas hipertrofisindeki baslica
yolaklardan biri olan Akt (protein kinaz B) yolagini (11,12) ve miyojenik faktorleri

stimiile ederek miyogenezi uyardigi gosterilmistir (12). Ancak resveratroliin in vivo



olarak miyojenik faktorler tizerine etkisi ¢ok fazla ¢alisiimamistir. Bu ¢alismada, in
vitro ¢alismalarda gosterilmis olan resveratroliin miyojenik transkripsiyonel faktorler
tizerindeki bu uyarici etkisinin in vivo ¢alisma modelinde gosterilmesi ve resveratrol
uygulamasinin miyojenik transkripsiyonel faktorlerden ge¢ basamaktaki anahtar
faktor olan, myogenin transkripsiyonel faktorii ve miyogenez igin énemli bir kinaz
olan mTOR diizeyleri iizerine etkisi olup olmadiginin, buna bagh olarak mevcut
dozdaki resveratrol uygulamasinin  kas kiitlesine olas1 etkisinin arastirilmasi

amaglanmstir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Resveratrol

Resveratrol ozellikle 1997° den bu yana saglik iizerine olan birgok olumlu
etkileri sonucunda ilgi uyandiran bir polifenolik bilesiktir. Anti-karsinojenik,
anti-inflamatuvar, noroprotektif, anti-aterojenik, anti-trombojenik 6zelliklerinin yani
sira, insiilin duyarliligini arttirdig1 ve yasam siiresini uzatabilecegi bildirilmistir. Son
donemlerde ise, resveratrolin enerji metabolizmasin1 diizenlemeye yardimci
olabilecegi, egzersizin etkilerini taklit edebilecegi, mitokondri sayist ve
fonksiyonlarin1 arttirabilecegi, adipoziteyi azaltabilecegi, egzersiz tolerasyonunu
tyilestirebilecegi bildirilmektedir (1). Resveratrol ilk olarak 1940 yilinda veratrum
grandiflorum O.Loes bitkisinin kokiinden elde edilmis olup (2), yetmisten fazla bitki
cesidinde mekanik yaralanma, mikrobiyal enfeksiyon, ultraviole (UV) iritasyonu gibi
cevresel ya da biyolojik strese yanit olarak iiretilen (3,4) fitoaleksin 6zelligi gosteren
stilben grubuna ait bir bilesiktir. “Phytoalexin”, Yunanca bir terim olup phyton; bitki,
alexein ise koruyucu anlamindadir. Asma, dut, yaban mersini, yer fistig1, antep fistig1,
resveratrol lireten bitkilerden bazilaridir. Resveratrol 6zellikle renkli {iziim ¢esitlerinin
kabuklarinda yiiksek miktarda sentezlenmektedir (0.30-14.10 mg/g yas agirlik; 9.30-
78.50 mg/g kuru agirlik) (5). Karadut, {iziim ve kirmizi sarabin i¢inde de bulunmakta
olan resveratroliin “Fransiz paradoksunda” da pay1 oldugu 6ne siiriilmektedir (Fransiz
paradoksu; Fransizlarin kirmizi sarap tiiketimine bagli olarak kardiovaskiiler
hastaliklara kars1 epidemiyolojik olarak daha diisiik insidanslarinin olmasidir) (13).
Resveratrol dogada iki formda bulunmaktadir; trans-resveratrol ve cis-resveratrol (14)
(Sekil 2.1). Tim izomerlerin biyolojik olarak aktif olmasina ragmen, cogunlukla
resveratroliin biyolojik fonksiyonlar1 daha stabil formu olan trans-resveratrole
dayandirilmaktadir (3). Resveratrol 1s1ya dayanikli olmasi nedeni ile birgok yiyecek
cesidinde aktif formunu (trans-resveratrol) koruyabilmekte, agiz yoluyla alindiktan

sonra hemen sindirilmekte ve hizla kana karismaktadir (5).
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Sekil 2.1 Resveratroliin izomerleri

Resveratroliin  kandaki maksimum konsantrasyonunda doza bagimli yanit
goriilmektedir (6). Farmakokinetik olarak diisiikk doz uygulamasi sonrasinda kandaki
pik resveratrol diizeyine 30 dakika, yiiksek doz uygulamalar1 sonrasinda ise pik
konsantrasyona 1.5-2 saat iginde ulasildigi gosterilmis ise de, son donemde
resveratroliin hizli absorbe edildigi ve doz ne olursa olsun pik kan konsantrasyonuna
1 saat sonrasinda ulasildig1 raporlanmistir (15). Brown ve arkadaslarinin (16) yaptig
caligmada, 29 giin boyunca 0.5, 1.0, 2.5 ve 5.0 g/giin/resveratrol deneklere verilmistir.
Miidahale ve sonrasindaki 2 haftalik siirecte hematolojik, biyokimyasal ve klinik
incelemeler yapilmig ve ciddi bir yan etkisinin olmadig: bildirilmistir. Calismada en
stk goriilen yan etki gastrointestinal yakinma (karin agrisi, bulanti ve diyare gibi)
olarak saptanmig ve 1 g/giin’ den fazla doz resveratrol alanlarda bildirilmistir. Tipik
olarak gastrointestinal semptomlarin baslamasi kapsiiliin alimindan 1 saat sonra
baslamis ve giin boyunca devam etmistir. Calisma sonucunda; resveratrol dozunun 1
g/glin’ i agmamasi onerilmistir. Benzer sekilde planlanmig baska bir ¢calismada da, 4
haftalik siire¢ boyunca giinlik 1 gram resveratrol alimmnin genel olarak iyi tolere
edildigi ve resveratroliin ilag metabolizmasi ve enzim aktivitelerinde yaratabilecegi
etkiler nedeniyle bu dozun asilmamasi gerekliligi vurgulanmistir (17). Resveratrol
uzman paneli 2010’ da popiilasyonun bir kisminin giinde en az 1-2 mg resveratrolii
diyetlerinde aldigin1 ve bu miktarin kronik tiikketim i¢in giivenli oldugunu belirtmistir
(2).

Resveratroliin saglik iizerine olan etkileri ¢oklu mekanizmalar iizerinden

yiirlimektedir. Resveratrol ¢ok sayida reseptor, kinaz ve diger enzimlerle de etkilesim



i¢indedir, bu da resveratroliin biyolojik etkilerindeki temel mekanizmay1 olusturur. In
vivo calismalarda, resveratrol ile miidahalenin sirtuin 1 (SIRT1) ve adenosin
monofosfat aktive protein kinaz (AMPK) (bu bilesikler dokudaki metabolik

diizenlemeleri etkilemektedir) aktivasyonunu stimiile ettigi gosterilmistir (6,7).

2.2. Resveratrol ve Saghk Uzerine Etkileri

2.2.1. Resveratrol ve karaciger yaglanmasi

Diinyada obezite prevalansindaki artiga baglh olarak alkolik olmayan yagl
karaciger hastaliginda da (NAFLD) artis goriilmektedir (18). Insiilin direnci, oksidatif
stres ve inflamatuvar siire¢ler, NAFLD progresyonunda ve patogenezinde biitiinciil rol
oynamaktadirlar, bu nedenle ¢oklu vurus (multihit) ya da eski adiyla ¢ift vurus (double
hit) hipotezi NAFLD patogenezini tammlamak igin kullanilir. ilk vurusun sonucu
olarak insiilin direnci ortaya ¢ikmakta ve kanda artan yag asidi diizeyi karacigere giris
yaparak hepatosteatoza neden olmaktadir. Ikinci vurus, hepaotosteatoza bagl gelisen
inflamasyonun sonucu olarak gelisir (19). Tedavi secenekleri olarak agirlik kaybi, E
vitamini ve Glitazon tedavileri 6n planda olmakla birlikte kisitliliklar1 ve uzun
vadedeki yan etkileri nedeniyle, hastaligin tedavisinde alternatif tedavi modelleri
aranmaktadir (18). AMPK ve SIRT1, hepatik lipit metabolizmasini diizenleyen 2 kritik
molekiildiir. AMPK; lipit metabolizmasinda yag asit oksidasyon yolaginda, lipit
sentezini inhibe ederek ve oksidasyonu arttirarak kritik yol oynar (20). Resveratrol,
AMPK fosforilizasyonunu arttirarak, lipojenik genlerin [Sterol regiilator element-
baglayici protein 1C (SERBP-1C) ve yag asidi sentataz (FAS)] baskilanmasina neden
olmaktadir (21). SIRT1 aktivasyonu, NAFLD patogenezinde Onemli olan
mekanizmalarda inhibisyona neden olmaktadir (19). Resveratrol gii¢lii bir SIRTI
agonisti olarak tanimlanmis olup, SIRT1 proteininin ekspresyonunu ve aktivasyonunu
giiclii bir sekilde stimiile etmektedir (20). Resveratroliin NAFLD’ deki bozulmus lipit
metabolizmasi {izerine etkisinin sirtuin yolagi ve hepatik diisiik dansiteli lipoprotein
reseptorlerinin up-regiilasyonu tizerinden oldugu diisiiniilmektedir (21). Resveratrol
miidahalesinin SIRT1-AMPK sinyalizasyonu arttirarak lipit akiimiilasyonunu azalttigi
belirtilmistir (20). Resveratrolin, NAFLD ve inflamatuvar biyogdstergelerin
ekpresyonuna etkisini incelemek i¢in yapilan bir ¢alismada; resveratroliin viicut
yagini, total kolesterol, trigliserit, transaminaz ve plazma insiilin diizeylerini azalttig1,

bununla birlikte karacigerde inflamatuar gostergeler olan, tiimoér nekroz faktor alfa



(TNF-a), interlokin- 6 (IL-6) ve niikleer faktér kappa B (NF-kB) mRNA
ekspresyonlarinda da anlamli azalma sagladig belirtilmistir. Calismanin sonucunda
resveratrol ile miidahalenin lipit metabolizmasini iyilestirdigi, NAFLD’ yi azalttig1 ve
karacigerdeki proinflamatuvar gostergeleri azalttigi vurgulanmistir (22).

Bujanda ve arkadaslarmin (23) yaptigi ¢alismada da, resveratroliin NAFLD’
nin siddetini azalttig1 ve bu etkinin TNF-a ve anti-oksidant aktivite araciligi ile yaptigi
vurgulanmistir. Resveratroliin NAFLD fizerine etkilerinin incelendigi ¢alismalarda
resveratrol uygulamasinin, yiiksek yagli beslenmenin indiikledigi insiilin direncini ve
yagl karacigeri AMPK’ y1 aktive ederek (24), karacigere trigliserit akiimiilasyonunu
azaltarak (25) ve enerji metabolizmasini diizenleyen yolaklari up-regiile ederek yiiksek
enerjili diyetin indiikledigi steatoz ve insiilin direncini onledigi gosterilmistir (26).
Resveratroliin sadece NAFLD’ de degil, alkole bagl yagl karaciger hastaliklarinda da
SIRT1 ve AMPK yolaklari tizerinden etkili oldugu belirtilmektedir (20). Ancak tiim
bu hayvan modelleri ile ¢eligkili olarak NAFLD tanis1 almis obez ve kilolu bireyler
tizerinde resveratroliin etkinliginin arastirildig: bagka bir calismada ise resveratrol alan
grupta insiilin direnci, steatozis, abdominal yag dagilimlarinda, plazma lipit ya da
anti-oksidan diizeylerinde baslangica gore herhangi bir azalma saptanmazken,
karaciger enzimlerinde de artis gdzlemlenmistir. Calisma sonucunda, resveratroliin
NAFLD o6zelliklerinde herhangi bir iyilesme saglayamadigi, aksine karaciger
enzimlerinde artisa neden oldugu i¢in daha ¢ok calismanin gerekliligine isaret

edilmistir (27).

2.2.2. Resveratrol ve kanser

Kanser, gelismis ve gelismekte olan iilkelerde baglica 6liim nedenlerinden
birisidir (28). Invitro ve hayvan c¢alismalarinda degisik fitokimyasallarin anti-
proliferatif, pro-apoptotik, anti-metastatik ve anti-anjiojenik etkileri gosterilmis
olmasina ragmen, klinik etkinlikleri hakkinda kisitli sayida ¢alisma vardir (29-31).
Resveratroliin saglik {izerine etkileri pek ¢ok alanda gosterilmis olup anti-kanser
ozelligi de literatiirde oldukga cok calisilmis bir alandir. Resveratroliin karsinogenez
ile ilgili birgok hiicresel olayda diizenleyici etkisi oldugu gosterilmistir (32).
Resveratroliin direkt olarak deoksiriboniikleik asit (DNA) ve riboniikleik asite (RNA)
baglanarak, anti-oksidan enzimleri aktive ettigini, inflamasyonu 6nledigini ve malign

hiicrelere 6zgli olarak genetik biitiinliigii saglayan DNA hasarini kontrol eden kinazlari



stimiile ettigi one siiriilmektedir (33). Resveratroliin hiicre farklilagsmasi ve apoptozis
gibi birgok kompleks hiicresel etkisi vardir ancak resveratroliin anti-timor etkisi tam
olarak anlasilamamustir. Bununla birlikte temel olarak bu etkideki baslica
mekanizmanin apoptozis {lizerinden yiridiagi bildirilmektedir (34). Resveratroliin

anti-kanser etkisinin 3 temel mekanizma ile iligkili oldugu diistiniilmektedir. Bunlar;

a) Karsinojenik aktivitenin inhibisyonu ve karsinojen detoksifikasyonunun

indiiklenmesi,
b) Biiylimenin durdurulmasi ve apoptozis,

¢) Kanserle iliskili proinflamatuvar sinyalizasyon yolaklarinin baskilanmasidir

(81,35).

Resveratroliin prostat, meme (36), kolorektal kanser (28,37), fibrosarkom
(38), karaciger, deri ve akciger kanserinde kanser onleyici ve kemotoropatik etkisi
bildirilmistir (32). Isvigre’ de yapilan bir ¢alismanin sonuglarma gére diyetin lignan,
kuarsetin ve resveratrolden zengin olmasmin 06zofajial kanser gelisimine karsi
koruyucu etken olabilecegi gosterilmistir (39). Resveratroliin sadece anti-kanser
ozelligi ile iligkili olarak degil, kemotoropatik ilaglarin sitotoksik etkilerinin
arttirilmasi ve sistemik yan etkilerinin azaltilmasina yonelik calismalar1 da mevcuttur;
bu caligmalardan Yuan ve arkadaslarinin (32) yaptigi calismada resveratroliin

kolorektal kanserli hiicrelerde sisplatinin sitotoksik etkisini arttirdig1 belirtilmistir.

2.2.3. Resveratrol ve obezite

Obezite; Amerika Birlesik Devletlerinde tek basina yilda 300.000° e yakin
olimden sorumlu tutulmaktadir. Obezitenin gelismesinde temel neden enerji
yogunlugu yiiksek besinler olarak gosterilmektedir. Obezitenin 6nlenmesinde ise,
enerji alimmin kisitlanmasi temel yaklasim olarak belirtilmektedir (40). Enerji
alimimin kisitlanmasinin tip 2 diyabet, kanser, kardiyovaskiiler ve norodejeneratif
hastaliklar gibi bircok hastaliga karst koruyucu etki gosterdigi kanitlanmigtir. Son
donemlerde ise, enerji aliminin azaltilmasi ile saglanan bu faydali etkileri taklit
edebilecek ve obezite tedavisinde kullanilabilecek dogal ya da sentetik bilesiklerin
tamimlanmasina odaklanilmistir (41). Resveratroliin anti-obezite mekanizmasi tam
olarak anlagilamamis olmakla birlikte, adipogenez, apoptozis, lipogenez, lipolizis,

termogenez ve yag asit oksidasyonu gibi ¢esitli metabolik yolaklara olan etkisi



tizerinde durulmaktadir (42). Yapilan bir ¢alismada, Otsuka Long-Evans Tokushima
fatty (OLETF) ratlarin diyetlerine resveratrol ilave ederck anti-obezite etkileri
aragtirtlmistir (OLETF ratlarda hiperplazi goriiliir ve normal diyetle bile obez hale
gelmektedirler). Bu ratlarda diyetlerine eklenen resveratrol ile 4 haftalik uygulama
sonrast yag metabolizmalarinda anlamli azalma meydana geldigi gézlemlenmistir
(40). Obez hayvanlarda resveratroliin beyaz yag dokusundaki anti-adipojenik ve anti-
inflamatuvar etkilerinin arastirildign bir ¢alismada, yiiksek yagli diyetle beslenen
farelerle kiyaslandiginda, % 0.4 resveratrol iceren diyet alan farelerde agirlik kazanimi
anlamli (-%48) azalmistir. Calisma sonuglarinda resveratroliin viseral adipogenezi
engelledigi belirtilmistir (43). Resveratroliin preadipozit farklilasmasini engelleyerek
(44), adipozit proliferasyonunu azaltarak (45), adipozit apoptosizini indiikleyerek (45),
lipogenezi azaltarak (46), lipolizi ve yag asitlerinin [-oksidasyonunu tesvik ederek
obeziteyi engelleyici bir potansiyelinin oldugu gosterilmistir (47). Resveratroliin tiim
bu etkilerinin adipogenez, lipogenez ve yag asitlerinin [-oksidasyonunun temel
regiilatorii olan AMPK, sirtuin 1 (SIRT1) ve peroksizom proliferator-aktive reseptor
gama koaktivator 1-alfa (PGC-1a) ile iligkili olabilecegi vurgulanmigtir (48). 2003
yilinda resveratroliin, enerji metabolizmasini ve mitokondriyal homeostazi diizenleyen
onemli bir molekiil olan sirtuin 1 (SIRT1) aktivatorii oldugu kesfedilmistir (49).
Aktive edilmig SIRT1, transkripsiyonel ve post-translasyonel mekanizmalar araciligi
ile PGC-la’ y1 aktive etmektedir. Resveratrol PPAR-y (Peroksizom proliferator-
aktive reseptor gama), C/EBPa (CCAAT-arttirici-baglayict protein), ve yag asidi
baglayic1 protein 4 (FABP4), ve diger biyolojik gosterge proteinlerin [FOXO1
(Forkhead box O) gibi] ekspresyonunu baskilayarak; preadiposit farklilasmasini doza
bagimli olarak engellemektedir (48). Yapilan bir ¢alismada, resveratroliin agirlik
kazanimi tizerine olan etkisini, enerji alimini azaltarak, dinlenme metabolik hizin1 ve
yag mobilizasyonunu arttirarak yaptigi vurgulanmustir (50). Resveratroliin anti-obezite
etkisi yag oksidasyonu, metabolizmasi ya da adipojenik gen ekspresyonlarinin [PPAR,
C/EBPa, SREBP-1c, FAS, LPL, yag asit baglayic1 protein (aP2) ve leptin gibi]
baskilanmasi ile iliskili bulunmustur (43). Resveratrol miidahalesinin agirlik artigina,
lipojenik enzimler, kan lipit profili ve glukoz {iizerine etkisi olmadigi da
raporlanmaktadir (48). Saglikli 24 obez erkekte, yiiksek doz resveratrol uygulamasi

(1500 mg/giin) ile yapilan bir ¢alismada resveratroliin, endojen glukoz iiretiminde



herhangi bir degisiklik yaratmadigi vurgulanmistir. Dahasi dinlenme enerji harcamasi
ve kan basinci da resveratrolden etkilenmemistir. Ektopik (karaciger ve iskelet kasi)
ve viseral yag icerigi, magnetik rezonans, spektroskopi goriintiilleme kombinasyonu ile
Ol¢iilmiis ve yiiksek doz resveratrolden etkilenmedigi, ayrica resveratroliin plazma
metabolizma ve inflamasyon gostergelerini etkilemedigi raporlanmistir (49). Bu
celiski c¢alismalardaki zaman, resveratrol dozu ve deney hayvaninin yasindan

kaynaklaniyor olabilir (48).

2.2.4. Resveratrol ve mitokondri biyogenezi

Mitokondriler ¢ok dinamik organellerdir ve biyogenezleri endotelyal hiicre
metabolizmasi, redoks diizenlemeleri, sinyal iletimi ile iligskili goriilmektedir.
Mitokondriyal biyogenezdeki bozulma siklikla diyabet ve metabolik sendromda
goriilmekte ve bu hiicresel enerji dengesizligi, oksidatif stres, endotelyal disfonksiyon
gibi patolojik durumlara katkida bulunmaktadir (51). Mitokondriler siirekli olarak
yapilip yikilmakta ve enerji gereksinmesindeki degisikliklere gore yogunluklari
degismektedir. Egzersiz ya da diger uyaranlar karsisinda mitokondriyal igerikte
degisiklik olmast mitokondriyal biyogenez olarak tanimlanmaktadir (52).
Mitokondriyal biyogenez ve dongiiniin etkili kontrolii; enerji liretimi, endojen
oksidatif stresin engellenmesi ve saglikli yaslanma i¢in elzemdir. Bir¢ok endojen ve
ekzojen faktdér, PGC-la araciligi ile mitokondriyal biyogenezi regiile eder.
Resveratrol, PGC-1a’ in aktivasyonunu arttirir ve PGC-1a’ n ekspresyon diizeyi
mitokondriyal biyogenez ile direkt iliskilidir (53). Bu yolagin, yaslanma siirecini
yavaglattigi, bircok kronik hastalifi oOnledigi, kaslarda dayanikliligi arttirdig:
gosterilmistir (Sekil 2.2) (6,54).

Resveratrol, basta mitokondri biyogenezi ve mitokondriyal fonksiyonlardaki
olumlu etkilerine bagli olarak, kanser, yaslanma, obezite, karaciger yaglanmasi gibi
bircok hastaligin onlenmesinde umut vaad etmesine ragmen, klinik ¢alismalarin
sonuglar1 halen ¢eliskilidir ve etki mekanizmalarinin anlagilmasi, etkin doz araliginin

belirlenebilmesi i¢in daha ¢ok calismaya ihtiya¢c duyulmaktadir.
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Sekil 2.2 Kalp, iskelet kasi ve damar yollarinda egzersiz ve resveratrol tarafindan
diizenlenen metabolik yolaklar

2.2.5. Resveratrol ve performans

Beslenme ve sportif performans arasindaki iligki, en az 3000 yildir insanlarin
ilgi konusudur. Besin maddelerinin kullanilmasiyla ilgili direkt ¢alismalar ise son 150
yildir yapilmaktadir (55). Beslenmenin antrenman ve miisabaka basarisi tizerine olan
etkisi ylizyillardir bilinmektedir. Ergojenik yardimlar; egzersiz performans
kapasitesini ve antrenman adaptasyonunu gelistirmek i¢in kullanilan egzersiz teknigi,
mekanik alet, beslenme uygulamasi, farmokolojik metod ya da psikolojik teknikleri
kapsamaktadir. Ergojenik yardim olarak diyet takviyelerinin kullanimi tiim spor

dallar1 arasinda ¢ok yaygindir (56).

Bir fiziksel aktivite sirasinda, o fiziksel aktivitenin gerektirdigi fizyolojik,
biyomekanik ve psikolojik verime “performans” ad1 verilir (57). Performans igin enerji
tiretimi 6nemli oldugundan, iskelet kas kiitlesinin ve hiicrenin enerji santrali olarak

bilinen mitokondrilerin sayisinin 6nemi biiytiktiir. Mitokondrilerin sayilar1 egzersiz ya
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da diger uyaranlar karsisinda degisebilmektedir ve bu mitokondriyal biyogenez olarak
tamimlanmaktadir (52). Bu uyaranlardan egzersizin mitokondriyal biyogenezi %40
arttirdigi gosterilmistir (58). Ancak yapilan in vitro ¢alismalara gére sadece egzersiz
degil, resveratroliin de iskelet kaslar1 ve karacigerde mitokondriyal fonksiyon ve
biyogenezi iyilestirdigi gosterilmistir (51,59). Son donemlerde resveratroliin
performans ve dayaniklilik iizerine olumlu etkileri oldugu rapor edilmektedir. Buna
gore resveratroliin; egzersizin yaptig1 gibi, iskelet kas mitokondriyal biyogenezini,
yag asidi oksidasyonunu ve egzersiz performansini arttirdigi, yine resveratrol
takviyesinin egzersizin yarattig1 etkiyi giiglendirdigi ve sonug olarak bu etkilerinden

dolay1 ergojenik yardimci olarak kullanilabilecegi 6ne stiriilmektedir (60).

Diger caligmalarda ise, resveratrol ile beslenmenin egzersiz performansinda
artig ve egzersizin indiikledigi yorgunluk ile iliskili parametrelerde (laktat, amonyak
ve kreatin kinaz gibi), doza bagiml olarak azalma, oksijen tiiketiminde artis, iskelet
kasinda mitokondriyal fonksiyonlarla iligkili enzimlerin mRNA seviyelerinde artis
saptanmis ve bu sonuglara dayanarak resveratroliin egzersiz performansini
arttirabilecek bir ajan olarak kullanilabilecegi 6ne siiriilmiistir (61,62). Egzersiz
modeli olmaksizin yasli farelerde resveratrol kullaniminin performans {izerine olumlu
etkilerinin saptanmasi resveratroliin egzersiz ile benzer yolaklar1 stimiile ettigini
diistindiirmektedir (60). Lagouge ve arkadaglarinin (63), yaptig1 ¢alismada, resveratrol
takviyesi ile kas liflerinde glikolitik Tip Il liften daha oksidatif; Tip I liflere gegisin
indiikledigi ve bunun artmis kas dayanikliligina katki saglayabilecegi bildirilmistir.
Calismada resveratroliin; kas giiciinii arttirmasina yol agan adaptasyon belirlenemez
iken, c¢izgili kas kontraksiyonu ile iligkili genlerin ekspresyonunu arttirdigi

gosterilmistir.

2.3. Kas Dokusu

Viicut kiitlesinin yaklasik % 40 kadarini kaslar olusturmaktadir (64). Baslica
lokomotor fonksiyonlarinin yani sira, iskelet kaslarinin glikojen depolamak ve
aminoasit katabolizmasi1 gibi metabolik rolleri de vardir. Kas dokusu mekanik ve
metabolik gorevlerinden dolay1 yaralanma ve zedelenmelere agik bir dokudur. Kas

dokusundaki kayiplar ya da defektler saglik iizerine olumsuz etkiler yaratmaktadir
(65).
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Kaslarda onemli miktarlarda filament6z yapida proteinler olan aktin ve
miyozin yer almaktadir. Bu proteinler kalsiyum varliginda, adenozin trifosfati (ATP)

kullanarak kas kasilmasinda gérev yapmaktadir (64).

2.3.1. Kas hiicresi

Tek bir kas hiicresine kas lifi denir. Her kas lifi gelisme sirasinda miyoblastlar
denen, farklilasmamuis, tek g¢ekirdekli birka¢ hiicrenin ¢ok cekirdekli silindirik bir
hiicre seklinde birlesmesiyle olusur. Iskelet kasindaki bu farklilasma doguma yakin
zamanda tamamlanir ve bu farklilasmis lifler bebeklikten yetiskinlige kadar boyut
olarak biliylimeye devam eder. Ancak dogumdan sonra miyoblastlardan yeni lifler
olusmaz. Eger iskelet kasi lifleri bir yaralanma sonucu hasar goriirse, diger kas lifleri
boliinerek, hasarlanan liflerin yerini alamaz. Kas liflerine komsu yerlesmis bulunan
satellit hiicreler, emriyonik miyoblastlar gibi bir degisim gostererek yeni lifler
olusturabilir. Bir yeni kas lifi olusturabilme kapasitesine ragmen, eger kas, agir hasar
gérmiis ise tam giicline ulasamaz. Kas dokusunun kaybinda gerceklesen onarici
mekanizma genel olarak kalan liflerin ¢aplarinin biiyiimesi (hipertrofi) ile gerg¢eklesir
(66). Makroskobik diizeyde kaslar, iskelet kasimnin ¢izgili goriintiisiinii olusturan ve
fasikiil ad1 verilen uzun c¢ok c¢ekirdekli kas lifi hiicreleri (miyofibril) demetlerini
icermektedirler. Miyofibril demetlerini olusturan miyofibril hiicreleri, miyoflament

proteinlerinden meydana gelmektedir. (Tablo 2.1) (64).

Kas lifini (hiicre) gevreleyen hiicre zarina sarkolemma denir. Kas hiicresi ve
sinir sinir1 olan sarkoplazmada organik ve inorganik bilesikler bulunur. Miyofibriller
iskelet kasmnin kasilma mekanizmasinda goérev alan fonksiyonel birimlerdir.
Uzunlamasima incelendiklerinde, sarkomer adi verilen c¢ok sayida bolmelere
ayrildiklar1 goriiliir. Sarkomer kas hiicresinde kasilma igini yapan en kii¢iik birimdir.
Sarkomeri, dolayisiyla miyofibrilleri olusturan protein yapisindaki miyoflamentler,
ince (aktin) ve kalin (miyozin ) olmak tizere iki tiirliidiir. Sarkomeri (miyofibrili)
olusturan ince flament aktin, troponin ve tropomiyozin proteinlerinden olusurken,

kalin flament sadece miyozin molekiiliinden olusur (67).
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Tablo 2.1 Kasin yapisal elemanlarimin kiigiikten biiyiige dogru siralanmasi

Mikroskobik birim Fasikiil: kas hiicre demeti

Hiicresel birim Miyofibril hiicresi: uzun ¢ok ¢ekirdekli hiicre
Subselliiler birim Miyofibril: miyoflament proteinlerden olusur
Fonksiyonel birim Sarkomer; kontraktil birim, miyofibrillin

tekrarlanan birimi

Miyofilament bilesenleri Proteinler; temelde aktin ve miyozin

2.3.2. Kas proteinleri

Kas kasilmasi, aktin ve miyozin etkilesimi ve konformasyonlarindaki
degisiklikler aracilig1 ile gerceklesmektedir. ATP molekiiliiniin kimyasal enerjisini
kasin mekanik hareketine aktomiyozin kompleksi doniistiirmektedir. Bu iki
miyoflament proteini toplam kas proteininin %90 kadarini olusturmaktadir. Diger
aktomiyozin iligkili proteinler, kas proteinlerinin etkilesimi ve kasilmanin

koordinasyonu i¢in gereklidir (Tablo 2.2) (64).

2.3.2.1. Miyozin

Kas proteininin yarisindan fazlasini miyozin olusturmaktadir. Kalsiyum
varliginda ATPaz aktivitesi bulunan ve iki globiiler bolge iceren uzun bir protein
seklindeki miyozinin yapisinda iki agir ve dort hafif zincir yer almaktadir (64). Her
miyozin molekiiliiniin kuyrugu kalin filamentin ekseni boyunca uzanirken, iki globiiler
kafa ise ¢apraz kopriileri olusturmak tizere yanlardan disa dogru yayilir. Her globiiler
basta , biri aktin, digeri de ATP i¢in, iki baglanma yeri vardir. ATP baglanma bolgeleri
ayn1 zamanda bir ATPaz enzimi olarak gdrev yaparlar ve ATP baglarini hidrolize

ederek kasilma i¢in gereken enerjiyi ortaya ¢ikarirlar (66).



14

Tablo 2.2 Kas proteinleri ve fonksiyonlari

Protein Fonksiyon

Miyozin Kalsiyuma bagimli ATP’ az aktivitesi

C- protein Miyozinin kalin filamentlere katilim1

M- protein Miyozin filamentlerinin M ¢izgisine baglanmasi
Aktin G- aktin filamentoz F- aktine polimerize olmasi

Tropomiyozin
TroponinC, Ive T

a- ve - aktinin

F aktinin konformasyonel degisikliklerinin stabilizasyonu
Aktomiyozin etkilesiminin diizenlenmesi

F aktin stabilizasyonu ve Z ¢izgisine baglanmasi (olasilikla)

Nebulin F aktin filamenterinin uzunlugunun belirlenmesi

Titin Sarkomerin, dinlenme gerilimi ve uzunlugunun kontroli
Desmin Kas hiicrelerinde miyofibrillerin organizasyonu

Distrofin Sitoiskelet ve kas hiicre, plazma membraninin giiclendirilmesi
2.3.2.2. Aktin

Aktin, globiiler G aktin kii¢iik alt birimlerinden olusmaktadir. G aktin alt

birimlerinin bas- kuyruk seklinde polimerizasyonundan filament yapisinda olan F-
aktin elde edilmekte ve iki polimer zincirin birbiri etrafinda sarilmasi ile F- aktin

miyoflamenti meydana gelmektedir (64).

Bir aktin molekiilii tek bir polipeptitten olusan globiiler bir proteindir. Diger
aktin molekiilleri ile polimerize olarak birbiri iizerine sarmalanmis ikili bir zincir
olusturur. Bu zincirler bir ince filamentin esasini olustururlar. Her aktin molekiiliinde

miyozin i¢in bir baglanma yeri bulunur (66).

2.3.2.3. Tropomiyozin ve troponinler

Tropomiyozin, F-aktin oluklart boyunca ilerleyen fibroz bir proteindir.
Yaklasik yedi G- aktin birimi ile temasta olan her tropomiyozin molekiilii F- aktinin
stabilizasyonunda ve kasilmasinda aktin alt birimleri arasindaki konformasyonel
degisikliklerin  koordinasyonunda rol oynamaktadir. Kalsiyum eksikliginde

tropomiyozin, aktin ilizerindeki miyozin baglanma bolgesini bloke etmektedir. Tn-
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T(tropomiyozin baglayici), Tn-C (Kalsiyum baglayici) ve Tr-1 (inhibitor alt birim)
proteinlerinden olusan bir troponin proteinler kompleksi, tropomiyozine baghdir.
Troponinler aktin ve miyozin arasindaki etkilesimi diizenlemektedirler (64). Kas
hiicresindeki miyofibriller ve dolayisiyla sarkomerde miyoflamentlerin yerlesim
diizeni, iskelet kas hiicrelerine ¢izgili gortiniim verirler. Sarkomerin her iki ucunda
aktin flamantlerinin olusturdugu bolgeye “I band1” ad1 verilir ve agik renkli goriiliir.
“A band1” ise aktin ve miyozin flamantlerince olusturulur, koyu renklidir. A bandinin
ortasinda ise yalnizca miyozin flamentinden olusan “H bandi” yer alir. Aktin
flamentlerinin olusturdugu I bandinin arasinda ise “Z ¢izgileri” bulunur ve iki Z ¢izgisi

arasindaki bolgeye “sarkomer” ad1 verilir ve sirasiyla I;A; I bantlarindan olusur (67).

2.3.3. Kas dokusu cesitleri

Organizmada 3 tiir kas dokusu vardir. Bunlar sirasiyla su sekildedir;

Diiz kaslar; otonom sinir sistemi tarafindan uyarilan ve istem dis1 kasilan diiz
kaslar, aktin ve miyozin flamentlerinin, belirli bir diizen i¢inde degil de rastgele bir
dagilim gostermesi nedeniyle, mikroskopik agidan enine ¢izgi gostermezler ve bu
ylizden diiz kaslar adini alirlar. Sinirsel kontrolii nedeniyle de istem dis1 kasilan kaslar
olarak nitelendirilirler. Kan damarlar1, i¢ organlar, barsak vb. organlarda bulunurlar
(67).

Cizgili (iskelet) kaslar: aktin ve miyozin flamentlerinin belirli bir diizen iginde
dagildig1 iskelet Kkaslari, ¢izgili goriinimdedir ve istemli kaslar olarakta
nitelendirilirler. Somatik sinir sistemi tarafindan uyarilan iskelet kaslarinin kasilmasi

ile hareket meydana gelir (66,67).

Kalp kasi; yapisal agidan iskelet kaslarina benzeyen kalp kasi (miyokard)
¢izgili goriiniir. Fonksiyonel agidan ise diiz kaslara benzer (istem dis1), otonom sinir

sistemi tarafindan kontrol edilir (67).

2.3.4. Kas lifleri tipleri
Iskelet kas liflerinin mekanik ve metabolik karakteristikleri birbirinden

farklilik gosterir. Farkli tiplerdeki kas lifleri
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(1) Maksimal kasilma hizina gore — yavas ya da hizhi-
(2) ATP yapiminda kullandiklar1 esas yola gore — oksidatif ya da glikolitik
oOzellikleri esas alinarak siniflandirilmaktadir (66,67).

Yavas ve hizli kas liflerindeki miyozinlerin ATP’yi maksimal parcalayabilme
hizlar1 birbirlerinden farklidir. Bu 6zelligi nedeniyle c¢apraz koprii dongiisiiniin
ulagabildigi maksimal hiz, maksimal kasilma hizinin da belirleyicisidir. Miyozin
ATPaz aktivitesi yiiksek olan ve “hizli lifler” olarak adlandirilan kas lifleri, ayni
zamanda “TIP II lifler” olarak da siniflandirilmaktadir. Hizli liflerin bazi alt gruplar
ise, aralarindaki kiiciik yapisal farkliliklar ile birbirlerinden ayirt edilebilir. Ote yandan
miyozin ATPaz aktivitesi yavas olan kas liflerine “yavas lifler” veya “TIP I kas lifleri”
ad1 verilir. Hizl liflerin ¢apraz koprii doniisiim hizi yavas liflerden dort kat daha hizl
olmakla beraber, ¢apraz kopriiler tarafinda olusturulan kuvvet her iki kas lifinde de
yaklasik olarak birbirine esittir (66).

Iskelet kaslarmim simiflandirilmasinda basvurulan ikinci yaklasim ATP
sentezinde kullanilan enzimatik stirecin tipidir. Yapisinda ¢ok sayida mitokondri
bulunduran bazi liflerin oksidatif kapasitesi de yliksektir. Bunlar “oksidatif lifler”
olarak smiflandirilmaktadir. Ayrica bu tiir kaslarin oksijen baglayici protein olarak
bilinen miyoglobin igeriginden zengin olmasi, kas lifleri arasinda oksijen difiizyon
hizin1 arttirirken, az miktarda oksijen depo edilmesine de olanak saglar. Oksidatif
liflerin yapisinda bulunan yiiksek miktardaki miyoglobin kas hiicresine koyu kirmizi
rengi verdiginden, oksidatif liflere ayni zamanda “kirmizi kas lifleri” adi da

verilmektedir (66).

Ote yandan “glikolitik lifler” az sayida mitokondri igermekle beraber,
icerdikleri glikolitik enzim konsantrasyonu ve glikojen deposu daha fazladir. Oksijen
kullanma kapasitelerinin sinirli olmasiyla iliskili olarak, liflerin etrafindaki kan
damarlar1 ve miyoglobin icerikleri goreceli olarak daha azdir. Glikolitik liflerin
yapisinda miyoglobinin az olmasi bu kaslara soluk bir renk verdiginden, bu liflere ayni
zaman da “beyaz kas lifleri” ad1 da verilmektedir (66). Iskelet kaslarini, bu iki

karakteristik 6zellik g6z oniine alindiginda 3 ayri tipe ayirmak miimkiindiir;
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1. Yavas- oksidatif liflerin; miyozin ATPaz aktivitesi diisiik, oksidatif
kapasitesi ise yiiksektir.

2. Hizl oksidatif liflerin; miyozin ATPaz aktivitesi ile oksidatif kapasitesi
yiiksek olup glikolitik kapasitesi orta seviyededir. (hizli oksidatif —
glikolitik lifler de denir)

3. Hizl glikolitik liflerin miyozin ATPaz aktivitesi ile glikolitik kapasitesi
yiiksektir.

Uc kas lifini birbirinden ayiran bir diger 6zellik liflerin yorgunluga kars:
gosterdikleri direnctir. Hizli-glikolitik lifler cabuk yorulurken, yavas oksidatif lifler
yorgunluga kars1 direnglidir. Hizli — oksidatif kas lifleri ise yorgunluga karsi orta

derecede direng gosterir (66).

2.4, Kas Atrofisi

Iskelet kas kiitlesi kaybu, kas atrofisi ya da sarkopeni olarak da adlandirilabilir,
yas ve cesitli kronik hastaliklarla da artmaktadir (68). Besin yetersizlikleri,
yaralanmalar, kanser, sepsis, diyabet, renal hastaliklar gibi sistemik hastaliklar protein
degredasyonunu arttirir ve kastaki protein sentezini diisiiriirler (69). Sarkopeni, yas ile
iliskili kas ve fonksiyon kaybi, yiiksek prevalansi ve 6liimciil sonuglar1 nedeniyle bir

halk sagligi sorunudur (70).

Iskelet kas atrofisi kas hiicre ve giiciinde artmis protein degredasyonu ve
azalmis protein sentezinin kombinasyonu ile meydana gelen progressif bir kayiptir

(71). Protein degredasyonunda rol oynayan birgok yolak vardir.

2.4.1. Ubiquitin proteazom yolagi (MAFbx/MuRF1) ve kas atrofisi

Adenozin trifosfata bagimli ubiquitin proteazom yolag1 hareketsizlige yanit
olarak iskelet kasindaki baslica degredasyon yolagidir (72). Bu yolak iskelet kasindaki
miyofibriyal proteinlerin yikimina, sarkomerik protein seviyelerinde [miyozin agir
zincir (MHC) gibi] azalmaya yol agar (71,72). Ubiquitin proteazom yolaginin
kullanildigi kas yikiminda baslica 3 unsur gereklidir. E1 ligazlar, ubiquitini aktive
eder, E2 ligazlar aktive olmus ubiquitini degredasyon i¢in hedef olan protein
molekiiliine transfer etmekten sorumludur ve E3 ligazlar ise, ubiquitinin hedef proteine

transferini diizenlemektedir (72). Ubiquitin proteazom yolag: iki adet ubiquitin E3
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ligaz olan, MAFbx (atrogin-1 ya da kas atrofi F-box olarakta adlandirilmaktadir) ve
muscle ring finger 1 (MuRF1)’ i de i¢eren koordineli enzimatik sistem {izerinde etki
gostererek spesifik proteinleri hedef alir ve degrade eder. Bu enzimler baslica iskelet
kaslarinda ekprese edilirler ve kas atrofisinin degisik kosullar1 altinda up-regiile
edilmesi ve kas zayifliginin gostergesi olarak oldukca yaygin bir sekilde kullanilirlar
(71). MAFbx ve MuRF1; Forkhead box O (FOXO) transkripsiyonel faktor ailesi
tarafindan diizenlenmektedir. FOXO transkripsiyonel faktor ailesi, metabolizma,
apoptozis ve hiicre dongiisii siiregleri ile iliskilidir (72). Kasta FOXO3’ iin
aktivasyonu; atrofik genlerin trasnkripsiyonunda 6nemli rol oynar ve proteolizi
stimiile ederek hizli atrofiye neden olur (69). FOXO defosforilize oldugunda, niikleusa
girer ve bliylimeyi durdurur, apoptozisi tesvik eder. Akt, FOXO’ u fosforilize eder ve
niikleustan disar1 ¢ikmasina neden olur. Bu nedenle normal fizyolojik kosullarda Akt,
FOXO’ nun trankripsiyonel fonksiyonlarini baskilar ve FOXO’ nun atrofiyi up-regiile

etmesini engeller (72).

2.4.2. IGF-1/PI3K/AKt/mTOR ve kas atrofisi

Insiilin biiyiime faktor- 1 (IGF-1)/ fosfotidilinositol 3 kinaz1 (PI3K)/ Akt
(Protein B kinaz)/ mTOR (mammalian target of rapamycin) yolaginin iskelet kas
hipertrofisinin  diizenlenmesinde rolii oldugunu belirtilmektedir. Bu yolagin
aktivasyonu protein sentezini arttiran translasyon baslatict faktorlerde artisa sebep
olur. IGF-1, fosfotidilinositol 3 kinaz1 (PI3K) aktive eder, bu da fosfotidilinositol-4-5
bifosfatr, membranda fosfotidilinositol-3-4-5 trifosfata fosforilize eder, bu da Akt i¢in
bir baglanma alan1 yaratir. AKkt’ m aktivasyonu mTOR kinaz1 aktive eder ve fosforlar;
mTOR protein sentezini p70S6 kinaz ve 4E-BP1’ i aktive ederek ve fosforlayarak
arttirir (73). Akt aktivasyonu atrofi ve hipertrofi arasindaki hiicresel sinyalizasyon
stireclerinde kritik belirleyici olarak goriilmektedir. Hareketsizlik durumunda, Akt
aktive olamaz ve bu da FOXO aracilig1 ile kas atrofisine katkida bulunur. 1GF-1/
Akt/mTOR  yolagindaki degisiklikler ubiquitin proteazom ligaz, MAFbx ve
MuRF1’de de direkt degisikliklere yol agar. IGF-1 yolaginin aktivasyonu FOXO
translokasyonunu 6nemli dlgiide azaltir. IGF-1 yolaginin engellenmesi FOXO’ nun
niikleusa translokasyonuna neden olur ve proteolizi stimiile eder. mTOR hiicresel

stiregte, miyoblastlarinin farklilasmasinda kilit diizenleyici olarak tanimlanmaktadir.
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Miyojenik farklilasmadaki rolii tam olarak belirlenemese de MyoD’nin (Myoblast

determination protein) stabilizasyonunu saglamada rol oynadigi diisiiniilmektedir (72).

2.4.3. Myostatin ve kas atrofisi

Iskelet kas Kkiitlesi ve giiciinii diizenleyen sinyalizasyonlardan biri de
myostatindir. Myostatin; transforming biiytime faktor beta (TGF-B) superfamilyasinin
bir liyesi olup, baslica iskelet kasinda eksprese olur. Myostatin yolagi hem gelisme
doneminde hem de yetiskinlikte etkindir. Hiicresel etkisi otokrin/parakrin seklindedir
ve etkisini tip II aktivin reseptor A ve B’ye baglanarak gosterir. Bu olay SMAD2
(Mothers against decapentaplegic homolog 3 ya da SMAD ailesi liye 3 olarakta bilinir)
ve SMAD 3 fosforilizasyonunu stimiile eder ve SMAD 4’ ¢ katilarak SMAD 2/3/4
kompleksini olusturarak gen transkripsiyonunu gii¢lendirir. Myostatin iskelet kas
biiyiimesinde temel diizenleyici olarak diisiiniilir ve inaktivasyonu giiglii bir kas
hipertrofisine yol acar ve fazla ekspresyonu kas atrofisini arttirir. Ilging olarak,
myostatin ekspresyonunun ¢esitli hastaliklarda (kanser, AIDS, kalp hastaliklar1 gibi)
arttig1 ve bunun iskelet kas zayiflig1 ile iligkili oldugu bildirilmektedir (74). Myostatin
kas zayifligin1 Akt-mTOR yolagini inhibe ederek yapmaktadir. Ubiquitin proteazomal
yolagini ise, FOXO araciligi ile up-regiile etmektedir (72).

2.4.4. Oksidatif stres

Kas zayiflig: ile iliskili mekanizmalardan biri de oksidatif strestir; oksidatif
stres, oksidant ve anti-oksidantlar arasindaki dengesizlik sonucu olusan fizyolojik
seviyenin lizerindeki reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak tanimlanirlar. Artmis ROS
tiretimi, iskelet kasinda kalp hastaliklari, sarkopeni, immobilizasyon ve kanser
sirasinda olusur. Iskelet kasindaki ROS kaynaklarindan biri NAD(P)H oksidaz (NOX)
(nikotinamid adenin diniikleotid fosfat-oksidaz)’ dir. Bu ¢oklu enzim kompleksi,
NAD(P)H’1 (nikotinamid adenin diniikleotid fosfat) molekiiler oksijeni ROS’a
cevirmek i¢in substrat olarak kullanir. NOX, iskelet kas hiicresinin myostatin ve ang-
I1 (Anjiotensi-I1) gibi bazi atrofik faktdrlere olan yanitini1 diizenler ve Dunchenne kas
distrofisinde de oksidatif stresi attirir. Transforming biiytime faktor tip beta 1 (TGF-
B1), iskelet kasinda patolojik durumu ve fonksiyonu diizenler. Fibrozis {iretimine ek

olarak TGF-B1, iskelet kas atrofisini indiikler. TGF-B1’in kas giiciinii azalttig1 ve
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MAFbx ekspresyonunu arttirdigi gosterilmis olsa da atrofik etkisi tam olarak

anlagilamamustir (71).

2.4.5. Sitokinler

Cesitli caligmalara gore kas zayifligimi arttiran cesitli katabolik molekiiler
unsurlar vardir ve bunlar arasinda myostatin, timor nekrozis faktor alfa (TNF-a),
interlokin 1 B (IL-1B) , interlokin -6 (IL-6), TNF-like weak inducer of apoptozis
(TWEAK), interferon gamma (IFNy) gibi proinflamatuvar sitokinler yer almaktadir.
Bu sitokinler, kendilerine 6zel reseptorlere baglanarak NFkB’ yi aktive ederler (bu
protein katabolik yolakta yaygin bir transkripsiyonel faktordiir ve iskelet kasinda
proteolize yol agar). Bu nedenle niiklear faktor kappa B (NFkB) kas atrofisi ile ilgili

tedavilerde temel hedef olarak géz 6niine alinmaktadir (75).

2.5. Resveratrol ve Kas Atrofisi

Resveratroliin, protein degredasyonunu engelledigi g¢esitli ¢aligmalarda
vurgulanmaktadir (9,10). Resveratroliin anti-kasektik etkisini NFKB aktivitesini ve
MuRF1 ekspresyonunu inhibe ederek yaptigi bildirilmektedir (76). Resveratroliin
TNF-o ile indiiklenen atrofilerde, AKT, p70S6K, mTOR ve 4E-BP1
fosforilizasyonunu up-regiile ederek (77), deksametazon ile indiiklenen atrofiler de ise,
SIRT1 ve PGC-la aktivasyonu iizerinden MAFbx ve MuRF1 ekspresyonlarini
azaltarak atrofiyi engelledigi gosterilmistir (11). Fakat resveratoliin kas kiitlesi

kayiplarini bloke edemeyecegi ya da geri ¢eviremeyecegi de belirtilmektedir (75).

2.6. Kas Hipertrofisi

Yetigkin kaslar1 multiniikleuslar igeren miyofibrillerden olusmaktadir ve
biiyiikliigiinii (atrofi/ hipertrofi) ve tipini (yavas kasilan, hizli kasilan, yorulabilir tip)
degistirebilmektedir. Giinliikk mekanik aktivitesinden dolayi, kasta kiigiik yirtik ve
doku zedelenmeleri meydana gelir, bu da fibrilleri olusturan bilesenlerde yavas bir
dongiiye sebep olur. iskelet kasinin, siddetli yaralanma ya da ¢ok yogun fiziksel
aktiviteye yanit olarak, gii¢lii bir kendini yenileme yetenegi vardir. Bu yetenek iskelet
kasinda kas kaybini ve kas hastaliklarina bagli semptomlari 6nlemede 6nemlidir (78).
Yetiskin iskelet kas kiitlesinin siirdiiriilmesi, kas protein sentezi ve degredasyonu
arasindaki iligki ile siirdiiriiliir. Besin 6geleri ve mekanik stimiilasyonlara yanit olarak

iskelet kas kiitlesi artarken (hipertrofi), kanser kaseksisi, aglik, immobilizasyon,
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yaslanma ve noromuskiiler hastaliklar gibi ¢esitli durumlarda ise iskelet kas kiitlesi
azalir (79). Iskelet kas hipertrofisi kas kiitlesinde artis ve daha 6nceden var olan iskelet

kas fibrillerinin sayisindaki artis ile tanimlanmaktadir (80).

Kas hipertrofisinde genel olarak iki sinyalizasyon yolaginin rolii oldugu
vurgulanmaktadir, bunlar; IGF-1/ Akt/mTOR ve kasinorin/NFAT (niikleer faktor
aktive T hiicreleri) (81).

2.6.1. IGF1/PI3K/Akt/ mTOR yolag

Iskelet kas hipertrofisi, yetiskin memelilerde mevcut miyofibrillerin
boyutundaki artis ile karakterizedir. Hipertrofi bircok anabolik uyaran ile
indiiklenebilir, bunlarin arasinda IGF-1 en fazla ¢alismis olamidir (82). IGF-1/Akt
yolag: iskelet kas kiitlesini; protein sentezini stimiile edip, protein degredasyonunu
inhibe ederek arttirir. IGF-1 spesifik tirozin kinaz reseptore (IGF-1R) baglanir ve IRS1
tizerinden fosfotidilinositol-3- kinaz (PI3K)’ 1 aktive eder. Aktive olan PI3K,
fosfotidilinositol 3,4,5 trifosfati (PIP3) iiretir ve Akt proteininin aktivasyonunu
indiikler. Sonug olarak Akt, mMTOR’u aktive eder ki bu da protein sentezini kontrol
eder. Akt; glikojen sentaz kinaz 3B (GSK3B)’ i de aktive eder bdylece protein
translasyonunu bloke olur. Akt; FOXO translasyonunu da engeller (FOXO; kas atrofi
iliskili genlerin regiilasyonunda anahtar role sahiptir). FOXO’ nun inaktivasyonu, kas
protein degredasyonunu engeller. Bu sekilde IGF-1/Akt/mTOR yolag1 kas
hipertrofisinde merkezi rol oynar (79,81). Sekil 2.3’ te protein sentez ve

degredasyonundan sorumlu yolaklar ve aralarindaki etkilesim goriilmektedir.
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Son yillarda, IGF-1 proteininin fazla eksprese olmasinin, iskelet kas
hipertrofisini indiiklemekte yeterli oldugu gosterilmistir (80,83). IGF-1’ in, protein
sentezini regiile eden yolaklar1 aktive ettigi ve iskelet kas atrofisinde de anahtar role
sahip mediyatorlerin (ubuquitin-ligaz MuRF1 ve MAFbx) transkripsiyonunu bloke
ettigi gosterilmistir (80). IGF’in kas hipertrofisindeki, rejenerasyonundaki etkileri ¢cok
net olarak tanimlanmistir. IGF; PI3K/Akt aksi tizerinden miyojenik faktorleri regiile
ederek miyogenez siirecinde etkin olmaktadir. Diger taraftan IGF-II’ nin otokrin
etkisinin miyoblast farklilagmasini baslattig1 bilinmekte ancak miyojenik etkisinin
nasil diizenlendigi tam olarak bilinmemektedir. Erbay ve arkadaslarinin (84), yaptigi
calismada, IGF-II ekspresyonunun; IGF aksinin diizenlenmesinde 6nemli oldugu,
iskelet miyositlerinin farklilagmasi i¢in otokrin IGF-II’ nin transkripsiyonun gerekli
oldugu ve bunun mTOR tarafindan niitrisyonel durumla iligkili olarak kontrol altinda

oldugu bildirilmistir (Sekil 2.4) (84).
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Sekil 2.4 mTOR- IGF-11 ekspresyonu

Kas hiicre farklilagsmasi IGF-1 ve IGF-II ile iliskilidir. IGF-I11, etkisini IGF-1R
baglanarak gosterir. Biliylime faktorlerinin miyoblast farklilasmasindaki etkisi temel
olarak PIBK/Akt/mTOR/p70S6K yolagr ile iliskilidir. Akt bir serin/treonin kinaz olup
sitozolde yer almaktadir. Akt’ in 3 izoformu bulunmaktadir; Akt 1,2 ve 3. Iskelet
kasinda Akt 1 ve 2 daha baskindir. Ancak iskelet kasinda IGF-1’ in, Akt iliskili
bliytime etkisi Akt 1 tizerindendir. Akt 2 daha ¢ok kas glukoz metabolizmasi ile iliskili
goriilmektedir. Insiilin ve IGF-1 stimiilasyonu Akt’1n translokasyonuna sebep olur ve
Akt plasma membranina ¢ikarak burada serin ve teronini fosforilize ederek tekrar
niikleus ya da sitozoldeki yerine doner. IGF-1" in Akt iligkili etkisi 2 tilirliidiir; anabolik
etki ve anti-katabolik etki. Akt hiicre biiylimesi ve protein sentezini temel olarak
MTOR ve p70S6K’ 1 fosforilize ederek destekler. Rapamycin ile miidahale mTOR
inhibisyonuna neden olarak hem miyojenik farklilagmayi hem de gelisme sirasindaki
miyofibril biiylimesini engeller. Akt’ in anti-katabolik etkisi ise, fosforilizasyon ile
FOXO03a ve GSK3 inhibisyonuna neden olarak, proteolizi inaktive etmesinden
kaynaklanmaktadir. FOXO3’ {in fosforilizasyonu kas gelisimini negatif olarak
diizenleyen MuRF1 ve MAFbx gibi genlerin transkripsiyonel aktivasyonunda rol

oynar (78).

Buna karsin, myostatin sinyalizasyonu iskelet kas kiitlesinde protein sentezini

azaltarak negatif olarak etkiler ve inaktivasyonu iskelet kas hipertrofisini
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indiikleyebilir ya da fazla eksprese olmasi kas atrofisine neden olabilir (1,85). Son
yillarda, TNF-a’ nin NFkB transkripsiyonel yolagini aktive ettigi ve bu yolagin da
iskelet kas atrofisi i¢in yeterli oldugu bildirilmektedir. Tiim bu bilgiler 1s181inda IGF-1
yolagimin aktive edilmesi ya da TNF-o’ nin ve myostatinin inaktivasyonunun kas

hipertrofisinde 6nemli hedefler oldugu vurgulanmaktadir (80).

2.6.2. Kalsinérin yolagi;

Kas hipertrofisi boyunca Akt/mTOR yolagi, up-regiile olurken, zitt1 olarak
kalsindrin yolagi, hipertrofi sirasinda aktive olmaz (81). Genel olarak kalsindrin (CnA)
yolagi, kas atrofisinde etkin gosterilirken; kas hipertrofisinde 1990’larin sonlarina
dogru ¢ikan caligmalardan IGF-1 araciligi ile gergeklesen biiyiimede PI3K/Akt
/mTOR sinyalizasyonuna ek olarak CnA-NFAT’ e de ihtiya¢ duymakta olduguna dair
veriler yayimlanmistir. Buna gore, IGF-1; CnA’ y1 aktive ederek, onun downstream
hedefi olan NFAT - transkripsiyonel faktorii etkilemektedir. IGF-1’ e yanit olarak
gelisen kas gelisimi i¢in CnA’ nin aktivasyonun gerekli olduguda vurgulanmaktadir
(89).

2.7. Miyogenez ve Miyojenik Faktorler

Yetiskin tipi miyogenez; satellite hiicrelerin, [yeni kas hiicrelerinin olusumunu
saglayan (uydu) hiicreler] (87) yeni fibrillere farklilagsma potansiyeline baglidir (88).
Miyogenez siireci ¢ok ¢esitli miyojenik transkripsiyonel faktorler ve kinazlarn
kontrolii altindadir (Sekil 2.5) (89,13). Miyojenik regiilator faktorler (MRFs) olarak
da bilinen kasa spesifik bu basit helix-loop-helix transkripsiyonel faktorler Myf 5,
MyoD (miyoblast belirleyici protein), myogenin ve MRF4 (kas spesifik diizenleyici
faktor 4) proteinlerini icermektedir (90,91). Bunlar miyojenik bilgi i¢in 6nemlidirler
(78).
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Sekil 2.5 Miyogenez basamaklarim diizenleyen transkrispsiyonel faktorler ve kinazlar

Basit helix- loop- helix faktéor MyoD, ve onun bazi hiicre tiplerinin
(fibroblastlar gibi) miyotiibiillerin i¢ine girebilecek sekilde farklilagtirma yetenegi
1987 de tamimlanmistir. Ardindan 3 farkli, daha fazla miyojenik basit helix —loop-
helix faktorler olan Myf 5, myogenin ve MRF4 (Myf6 olarakta bilinir), kesfedilmistir
(88). Myf5 ve MyoD baslica kas spesifikasyonu ve kas olmayan hiicrelerin fibroblast
gibi kasa ¢evrilmesi ile iligkili iken, myogenin ve MRF4 miyogenezin geg evrelerinde

gorev alir, miyotiibiillerin formasyonu ve olgunlagmasina izin verir (Sekil 2.6). Kas
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hasarina yanit olarak satelleti hiicreler, hasarli miyofibriller boyunca aktive olur, yeni

miyotiibiiller olusturarak hasarli bolgeye prolifere olur ve go¢ ederler (78).

Satellite hiicre aktivasyonundan sonra, kas regiilator faktorler olan, Myf5 ve
MyoD’ nin ekspresyonu gergeklesir ve farklilagmanin baglangicinda, myogenin ve
MRF4 ekprese edilir (92). MyoD kas rejenerasyonunda anahtar miyojenik
transkripsiyonel faktordiir. Kas rejenerasyonunda MyoD expresyonu, cesitli kasa 6zel
genleri [gelisimsel myosin heavy chain (MHCd, sadece rejenere fibrillerde bulunur )
ve myogenin gibi] kontrol eder. Myogeninin ekpresyonu miyotiibiil formasyonu ile
baglar ve miyoblast fiizyonuna yol agan anahtar faktordiir (78) ve fonksiyonel iskelet
kasinin gelismesi i¢in elzemdir (93). Myf5 embriyonik gelisme doneminde ilk
eksprese edilen MRF’ dir. Ancak daha sonra Myf5’ ten yoksun farelerde; siirecin
MyoD basamagindan devami; benzer sekilde MyoD’ den yoksun farelerde de; Myf5
basamagi ve ekspresyonu arttirilarak bu durumu kompanse ettigi gosterilmistir. Bu
ilging sonuclar Myf5 ve MyoD’ nin miyogenez sirasinda fazlaca bulunmasindan
kaynaklandig1 seklinde agiklanmistir (88). MyoD’ nin aktive olmus miyoblastlarin
farklilasma potansiyellerini belirledigi, myogenin ve miyosit arttiric1 faktor 2 (MEF-
2) ile birlikte farklilasmay1 yonettigi bilinmektedir (89). Myogenenin ve MRF4
hiyerarsik olarak MyoD ve Myf 5’ 1, down-regiile ederler ve kas farklilagsmasi ve
miyofibril formasyonunda ¢ok daha direkt etkiye sahiptirler (94). Myogenin
miyoblastlasin miyotiibiillere fiizyonunda elzem olup, bu da miyogenezdeki kritik
basamaktir (95). Son olarak ise, MRF4 hipertrofi i¢in gereklidir. Bu transkripsiyonel
faktorler tek baslarina rol oynamamakla birlikte kompleks miyogenez siirecinin her

basamagini kontrol etmektedirler (89).
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Sekil 2.6 Miyojenik siire¢ boyunca transkripsiyonel faktorler

Insiilin biiyiime faktorii (IGF) yolagi MRF ailesindeki proteinleri dzellikle
MyoD ve myogenini, regiile edebilmektedir (78). Her ne kadar IGF’nin, MyoD
ekpresyonunu ya da aktivitesini nasil diizenledigi tam olarak kesinlesmese de degisik
mekanizmalardan bahsedilmektedir. Bu 6ne siiriilen mekanizmalardan bir tanesi IGF-
L’in, MyoD’nin  aktivitesini mTOR-miR-1’e bagimli olarak proteinin
stabilizasyonunu saglayarak ve de transkripsiyonunu arttirarak yaptigi yoniindedir
(96). Ancak, IGF’nin myogenin ekspresyonunu arttirdigi da belirtilmektedir (97).
Miyogenez esnasinda myogeninin, MyoD kontroliindeki ekspresyonu elzemdir. Bu
nedenle, IGF-1’in, MyoD ekspresyon ve aktivitesini kontrol ettigi diigiiniiliirse bu
sekilde myogenin ekspresyonunu da bir sekilde kontrol etmesi ve kas farklilagsmasinin
indiiklemesi beklenir. Ancak IGF-1" in, myogenin ekspresyonunu MyoD’den

bagimsiz olarakta regiile ediyor olabilecegi de 6ne siiriilmektedir (98).
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2.7.1. Miyogenez, miyojenik faktorler ve resveratrol

Nutrigenomige gore; biyoaktif besin iceriklerinin gen ekspresyonlarini,
protein sentezini, degredasyonunu ve post translasyonel modifikasyonlari
etkileyebildigini agiklamistir. Resveratrol; dogal olarak iiziim ve diger meyvelerde
bulunur ve saglik tizerine bir¢ok olumlu etkisi (kardiyo-noroprotektif, bagisiklig
diizenleyici, DNA onarimi, mitokondriyal hastaliklarin 6nlenmesi gibi) vardir (12).
Resveratroliin saglik iizerine birgok olumlu etkisi gosterilmis olmasina ragmen iskelet
kaslarina yonelik faydali etkileri literatiirde diger dokulara kiyasla daha caligilmis bir
konudur. Resveratroliin protein katabolizmasi ve kas fonksiyonlarini degistirdigi (99)
ve iskelet kas hiicre farklilagmasinda aktif rolii oldugu 6ne siiriilmektedir (12). Ancak
miyogenez siirecindeki hedef proteinler iizerine etki mekanizmasi tam olarak
bilinmemektedir. Miyogenez; MRF’ler tarafindan diizenlenen multibasamakli bir
stirectir ve miyojenik hiicrelerin; tek ¢ekirdekli farklilasmamis miyoblastlarin
elongasyonu ile ¢ok cekirdekli miyotiibiillere doniismesidir. iskelet kas hipertrofisi ise
daha onceden var olan iskelet kas fibrillerinin protein sentezi ile boyutlarindaki artig
olarak tanimlanabilir ve baslica IGF-1/P13-K/Akt/mTOR yolag: ile diizenlenmektedir
(12).

Resveratrol ile yapilan caligma sonuglarina goére resveratroliin bazi gen
ekspresyonlar1 ve mitokondriyal biyogenezi indiikledigi (63), 6n farklilagsma ajan gibi
davrandig1, kastaki on farklilasma gostergelerini ve transkripsiyonel faktorleri
(myogenin, Scrp3) up-regiile ettigi, miyozin agir zincir igerigini giiglii bir sekilde
arttirdigr gosterilmis ve tiim bu sonuglar 15181nda resveratroliin iskelet kaslarinda 6n
farklilasmay1 diizenleyebilecek 6zelliklerinin oldugu 6ne siiriilmiistiir (100). TNF-o’
nin kas erimesi ve kas farklilasmasinin bozulmasi ile iligkili patolojide hayati 6neme
sahip oldugu vurgulanmaktadir. TNF-a maruziyetinin resveratrol takviyesinin varligi
ve yoklugunda kas hipertrofisi ve atrofisi izerine etkilerinin arastirildigi bir ¢alismaya
gore; C2C12 miyotiibiilleri resveratrol varliginda ve yoklugunda TNF-a maruziyetine
birakilmistir. TNF-a ile miidahale edilen miyotiibiillerde kas spesifik ubiquitin ligaz
MAFbx ve MuRF1’lerde hiperekspresyon ve bu degisiklikler ile baglantili olarak
anabolik hedeflerde (Akt, mTOR, p70S6K ve 4E-BP1) azalma ve katabolik
hedeflerde (FOXO1, FOXO3a, MAFbx, MuRF1) artis gézlemlenmistir. Resveratrol
ile miidahale, TNF-ao’ nin indiikledigi protein kaybini 6nlemis ve Akt, mTOR, p70S6K
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ve 4E-BP1, FOXOI1 ekspresyonlarindaki azalmayi1 geriye ¢evirmistir. Calismanin
sonunda resveratrol uygulanan miyotiibiillerde hipertrofik goriintii ve miyotiibiil
caplarinda artis saptanmistir. Resveratroliin sadece TNF-a’ nin indiikledigi atrofik
yanit1 baskilamakla kalmayip miyotiibiillerdeki hipertrofik yolaklar1 da indiikledigi,
miyotiibiil hipertrofisinin Akt/mTOR yolagimin aktivitesine bagli oldugu ve
resveratroliin bu yolagi regiile ettigi bu nedenle de kas kiitlesinin gelistirilmesinde
olas1 strateji olabilecegini &ne siirmiislerdir (11). In vitro olarak C2C12 hiicreleri
resveratrol ile miidahale edilerek hiicrelerde meydana gelen morfolojik ve
transkripsiyonel faktor proteinlerin miktarlarinin incelendigi baska bir ¢alismada ise;
resveratroliin farklilagsmay1 indiikleme {izerine etkisine bakmak i¢cin MRF’ lerden 2
erken faz proteinlerinin miktarma bakilmistir (MyoD ve Myf-5 , ki bunlar
farklilasmanin  indiiklenmesinde anahtar gostergelerdir, miyogenezin erken
evrelerinde anahtar rol oynarlar). Resveratrol ile miidahale sonrasinda Myf-5 ve MyoD
protein diizeylerinde anlamli artis saptanmistir. Bu sonug; resveratroliin farklilasmay1
indiikleyebileceginin gostergesi olarak belirtilmistir ve resveratrol ile miidahalede
miyozin agir zincir protein ekspresyonlarinin tiim farklilagsma basamaklarinda arttig1
vurgulanmigtir.  Yine aymi c¢aligmada, resveratrol ile midahale pro- IGF-1R
seviyelerinde artisa egilim ve analiz edilen tiim farklilasma zamanlarinda IGF-1R
protein seviyelerinde artisa neden olmustur. Beklendigi gibi resveratrol; Akt
aktivasyonunda da artisa sebep olmustur (IGF-1 iskelet kasinda major anabolik
faktordiir ve Akt yolagmin miyojenik ve anabolik etkilerini arttirir). Resveratrol
miidahalesi sonrasi yeni olugsmus miyotiibiillerin boyutunda artis, boyunda uzama
gosterilmis ve bunun hipertrofi olusumu igin kanit oldugu vurgulanmistir. Calismada
ayrica resveratroliin hipertrofik siire¢lerle iligkisini kanitlamak i¢in miidahale sonrasi
protein igerikleri arastirilmis ve 6nemli miyozin agir zincir protein igeriklerinin
resveratrol miidahalesi sonrasi arttigi gosterilmistir. Bu ¢alisma sonuglarina gore
resveratroliin, MRF” lerin (Myf-5, MyoD ve Myogenin gibi) erken ekpresyonunu, kas
biyogdsterge proteinleri (miyozin agir zincir) ve iskelet yapisal protein siireglerini
tesvik ettigi ve IGF-1 yolagimn stimiile ederek hipertrofi {izerine pozitif etki gosterdigi
vurgulanmistir. Bu ¢alisma sonucunda resveratroliin miyogenez Ve hipertrofiyi in vitro

olarak kontrol edebilecegi belirtilmistir (12).
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Resveratroliin protein degredasyonunu azalttigi in vitro ¢alismalarda (9,10)
gosterilmis olsa da, in vivo galismalarda bu etkinin olusup olusmadigi bir tartisma
konusudur. Resveratroliin, in vitro c¢alismalarda kas hipertrofisindeki baslica
yolaklardan biri olan Akt (protein kinaz B) yolagini (11,12) ve miyojenik faktorleri
stimiile ederek miyogenezi uyardigi gosterilmistir (12). Ancak resveratroliin in vivo

olarak miyojenik faktorler tlizerine etkisi ¢ok fazla ¢alisilmamistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirma Yeri ve Zamani

Calisma, Baskent Universitesi Tip ve Saglik Bilimleri Arastirma Kurulu ve
Deney Hayvanlar1 Etik Kurulunun 11/05/2015 tarih ve 15/23 sayili karar1 ile uygun
bulunmustur (Ek 1). Arastirmada kullanilan cihaz ve diger geregler Ek 2’ de, kimyasal
maddeler Ek 3’ te belirtilmistir.

Baskent  Universitesi Deney Hayvanlari  Arastirma  Merkezi’nde
gerceklestirilen calismada, Mus Musculus Swiss Albino tiirii, geng-eriskin (7 haftalik)
normal agirlikta erkek fareler kullanilmistir. Deney hayvanlari ¢alismadan bir hafta
once laboratuvara getirilerek adaptasyonlar1 saglanmistir. Fareler ¢aligma siiresince,
oda sicakligr 22+1 °C, bagil nemi %50-60, 151k periyodu 12 saat aydinlik/12 saat
karanlik ortamda barindirilmis ve bakilmistir. Calisma boyunca farelerin su ve pellete

ulagimlart ad libitum olarak saglanmustir.

3.2. Yontem

Bu ¢alisma; her biri 7 fareden olusacak sekilde ¢alisma grubu (resveratrol
uygulamasinin yapildig1 grup) ve kontrol grubu (uygulama yapilmayan grup) olmak
izere toplam 14 Swiss Albino erkek farede yapilmistir. Caligma grubuna ardisik 7 giin
boyunca saat 10.00° da 20 mg/kg/giin trans-resveratrol intraperitoneal enjeksiyon
yontemi ile uygulanmis ve resveratrol miidahalesinin viicut agirligi, gastroknemius kas

agirhigi, mTOR ve myogenin diizeyleri lizerine etkileri incelenmistir.

3.2.1. Gruplandirma ve miidahale prosediirii

Calisma igin 14 Swiss Albino erkek fare, rastgele segilerek her grupta 7 fare
olacak sekilde calisma grubu (resveratrol uygulmasinin yapildigi grup) ve kontrol
grubu olmak tiizere 2 gruba ayrilmistir. Calisma grubuna ardisik 7 giin boyunca saat
10.00’ da 20 mg/kg/giin trans-resveratrol intraperitoneal enjeksiyon yontemi ile
uygulanmistir. Uygulanacak doz, in vivo ¢alismalardaki intraperitoneal resveratrol
uygulamalar1 g6z Oniine alinarak belirlenmistir (101-108). Calismanin birinci ve 7.
giiniin sonunda farelerin agirliklar1 sartorius marka hassas tart1 kullanilarak 6lgtilmiis

ve kaydedilmistir.
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3.2.2. Kas agirhklarimnin tayini

Yedinci giin trans-resveratroliin intraperitoneal uygulamasindan 1 saat sonra
hayvanlarin sag gastroknemius kaslarmin ¢ikartilmasi islemi gerceklestirilmistir.
Gastroknemius kaslar1 genel anestezi altinda g¢ikartilmistir. Bu amagla 90 mg/kg
dozunda ketamin ve 10 mg/kg dozunda Xylazin intraperitoneal yolla verilerek ¢alisma
ve kontrol grubunun sag gastroknemius kaslar1 ¢ikartilmistir (Resim 3.1). Kaslar
cikartildiktan sonra 250 mg/kg dozunda intraperitoneal yolla ketamin uygulanarak
sakrifikasyon tamamlanmustir. Cikartilan kaslar sartorius marka hassas terazi
kullanilarak ol¢iilmiis ve kas agirliklar1 kaydedilmistir. Bunu takiben gastroknemius

kaslar1 Eliza analizi i¢in steril kaplara konularak -80 °C’ de saklanmustir.

Resim 3.1 Genel anestezi altinda gastroknemius kaslariin ¢ikartilmasi
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3.2.3. Protein izolasyonu

Eliza analizi igin -80 °C’ de muhafaza edilen dokulara protein izolasyonu
islemi uygulanmistir. Protein izolasyonu i¢in dokular buz igerisindeki cam
homojenizatorlere konularak ezme islemi gergeklestirilmistir (Resim 3.2). Daha sonra
tizerine fosfat tampon soliisyonu (PBS) (0.02 mol/L Ph; 7-7.2) eklenerek homojen hale
getirilmis (Resim 3.3) ve ependorf tiiplere alinmigtir. Dondur-¢6z islemi uygulanarak
lizis saglanmistir. Homojenizatlar sogutmali santrifiijde 3400 rpm de 5dk +4 derecede
santrifiij edilerek dokudan 2 faz elde edilmistir. Ust faz (siipernatantlar) yeni ependorf

tiiplere aktarilmis ve -80 dereceye kaldirilmastir.

Resim 3.2 Protein izolasyonu birinci asama
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Resim 3.3 Protein izolasyonu ikinci asama

3.2.4. Bradford yontemi ile protein tayini

Total protein igeriginin belirlenmesi Bradford tarafindan gelistirilen ve
comassie brillant blue g-250 boyasinin kullanildigi metodla gergeklestirilmistir. Elde
edilen uygulama gruplarinin her birine Bradford analiz yontemi uygulanmigtir. Deney
karanlik ortamda gergeklestirilmistir. Bradford soliisyonu 5X olarak hazirlanmistir ve
karanlik ortamda +4' de saklanmistir. Hazirlanan 5X soliisyonu 1X'e seyreltilerek
stiziilmiistiir. Bovine serum albumin (BSA) taze olarak, Img/ml olacak sekilde
hazirlanmistir. Ornekler hazirlanirken 15 pL 6rnek + 235 uL distile su olacak sekilde
cam tiiplere konulmustur. Kontrol hazirlanirken kér olarak Bradford ve distile su
icermelidir. Tiplere sirastyla Bradford soliisyonu, distile su, 6rnek olacak sekilde
koyulmustur. Hazirlanan tiipler karanlik ortamda 10 dakika oda 1sisinda bekletilmistir.
Siire sonunda tiipler iyice vortekslenerek ve Eliza plakaya pipetle konulmustur. 540

nm dalga boyunda spektrofotometrik (Epok) olarak 6l¢giilen absorbans degerlerine



35

gore derisimler belirlenmis ve belirlenen derisimlere uygun grafik formiile edilerek

cizilmistir.

3.2.5. mTOR Eliza analizi

1.

2.

Tiim kuyucuklara 100 pL 6rnek kondu.
PBS (ph7-7.2) kor kontrol kuyucuga eklendi.
10 uL denge soliisyonundan 100 pL’ lik drneklere dagitildi.

Kor kuyucugu harig her kuyucuga 50 pL konjugat eklendi. 1 saat 37°C
de inkiibe edildi.

Eliza yikayicida (otomatik yikayici) plaka 5 kez yikama soliisyonu ile
yikandi ( 350-400 pL/kuyucuk/yikama). Her yikama arasinda yikama
zamanimin 10 saniye ve sarsma zamani 5 saniye olarak ayarlandi

(Resim 3.4).

Once 50 uL substrat A , sonra 50 pL substrat B kér kontrol kuyucugu
da dahil olmak tizere tiim kuyucuklara eklendi. 10-15 dakika 37 °C de
inkiibe edildi.

Kor kontrol kuyucugu da dahil olmak iizere her kuyucuga 50 pL stop

soliisyonundan eklendi.
Spektrofotometri de 450 nm'de okutuldu (Resim 3.5) .

Analiz triplike olarak tekrar edildi.
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Resim 3.5 Spektrofotometri islemi sonrasi goriiniim
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3.2.6. Myogenin Eliza analizi

1.

10.

Standartlar hazirlanip, 1 kuyucuk kor olacak sekilde tiim kuyucuklara

100 pL dagitildi ve 37 °C de 2 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda tiim kuyucuklardaki sivilar alind1 ve yikama

yapildi.

100 puL Reajan A ilave edilerek 37 °C de 1 saat inkiibasyona birakildi
(Resim 3.6).

Inkiibasyon sonrasi tiim kuyucuklardaki sivilar alindi, 350 puL yikama
tamponu ile toplamda 3 kez yikama yapildi. Kalan sivi kurutma

kagidina alinarak uzaklastirild.
100 pL reajan B ekleyerek 30 dakika 37 °C de inkiibe edildi.

Tiim soliisyonlar uzaklastirilip, 350 uL yikama tamponu ile toplamda
5 kez olacak sekilde yikama yapildi. 1-2 dakika bekletildikten sonra

kalan s1v1 kurutma kagidina alinarak uzaklastirildi.

90 uL TMB substrat eklendi. 15-25 dakika 37 °C (30 dakikay1
asmayacak sekilde) inkiibasyona birakildi.

50 pL stop soliisyonu tiim kuyucuklara eklendi, sivinin renginin stop

soliisyonunun eklenmesi ile sartya dondiigii gozlendi (Resim 3.7).

Hizli bir sekilde mikroplaka (spektrofotometre) okuyucuda 450 nm 'de
okuma yapildi.

Analiz triplike olarak tekrar edildi.



Resim 3.6 Reajan A ilave islemi

{3][ L) , muvcma

's “~1n.. [ AA=

b il

Resim 3.7 Stop soliisyonu ilave islemi sonrasi goriiniim
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3.3. Istatistiksel Analizler

Calismadan elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler i¢in
SPSS Statistics 22 (SPSS, Tirkiye) programi kullanilmistir. Calisma verileri
degerlendirilirken parametrelerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov
ve Shapiro Wilks testleri ile degerlendirilmis ve parametrelerin normal dagilima uygun
oldugu saptanmistir. Calisma  verileri degerlendirilirken nicel verilerin
karsilagtirilmasinda, parametrelerin iki grup arasi karsilagtirmalarinda Student t- test
kullanilmistir. Parametrelerin grup i¢i ilk agirlik son agirlik karsilagtirmalarinda Paired
sample t-test, parametreler arasindaki iliskilerin incelenmesinde ise Pearson

korelasyon analizi kullanilmistir. Anlamlilik p<0.05 diizeyinde degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Gruplarin Agirhik Degisimi
Bu ¢aligsma, ¢alisma grubu (n:7) ve kontrol grubu (n:7) olmak {izere toplam 14
fare lizerinde yapilmistir. Tablo 4.1 de ¢alisma ve kontrol grubundaki farelerin 1. ve

7. glin agirliklar1 gosterilmistir.

Tablo 4.1 Cahsma ve kontrol grubu 1. giin ve 7. giin agirhklar:

Calisma Grubu Agirhk (g) Kontrol Grubu Agirhk (g)
Denekler
1.Giin 7.Giin Fark 1.Giin  7.Giin Fark
1 245 21.7 -2.8 24.8 26.6 1.8
2 24.2 19.4 -4.8 28.8 30.8 2
3 25.7 26.9 1.2 24 23.6 -0.4
4 24.2 18.1 -6.1 25.6 25.3 -0.3
5 28.7 23.3 -5.4 29.1 32.1 3
6 26.7 20.1 -6.6 29.7 34 4.3
7 324 25.3 -7.1 27.4 28 0.6

Tablo 4.2° de gruplar arasinda 1.giin ve 7. giin agirliklarinin ortalamalari
gosterilmistir. Calisma grubunun 1. giin agirlik ortalamasi1 26.63+3.02 g iken, kontrol
grubunun ise 27.06+£2.27 g olup gruplar arasinda baslangi¢ agirlik ortalamalari
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamustir (p>0.05). Yedinci giin
agirlik ortalamalari agisindan karsilastirildiginda ise; ¢alisma grubunun 7. giin agirlhik
ortalamasi (22.11+3.22 @), kontrol grubundan (28.63+3.80 g) istatistiksel olarak
onemli diizeyde diisiik bulunmustur ( p<0.05).

Calisma grubunda; 1.giin agirlik ortalamasina gore 7.gilin agirlik ortalamasinda
goriilen disiis istatistiksel olarak dnemli bulunmustur (p<0.05). Kontrol grubunda ise
1.gilin agirlik ortalamasina gore 7.giin agirlik ortalamasinda artis goriilmekle birlikte,

goriilen bu artis istatistiksel agidan anlamli bulunmamistir (p>0.05) (Tablo 4.2).



Tablo 4.2 Gruplarin 1. giin ve 7. giin agirhklar
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Cahsma Grubu Kontrol Grubu
Agirlik (g) p
XSS XSS
1.giin 26.63+3.02 27.06+2.27 0.769
7.giin 22.11+3.22 28.63+3.80 0.005*
Fark -4.51+2.89 1.57+1.73 0.001*
p 0.006* 0.054
Student t test 2 Paired sample t test *p<0.05
Agirhk
35
30
25
&% 20
Isl'-ﬂl 15
10
5
0
Calhisma Kontrol
M lgin [ 7.gin

Grafik 4.1 Gruplarin ortalama agirhk degisim grafigi

Caligma grubunda 1. giin agirligina gore 7. giin agirhiginda diisiis goriiliirken,

kontrol grubunda agirlikta artig goriilmiis ve bu fark istatistiksel olarak onemli

bulunmustur (p<0.05) (Grafik 4.1 ve Grafik 4.2).
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Agirlik Degisimi

: ——

Kontrol

Grafik 4.2 Gruplar arasindaki agirhk degisimi

4.2. Sag Gastrokneius Kas Agirhiklari
Sakrifikasyon sonrasi ¢alisma ve kontrol grubunun sag gastroknemius kas

agirhiklar: Tablo 4.3° te sunulmustur.

Tablo 4.3 Gruplarin sag gastroknemius kas agirhklar:

Kas agirhg (g)
Denekler
Calisma Grubu Kontrol Grubu

1 0.0810 0.1268
2 0.0850 0.1507
3 0.1181 0.1068
4 0.0350 0.0843
5 0.0909 0.1378
6 0.0993 0.1389

7 0.1188 0.1029
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Calisma grubunun ortalama sag gastroknemius kas agilirligi 0.09+0.03 g olup,
kontrol grubunda ise 0.12+0.02 g olarak saptanmustir. Calisma grubunun sag
gastroknemius kas agirligi ortalamasi, kontrol grubundan istatistiksel olarak 6nemli
diizeyde diisiik bulunmustur (p<0.05) (Tablo 4.4 ve Grafik 4.3) .

Tablo 4.4 Gruplarin sag gastroknemius kas agirhiklarinin ortalamalar:

Kas Agirhg (9)

X£SS

Cahsma Grubu  0.09+0.03
0.044*
Kontrol Grubu 0.124+0.02

IStudent t test * p<0.05

Kas Agirhgi

0,16

0,14

0,12

0,1

0,08

X+SS

0,06
0,04

0,02

Cahisma Kontrol

Grafik 4.3 Gruplarin kas agirhig ortalamalarinin karsilastirilmasi



4.3. mTOR ve Myogenin Diizeyleri
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Calisma ve kontrol gruplarinin Eliza ile yapilmis olan analiz sonuglarina gore

mMTOR ve myogenin diizeyleri sirasi ile Tablo 4.5 ve Tablo 4.6° da gosterilmistir.

Tablo 4.5. Gruplarin mTOR diizeyleri

MTOR (ng/mL)

Denekler Cahisma Grubu

Kontrol Grubu

1.0l¢iim 2.6l¢iim 3.6l¢iim 1.6l¢iim  2.6l¢iim 3.0l¢iim
1 5.090 5.333 4.942 4.425 4.645 4.729
2 3.859 4.391 4.266 3.556 4.488 4.641
3 3.887 4.535 4.438 4.765 4.961 5.352
4 4.504 4.469 4.438 4.438 4.272 4.494
5 4.050 3.875 5.518 4.543 5.114 5.142
6 3.445 3.865 4.948 6.340 4510 3.787
7 3.381 4.328 4.798 5.354 3.793 3.853




Tablo 4.6 Gruplarin myogenin diizeyleri
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Myogenin (ng/mL)

Cahisma Grubu

Kontrol Grubu

Denekler
1.0l¢iim 2.6l¢iim 3.0l¢iim 1.6lciim 2.0lciim 3.6l¢lim
1 6.758 6.767 6.540 6.120 6.108 6.132
2 6.093 6.103 6.055 6.098 6.139 6.103
3 6.021 6.061 6.065 6.178 6.076 6.123
4 6.035 6.114 6.054 6.234 6.145 6.109
5 6.108 6.168 6.089 6.067 6.087 6.074
6 6.087 6.093 6.060 6.208 6.123 6.142
7 6.126 6.154 6.094 6.118 6.029 6.055
Gruplar mTOR ve myogenin diizeylerinin ortalamalari  agisindan

karsilastirildiklarinda istatistiksel olarak 6nemli bir farklilik bulunmamustir (sirasi ile
p=0.227 ve p=0.548) (Tablo 4.7).

Tablo 4.7 Gruplarin mTOR ve myogenin diizeyleri acisindan degerlendirilmesi

Calisma Kontrol
p
x£SS x£SS
MTOR (ng/mL) 4.40+0.35 4.63+0.32 0.227
Myogenin(ng/mL)  6.17+0.23 6.12+0.04 0.548

Student t test
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X85

mTOR Myogenin

E Cahsma [ Kontrol

Grafik 4.4 mTOR ve myogenin ortalamalarmin karsilastiriimasi

Gruplar arasinda mTOR ve myogenin ortalamalar1 agisindan istatistiksel olarak
onemli bir farklilik belirlenmemistir (p>0.05)(Grafik 4.4). Calisma grubunda mTOR
diizeyi ile 7. giin agirhig1 ve kas agirligi arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir iliski
bulunmamistir (p>0.05). Yine ¢alisma grubunda myogenin diizeyi ile 7. giin agirhig
ve kas agirlig1 arasinda istatistiksel olarak onemli bir iliski saptanmamustir (p>0.05)
(Tablo 4.8).

Tablo 4.8 Calisma grubunda mTOR ve myogenin diizeyleri ile son agirhk ve kas

agirh@ iliskisi
mTOR Myogenin
Cahisma Grubu
r p r p
7.giin agirh@ -0.075 0.873 -0.038 0.935
Kas agirh@ -0.364 0.422 -0.107 0.819

Pearson korelasyon analizi
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Tablo 4.9 Kontrol grubunda mTOR ve myogenin diizeyleri ile son agirhk ve kas

agirh@ iliskisi
mTOR Myogenin
Kontrol Grubu
r Y r p
7.giin agirhg 0.074 0.875 -0.123 0.793
Kas agirh@ 0.123 0.794 -0.183 0.694

Pearson korelasyon analizi

Tablo 4.9°da kontrol grubunda mTOR ve myogenin diizeyleri ile son agirlik ve
kas iliskisi verilmistir. Kontrol grubunda mTOR diizeyi ile 7. giin agirligi ve kas
agirhig1 arasinda istatistiksel olarak énemli bir iligki bulunmamistir (p>0.05). Yine
kontrol grubunda myogenin diizeyi ile 7. giin agirhigr ve kas agirligi arasinda

istatistiksel olarak 6nemli bir iligki belirlenmemistir (p>0.05) (Tablo 4.9).
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5. TARTISMA

Obezite, tim diinyada en yaygin hastalik olmakla birlikte birgok kronik
hastalik icin de risk faktoriidiir. Ancak ciddi yan etkiler yaratmaksizin viicut agirligini
azaltacak herhangi bir terapotik ajan bulunmamaktadir (109). Enerji kisitlamasi
obezitenin tedavisindeki en temel yaklasim oldugundan, son yillarda enerji
kisitlamasinin ~ faydali etkilerini taklit edebilecek ve obezite tedavisinde

kullanilabilecek dogal ya da sentetik bilesiklerin tanimlanmasina odaklanilmistir (41).

Resveratroliin, adipoz doku kiitlesini azalttig1 hayvan modelinde gésterilmistir
(110,111). Resveratroliin anti-obezite mekanizmasi tam olarak anlasilamamis olmakla
birlikte, adipogenez, apoptoz, lipogenez, lipoliz, termogenez ve yag asit oksidasyonu
gibi c¢esitli metabolik yolaklara olan etkisi ilizerinde durulmaktadir (42). Li ve
arkadaslar1 (112), resveratroliin adipojenik farklilasma tizerine olan etkilerini, murine
3T3-L1 hiicreleri ve insan SGBS (Simpson-Galabi- Behmel-Sendrom) hiicrelerinde
calismis ve resveratroliin, adipositlerde lipogenezi baskiladigini hem insan, hem de
hayvan hiicrelerinde gostermislerdir. Calismada, resveratroliin anti-lipojenik etkisinin
asetil  CoA karboksilaz (ACC) inhibisyonu ve mitokondriyal biyogenez
seviyelerindeki artis ile iligkili oldugu bildirilmistir. Baska bir ¢alismada ise, OLETF
ratlarin diyetlerine resveratrol ilave ederek anti-obezite etkileri arastirilmis ve
resveratrol miidahalesi ile yag metabolizmasinda anlamli azalma meydana geldigi
gozlemlenmistir (40). Bu c¢alismay1 destekler sekilde, yine obez hayvanlarda
resveratroliin beyaz yag dokusundaki anti-adipojenik ve anti-inflamatuvar etkilerinin
arastirlldigt  bagka bir c¢alismada, yiliksek yagli diyetle beslenen farelerle
kiyaslandiginda, %0.4 resveratrol iceren diyet ile beslenen farelerde agirlik kaybi
anlamli bulunmustur (-%48) (43). Yapilan bir ¢alismada, resveratroliin agirlik
kazanimi {lizerine olan etkisini, enerji alimin1 azaltarak, dinlenme metabolik hizini ve
yag mobilizasyonunu arttirarak yaptigi vurgulanmistir (50). Chang ve arkadaslarinin

(113), yapmis oldugu ¢aligsmada da; resveratroliin yiiksek yagl diyet ile obez yapilmis
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farelerde; 1-30 mg/kg resveratrol uygulamasinin, enerji aliminda bir azaltma

yaratmaksizin, doza bagimli olarak agirlik kaybina neden oldugu bildirilmistir.

Yapilan ¢aligmalarla uyumlu olarak bu ¢alismada da resveratrol alan grupta
kontrol grubuna gore anlamli bir agirlik kaybi gézlemlenmistir (p<0.05). Ancak
resveratroliin agirlik kontroliinde etkisiz olduguda raporlanmistir. Saglikli 24 obez
erkek birey iizerinde yapilmis olan bir ¢alismada yiiksek doz resveratrol uygulamasi
(1500 mg/giin) 6ncesi ve sonrasinda ektopik (karaciger ve iskelet kasi) ve viseral yag
icerigi, magnetik rezonans ve spektroskopi ile Olgiilerek karsilastirilmis ve
parametrelerin hi¢ birinin yliksek doz resveratrol uygulamasindan etkilenmedigi
gozlemlenmistir (49). Baska bir ¢alismada da, C57B1/6J farelerde enerji kisitlamasi
ile birlikte kilogram basina 2 ila 4 gram resveratrol i¢eren yem ile beslemenin, enerji
alimi, metabolik performans, inflamatuvar genler ve SIRT proteinlerinin
ekpresyonuna olan etkileri incelenmis, sonucta ne diisiik doz, ne de yiiksek doz
resveratrol miidahalesinin enerji alimina, agirlik kazanimina, viicut yag ytizdesine ne
de metabolik performans tizerine herhangi bir etki yaratmadigi vurgulanmigtir (114).
Baska bir ¢alismada ise obez farelerde, goreceli diisiik doz resveratrol uygulamasinin
aclik kan sekeri ve insiilin diizeylerini azalttig1, ancak viicut agirlig1 {izerine herhangi

bir etkisi olmadig1 rapor edilmistir (115).

Resveratroliin agirlik kaybi iizerine etkisinde tartismali bir baska konu ise,
resveratroliin agirlik kaybina olan etkisinin obez olmayan insanlarda goriilmemesi
nedeniyle yalnizca yiiksek yaglh diyet ya da obez bireylerde mi etkili oldugu konusudur
(112). Bu calismada obezite ya da yiiksek yagli diyetle beslenme modeli
olusturulmaksizin bu etkinin gosterilmesi 6nemlidir. Obezite tedavisinin, obezite
meydana geldikten sonra zor ve tekrarlayan bir siire¢ oldugu diistiniildiigiinde en etkili
tedavinin obezitenin olusumunu engellemek oldugu asikardir. Bu baglamda obezitenin
gelisimini 6nlemede resveratroliin bu etkisinin daha net anlasilabilmesi agisidan daha

fazla ¢alismaya ihtiyag vardir.

Baska bir tartismali nokta ise resveratroliin agirlik kaybina neden olan etkin

doz tartigmasidir. Resveratroliin bu etkisinin, doza bagimli olarak meydana geldigini
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belirten (48), bunun yani sira bu ¢alismay1 destekler bir sekilde diisiik doz resveratrol
uygulamasinin, yiiksek doz uygulamaya kiyasla adipoziteyi baskilamakta daha etkin

oldugunu ve viicut agirhiginda anlamli azalma sagladigini belirten caligsmalar

mevcuttur (116,117).

Resveratroliin agirlik kontrolii lizerindeki etki mekanizmalarindan bir digeri
ise leptin salgisi lizerine olan etkisidir. Obezitede leptin direnci, lizerinde siklikla
durulan mekanizmalardandir. Leptin, baslica beyaz adipoz dokudan salgilanmaktadir
ve besin alimini baskilayarak ve enerji harcamasimi arttirarak enerji homeostazini
diizenlemektedir. Ancak obezite durumunda leptine karsi yanitin azalmasi ile
hiperleptinemi bir arada bulunur. Bu olay leptin direnci olarak tanimlanmaktadir ve
leptin duyarliliginin yeniden saglanmasinin obezitenin tedavisinde yararl bir strateji
oldugu disiiniilmektedir. Cesitli besin bilesenlerinin; teosaponinler, resveratrol,
kafein, taurin gibi leptin sinyalizasyonunu noronlarda anoreksijenik peptitlerin
ekspresyonunu arttirarak ve/veya oreksijenik peptitlerin ekpresyonunu yeniden
diizenleyerek besin alimini azaltabilecegi belirtilmektedir (118). Resveratroliin leptin
sekresyonu Tlizerine etkisinin arastirildigi  bir ¢alismada, resveratroliin rat
adipozitlerinde doza bagimli olarak leptin salgisini baskiladig1 ve adipozitler tizerinde
endokrinolojik bir etkiye sahip oldugu bildirilmistir (119). Bu ¢alismada resveratroliin
zayiflatici etkisi gosterilmis olmakla birlikte, olast mekanizmalardan leptin ve adipozit
doku tizerindeki etkilerini degerlendirebilecek herhangi bir parametre olmadigi i¢in
mevcut etkinin leptin salgis1 tizerinden mi, yoksa diger mekanizmalar iizerinden mi

ger¢eklesmis oldugu bilinmemektedir.

Mammalian target of rapamycin (mTOR); fosfotidilinositol 3- kinaz (P13K)
iliskili kinaz ailesine ait atipik serine/treonin protein kinazdir. mTOR yolagi en az bes
major intraseliiler ve ekstraseliiler uyarilari (biiylime faktorleri, stres, enerji durumu,
oksijen ve aminoasitler gibi) birlestirerek bir¢ok siireci (protein ve lipit sentezi ve
otofaji gibi) kontrol eder (120). mTOR biiyiime sinyalleri ve beslenme durumunda,
protein sentez regiilasyonunu etkiler. Insan viicudundaki en biiyiik protein deposu
iskelet kaslar1 oldugundan, iskelet kas fenotipinin belirlenmesinde mTOR merkezi rol

oynamaktadir. mTOR miyofibriller protein sentezi i¢in de gereklidir (121).
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Iskelet kas kiitlesinde artmis mekanik yiiklenmeye yanit olarak olusan
hipertrofi ve protein sentezindeki artis icin mTOR sinyalizasyonu gereklidir (122).
Ancak, mTOR sinyalizasyonunun azalmis mekanik yiiklenme siiresince protein
sentezi ve kas kiitlesinin regiilasyonu {izerindeki etkisinin arastirildigi bir ¢alismada;
immobilizasyon siirecinde beklendigi gibi protein sentez hizin1 ve kas kiitlesini
azaltmistir. Ilging olarak immobilizasyonda mTOR sinyalizasyonu da artmistir.
Immobilizasyon durumunda rapamycin ile mTOR blokasyonu gerceklestiginde ise,
protein sentezi ve kas kiitlesindeki kayip daha da artmaktadir. Bu nedenle mTOR
aktivasyonunun immobilizasyon siiresince olusan protein sentezi ve kas kiitlesindeki
azalmay1 degistirmek i¢in gerekli oldugu belirtilmis ve kas atrofilerinin 6nlenmesinde

MTOR aktivasyonu hedef terapi olarak vurgulanmistir (123).

Resveratroliin protein degredasyonunu engelledigi cesitli calismalarda
vurgulanmistir (9,10). Resveratroliin anti-kasektik etkisini NFkB aktivitesini ve
MuRF1 ekspresyonunu inhibe ederek yaptig1 belirtilmistir (76). Resveratroliin, TNF-
a ile indiiklenen atrofilerde, Akt, p70S6K, mTOR ve 4E-BP1 fosforilizasyonunu
arttirarak, kas korunumu sagladigi belirtilmektedir (11). Alamdari ve arkadaslarinin
(77) yaptig1 ¢alismada, resveratroliin deksametazon ile indiiklenerek gergeklestirilmis
MAFbx ve MuRF1 ekpresyonunun katabolik etkilerine kars1 6nleyici oldugu ve bunu
SIRT1’ e bagl olarak yaptigi bildirilmistir. Buna kargin resveratoliin kas kiitlesi
kayiplarini bloke edemeyecegi ya da geri ¢eviremeyecegi de belirtilmektedir (75).

Bu calismada ise, kontrol grubu ile calisma grubunun kas agirliklari
karsilastirildiginda, resveratrol alan grupta kas agirliginda istatistiksel olarak 6nemli
azalma saptanmis (p<0.05) ve resveratroliin kas kaybinin korunmasinda herhangi bir
onleyici etkisi bulunmamistir. Resveratroliin atrofi modellerindeki olumlu etkileri goz
oniinde alindiginda, belki de resveratroliin kas atrofisinde dnleyici degil tedavi edici
bir rolii oldugu diisiiniilebilir. Bu ¢alismada da herhangi bir atrofi modeli yaratilmadigi
icin resveratroliin bu etkisini gdzlemlenememis olabilir. Literatiirde atrofi siirecinde
genel olarak mTOR yolaginin down-regiile oldugu, nadir olarak ise up-regiile
olabilecegi gosterilsede tiim bu bilgilerle ¢elisir sekilde bu ¢alismada atrofiye ragmen

mTOR diizeyleri sabit kalmigtir.
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Kas hipertrofisinde Akt/mTOR ve kalsinorin /NFAT yolagi en temel
sinyalizasyon yolaklari olarak gosterilmektedir. AKt/mTOR yolagi hipertrofi siiresince
up-regiile olurken, atrofi siirecinde down-regiile olmaktadir (81). Kas prekiirsor
(MPC) hiicre proliferasyonu iskelet kas biiylimesinin diizenlenmesi, stirdiiriilmesi,
tamiri ve yasa bagiml kas kiitlesi kayiplarinda 6nemlidir. Yetiskin iskelet kas1 kok
hiicresi ya da kas prekiirsor hiicreleri neredeyse tek basina iskelet kas fibrillerinin
rejenerasyonundan ve boyutlarindaki artistan sorumludurlar (124). Yapilan bir
calismada SIRT1’ in kas prekiirsor hiicrelerinin farklilagmasini inhibe ettigi
gosterilmistir (125). Ancak bununla ¢elisir bir sekilde, Rathbone ve arkadaslar1 (124)
ise, literatiirde ilk kez SIRT1’ in kas prekiirsor hiicrelerinin proliferasyonunu
arttirdigint ~ belirtmiglerdir.  Tim bu veriler degerlendirildiginde, SIRT1
aktivatorlerinden biri olan resveratroliin iskelet kas hiicreleri tizerindeki atrofi ya da
protein sentezi iizerine olan etkileri tartismalidir. Iskelet kasi biiyiime ve protein
sentezinde, SIRT1 ve SIRT6, IGF-1 ve Akt/mTOR sinyalizasyonlarinin negatif
diizenleyicisi olarak vurgulandigi bir ¢aligmada, yasa bagli olarak katabolik ya da
besin dgesi kisitlamasina bagl SIRT1’ deki herhangi bir degisiklik, potansiyel olarak
mTOR fonksiyonunu etkileyebilir ve rejenerasyonda degisiklik ile sonuglanabilir.
Tiim bu veriler SIRT1” in; iskelet kas kiitlesindeki artisla iligkili olan Akt/mTOR gibi
yolaklardaki potansiyel negatif regiilasyonunu isaret etmektedir (126). Son
zamanlarda ise resveratroliin SIRTI1’den bagimsiz bir mekanizma ile mTOR
sinyalizasyonunu, bunun da protein sentezini inhibe ettigi gosterilmistir (127). Bu
verilerin aksine yapilan bagka bir c¢alismada ise, 3 haftalik resveratrol
suplemantasyonu ile kaspaz-9 diizeylerinde azalma ve hindlibm suspension (uyluktan
asma deneysel atrofi modeli) sonrasinda gastroknemius kasinda Bcl-2 ekpresyonunda
artis saptanmustir. Bu veriler, immobilizasyona sekonder gelisen kas giicii kaybinin
engellenmesinde 6nemli bir adaptasyon olarak vurgulanmistir (128). Yine baska bir
calismada ise, SIRT1 ve SIRT2’ nin p70S6K” nin asetilasyonunu bloke ettigi, kardiyak
kaslarda, SIRT1’ in c¢esitli yolaklarda Akt fosforilizasyonunu kolaylastirdig:
gosterilmistir (126). Tim bu ¢eliskili veriler 1s18inda SIRT1 aktivasyonunun 6zellikle

de iskelet kas doku ve hiicrelerinde ekpresyonunu artirict resveratrol ya da baska bir
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analogu tarafindan suplemantasyonunun iskelet kas kiitlesi regiilasyonunda pozitif ya
da negatif etki gosterip gostermediginin ¢ok daha fazla arastirilmaya ihtiyaci vardir
(126). Bu c¢alismada ise SIRT1 aktivasyonuna bakilmamis olmakla birlikte
resveratroliin SIRT1 aktivatorii olarak kesin kabul gérmesi nedeniyle, resveratrol ile
saglanan SIRT1 aktivasyonunun, literatiirdeki mTOR diizeyleri tizerine arttirici ya da
azaltict sonuglarma ragmen, mevcut c¢alismanin sonucunda literatiiriin aksine
resveratrol miidahalesinin mTOR diizeyleri {izerine etkisi bulunmamig, mTOR
diizeyleri sabit kalmistir. Bu sonug resveratroliin mTOR diizeylerine SIRT1’den

bagimsiz yolaklar {izerinden etkili oldugu seklinde yorumlanmustir.

Resveratroliin kas hipertrofisi ve atrofisi tizerine etkilerinin arastirildig1 bagka
bir ¢alismaya gore; C2C12 miyotiibiilleri resveratrol varliginda ve yoklugunda TNF-
a maruziyetine birakilmistir. TNF-a ile miidahale edilen miyotiibiillerde kas spesifik
ubiquitin ligaz MAFbx ve MuRF1’lerde hiperekspresyon ve bu degisiklikler ile
baglantili olarak anabolik hedeflerde (Akt, mTOR, p70S6K ve 4E-BP1) azalma ve
katabolik hedeflerde (FOXO1, FOX0O3a, MAFbx, MuRF1) artis gézlemlenmistir.
Resveratrol ile miidahale, TNF-a’ nin indiikledigi protein kaybini 6nlemis ve Akt,
MTOR, p70S6K ve 4E-BP1 ekspresyonlarindaki azalmay1 geriye ¢evirmistir.
Calismanin sonucunda resveratrol uygulanan miyotiibiillerde hipertrofik goriintii ve
miyotiibiil diametrelerinde artis saptanmistir. Resveratroliin, sadece TNF-o’ nin
indiikledigi atrofik yaniti baskilamakla kalmayip, miyotiibiillerdeki hipertrofik
yolaklar1 da indiikledigi, miyotiibiil hipertrofisinin Akt/mTOR yolaginin aktivitesine
bagl oldugu, bu yolagin resveratrol tarafindan regiile edildigi, bu nedenle de kas
kiitlesinin gelistirilmesinde 6nemli bir strateji olabilecegi one siiriilmiistiir (11). Iskelet
kas lifleri hizli ve yavas kasilan tipler olmak tiizere genel olarak iki kategoride
toplanmaktadir. Tip 1 diyabetes mellitusta (T1DM) yavas tip miyofiber biiyiikliigiinde
ve protein sentezinde azalma oldugu kanitlanmistir (129). Diyabetik farelerin SOL
(soleus) ve EDL (ekstensor digitorum longus) kaslarindaki fosforolize olmus Akt
seviyesi diyabetik olmayan farelere kiyaslandiginda anlamli diisiiktiir. Resveratrol
suplemantasyonu ile diyabetik farelerin SOL kas dokusunda Akt fosforilizasyonu

artmig, EDL kasinda da istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlenmistir. Bu sonug
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bize resveratroliin, TLDM’ lerde yavas tipte kaslarda Akt yolag: tizerinden bir etkisi
olduguna isaret etmektedir (129). Benzer sekilde baska bir ¢alismada; diyabette hizli
ve yavas kaslardaki azalmis olan Akt ve GSK3 fosforolizasyonu resveratrol
miidahalesi ile tersine c¢evrilmistir (130). Ancak saptanan Akt artisina ragmen
resveratrol ile miidahale edilen ve edilmeyen diyabetik farelerin EDL ve SOL kas
dokularinda mTOR fosforilizasyonu oranlarinda istatistiksel bir fark saptanmamigtir
(129). Resveratroliin diyabetik farelerde kas dokusu iizerine etkisinin incelendigi
calismaya benzer olarak, bu ¢calismada da resveratrol uygulamasinin mTOR diizeyleri

tizerine herhangi bir etkisi saptanmamustir.

Yapilan bagka bir caligmada ise, 6 haftalik gilic egzersizi sonrasinda
gerceklesen iskelet kas kiitlesindeki artig, direkt olarak p70S6K1 (p70S6K1, mTOR'
un direkt hedefidir) fosforilizasyonu ile iliski bulunmustur. Calismada mTOR’ un gii¢
egzersizi sonrasindaki aktivasyonu ile geng bireylerde miyofibriller protein
sentezindeki akut aktivasyonun korelasyon gosterdigi raporlanmistir. Ancak bu
calismada mTOR diizeylerinde degisiklik olmaksizin atrofi gézlemlenmis ve bu sonug
da kas kiitlesi iizerinde kritik 6neme sahip IGF-1/PI3K/Akt/mTOR yolagindan baska

mekanizmalarin da kas atrofisi ve hipertrofisinde 6nemli oldugunu gostermistir (131).

Resveratroliin saglik {izerine bir¢ok olumlu etkisi gosterilmis olmasina
ragmen, iskelet kaslarma yonelik faydali etkileri literatiirde diger dokulara kiyasla
daha az incelenmistir. Resveratroliin protein katabolizmasi ve kas fonksiyonlarim
degistirdigi (99) ve iskelet kas hiicre farklilasmasinda aktif rolii oldugu One
stiriilmektedir (12). Ancak miyogenez siirecindeki hedef proteinler {izerine etki
mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Resveratrol ile yapilan ¢aligma sonuglarina
gore resveratroliin bazi gen ekspresyonlart ve mitokondriyal biyogenezi indiikledigi
(63), 6n farklilagma ajani gibi davrandigi, kastaki 6n farklilasma gostergeleri ve
transkripsiyonel faktorleri (myogenin, Scrp3) up-regiile ettigi, miyozin agir zincir
icerigini giiclii bir sekilde artirdig1 gosterilmistir (100). /n vitro olarak C2C12
hiicreleri, resveratrol ile miidahale edilerek hiicrelerde meydana gelen morfolojik ve
transkripsiyonel faktdr proteinlerin miktarlarinin incelendigi bir ¢alismada ise;

resveratrol ile miidahale sonrasinda Myf-5 ve MyoD protein diizeylerinde 6nemli artis
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saptanmustir. Bu sonug, resveratroliin farklilasmay1 indiikleyebileceginin gostergesi
olarak belirtilmis ve resveratrol ile miidahalede miyozin agir zincir protein
ekspresyonlarinin tiim farklilasma basamaklarinda arttigi vurgulanmistir. Calisma
sonuglarma gore resveratrol; MRF’ lerin (Myf-5, MyoD ve myogenin gibi) erken
ekpresyonunu, kas gosterge proteinleri (miyozin agir zincir) ve iskelet yapisal protein
stireglerini tesvik ettigi ve IGF-1 yolagini stimiile ederek hipertrofi iizerine pozitif etki
gosterdigi vurgulanmigtir. Bu ¢alisma sonucunda, resveratroliin miyogenez Ve
hipertrofiyi in vitro olarak kontrol edebilecegi belirtilmistir (12). Ancak bununla gelisir
sekilde C2C12 (aktive edilmis satellite hiicre in vitro modeli) fare hiicrelerinde SIRT1’
in myoblast farklilasmasini inhibe ettigi, satellite hiicre farklilasmasinda Onemli
regiilator olan myogenin ekspresyonunu azalttigi bildirilmektedir (125). In vitro
modellerde gosterilen ve kas hastaliklarinin tedavilerinde, bunun yani sira sporcularda
performans artis1 ve ergojenik yardim olarak yeni bir umut 15181 olan resveratroliin bu
etkisinin in vivo modelde de varligini saptayabilmek amaci ile yapilan bu ¢alismada

resveratroliin myogenin iizerine herhangi bir etkisinin olmadig1 belirlenmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

6.1. Sonuclar

Bu ¢alisma; her biri 7 fareden olusacak sekilde galisma grubu (resveratrol

uygulamasinin yapildig1 grup) ve kontrol grubu (uygulama yapilmayan grup) olmak

tizere toplam 14 Swiss Albino erkek farede yapilmistir. Caligma grubuna ardisik 7 giin

boyunca saat 10.00’ da 20 mg/kg/giin trans-resveratrol intraperitoneal enjeksiyon

yontemi ile uygulanmis ve resveratrol miidahalesinin viicut agirligi, gastroknemius kas

agirhigi, mTOR ve myogenin diizeyleri lizerine etkileri incelenmistir. Calisma ile elde

edilen sonuclar asagida sunulmustur.

1.

Resveratrol uygulamasi ile ¢alisma grubunun viicut agirliginda, kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak onemli bir azalma saptanmustir
(p<0.05).

Calisma grubunda 1. giin agirhigina gore 7. giin agirliginda disiis
saptanmis ve bu diislis istatistiksel olarak oOnemli bulunmustur
(p<0.05), kontrol grubunda ise 1. giin agirligina gore 7. giin agirliginda
artis saptanmis ancak bu farklilik istatistiksel olarak ©Onemli
bulunmamuistir (p>0.05).

Calisma grubunda sag gastroknemius kas agirligi, kontrol grubunun sag
gastroknemius kas agirligina gore istatistiksel agisindan énemli diisiik
bulunmustur (p<0.05).

Calisma ve kontrol gruplar1 arasinda mTOR ve myogenin diizeyleri

arasinda istatistiksel olarak ©nemli bir farklilik saptanmamistir

(p>0.05).

Calisma grubunda 7. giin agirlig1 ve kas agirliklarina gére mTOR ve
myogenin diizeylerinde istatistiksel olarak Onemli bir farklilik

saptanmamustir ( p>0.05).
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6. Kontrol grubunda 7. giin agirligi ve kas agirliklarina gére mTOR ve
myogenin diizeylerinde istatistiksel olarak ©nemli bir farklilik

saptanmamustir ( p>0.05).

6.2. Oneriler

Obezite modeli ya da yiiksek yagli diyet olmaksizin standart yem ile ad libitum
beslenmede farelerde resveratrol uygulamasi ile agirlik kaybinin gézlemlenmesi
onemli bir sonugtur. Obezite gelistikten sonra tedavisi zor ve uzun siireli bir siiregtir
ve genel olarak tedavisi sonrasi niiks orami yiiksektir. Resveratrol obezitenin

onlenmesinde biyoaktif bir bilesen olarak ortaya konulmustur.

Literatiir bilgileri 1s18inda kas atrofisinde mMTOR diizeylerinde genel olarak
azalma saptandig bildirilmektedir, ancak bu ¢alismada mTOR diizeylerinde herhangi
bir farklilik saptanmamistir. Kas atrofisine ragmen bu etkinin saptanmamis olmasi
resveratroliin burada farkli bir mekanizma ile mMTOR diizeylerini sabit tutmus
olabilecegi ve kas atrofisinde baslica mekanizma olan gdsterilen Akt/mTOR

yolagindan farkli yolaklarin {izerinde de durulmasi gerektigini gostermistir.

In vitro c¢alismalarda resveratrol miidahalesi ile myogenin diizeylerinde
saptanan artis ve bunun kas korunumu, gelistirilmesindeki etkisi in vivo olarak
yiiriitiilen bu ¢alismada Saptanmamistir. Bu sonucun, uygulanan doz, siire ve olasi

baska mekanizmalarin etkisinden kaynaklanabilecegi gosterilmistir.

Resveratroliin olas1 metabolik etkilerini ortaya koyabilmek adina daha fazla
denek ve farkli dozlarin uygulandigi in vivo c¢aligmalara ihtiya¢ oldugunu

kanisinday1z.
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