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I

ONSOZ

Kadmiyum ve diger agir metaller hem g¢evresel hem de mesleki
maruziyetlerle insan saghgmi tehdit etmektedir. Kadmiyum, yiyecekler ve su gibi
dogal kaynaklara karismakta ve bu yolla da besin zincirine girebilmektedir.
Kadmiyum, yar1 dmriiniin uzun olmasi ve hemen hemen tiim sistemlere toksik etki
gosterebilmesi sebebiyle ayri bir 6neme sahiptir. Insan yasamini etkileyen &nemli
kadmiyum kaynaklari; sigara dumani, rafine edilmis yiyecek maddeleri, su borulari,
kahve, ¢ay, komiir yakilmasi, kabuklu deniz iiriinleri, kullanilan giibreler ve
endiistriyel liretim asamalarinda olusan baca gazlaridir., Kadmiyumun karsinojenik
etkisinin yani sira, hem akut hem de kronik maruziyetiyle birgok organda hasara
neden oldugu gosterilmistir. Akut kadmiyum zehirlenmesinde, kadmiyumun dolayli
olarak reaktif oksijen tiirleri ve radikallerin tiretimine neden oldugu diisiiniilmektedir.
Oksidan diizeyini arttiran etmenlere karsi hiicrenin yasamini siirdiirebilmesi,
organizmanin  serbest  radikallerden  koruyucu  biyokimyasal = savunma
mekanizmalarina  sahip olmasina baghdir. Aslinda organizmamiz endojen
antioksidan enzimler sayesinde kendi kendini koruyabilmektedir. Ancak bu bazi
durumlarda yeterli olmamaktadir. Bu nedenle organizmanin disaridan antioksidan
ozelligi olan kimyasallar1 iceren besin maddeleri ile desteklenmesi gerekmektedir.
Giliglii bir antioksidan olan resveratrol, tiztim, kirmizi sarap, yer fistigi, asma yapragi,
kegi kulagr ve yabanmersininde bulunan dogal polifenolik bir bilesik olup oksidatif
strese bagli olarak olusan hiicresel hasarlari ve apopitozu Onleyerek siiperoksit
anyonlarini ve hidrojen peroksiti hiicreden uzaklastirmada oldukga giiglii bir etkiye
sahiptir. Bu bilgiler 1s1ginda resveratroliin, toksik bir madde olan kadmiyumun
meydana getirdigi zararli etkilere karsi koruyucu etkisinin olup olmadigmin
arastirilmasi amaglanmistir.
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OZET
Kadmiyum Uygulanan Farelerde Olusturulan Oksidatif Strese Karsi
Resveratroliin Koruyucu Etkisinin Arastirilmasi

Kadmiyum ve diger agir metaller hem g¢evresel hem de mesleki
maruziyetlerle insan sagh@mni tehdit etmekte ve sanayide yaygin olarak
kullanilmaktadir. Resveratrol anti-inflamatuvar, antioksidan, antitimér ve
immunomodulattr 6zellikleri olan dogal bir polifenolik bilesiktir. Bu nedenle yapilan
calismada Swiss albino farelerin plazma, karaciger, bobrek ve kalp dokusunda
kadmiyum toksisitesine karsi resveratroliin  koruyucu etkisi arastirilmistir.
Calismamizda 35 fare esit olarak 5 gruba ayrilmistir. Grup 1: Kontrol grubu
(kadmiyuma maruz kalmamis normal ad [libitum beslenen grup), Grup II: Alkol
grubu (% 1 etil alkol) Grup III: Kadmiyum (CdCl;, 1 mg/kg/giin), Grup 1V:
Resveratrol (10 mg/kg/giin, %1°lik etil alkolde ¢6ziindii), Grup V:
Kadmiyum-+Resveratrol (1 mg/kg/giin + 10 mg/kg/giin). Tiim uygulamalar 21 giin
stireyle oral gavaj yoluyla uygulanmistir. Uygulama siiresi sonunda karaciger, bébrek
ve kalp dokusunda oksidatif stresin gostergesi olarak malondialdehit (MDA) ve
nitrik oksit (NO) miktarlari, antioksidan savunmanin biyobelirteci olarak rediikte
glutatyon (GSH) miktar, akut faz yanitin bir gdstergesi olan total siyalik asit (TSA)
ve plazmada aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT), gamma-
glutamil transferaz (GGT) enzim aktiviteleri spektrofotometrik yontemlerle
belirlenmistir. Kadmiyum verilen grupta MDA, NO, TSA diizeyi ve AST, ALT,
GGT enzim aktivitesi karaciger, bobrek ve kalpte kontrole gtre onemli derecede
artarken, GSH diizeyi ise kontrole gore ©nemli derecede azalmistir.
Kadmiyum-+resveratrol verilen grupta ise MDA, NO, TSA diizeyi ve AST, ALT,
GGT enzim aktivite diizeylerinin kadmiyum verilen gruba gore istatistiksel olarak
onemli derecede azalirken, GSH diizeyi ise &nemli derecede artmistir. Sonug olarak
kadmiyumun toksik etkisine karsi resveratroliin karaciger, bbrek ve kalpte koruyucu
etkisinin olabilecegi kanisina varildi.

Anahtar Kelimeler: Kadmiyum, Oksidatif Stres, Resveratrol, Siyalik Asit
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SUMMARY
The Investigation of the Protective Effect of Resveratrol on Oxidative Stress
Levels in Mice Given Cadmium

Cadmium and other heavy metals which are commonly used in industry could
threaten human health with both environmental and occupational exposures.
Resveratrol, a natural polyphenol, is thought to have some properties such as anti-
inflammatory, antioxidant, antitumor and immunomodulatory. Therefore, the present
study was designed to examine the protective effect of resveratrol against cadmium
toxicity in plasma, liver, kidney and heart tissue of Swiss albino mice. In our study,
thirty five mice were equally divided into five groups, namely Groups I-V. Group I:
Control group (a normal feeding ad libitum group that has not been exposed to
cadmium), Group II: Alcohol group (1 % ethyl alcohol), Group III: Cadmium
(CdCly, 1 mg/kg/day), Group IV: Resveratrol (10 mg/kg/day, dissolved in 1 % ethyl
alcohol), Group V: Cadmium+Resveratrol (I mg/kg/day + 10 mg/kg/day). All
treatments were administered orally via gavage for 21 days. The amount of
malondialdehyde (MDA) and nitric oxide (NO) as an indicator of oxidative stress in
liver, kidney, and heart tissue at the end of the application period, the amount of
reduced glutathione (GSH) as a biomarker of antioxidant defense, total sialic acid
(TSA) as an indicator of acute phase response and aspartate aminotransferase (AST),
alanine aminotransferase (ALT), gamma-glutamyl transferase (GGT) enzyme
activities in plasma were determined by spectrophotometric methods. In cadmium
group, it was determined that MDA, NO, TSA level and AST, ALT, GGT enzyme
activities increased significantly compared to control in the liver, kidney, and heart,
while GSH level decreased significantly compared to control. In
cadmium-+resveratrol group, it was determined that MDA, NO, TSA level and AST,
ALT, GGT enzyme activity levels decreased, while GSH level increased statistically
significantly compared to cadmium groups. As a result, it was concluded that
resveratrol may have a protective effect on the liver, kidney and heart against the
toxic effect of cadmium.

Keywords: Cadmium, Oxidative Stress, Resveratrol, Sialic Acid



1.GIRIS ve AMAC

Yer kabugunun dogal bir elementi olan kadmiyum madencilik ve endiistriyel
faaliyetler esnasinda c¢evreye yliksek emisyon diizeyinde yayildigindan insan
saghigim tehdit eden Onemli bir cevresel kirletici olarak degerlendirilmektedir
(Akesson ve ark. 2014). Kadmiyumun insanlarda gesitli organ kayiplart ve kanseri
tetikledigi bilinmektedir. Insanlar beslenme yoluyla giinlitk yaklasik olarak 30 pg
kadmiyum alimina maruz kalmakta iken sigara kullananlarda bu durum sigara basina
2 ug olacak sekilde artis gostermektedir (Mannino ve ark. 2004). Insanlar tarafindan
alinan kadmiyum viicuttan etkin bir sekilde uzaklastirilamaz ve kadmiyumun
biyolojik yaritlanma omrii 10-30 yil kadardir. Bu nedenle beslenme yoluyla diisiik
dozlarda kronik kadmiyum maruziyeti farkli dokularda kadmiyum birikimi ile
sonuglanir. Kadmiyum akciger, karaciger, bobrek, hematopoetik doku ve diger organ
sistemlerini etkileyen karsinojen olarak smiflandirilmaktadir (ATSDR, 2012).
Viicuda alinan kadmiyumun biiyiik bir kism1 karaciger ve bébreklerde birikmektedir
(Kim ve ark. 2013).

Kadmiyumla indiiklenen doku hasarlari ve hiicre &liimlerinin sistemik
enflamasyon ve reaktif oksijen tilirlerinin tiretimi ile indiiklenen oksidatif stresle
iliskili olabilecegi bildirilmektedir. Akut ve kronik kadmiyum maruziyeti sadece
reaktif oksijen tiirleri tiretimini arttirmayip ayni zamanda antioksidan diizeylerinde
de azalmaya neden olarak oksidan/antioksidan dengesini bozmaktadir. Yapilan
calismalarda kadmiyum kaynakli reaktif oksijen tiirleri iiretiminin hem zaman hem
de konsantrasyona bagli oldugu ayni zamanda siiperoksit dismutaz, glutatyon
peroksidaz ve katalaz gibi enzimlerin yani sira antioksidan savunmada ¢nemli rolii
olan glutatyon miktarinin azalmasini da etkiledigi belirtilmistir (El-Ebiary ve ark.
2016).

Dogal tiriinlerin biiytik bir boliimi, hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisindeki
olasi klinik ozellikleri agisindan arastirilmaktadir. Fitoaleksin olarak bilinen bitki
antibiyotiklerini i¢eren ve gli¢lii antifungal o6zellikli olan polimerler (viniferinler)
familyasi bu dogal iiriinler arasindadir. Bu grubun en etkili tiyesi olan resveratrol,

asma bitkisi de dahil bircok bitki tarafindan travmatik zedelenme, UV 1si8ina



maruziyet ya da fungal infeksiyona (Botrytis cinerea) karsi yanit olarak sentezlenen
bir fitoaleksindir (Pervaiz 2004).

Resveratrol kirmizi meyvelerde bulunan dogal polifenolik bir bilesiktir. Son
yillarda antioksidan, antiproliferatif ve anti-inflamator 6zellikleri nedeniyle dikkat
¢cekmektedir. Resveratroliin  kardiovaskiiler hastaliklar, yaslanma, metabolik
hastaliklar ve kansere kars1 koruyucu etkileri daha 6nceki ¢alismalarda bildirilmistir
(Beijers ve ark. 2018). Resveratroliin en iyi bilinen 6zelligi reaktif oksijen tiirleri gibi
serbest radikalleri unreaktif bilesiklere doniistiiren antioksidan 6zelligidir (Yousef ve
ark. 2017).

Buna yonelik olarak bu g¢alismada resveratroliin, toksik bir madde olan
kadmiyumun meydana getirdigi zararli etkilerine karsi karaciger, bobrek ve kalpte

olast koruyucu etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Kadmiyum

1817 yilinda Almanya’da Friedrich Stromeyer tarafindan kesfedilen
kadmiyum, yeryiiziinde olduk¢a nadir olarak bulunmaktadir. Kadmiyum g¢inko
benzeri bir gecis elementi olup, yumusak ve giimiis beyazi rengindedir. Periyodik
tabloda ¢inkonun altinda civanin ise tizerinde yer alan kadmiyum, bu iki elementle
bircok ortak 6zellige sahiptir. Dogada 0 ve +2 degerlikli olmak tizere iki oksidasyon
seviyesinde bulunabilmesine karsin; O ve metalik hali oldukca nadir goriiltir
(Kahvecioglu ve ark. 2003).

Giiniimiizde ¢esitli endiistri kollarindaki gelismeler, modern tekniklere dayali
tarimin yayginlasmasi ve kentlesme sonucu kadmiyum ve benzeri agir metallerin
cevredeki derigimi artis gostermistir. Bu metalin ¢ok diisiik ortam degisimleri bile
canlilar tizerinde toksik etki yaptigindan, besin zincirinin cesitli basamaklarindaki
dagilimimt belirlemek biiyiik énem tasgimaktadir. Kadmiyumun diisiik degisimleri
duyarlt canli tiirlerinde tiremenin durmasina, gelisimin yavaslamasina ve mortaliteye
neden olabilmektedirler (Kalay ve Karatas, 1999).

2.1.1. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Kadmiyum periyodik tablonun 2B grubunda bulunan, atom numarasi 48,
atom agirhigr 112,411 g/mol ve Cd sembolii ile ifade edilen bir elementtir. Biikiiliip
sekil verilen, mavimsi beyaz renklere sahip ve nadir bulunan bir gegis metalidir.

(Meija ve ark. 2016).

Tablo 1. Kadmiyum metali ile ilgili genel bilgiler (Meija ve ark. 2016).

Sembol Kadmiyum
Atom numarasi 48

Atom agirhigi 112.411 g/mol
Element serisi Metaller
Maddenin hali Kati
Yogunluk 7.86 g/cm’
Sivi haldeki yogunluk 6.98 g/cm’
Atom yaricapi 140 pm
Kaynama noktasi 2861 °C
Buharlasma 1sisi 762.5 kj/mol
Kristal yapisi Hacim merkezli kiibik
Yiikseltgenme seviyeleri 2,3,4,6
Goriiniis Metalik gri




Kimyasal olarak ¢inko ve kalsiyuma benzerlik gosterir. Toksikolojik yonden
problem yaratabilecegi diistiniilmeyen kadmiyum, sanayi sekttriindeki kullaniminin
artmasi neticesinde kursun ve civa gibi ekotoksikolojik olarak 6nem kazanmistir
(Conti ve Cecchetti 2003). Genis bir yelpazede yayilim gdsteren kadmiyum gevresel
bir kirletici olup farkli organlardaki toksisitesi ile karakterize olan bir metaldir
(Gunnarson ve ark. 2003). Endustriyel kirlenme ile dogaya karistiktan sonra ¢esitli
yollarla insan biinyesine giren kadmiyum c¢esitli kanserler basta olmak iizere,
bosaltim sistemi, sindirim sistemi hastaliklarina sebebiyet verebilmektedir. Sigara
bagimlilarinin kaninda igmeyenlere nazaran 4-5 kat fazla, bobreklerinde ise 2-3 kat
fazla kadmiyum birikebilmektedir (Mudgal ve ark. 2010).

2.1.2. Cevrede Kadmiyum ve Maruziyet Kaynaklan

Giintimiizde kadmiyum da gevre kirliligine sebep olan agir metaller arasinda
yerini almistir. Kadmiyum g¢evremize ti¢c temel yol ile girer: (i) kadmiyumun rafine
edilmesi ve kullanimi esnasinda, (ii) ¢inko, bakir, nikel ¢ikartilmasi ve eritilmesinde
(iii) yakitlarin yanmalar1 sonucunda.

Giinlimiizde kadmiyum endustriyel olarak nikel/kadmiyum pillerin,
korozyona karsi 6zellikle deniz kosullarma dayanimi nedeniyle gemi sanayinde,
celiklerin kaplanmasinda, boya sanayinde PVC stabilizatorii olarak, alasimlarda ve
elektronik sanayinde kullanilir. Kadmiyum safsizlik maddesi olarak fosfath
glibrelerde, deterjanlarda ve rafine petrol tiirevlerinde bulunur ve bunlarin ¢ok yaygin
kullanimi1 sonucunda da dnemli miktarda kadmiyum Kkirliligi ortaya ¢ikar. Bunun
yanisira kadmiyum orman yangmlari, riizgarlarin getirdigi toprak pargaciklari ve
volkanik patlamalarla atmosfere dogal yollardan da karisir. Ancak dogal olmayan
yollardan diinya atmosferine yani ¢evremize karisan kadmiyum miktar: dogal olanin
3-10 katidir. Birikebilen zehirli madde 6zelligi tasiyan kadmiyum, insan sagligina
belirgin potansiyel tehlikesi olan 25 zararli madde arasinda da bulunmaktadir.
Kadmiyumun yillik dogaya salinim miktar1 25.000-30.000 tondur ve bunun 4.000-
13.000 tonu insan faaliyetlerine bagli olarak ortaya ¢ikar. Insan yasamini etkileyen
dnemli kadmiyum kaynaklari; sigara dumani, rafine edilmis yiyecek maddeleri, su
borulari, kahve, ¢ay, komiir yakilmasi, kabuklu deniz iiriinleri, tohum asamasinda
kullanilan giibreler ve endiistriyel iiretim asamalarinda olusan baca gazlaridir.

Endiistriyel olarak kadmiyum zehirlenmesi, kaynak yapimi esnasinda kullanilan



alasim bilesimleri, elektrokimyasal kaplamalar, kadmiyum igeren boyalar ve
kadmiyumlu piller nedeniyledir. Kadmiyum 6nemli miktarda giimiis kaynaklarda ve
sprey boyalarda da kullanilmaktadir (Kahvecioglu ve ark. 2003).
2.1.3. Metabolizmasi ve Fizyolojik Etkileri

Kadmiyumun viicuda alinimi sikhikla oral ve solunum yoluyla olmaktadir.
Deri yoluyla alinimi ise nispeten daha azdir. Kadmiyumun yiiksek oranda suda
¢oziinen baslica formu olan kadmiyum kloriir (CdCly)’tin agizdan ve sindirim
sisteminde emilimi oldukga yiiksektir. Solunum yoluyla siklikla maruz kalinan sekli
ise kadmiyum oksit (CdO)’tir. Kadmiyumun kontaminasyon sekline gére degisiklik
gostersede solunum yolu ile alinan miktarinin, oral alim miktarindan fazla
olabilecegi ve kadmiyumun solunum yolu ile emiliminin, mide bagirsak kanalindaki
emiliminden daha fazla oldugu bildirilmektedir (Zalups ve Ahmad 2003).

Kadmiyumun sindirim kanalindan emiliminden biiyiik oranda duodenum ve
proksimal jejenum sorumludur. Ayrica demir emiliminin biiyiik kismi duodenumda
olmaktadir. Bu iki katyon birbirine iyonik yap1 bakimindan olduk¢a benzedigi igin,
ayni transport mekanizmalariyla tasinabilecekleri ileri siiriilmiistiir. Aslinda ratlarda
yapilan in vivo ¢alismalar kadmiyumun demir ile aymi tasiyicilart kullandigimi ve
karisik emildigini gostermistir. Divalent metal tasiyici protein (DMT1) enterositlerin
apikal plazma membranlarina yerlesmis demirin intestinal emiliminde rol alan
tagiyict bir proteindir. Bu tasiyici proteinin gen ekspresyonundaki azalma sonucu
demir emilimi azalirken ayni hiicrelerde kadmiyum emilimi de azalmistir. Diger
yandan demir eksikliginde telafi edici bir mekanizma olarak DMT1 ekspresyonu
arttmi kadmiyum sindirim kanalindan ya da solunum yoluyla viicuda alindiktan
sonra kana absorbe olur ve plazmada albiimin araciligiyla taginir. Kadmiyumun
¢inko iyonlarina benzer ozellikleri nedeniyle cinko tasiyict proteinler tarafindan

hiicre igine alinmaktadir (Bridges ve Zalups 2005).
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Sekil 1. Kadmiyumun viicuttaki dagilimi (Zalups ve Ahmad 2003).

2.1.4. Kadmiyum ve Oksidatif Stres

Kadmiyumun neden oldugu serbest radikal iiretimi igin dolayh bir
mekanizma one siiriilmektedir. Kadmiyum metalloenzimlerdeki ¢inko, kalsiyum,
bakir ve demirin yerini alarak bu metallerin bagli olmayan formlarinin miktarini
artirir; glutatyon gibi serbest radikal stipiirticiilerin tiyol gruplarina baglanir, katalaz,
stiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimleri inhibe eder.
Fenton metali olmamasina ragmen, sitiperoksit ve nitrik oksidinde iginde oldugu
bircok serbest radikalin tiretimine neden oldugu ve boylece hiicre membranindaki
yapilarin peroksidasyonuna, DNA hasarina ve protein oksidasyonuna yol agtigi
disiintilmektedir.  Membran lipitlerinin ~ oksidasyonu, membran  yapisinin
polimerizasyonuna ve capraz baglarla bozulmasina neden olur. Mitokondri
membranindaki hasar, kalsiyumun mitokondriden hiicre igine saliverilmesini saglar.
Bu da DNA hasarina, apoptoza ve nekroza yol agan kaspaz-3 aktivasyonuna neden
olur (Bertin ve Averbeck 2006).
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Sekil 2. Kadmiyumun neden oldugu oksidatif stres (Mendez-Armenta ve Rios, 2007).

2.2.Serbest Radikaller

Molekiillerdeki atomlarin uzayda kapladigi yere orbital adi verilir. Her
orbitalde biri saat yoniinde digeri de tersi yonde hareket eden iki elektron bulunur.
Eger bir orbitalde yalnizca bir adet elektron bulunuyorsa buna eslesmemis elektron
denir. Serbest radikaller ise dis orbitalinde tek sayida eslesmemis elektron tasiyan,
elektrik yiiklii veya yiiksliz olabilen atom veya molekiillerdir. Kimyasal formiillerde
bu elektron bir nokta ile (OH °) gosterilir (Halliwell 1996). Organizmada normal
metabolizma sirasinda olusan serbest radikaller, ¢esitli dis etkenlerin etkisiyle de
olusmaktadir. Ozellikle reaktif oksijen tiirleri (ROT), kimyasal ve radyasyon
yaralanmalari, oksijen ve diger gaz yaralanmalari, hiicre yaslanmasi, fagositik
hiicrelerle mikrobiyal oldiirme, enflamatuvar hasar ve makrofajlarla timor
destriiksiyonu gibi pek g¢ok olay sonucu olusurlar (Nakazawa ve ark. 1996).

Reaktif oksijen tiirleri ve reaktif nitrojen tiirleri (RNT) normal hiicresel
metabolizmanin {riinleridir. Hem zararli hem de yararli olduklar igin, biyolojik
sistemde ikili rol oynadiklar: diistiniilmektedir. Hiicrenin normal fonksiyonlari igin

gerekli en Onemli molekiiller olan oksijen ve nitrojenler, endojen veya ekzojen



etmenlere bagli olarak hiicreye zarar veren serbest radikallere doniisebilirler. Bu
zararl etkilerine oksidatif stres ve nitrdzatif stres denilmektedir (Valko ve ark. 2007).

Lipitler serbest radikallerden en fazla zarar goren molekiillerdir. Hiicre
zarlarinda bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerinin ¢ift baglari, serbest radikallerle
reaksiyona girerek peroksidasyona ugrayabilmektedirler. Lipit peroksidasyonu
membran gecirgenligini etkileyerek, hiicre icinde kalsiyum birikimine yol
acmaktadir. Bu da hiicre sismesi ve hiicre 6limii ile sonuglanmaktadir. Meydana
gelen membran hasart geri doniisiimsiizdiir. Stres varhigi lipit peroksidasyon tiriinii
olan malondialdehit (MDA) seviyesinde artisa yol agmaktadir. Bu nedenle MDA
seviyesindeki artis lipit peroksidasyonunun dolayisiyla da stres varliginin
gostergesidir (Bliylikogul ve Arslan 2018).

Biyolojik sistemlerde olusan en onemli RNT olan nitrik oksit (NO),
organizmada yaygin olarak bulunan ve birgok hiicre ile dokuda dogal olarak
sentezlenen, 6mrii saniyelerle ifade edilen, eslenmemis bir elektronu bulunan serbest
radikal gazdir (Jensen 2003). NO, nitrik oksit sentazlar (NOS)"in L-arjinini okside
ederek L-sitrullin olusturmasiyla sentezlenmektedir (Atakisi ve Merhan 2017).
Organizmaya giren nitro bilesiklerinin metabolize edilmesi sonucu olusan NO bir
tarafa birakilacak olursa endojen NO-olusturan tek kaynak NOS enzimidir (Droge
2002). Memelilerin, damar endoteli, beyin, makrofaj, iiriner sistem gibi farkl
dokularindan néronal (nNOS), uyarilabilir (iNOS) ve entoteliyal (eNOS) olmak
tizere ti¢ farkli tip NOS izoformu izole edilmistir (Porasuphatana ve ark. 2003,
Atakisi ve Merhan 2017). Nitrik oksit sentezlenirken NOS disinda, molekiiler
oksijene ve dort tane kofaktére gerek duyulur. Bunlar; Hem, FAD, FMN ve
tetrahidrobiyopterin (BH4) dir (Cekmen ve ark. 2001). NO, oksidatif stres altinda
apoptozisi, sitotoksisiteyi, mutajenezisi ve DNA hasarii artirir, ayrica lipit

oksidasyonuna da neden olur (Jensen 2003).

2.3.Antioksidanlar

Antioksidanlar, oksidanlara hedef olan biyolojik yapilarin oksidasyon
hizlarini nispeten diisitk konsantrasyonlarda engelleyen maddelerdir (Rangan ve
Bulkley 1993, Maxwell 1995). Endojen ve ekzojen olmak tizere iki grup altinda

toplanabilir. Endojen ve ekzojen antioksidanlar, oksidan/antioksidan dengesini



saglamak icin serbest radikallerden viicudu korur ve serbest radikalleri

etkisizlestirmek icin kullanilirlar (Sen ve Chakraborty 2011).

Saglikli canhlarda serbest radikal tretimi reaksiyonlar: ile antioksidan
savunma mekanizmalari arasinda bir denge bulunmaktadir. Bu dengenin bozulmasi
durumunda ‘oksidatif stres” meydana gelmektedir. Oksidan ve antioksidan
parametreler arasindaki dengenin veya oksidatif stresin siddetinin belirlenmesi igin
MDA ve rediikte glutatyon (GSH) diizeyleri arasindaki iliskiye dikkat ¢ekilmektedir.
Oksidatif stresin kalict olmast durumunda organizmanin protein, DNA ve membran
lipidleri gibi énemli hiicresel elemanlarinin tiimii etkilenerek ilerleyen stiregte hiicre

oliimli meydana gelmektedir (Sies 1991).

Glutamat, sistein ve glisinden sentezlenen glutatyon (y-glutamil sisteinil
glisin), oksidan atom veya molekiiller ile redoks reaksiyonlari arasindaki dengenin
korunmasinda fonksiyon gorerek hiicreyi oksidatif strese karsi koruyan ve tiyol

grubu tastyan bir tripeptiddir (Masella ve ark. 2005).

2.4.Resveratrol

Stilbenlerin alt grubunda yer alan resveratrol 3.5.4'-hidroksistilben
yapisindadir. Resveratroliin trans ve cis olmak iizere iki izomerik formu vardir
(Burkitt ve Duncan 2000). Trans izomeri dogada daha yogun bulundugundan daha
¢ok c¢alismaya konu olmus ve resveratrol 3.5.4'-trans-hidroksistilben olarak
adlandirilmaktadir (Goldberg ve ark. 1996). Trans resveratrol ilk defa 1940 yilinda
Veratrum grandiflorum’un koklerinden elde edilmistir. Resveratrol kelimesi bu
bitkiden gelir. ‘Res’ Latincede “ondan gelen™ anlaminda bir onektir ve “ol” ise
yapisinda alkol grubu varligini gosteren bir son ektir. 1963 yilinda polygonum
cuspidatum bitkisinin kurumus koklerinin aktif bileseninde tanimlanmis, kojo kon
olarak isimlendirilmis; dermatit, gonore ve hiperlipidemi gibi hastaliklarin
tedavisinde Asya geleneksel tibbinda kullanilmistir. 1976 yilinda Vitis vinfera’nin
yapraklarindan elde edilen resveratrol 1992 yilinda {iziim kabugundan ve saraptan da
elde edildi (Planas ve ark. 2011).

Resveratrol 72 farkli bitki ttirinde bulunabilir. Bitkilerin meyvelerinin etli
kisminda bulunmayan fakat tohum zarlarinda ve yapraklarin {ist tabakalarinda

bulunan stilben genlerden resveratrol Uretimini saglayabilirler. Bitkiler giines
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1is1gindan gelen UV 1sina, hayvan zehrine ve ozona maruz kalinca kendisini korumak
icin bu dis uyaranlara karsi stilben sentez (STS) genini harekete gegirirler ve yeterli
miktarda resveratrol tiretirler. Bu STS geni yer fistig1 kokii, ¢ilek, yaban mersini, dut,
iztim, okaliptiis, alagam ve zambak gibi diger bitkilerde de bulunur (Das ve Das

2007).

OH

HO

OH

Sekil 3. Resveratroliin yapisi (Ignatowicz ve Baer-Dubowska 2001).

Uziim ¢esitleri arasinda, Vitris vinifera (Akdeniz’de yetisen ve sarap yapilan
lizim), labruska ve misket lizimii maksimum yogunlukta resveratrol icerir. Bu iiziim
tirlerinin kabuklart ve tohumlart 50-100 pg/mg resveratrol icerirler ve normalde
yapraklarinda yaklasik olarak 50-400 pg/mg resveratrol bulunur. Bu iiziim gesitleri
ayni zamanda kirmizi sarap yapiminda da kullanilirlar. Fakat farklt sarap tiirleri
farkli miktarlarda resveratrol igerirler. Ciinkii resveratroliin mevcut miktar1 kullanilan
tiztimlerin ¢esidine ve mayalandirilma sekillerine baglidir. Resveratrol ayn1 zamanda
tiziim ¢esidine ve Uiziim bagindaki ¢evresel faktorlere bagli olarakta farkli tiziimleri

icerir (Das ve Das 2007).

Giinlimiizde ‘makul derecede sarap igmenin’ yararlari hakkindaki yaygin
Oneri tarih boyunca ¢ok eskiye dayanir ve ilk Yunan’daki Kos Hipokrati tarafindan
onerilmistir. Epidemiyolojik ve deneysel ¢alismalar, hafif ve orta derecede sarap
igmenin, ozellikle kirmizi sarap igmenin, kalp-damar ve beyin-damar ile ilgili
hastaliklari, periferik damar riskleri, farkli kanser tiirleri, diabet ve bazi uzantilari ve
sinirsel hastaliklar1 azalttigini agiklamistir. 1992°de Renaud ve De Lorgeril ‘Fransiz

Paradoksu’nu gozlemleyip Fransizlarin sigara igmek gibi diger risk faktorlerinin
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yayginligina ve kat1 yaglarin fazla tiilketimlerine ragmen Fransizlar arasinda iskemik
kalp hastaliginin neden oldugu 6ltim oraninin diisiik oldugunu bulduktan sonra,
kirmizi sarabin kalp-damara olan faydalart arastirmalarin merkezi olmustur. Bu
biiyiik oranda sarap iceren “Akdeniz Diyeti” olarak adlandirilan diyete dayandirilir
(Renaud ve De Lorgeril 1992). Sarabin kalbi koruyan etkisi, sarabin bilesenleri olan
hem alkol miktarina daha da ©nemlisi antioksidanlari igeren alkolsiiz miktara
baglidir. Saraplar resveratrol, katesin, epikatesin ve pro-antosiyanidin de dahil olmak
tizere ¢ok cesitli antioksidanlart igeren tiziimden dretilmektedir. 150-300 mL
civarinda kirmizi sarabin diizenli olarak tiiketilmesinin kalp-damar saghgimna faydali
oldugu bildirmektedir (Renaud ve De Lorgeril 1992, Soleas ve ark. 1997). Ayrica,
Kaldas ve ark. (2003) yaptiklar1 bir ¢alisgmada da diyet takviyelerinde resveratroliin
giinde 10-20 mg dozda kullanilmasiyla kalp-damar saghgini korumaya yardimci

oldugunu gostermislerdir.

Antioksidan olarak resveratrol, oksidatif strese bagli olarak olusan hiicresel
hasarlar1 ve apopitozu onleyebilir. Resveratrol antioksidan ¢zelliginin yani sira
damar gevsetici bir ajandir, damarda pihti olusumunu engelleyerek aterosklerozisi
onler, lipoprotein metabolizmasini diizenler ve yaslanmaya karsi etkilidir (Das ve
Maulik 2006). Prostaglandin aktivitesini baskilayarak antiinflamatuvar etki yaratir,
boylece kanser sonrasi terapilere karsi koruyucu etkisi vardir. Resveratrol ayni
zamanda bir fitodstrojen gibi davranarak Ostrojen reseptorlerine baglanma
egilimindedir. Bdylece Ostrojen bagimli  genlerin transkripsiyonunu tetikler.
Ostrojene bagimli kanserlerde ve kalp hastaliklarinda resveratrol bu ozelligi ile
oldukga etkili bir antioksidandir (Gehm ve ark. 1997). Trans resveratrolun
dietilstilbestrol ve Ostrojene olan bu yapisal benzerligi ayni zamanda erkek iireme
sistemi ile de iliskilidir. Ostrojen yanit sistemlerini etkileyerek erkek iireme sistemi
néroendokrin sistemine feedback etkisi ile spermatogenezde dolayli olarak rol oynar

(Gehm ve ark. 1997, Juan ve ark. 2005).

Resveratrol agiz yoluyla alindiktan sonra ¢ogunlukla bagirsaklardan emilir.
Biiyiik bir boliimii jejenumda az bir kismui ise ileumda emilir. Daha sonra bir saat gibi

kisa bir stirede kana geger (Signorelli ve Ghidoni 2005).
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2.4.1.Resveratroliin Farmalojik Ozellikleri

Birgok arastirmaya ragmen resveratroliin farmalojisi ¢ok az anlasilmistir.
Bazi ¢alismalarda resveratroliin farkli farmakokinetik alimlarini ve biyoyararlanimim
gostermislerdir. Fare, rat ve kopek gibi farkl tiirlerin farkli organlarinin ve kan
dolasiminin resveratrolii ©nemli bir konsantrasyonda absorbe edebilecegini
gostermislerdir. Bununla birlikte, resveratrol hem karacigerde hem de bagirsak epitel
hiicrelerinde  glukuronik asit  konjligasyonu  (glukuronidasyon) ve siilfat
konjtigasyonu ile hizli bir sekilde metabolize oldugunu bildirmektedirler (Bertelli ve
ark. 1996). Ayrica in vitro enzimlerini kullanarak hem glukuronidasyon hem de
stilfatlamanin karaciger mikrozomlari tarafindan ayni anda yapilabilecegini gdsteren

bazi ¢alismalar da yapilmistir (De Santi ve ark. 2000, Aumont ve ark. 2001).

Meng ve ark. (2004) yaptiklari bir ¢alismada, toplamda %90°dan fazla
resveratrol verilen ratlarin kan dolasiminda konjuge formlarda bulundugu
gosterilmistir. Ayrica baska bir ¢alismada ratlara damardan (15 mg/kg) ve agizdan
(50 mg/kg) siklodekstrin verildiginde ise resveratroliin farmakokinetik etkisinin daha
da arttig1 bulunmustur (Marier ve ark. 2002). Son olarak, ratlara oral yolla verilen
resveratroliin yart Omriiniin, kan dolasiminda hizli bir sekilde yaklasik 12-15

dakikada oldugunu géstermislerdir (Gescher ve Steward 2003).

2.4.2. Resveratroliin Biyolojik Aktiviteleri

Diinya capinda obezite ve metabolik bozukluklar ¢agimizin pandemisi olarak
kabul edilmektedir. Oksidatif stres ve enflamasyona bagli oldugu kabul edilen bu
patolojik durumlar ig¢in halen ¢dziim aranmaktadir. Resveratroliin antioksidan
kapasiteyi artirmasi, antiemflamatuvar ve insiilin sinyalizasyon diizenleyici etkisi ile
kanser, aterosikleroz, norodejeneratif hastaliklar tizerinde tedavi degeri oldugu
bilinmektedir (Chachay ve ark. 2011). Yapilan ¢ok sayida in vivo ve in vitro ¢alisma
sonuglarina gore, resveratroliin insan sagligi lizerinde yararli etkiler gdstermesi
beklenir. Resveratroliin etki mekanizmasi, farkli hiicrelerde ve farkli patolojik

durumlarda degisiklik gostermektedir (Sekil 4).



13

KRONIK

, ‘ ENFLAMASYON ) ,
KARDIOPROTEKTIF NORODEJENERATIF

ETKILER HASTALIKLAR

4

KANSER
TEDAVISI RESVERATROL OMURLULUK
el
_ N METABOLIK
OBEZITE SENDROM
OSTEOPOROZ
- ROMATOID
ARTRIT

Sekil 4. Resveratroliin etkili oldugu durumlar (Chachay ve ark. 2011).

Resveratrol hiperlipidemi diyetiyle beslenen farelerde, triagilgliserol ve
kolesteroliin hepatik birikimini inhibe etmistir (Arichi ve ark. 1982). Ayn1 sekilde
peroksitlenmis yagla beslenen farelerdeki karaciger hasarlarini da engellemislerdir
(Kimura ve ark. 1983). Kirmizi sarapta bulunan bir resveratrol fraksiyonunun (cis ve
trans formlarinda 6,5 mg/L) farelerde absorbe edildigini gostermislerdir. 15 giinii
gecen siirelerde giinliik 13 pg ya da 26 pg akut doz resveratrol alinarak yapilan
deneylerle, bilesigin kan akisina hizla gectigi, plazma ve bazi organlardaki
konsantrasyonlarinin tespit edilebildigi gosterilmistir. Ayni arastirmacilar yaptiklari
baska bir ¢alismada da her fare i¢in 28 pg igerige sahip intragastrik tiiple verilen
kirmizi sarabin plazma kinetigini ve biyolojik yararliligini incelemislerdir. Bunun
sonucunda onemli bir biyokardiyak yararlihgin, karaciger ve bobreklerle giiclii bir

afinitenin oldugunu belirtmislerdir (Bertelli ve ark. 1998).

Serbest radikaller, viicudumuzda normal metabolik stiregler sirasinda

olusabildigi gibi, farkli dis etkenlerin etkisiyle, degisik kimyasallara maruziyet ile ve
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cesitli patolojik durumlarda da olusabilmektedirler. Serbest radikaller lipid, protein
ve niikleik asitler gibi hiicrenin temel bilesenlerinde kimyasal modifikasyona yol
acabilmektedir. Ozellikle hiicre membraninda bulunan doymamis yag asitleri serbest
radikallerin oksidatif ataklarina karsi ¢ok duyarhidir. Bu yiizden, serbest radikallerin
kanser, ateroskleroz, artrit, amiloidoz, psikiyatrik bozukluklar, senil demans ve
hipertansiyon gibi birgok hastalifin patogenezinde rol oynadigi diistintilmektedir
(Bayir 2005). Coklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonuyla diisiikk dansiteli
lipoproteinler (LDL)’in ateroskleroziste ©nemli bir rol oynadigi diistinilir.
Oksidasyon, regiile apo B/E reseptor sistemiyle katabolizmalarini bozan LDL’nin
protein parcasina (apoB) etki eder. Ayrica fenolik bilesiklerden zengin gidalarin
koruyucu rolii, onlarin antioksidan &zelliklerine atfedilmistir (Rice-Evans ve ark.
1997). Frankel ve ark. (1993) trans-resveratrol eklenmis LDL’nin, katalize bakir
oksidasyonunu indirgedigini ilk kez ispat etmislerdir.

Resveratrol membran lipitlerinin peroksidasyonunu da inhibe eder. Farelerde
karaciger mikrozomlarinda (Blond ve ark. 1995), non-enzimatik ya da NADPH-bagli
peroksidasyonda, % 50 inhibisyon icin gereken resveratrol konsantrasyonun
kuersetininkinden 3 kat diisiik oldugunu gostermislerdir. Ayrica, Vitis vinifera hiicre
kiiltlirlerinden elde edilen resveratrol ve piecid ekstratlarint mikrozomlar ve LDL’de
metal-indirgenmis  lipit  peroksidasyonunu  engelleyemedigi  bildirilmistir

(Fauconneau ve ark. 1997).

Hiicre zar1 korunmasinda resveratroliin, canli hiicrelerdeki oksidatif stresin
zararl etkilerini azalttigi muhtemeldir. Sun ve ark. (1997) demir ve etanolle lipit
oksidasyonu sirasinda resveratroliin etkilerini incelerken PCI12 hiicrelerini (fare
adrenal feokromositoma) kullanmiglardir. Bu hiicreler, dopaminerjik noronal hiicre
sayllirlar. Ayrica agir metal ve serbest radikal ataklarina karsi ¢ok duyarhdirlar.
Resveratroliin - hiicreleri peroksidatif stres ve doku hasarindan korudugunu
gozlemlemislerdir. Chanvitayapongs ve ark. (1997) hiicre korunmasinda, trans-
resveratrol, vitamin C ve/veya E kombinasyonunun, her birinin tek basina
gerceklestirdiginden daha efektif oldugunu géstermislerdir. Sonuglar, resveratroliin
sadece antioksidan ve antimutajen oOzellikler tasimayip, hiicre &luimlerini
azaltabildigine de isaret etmistir. Baska bir calismada, doku hasarlari ve hiicre

dliimlerine sebep olan, hiicre icinde bir dereceye kadar sitotoksik bigimde okside
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olmus ¢ok diistik dansiteli lipoproteinler (VLDL) ve LDL’nin olmasidir. Bu bulgu,
norodejeneratif hastaliklarin aydinlatilmasina katkida bulunabilir. PC12 hiicrelerinin
inkiibasyonunda ortama resveratrol, vitamin C veya vitamin E antioksidanlarinin
ilave edilmesi, okside olmus lipoproteinlerin neden oldugu hiicre &limlerini etkili bir
sekilde engellemistir. Resveratroliin etkisi, hiicresel ve hiicre ici komponentlerin
korunmasini saglayan amfipatik karakteriyle iliskili olabilecegini bildirmislerdir

(Draczynska-Lusiak ve ark. 1998).

Resveratrol hepatoprotektif aktivite de gosterir. Karaciger fibrozisinin
gelismesinde 6nemli bir rol oynayan hiicrelerin profilasyonunun oksidatif stresle
artti@i  bildirilmistir. Dolayisiyla, bu hiicrelerin aktivasyonunu engelleyebilen
bilesikler hepatik fibrogenezisi de engelleyebilirler. Resveratroliin, hiicre protein
dongiisii ve sinyal iletim yolunu keserek hiicre aktivasyonunu inhibe ettigini tespit
etmislerdir. Ayrica arastiricilar, lipopolisakkarit sitiimule eden kupffer hiicreleriyle
NO ve tiimor nekrozis o-faktdriin (TNF-a) {retimini de inhibe ettigini

gostermislerdir (Kawada ve ark. 1998).

Tablo 2. Resveratroliin temel biyolojik akviteleri

- Lipit peroksidasyonunun inhibisyonu (LDL, membranlar)

- Bakirin selasyonu

- Serbest radikal aritma

- Eikozanoit sentezin degistirilmesi

- Platelet kiimelenmesinin inhibisyonu

- Antienflamatuvar aktivite

- Damar genisletici etki

- Lipit metabolizmasinin modiilasyonu

- Anti kanser aktivite

- Ostrojenik aktivite

Resveratrol uygulanan tavsanlarda aterosklerozise karsi koruyucu etkilerini
incelemislerdir. Hiperkolesterolemili tavsanlarin diyetine trans-resveratrol ilk 5 giin
0,6 mg/kg sonraki 6-60 giin boyunca 1 mg/kg uygulanmis ve plazmalarindaki ¢ok
yiiksek kolesteroliin azalmadigi (normalden 30 kat fazla), 12 saat-hiz plazmadan
izole edilen elektroforetik LDL mobilitesinin degismedigi gézlenmistir (Wilson ve
ark. 1996).

Uenobe ve ark. (1997) Japonya’da Yucca schidigera'dan elde edilen bir

ekstratin bakteri hiicrelerinde antimutajenik etki gosterdigini belirlemislerdir.
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Resveratrol olarak tamimlanan aktif bilesigin hidroksil gruplari bu aktiviteyi
gergeklestirmistir. Cassia  quinquangulata  (Legimuminosae)’dan elde edilen
resveratroliin, karsinogenezisin 3 ana sathasinda yapilan deneylerde kanser nleyici
kimyasal etkiye sahip oldugu goriilmistiir. Antioksidan ve antimutajen olarak
davranmis ve karsinojenlerin detoksikasyonunu tesvik etmistir. Siklooksijenaz-1 ve
hidroperoksidazin fonksiyonlarini inhibe ederek anti-enflamatuvar siire¢te araci
olmustur. Resveratrol, hiicre farklilasmasina neden olan kanserin ilerlemesini
azaltmistir. Resveratroliin  ‘kimyasal-koruyucu® aktivitesinin dogrudan delili,
farelerin kanserli meme (stit) bezlerindeki preneoplastik lezyon kiiltiirlerinin yani sira
farelerde bir deri kanseri tlrti olan tlimorigenezisin gelisimini inhibe etme

veteneginin sahip olmasidir (Jang ve ark. 1997).

Resveratrollin yagsam siiresinin uzanmasina ve saglikli yaslanmada rol
oynayabilecegi  dustiniilmektedir. Meyve sinegi, farkli nematod tiirleri,
Saccharomyces cerevisie gibi mayalar ve Nothobranchius furzeri gibi kisa 6miirlii
balik organizmalari iizerinde yapilan ¢alismalarda resveratroliin yasam siiresini etkili
bir sekilde uzattigi gosterilmistir. Bu organizmalarda, Omiir uzamasi kalori
restriksiyonunun etkilerini taklit eden Sir-2 deasetilaz enzimine baghdir ve
resveratrol etkileri Sir-2 ile etkileserek gostermektedir. Uzun 6miir {izerinde etkili
olabilen resveratrol bir takim degisiklikler meydana getirmektedir. Bunlar, insiilin
duyarhliginin artmasi, insiilin benzeri buyiime faktorii-1 (IGF-1) diizeylerinin
azalmasi, AMP-aktive edici protein kinaz ve PGC-la aktivitesinin artmasi,
mitokondri sayisinin artmasi ve motor fonksiyonlarinin gelismesidir (Baur ve ark.

2006, Catalgol ve ark. 2012).

Antioksidan ve antienflamatuvar &zelliklerinden dolayr resveratrol
nérodejeneratif hastaliklarin dnlenmesinde ve tedavisinde yer alabilir. Ornegin, 45
giin resveratrol uygulanan transgenik farelerde resveratroliin amiloid plakalar
tizerindeki etkisi ele alinmistir. Calismada kullanilan resveratrol dozu 70 kg'lik bir
insan icin 1,68 g resveratrol olarak hesaplanmistir. Deney hayvanlarinin beyinlerinde
ne resveratrol ne de onun konjiige metabolitleri tespit edilmemesine ragmen kontrol
grubuna gore plak olusumunun anlamli diizeyde azaldigi saptanmistir. En biiyiik

azalma mediyal kortekste (% 48), striatumda (% 89) ve hipotalamusta (%90)
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gbrilmistiir. Bu degisimlerin, SIRT-1 sistem aktivasyonuyla iliskili olmadigi
beyinlerde tespit edilen artmis sistein ve azalmis glutatyon igerigi ile bagh
olabilecegi ©ne siiriilmiistiir. Bu c¢alismanin sonuglarina goére, resveratroliin
Alzheimer hastaliginin ~ 6nlenmesinde etkili  olabilecegini  dustinmislerdir

(Karuppagounder ve ark. 2009).

Enflamatuvar parametrelerinin, Parkinson, Alzheimer ya da multipl skleroz
gibi norodejeneratif hastaliklarin patojezinde 6nemli rol aldiklart bilinmektedir. Bir
caligmada, primer fare astrositlerde lipopolisakarit (LPS) tarafindan uyarilmis
enflamatuar molekiillerin {iretimine resveratroliin baskilama etkisi incelenmistir.
Resveratrol, LPS- uyarilmis NO, TNFa, interlokin -1 beta (IL-1p) ve interlékin-6
(IL-6) tiretimini inhibe edip dogal bagisiklik sisteminde énemli rol oynayan kemokin
monosit kemotaktik protein-1°in olusumunu engellemistir. Adoptif bagisiklik igin
onemli T hiicrelerin fenotipini degistiren IL-12p40 ve IL-23’iin iiretimi de
resveratroliin  etkisiyle azalmistir. Son olarak, ¢esitli kronik enflamatuvar
hastaliklarda rol oynayan C-reaktif proteinin astrositlerdeki {iretimini inhibe etmistir.
Genel olarak bakildiginda, resveratrol enflamatuvar siireglerle baslayan ve siiren
ndrodejeneratif hastaliklarin tedavisinde etkili bir bilesik oldugu gdsterilmistir
(Wight ve ark. 2012).

Noroenflamasyonun gostergesi olan mikrogliyal proliferasyonun inhibisyonu
norolojik bozukluklarin tedavisinde &nemli bir hedeftir. Yapilan bir ¢alismada,
resveratroliin rat primer kortikal gliya hiicre kiiltiiriinde LDL-uyarilmis kortikal
norotoksisitesine etkileri degerlendirilmistir. Resveratrol mikrogliyal aktivasyonu ve
ardindan gelen proenflamatuvar ve sitotoksik faktorlerin olusumunu anlamli diizeyde
inhibe etmistir. Bu c¢alismaya gore, mikrogliya hiicreleri resveratrol aracili

noroproteksiyonundan sorumludur (Zhang ve ark. 2013).

Resveratroliin ~ kardiyovaskiller  hastaliklar1  engellemesindeki  roli,
polimorfoniiklear 16kositlerin (PMN) fonksiyonlarini diizenleme kapasitesiyle ilgili
olabilir. Bu hiicreler hastaligin patogenezisine katkida bulunabilirler. Trans-
resveratroliin, in vitro aktivasyonda PMN’'nin fonksiyonel ve biyokimyasal
cevaplarina etkileri incelenmistir Resveratrolin PMN tarafindan aktive edilmis

enflamasyon vasitalarindan ve PMN’nin trombojenik adezyon baglama
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fonksiyonlarinin down regiilasyonunu sagladigini gostermislerdir (Rotondo ve ark.
1998).

2.5.Siyalik Asit

Mannozamin ve piruvatin kondenzasyonu ile olusan nodraminik asitin
asetillenmis tiirevlerine genel olarak siyalik asit (SA) adi verilmektedir.
Glikoproteinler, glikolipidler, polisakkaritler ve mukoproteinlerin yapisina katilirlar
(Reuter ve Schauer 1994, Traving ve Schauer 1998). Hidroksil ve amino gruplarinin
modifikasyonu sonucu olusan dogal formlari birbirinden farklidir (Schauer ve ark.
1997). Belli omurgasizlar, biitliin omurgali tiirleri ve bazi bakterilerde SA varlig
tespit edilmistir (Simsek ve Hacisalihoglu 1986, Rougon 1993). Bitkilerde SA
bulunmaz (Traving ve Schauer 1998). Insan serumunda bulunan «,-asit
glikoproteinler, a;-antitripsin, haptoglobin, seruloplazmin, fibrinojen, C-reaktif
protein ve komplement proteinler biiyiik miktarda SA igerirler (Silver ve ark. 1980).

Total siyalik asit (TSA), serbest, proteine bagl ve lipide bagli SA’nin
toplamini ifade etmektedir. SA’nin, % 85’1 glikokonjugatlarin protein kismina bagli,
yaklasik % 15°i lipide bagli ve ¢ok kiigiik miktar1 da serbest halde bulunur
(Muhtaroglu ve ark. 1993). Serbest SA’lar; gastrik sivida, alabalik yumurtasinda,
idrarda, insan serebrospinal sivisinda, proteine baghh SA’lar; tiikriik, mide sivisi,
bronsial ve nasal sekresyonlar, safra kesesi sivisi, servikal miisinler, domuz ve insan
semeninde, lipide bagli SA’lar ise sinir dokusunda ve beyinde bulunur (Simsek ve
Hacisalihoglu 1986).

Memelilerin ¢ogunda SA’lar, N-asetil ve N-glikolil tiirevleri seklindedir
(Keles ve ark. 2000). Cesitli tlirlerin degisik dokularinda bu tiirevlerin oranlari
farklidir. Ornegin sigir, koyun ve domuzlarm tiikriik mukoproteinleri en ¢ok N-asetil
tiirevi igerirken ayni hayvanlarin eritrosit stromasinda daha ¢ok N-glikolil tirevi
mevcuttur.

Cesitli faktorlere bagh olarak (viriisler, mikroorganizmalar) eritrositlerde
meydana gelen yikimlanmalar sonucunda yiizeylerindeki SA’lar serbest birakilirlar

ve eritrositler retikiilo endoteliyal sistemde kolayca fagosite edilirler (Altintas ve ark.

1989).



2.5.1. Yapisi

SA’lar, 9 C’lu seker ndraminik asitin agillenmis tlirevleridir (Siskos ve
Spyridaki 1999). SA’daki temel molekiil dogada serbest formda bulunmayan
néraminik asit (Neu) olup, sistematik ismi 5-amino-3,5-dideoksi-D-glisero-D-
galaktononulosonik asittir. Kimyasal olarak bir 2-keto-karboksilik asit, bir deoksi
seker ve bir amino seker grubu igerir (Schauer 1982, Simsek ve Hacisalihoglu 1986).
Dogada 25°ten fazla SA bulunur. Bunlardan en yaygin olani N-asetilndraminik asit
(Neu5Ac) (Sekil 5a) olup, sistematik ismi S5-asetamido-3,5-dideoksi-D-glisero-D-
galaktononulosonik asittir. Diger bir ifade ile N-asetil néraminik asit (NANA) denir.
SA’lar, 4, 7, 8 ve 9 pozisyonlarda konfigurasyon degisikligi gostererek cok gesitli
bilesikler ve izomerler vermektedirler. 2-deoksi-2,3-dehidro-N-asetilndraminik asit
(Neu5Ac2en) (Sekil 5b) gibi doymamis ve dehidro formlari da gézlenmistir (Siskos
ve Spyridaki 1999). NANA’daki asetil grubu yerine glikolil grubu geldiginde N-
glikolil néraminik asit (Neu5Gc) olusur (Simsek ve Hacisalihoglu 1986).

1 1
HO-C—COO" C—CO0"

I Il
GHe G
(|:|) H—CIE—OH ;ICI) H—(II—OH
CH3—C- NH—CI‘,— H CHy—C— NH—(IJ— H
O-C—-H ——————— == H
H—é—OH H—CIB—OH
H —(I:'-OH H —(:Z—OH
H —éI)-OH H —(IJ—OH
H H
(a) NeuSAc (NANA) (b) Neu5Ac2Zen

Sekil 5. NeuSAc (NANA) ve NeuSAc2en’in kimyasal yapilari (Siskos ve Spyridaki 1999).
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2.5.2. Metabolizmasi

Biyosentezin baslangic maddesi glukoz olup, ilk reaksiyonda N-
asetilglukozamin N-asetilmannozamin’e doniisiir. Fosfat vericisi olarak ATP’nin
kullanilmasi ve asetilmannozamin kinazin katalizérliigiinde N-asetilmannozamin-6-
fosfat olusur (Reuter ve Gabius 1996). Daha sonra sitoplazmada, fosfoenolpiruvat ile
birleserek NANA-9-fosfat’a bu da SA fosfatazin katalizi ile NANA’ya doéniisiir. Bu
molekiil niikleusta, sitidin monofosfat (CMP)-SA sentetazin katalizi ile sitidin
trifosfat (CTP)’tan bir CMP’nin transferi sonucu CMP-NANA’ya aktiflestirilir
(Traving ve Schauer 1998). Bu basamakta Neu5Gc olusabilir. ilk incelemelerin
aksine, giinimiizde CMP-NANA’nin substrat olarak kullanilmasiyla Neu5Gc
olusmasini, N-asetilndraminat monooksijenaz’in kataliz ettigi sanilmaktadir (Waters
ve ark. 1992, Reuter ve Gabius 1996). Nukleustan golgi icerisine gegen SA, hem
glikan akseptdrlerine hem de baglanma formlarma spesifik olan sialiltransferaz
enziminin katalizi ile glikokonjugatlarin oligosakkarit zincirlerine transfer edilir
(Waters ve ark. 1992).

SA’nin katabolizmasinda sialidaz, agilnéraminat liyaz ve sialiltransferaz
gorev yapar. SA artiklari, hiicre yiizeyi ya da serum sialoglikokonjugatlarmdan
membran bagl, lizozomlardan ise lizozomal sialidazlarla uzaklastirilir. Daha sonra
serbest SA molekiilleri (NeuSAc ya da Neu5Gc) ndéraminat liyazla indirgenerek
lizozomal membrandan sitozole transfer edilir. Bu molekiiller sialiltransferazin
katalizi ile aktive edilir ve golgideki diger olgunlasmamis glikokonjugat molekiiliine

transfer edilirler (Sekil 6) (Waters ve ark. 1992, Reuter ve Schauer 1994).
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UDP-N-asetilgluknzamin

,/ UDP-N-asetilglukozamin-2-
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CMP-NANA
NANA
£
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4 Slikokonjugatiar
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Lizozomal sialidaz .|/ Shaliltransieraziar
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Sialoglikokonjugatiar Sialoglikokanjugatiar

Sekil 6. Siyalik asidin intraselltiler metabolizmas1 (Waters ve ark. 1992).
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3.MATERYAL ve METOT

Bu calismaya, Kafkas Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
(KAU-HADYEK) Baskanlhiginin 25.02.2016 tarih ve 2016/030 kodlu etik kurul

onay1 alindiktan sonra baslanmistir.

3.1.Materyal

Calismada kullanilan Swiss albino fareler (n=35) Erzurum Veteriner Kontrol
Enstitiisii Deney Hayvanlart Biriminden temin edilmistir. Fareler, bir aylik
adaptasyon siiresi boyunca 25+2 °C oda sicakliginda, %50+5 nemli ortamda ve 12
saat gece/glindiiz 151k periyodunda barindirilarak ad libitum standart fare yemi ve su
ile beslenmislerdir.

Fareler agirliklarina gére her bir grupta 7 adet olmak iizere toplam 5 gruba
ayrilmigtir. Bu gruplar;

1. Kontrol grubu: Normal ad libidum beslenen grup (n=7).

2. Alkol grubu: Resveratrol etil alkolde ¢ozuldiigii i¢in glinliik %]1°lik etil alkol
verilen grup (n=7).

3. Kadmiyum grubu: 1 mg/kg/giin kadmiyum (CdCl,) verilen grup (n=7).

4. Resveratrol grubu: 10 mg/kg/giin resveratrol ile tedavi edilen grup (n=7).

5. Kadmiyum + Resveratrol grubu: 1 mg/kg/glin kadmiyum (CdCl,) ve 10
mg/kg/glin resveratrol verilen grup (n=7).

Tiim uygulamalar 21 giin siireyle oral gavaj yoluyla uygulanmistir. Uygulama
siiresinin sonunda hayvanlara bir gece boyunca besin verilmedi ve c¢alismada
kullanilmak i¢in gerekli olan kan ve doku (karaciger, bobrek ve kalp) numuneleri
alindi.
3.1.1.Kan ile Doku Orneklerinin Alinmasi ve Islenmesi

Son uygulamalardan 24 saat sonra, kan ornekleri antikuagiilanli (EDTA)
tiiplere intrakardiyak olarak alindi ve farelere servikal dislokasyon yodntemi
uygulandi. Kan 6rnekleri, 3000 devirde 15 dakika santrifiij edilerek plazmalari elde
edildi ve Ornekler analiz edilinceye kadar -20 °C’de derin dondurucuda saklandi.
Plazmada AST, ALT ve GGT enzim aktivite analizleri ticari kitlerle (Biolabo,
Fransa) yapild.
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Karaciger, bobrek, kalp dokulari hizli ve hasarsiz bir sekilde c¢ikarildi.
Biyokimyasal analiz igin alinan 1 g karaciger, bobrek, kalp doku ornekleri fosfat
tampon ¢ozeltisi (PBS) ile 5 kat sulandirilarak buz tizerinde, 12000 rpm'de 2 dakika
boyunca homojenizator ile homojenize edildi. Homojenatlar, 14000 rpm'de 4 °C*de
10 dakika santrifiij edildi. Elde edilen stipernatantlar biyokimyasal analizler
yapilacagi giine kadar -45 °C’de saklandi. Elde edilen stipernatantlardan MDA, NO,
GSH ve TSA analizleri yapildi.

3.2. Metot

3.2.1. Kullanilan Alet ve Malzemeler

1. Spektrofotometre (Microplate Reader Epoch, Shimadzu UV-1201))
. Deiyonize su cihaz1 (Heidolpph, type-mono, Dest-3000)
. Ayarlanabilir otomatik pipetler (Axygen 5-1000 pL)

. Sogutmal1 santrifiij (Heraeus christ)

. Manyetik karistirict (Labinco-532)

. Homojenizatér (Wiggen Hauser)

. Otoanalizor (HumaStar 600)

. Buzdolabi (-20 °C) (Bosch)

. Su banyosu (SB100, Niive)

e e a0 S U R W

10. Hassas terazi (Scaltec)

11. pH metre (inoLab)

12. Vorteks (Labinco)

3.2.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler
1. p-dimetil amino benzaldehid (Merck)
2. Monosodyum hidrojen fosfat (Fluka)
3. Sodyum hidroksit (Sigma-Aldrich)
4. Kalsiyum klortir (Sigma-Aldrich)

5. Disodyum hidrojen fosfat (Fluka)

6. Sodyum kloriir (Sigma-Aldrich)

7. Tris-HCI (Sigma-Aldrich)

8. Hidroklorik asit (Merck)

9. NANA standart1 (Sigma)

10. Trisma (Sigma-Aldrich)
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11. Aseton (Sigma-Aldrich)

12. Etanol (Sigma-Aldrich)

13. Perklorik asit (Merck)

3.2.3. Doku Homojenizasyonu i¢in Kullanilan Tampon Cézelti

0,1 M Fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) (pH 7,4): 250 mL’lik balon jojeye, bir miktar
distile su konuldu. Uzerine 18,93 g NaCl + 3,075 g Na,HPO,.2H,0 + 2,075 g
NaH,;P04.2H,0’dan belirtilen miktarlarda hassas terazide tartilip eklendi. Daha sonra
manyetik karistiricida Karistirilarak ¢oziindtirtildii ve hacmi 250 mL’ye tamamlandi.

Soliisyonun pH’s1 7.4°e ayarlandi.

3.3.Biyokimyasal Analizler

3.3.1. Malondialdehit Tayini

Malondialdehit tayini Yoshioka ve ark. (1979) bildirdigi yontemle tayin edildi.
Prensip: Tiyobarbiitirik asit (TBA) tepkimesinde lipit igerik, dusiik pH ve TBA
varhginda sitildiginda 535 nm’de maksimum pik olusturan stabil kirmizi-pembe
renk meydana gelir. Kirmizi-pembe renk, MDA molekiilii ile iki TBA molekiiliiniin
birlesmesi sonucu olusan kromojenden dolayidir.

3.3.1.1.Deneyde Kullanilan Cozeltiler

Triklorasetik asit (% 20): 20 g triklorasetik asit (TCAA) distile suda ¢oziildii ve
hacim 100 mL'ye tamamlandi.

Tiyobarbiitirik asit (% 0,67): 1,675 g tiyobarbiitirik asit (TBA) distile suda ¢oziildii
ve hacim 250 mL' ye tamamlandi.

Stok Standart Cozelti (20 mmol/L): 0,494 mL 1,1 3.3-tetraetoksipropan (d:0,92; %
97, MA: 220.3) 100 mL alkolde coziilerek, 20 mmol/L'lik stok standart ¢ozelti
hazirlandi.

Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi: 20 mmol/L’lik stok standart ¢ozeltiden 0,1
mL alinarak hacmi 100 mL'ye tamamlandi ve 20 umol/L'lik standart ¢dzelti elde
edildi. Bu ¢ozelti ile 10 - 5 - 2,5 - 1,25 - 0,625 — 0,3125 pumol/L'lik dilisyonlar
hazirlanarak asagida agiklandigi sekilde c¢alisildi. 535 nm’de kére karsi optik

dansiteleri okundu ve kalibrasyon egrisi ¢izildi.
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3.3.1.2.Deneyin Yapilist

Test ve kor olarak isaretlenen cam deney tiipleri alindi ve test tiipline 0,5 mL
stipernatant, kor tiiptine 0,5 mL distile su pipetlendi. Biitiin tiiplere 2,5 mL % 20’lik
TCAA ve 1 mL TBA ilave edildi. Tipler 90 °C’lik su banyosunda 30 dakika inkiibe
edildi, sogutuldu ve iizerine 4 mL n-biitanol pipetlenerek 3000 rpm'de 10 dakika
santriflij edildi. Daha sonra n-biitanol tabakasi baska bir tiipe aktarilarak 535 nm’de

kore karsi testin absorbansi spektrofotometrede okundu.

Tablo 3. MDA o6lgtim y6ntemi

Kor Test
Siipernatant - 0,5 mlL
Distile su 0,5 mL -
TCAA 2,5mL 2,5mL
TBA 1 mL 1 mL

90 "C'de 30 dakika inkiibe edildikten sonra tiipler su altinda sogutuldu.

n-Biitanol 4 mL 4 mL

3000 rpm'de 10 dakika santrifiij edildi.

Olusan tabaka ayrilarak 535 nm'de kore karst optik dansitesi okundu.

3.3.1.3.Sonuclarin Hesaplanmasi

Sonuglar kalibrasyon egrisinden hesaplanarak bulundu.

MDA Standart Grafigi
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Grafik 1. MDA duzeyinin saptanmasinda kullanilan kalibrasyon egrisi
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3.3.2.Nitrik Oksit Tayini

Nitrik oksit diizeyleri Miranda ve ark. (2001) bildirdikleri yontemle tayin edildi.
Prensip: Nitrat, vanadyum (III) kloriir ile nitrite doniistiiriiltir. Nitritle siilfanilamidin
asidik ortamda N-(1-Naftil) etilen diaminedihidrokloriir ile reaksiyonu sonucu
kompleks diazonyum bilesigi olusur. Olusan bu renkli kompleks 540 nm’de Slgliir.
Nitrit ve nitrat ol¢timleri ayri ayr1 yapildiktan sonra ikisinin toplamt NO diizeyini
gosterir.

3.3.2.1.Deneyde Kullanilan Caozeltiler

Cinko Siilfat (% 10): 10 g cinko siilfat distile suda ¢oziilerek hacim 100 mL’ye
tamamlandi.

Sodyum Hidroksit (0,3 M): 1,2 g sodyum hidroksit distile suda ¢oziilerek hacim
100 mL’ye tamamlandi.

1 M HCI: 8.29 mL HCI (d: 1,19; %37; MA: 36,46) icinde bir miktar distile su
bulunan balon jojede ¢oziilerek hacim 100 mL’ye tamamlandi.

Vanadyum (III) Kloriir (% 0,8): 800 mg vanadyum (III) kloriir 1 M HCI'de
¢oziilerek hacim 100 mL’ye tamamlandi.

Siilfanilamid (% 2): 2 g siilfanilamid % 5°lik HCI’de ¢oziilerek hacim 100 mL’ye
tamamlandi.

Naftil Etilen Diamin Dihidrokloriir (% 0,1): 100 mg 1-Naftil etilen
diaminedihidrokloriir (NEDD) distile suda ¢dziilerek hacim 100 mL’ye tamamlandi.
Griess Ayract: 50 mL % 0,1 NEDD ve 50 mL % 2 stilfanilamid esit miktarda
karistirildi.

Stok Nitrit Cozeltisi (1 mM): 6,9 mg NaNO; distile suda ¢oziilerek hacim 100
mL’ye tamamlandi.

Stok Nitrat Cozeltisi (1 mM): 8,5 mg NaNO; distile suda ¢oziilerek hacim 100
mL’ye tamamlandi.

Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi: 1 mM’lik stok nitrat ve nitrit ¢&zeltilerinden
100 - 50 -25 - 12,5 - 6,25 - 3,125 uM’lik diliisyonlar hazirlanarak nitrat ve nitrit
analizlerindeki islemler gergeklestirildi. 540 nm’de kore karsi optik dansiteleri

okundu ve kalibrasyon egrileri ¢gizildi.
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3.3.2.2. Numunelerin Deproteinize Edilmesi

400 pL doku stipernatanti tizerine 200 plL 0,3 M NaOH ilave edilerek vortekslendi ve
5 dakika beklendikten sonra 200 puL % 10°luk ZnSQy eklenerek tekrar vortekslendi.
Numuneler 14000 rpm'de 10 dakika santrifiij edildikten sonra iistteki berrak sivi

analiz i¢in ayrildi.

3.3.2.3.Nitrat Analizinin Yapihis1

Mikroplak kuyucuklarina 100 pL stipernatant pipetlendi. Tiim kuyucuklara 100 pL
vanadyum (IIT) kloriir ve 100 pL griess ayraci ilave edildi. 30 dakika 37 °C’de

etilvde inkiibe edildikten sonra 540 nm’lik dalga boyunda absorbanslar okundu.

Tablo 4. Nitrat 6l¢iim yontemi

Kor Test
Distile su 100 pL -
Siipernatant - 100 puL
Vanadyum (III) kloriir | 100 pL 100 puL
Griess ayraci 100 uL 100 uL

37 °C’de 30 dakika inkiibe edildikten sonra 540 nm’de okundu.

Nitrat Standart Grafigi

0,2

y = 0,0023x + 0,0035

Absorbans (540 nm)
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Gratfik 2. Nitrat dlizeyinin saptanmasinda kullanilan kalibrasyon egrisi
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3.3.2.4.Nitrit Analizinin Yapihisi
Mikroplak kuyucuklarina 100 pL siipernatant ve 100 pL griess ayiraci pipetlendi. 30
dakika 37 °C’de etlivde inkiibe edildikten sonra absorbanslar 540 nm’lik dalga

boyunda okundu.

Tablo 5. Nitrit 6l¢ctim y&ntemi

Kor Test
Distile su 100 pL -
Siipernatant - 100 puL
Griess ayraci 100 ul. 100 uL

37 °C’de 30 dakika inkiibe edildikten sonra 540 nm’de okundu.

Nitrit Standart Grafigi
0,7
0,6
0,5

0,4
y = 0,0062x - 0,002

0.3 R? = 0,9996

0,2
0,1

Absorbans (540 nm)

0 20 40 60 80 100 120
Konsantrasyon (umol/L)

Grafik 3. Nitrit dlizeyinin saptanmasinda kullanilan kalibrasyon egrisi

3.3.2.5.Sonu¢larin Hesaplanmasi
Kalibrasyon egrisinden hesaplanarak bulunan nitrat ve nitrit konsantrasyonlari
topland1 ve NO konsantrasyonu bulundu.

NO (uM) = Nitrat (uM) + Nitrit (uM)
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3.3.3. Glutatyon Tayini

Glutatyon analizi Beutler ve ark. (1963) bildirdikleri yontemle tayin edildi.

Prensibi: GSH sistein, glutamik asit ve glisinden olusan bir tripeptittir. Metafosforik
asit ile siilfidril (-SH) gruplar1 tasimayan tiim proteinler ¢oktiiriiliir. GSH, meydana
gelen berrak sivida —SH gruplarimin DTNB (5,5’-2-ditiobis nitrobenzoik asit) ile
olusturdugu sar1 renkli kompleks, 412 nm dalga boyunda spektrofotometrede 6lgiiliir.
3.3.3.1.Deneyde Kullamlan Cozeltiler

Coktiiriicii ¢ozelti: 1,67 g metafosforik asit, 0,2 g EDTA, 30 g NaCl alinarak bir
miktar distile suda ¢oziildii ve hacim 100 mL'ye tamamlandi.

Fosfat ¢ozeltisi (0.3 M Na;HPOy): 53,4 g Na,HPO4.2H,0 distile suda ¢oziilerek
hacim litreye tamamlandi.

Sodyum sitrat ¢ozeltisi (%1): 1 g sodyum sitrat alinarak hacim distile su ile 100
mL’ye tamamlandi.

DTNB (Ellman’s ¢ozeltisi): 40 mg DTNB alindi ve %1’lik sodyum sitrat ile hacim
100 mL’ye tamamlandi.

Standart GSH cozeltisi: 20 mg GSH distile suda ¢dziildii ve hacim 100 mL’ye
tamamlandi.

Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi:

20 mmol/L’lik stok standart ¢ozeltiden 0,1 mL alinarak hacmi 100 mL'ye
tamamlandi ve 20 pmol/L'lik standart ¢ozelti elde edildi. Bu ¢ozelti ile 20 — 10 — 5 —
2,5-1,25-0,625 - 0,3125 pmol/L'lik diltisyonlar hazirlanarak asagida agiklandig:
sekilde galisildi. 412 nm’de kore kars1 optik dansiteleri okundu ve kalibrasyon egrisi
cizildi.

3.3.3.2.Deneyin Yapihsi

Kor ve test olarak isaretlenen cam deney tiipleri alindi ve test tiipiine 200 pl
siipernatant alindi. Uzerine 1800 pl distile su ve 3 mL ¢oktiiriicii ¢ozelti eklendi. Kor
olarak isaretlenen tiipe 2000 pl distile su {izerine 3 mL ¢oktiiriicii ¢ozelti eklendi.
Ttipler karistirildi ve buzlu suda 5 dk bekletildi, 3000 devirde 10 dk santrifiij edildi.
Kor tiip aynen alindi, test olarak isaretlenen tliplerden yeni tiiplere 2’ser mL
stipernatanttan alindi. Biitiin tiiplere 8’er mL fosfat ¢ozeltisi ilave edilip karistirildi. 1
mL DTNB eklenip, 412 nm dalga boyunda kore karsi testlerin optik dansitesi

okundu.
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Tablo 6. GSH &lglim yontemi

Kor Test
Siipernatant - 200 pl
Distile su 2000 pl 1800 pl
Coktiiriicii ¢ozelti | 3 mL 3mL

Buzlu suda 5 dakika bekletildi. Ardindan 3000 devirde 10 dakika santrifiij edildi ve

baska tiiplere stipernatanttan 2 mL aktarild1.

Fosfat cozeltisi & mL 8 mL
Karistirildi
DTNB 1 mL 1 mL

412 nm’de tiiplerin optik dansiteleri kore karsi okundu.

3.3.3.3.Sonuclarin Hesaplanmasi

Sonuglar kalibrasyon egrisinden hesaplanarak bulundu.

GSH Standart Grafigi

E
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3
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2
F 0,03
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Konsantrasyon (umol/L)

Grafik 4. GSH dizeyinin saptanmasinda kullanilan kalibrasyon egrisi
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3.3.4.Total Siyalik Asit Tayini

Total siyalik asit tayini Sydow’un (1985) metoduna gore yapildi.

3.3.4.1.Deneyde Kullamlan Cozeltiler

% 5’lik Perklorik asit ¢ozeltisi: Konsantrasyonu % 71 olan perklorik asitten 7,04
mL alinarak hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

Ehrlich ayraci: 5 g p-dimetilaminobenzaldehit 50 mL yogun HCI igerisinde ¢oziildii
ve lizerine 50 mL distile su ilave edilerek hacmi 100 mL’ye tamamlandi (Her
analizden Once taze olarak hazirlandi).

Standart N-asetil noraminik asit (NANA) cozeltisi: 100 mg NANA distile suda
¢oziildii ve hacim 100 mL’ye tamamlandi.

Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi:

100 mg/dL. NANA stok standart ¢dzeltisinden 100 — 50 — 25 — 12,5 mg/dL’lik
diliisyonlardan 3 tiip hazirlanarak metot uygulandi ve optik dansiteleri okundu. Elde
edilen optik dansitelerin ortalama degerleri alinarak 525 nm’de kére karst okundu ve
kalibrasyon egrisi ¢izildi.

3.3.4.2.Deneyin Yapihsi

Kor ve test olarak isaretlenen cam deney tiipleri alindi. Kor tiipiine 0,2 mL distile su,
test tiipiine ise 0,2 mL siipernatant alindi. Sonra kor ve test tiiplerinin {izerine 1,5 mL
% 5°lik perklorik asit ilave edildi. 100 °C’de 5 dakika kaynatildi ve hemen
sogutuldu. Tiiptin dibinde olusan tortu 2500 rpm’de 4 dakika santrifiij edildi.
Siipernatanttan 1 mL alinarak diger temiz tiiplere aktarildi. Uzerine 0,2 mL Ehrlich
ayiract ilave edilerek 100 °C’de 15 dakika kaynatildi. Kaynatma isleminden sonra
tiipler tekrar sogutuldu ve 1 mL distile su ilave edilerek 525 nm’de kore kars

testlerin optik dansiteleri spektrofotometrik olarak okundu.
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Tablo 7. TSA dlgtim yontemi

Kor Test
Distile su 0.2mL 5
Siipernatant - 0,2 mL
%35’lik perklorik asit 1;5:ml 1,5 mL

100 °C’de 5 dakika inkiibe edildi ve hemen sogutuldu.

2500 rpm’de 4 dakika santriftij edildi.

Siipernatant 1 mL

1 mL

Ehrlich ayraci 0, 2Zeml.

0,2 mL

100 °C’de 15 dakika inkiibe edildi ve hemen sogutuldu.

Distile su I mL

I mL

525 nm’de kore karst okundu.

3.3.4.3.Sonuclarin Hesaplanmasi

Sonuglar kalibrasyon egrisinden hesaplanarak bulundu.

Absorbans (525 nm)
o
o
oo

TSA Standart Grafigi

R?=0,9997

y =0,0016x - 0,0007
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Konsantrasyon (mg/dL)
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Grafik 5. TSA diizeyinin saptanmasinda kullanilan kalibrasyon egrisi
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3.4.istatiksel Analiz
Verilerin analiz sonuglart SPSS 16.0 Paket Programinda OneWay ANOVA-SNK
testi kullanilarak p<0.05 &nem derecesinde belirlenmistir. Tanimlayict istatistikler

aritmetik ortalamazstandart hata olarak ifade edilmistir.
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4. BULGULAR

Calismada elde edilen karaciger, bobrek ve kalp doku &rneklerinde MDA,
NO, GSH, TSA, plazmada ise AST, ALT ve GGT enzim aktivite diizeylerine ait
bulgular ve istatistiksel dnemi Tablo 8-11°de, bulgularin grafiksel degerlendirilmesi
ise sirasi ile Sekil 7-12°de gosterildi.

Karaciger dokusu i¢in; kadmiyum verilen grupta kontrole gtre, MDA
(P<0.01), NO ve TSA (P<0.001) diizeylerinin istatistiksel olarak arttigi, GSH
(P<0.05) diizeylerinin ise azaldigi tespit edildi. Kadmiyum+Resveratrol verilen
grupta ise kadmiyumun MDA ve GSH konsantrasyonlarma yapmis oldugu olumsuz
etkiyi resveratroliin onledigi goriilmiistlir. Ayrica Kadmiyum+Resveratrol grubunda
MDA ve GSH konsantrasyonlari icin kontrole karsi yapilan karsilastirilmasinda
istatistiksel bir fark ¢itkmamustir. Fakat NO ve TSA konsantrasyonlarinda resveratrol
sayisal deger olarak kadmiyumun etkisini 6nlemis gibi goriinsede kontrole karsi

istatistiksel olarak fark goriilmektedir.

Tablo 8. MDA, GSH, NO ve TSA karaciger doku diizeyleri

KARACIGER MDA GSH NO (umol/g | TSA (mg/g
(nmol/g (numol/g 1slak doku) | 1slak doku)
islak doku) | islak doku)

Kontrol 0.51£0.02* | 3.8440.11" | 0.7320.04™ | 0.65+0.06 *

Alkol 0.49+0.01 * | 3.81+£0.06* | 0.674£0.04* | 0.61£0.04 *

Kadmiyum 0.78+0.03 Y | 2.74+0.07Y |1.3240.04” | 1.4740.05"

Resveratrol 0.49+0.01 * | 3.77+0.08 * | 0.8440.03 "' | 0.68+0.03 *

Kadmiyum+Resveratrol | 0.56+0.02* | 3.68+0.05* | 0.91+0.05" | 0.8440.03 *

P Degeri P<0.01 P<0.05 P<0.001 P<0.001

“¥% Her stitundaki farkli harfler istatistiksel olarak énemli farki gostermektedir (p<0.05,

P<0.01, P<0.001).

Bobrek dokusu igin; kadmiyum verilen grupta kontrole gére, MDA, NO ve

TSA (P<0.001) diizeylerinin istatistiksel olarak arttigi, GSH (P<0.01) diizeylerinin
ise azaldig tespit edildi. Kadmiyum+Resveratrol verilen grupta ise kadmiyumun
MDA ve GSH konsantrasyonlarina yapmis oldugu olumsuz etkiyi resveratroliin
onledigi goriilmistir. Ayrica Kadmiyum+Resveratrol grubunda MDA ve GSH
konsantrasyonlari icin kontrole karsi yapilan karsilastiriimasinda istatistiksel bir fark

cikmamistir. Fakat NO ve TSA konsantrasyonlarinda resveratrol sayisal deger olarak
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kadmiyumun etkisini onlemis gibi goriinsede kontrole karsi istatistiksel olarak fark

gorilmektedir.

Tablo 9. MDA, GSH. NO ve TSA bobrek doku diizeyleri

BOBREK MDA GSH NO (pmol/g | TSA (mg/g
(nmol/g (nmol/g 1slak doku) | 1slak doku)
1slak doku) | 1slak doku)

Kontrol 1.67+0.03* | 4.58+0.08* |2.08+£0.07* | 5.3340.12*

Alkol 1.5940.03* | 4.61+£0.05* |2.06£0.08* | 5.28+0.05*

Kadmiyum 2.18£0.08 Y | 4.12+0.06” |3.14+0.09% | 8.24+0.117

Resveratrol 1.62+£0.05* | 4.53+0.07* |2.27+0.09 ™ | 5.62+0.07 *

Kadmiyum+Resveratrol | 1.73+£0.04 * | 4.47+0.07* |2.39+0.07* | 5.97+0.09"'

P Degeri P<0.001 P<0.01 P<0.001 P<0.001

Lxy.z,

P<0.001).

: Her siitundaki farkli harfler istatistiksel olarak &nemli farki gostermektedir (P<0.01,

Kalp dokusu i¢in; kadmiyum verilen grupta kontrole gére, MDA, NO ve TSA

(P<0.001) duizeylerinin istatistiksel olarak arttigi, GSH (P<0.01) diizeylerinin ise

azaldig tespit edildi. Kadmiyum+Resveratrol verilen grupta ise kadmiyumun MDA

konsantrasyonuna yapmis oldugu olumsuz etkiyi resveratroliin dnledigi goriilmiistiir.

Ayrica Kadmiyum+Resveratrol grubunda MDA konsantrasyonu igin kontrole karsi

yapilan karsilastirilmasinda istatistiksel bir fark ¢ikmamistir. Fakat GSH, NO ve

TSA Kkonsantrasyonlarinda resveratrol sayisal deger olarak kadmiyumun etkisini

dnlemis gibi goriinsede kontrole kars: istatistiksel olarak fark goriilmektedir.

Tablo 10. MDA, GSH, NO ve TSA kalp doku dtizeyleri

KALP MDA GSH NO (pmol/g | TSA (mg/g
(nmol/g (nmol/g islak doku) | 1slak doku)
islak doku) | 1slak doku)

Kontrol 1.09+£0.03* | 0.82+0.06* | 1.94+0.08* | 1.35+£0.06 *

Alkol 1.124£0.04 * | 0.84£0.04* | 1.9740.06 * | 1.33£0.05*

Kadmiyum 1.96+0.05Y | 0.56+0.04" | 2.86+0.05Y | 2.94+0.08Y

Resveratrol 1.15+£0.04* | 0.79+0.04 ™ | 2.11+0.05 ** | 2.07+0.07 *

Kadmiyum+Resveratrol | 1.27+0.06 * | 0.65+0.04 % | 2.24+0.05* | 2.26+0.05 *

P Degeri P<0.001 P<0.01 P<0.001 P<0.001

XY.Z,

P<0.001).

: Her siitundaki farkli harfler istatistiksel olarak onemli

farki gostermektedir (P<0.01,




36

Plazmada; kadmiyum verilen grupta kontrole gére, AST, ALT ve GGT
(P<0.001) edildi.

Kadmiyum+Resveratrol verilen grupta ise kadmiyumun AST ve ALT enzim

enzim aktivitelerinin istatistiksel olarak arttigi tespit
aktivitelerine yapmis oldugu olumsuz etkiyi resveratroliin 6nledigi gortlmiistiir.
Ayrica Kadmiyum+Resveratrol grubunda AST ve ALT enzim aktiviteleri igin
kontrole karst yapilan karsilastirilmasinda istatistiksel bir fark ¢ikmamistir. GGT
enzim aktivitesinde ise resveratroliin kadmiyumun olumsuz etkisini tolere ettigi

goruldii.

Tablo 11. AST, ALT ve GGT plazma enzim aktiviteleri

PLAZMA AST (IU/L) ALT (IU/L) GGT (IU/L)
Kontrol 142.38+2.86 | 53.1843.85% | 2.78+0.04
Alkol 144244656 | 57.6242.95% | 2.8240.07 %
Kadmiyum 212.78+5.13% 1053133337 | 8.63+0.38"
Resveratrol 134.74+3.78 % | 50.67+2.44 3.1520.14 %
Kadmiyum+Resveratrol | 158.83+6.88° | 55.23+1.67° 4.52+0.07 *
P Degeri P<0.001 P<0.001 P<0.001

*¥%: Her stitundaki farkli harfler istatistiksel olarak &nemli farki gostermektedir (P<0.001).
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Sekil 7. Karaciger, bébrek ve kalp dokusundaki MDA miktarindaki degisimler. **: Gruplar

arasindaki istatistiksel farkliliklar1 géstermektedir (P<0.01, P<0.001).
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Sekil 8. Karaciger, bobrek ve kalp dokusundaki GSH miktarindaki degisimler. ***: Gruplar
arasindaki istatistiksel farkliliklar1 géstermektedir (P<0.05, P<0.01).
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Sekil 9. Karaciger, bdbrek ve kalp dokusundaki NO miktarindaki degisimler. *¥*": Gruplar
arasindaki istatistiksel farkliliklar1 géstermektedir (P<0.001).
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Sekil 10. Karaciger, bébrek ve kalp dokusundaki TSA miktarindaki degisimler. *¥*': Gruplar
arasindaki istatistiksel farkliliklar1 géstermektedir (P<0.001).
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Sekil 11. Plazma AST ve ALT enzim aktivitelerindeki degisimler. ™*: Gruplar arasindaki
istatistiksel farkliliklar gostermektedir (P<0.001).
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Sekil 12. Plazma GGT enzim aktivitesindeki degisimler. ***: Gruplar arasindaki istatistiksel
farkliliklart géstermektedir (P<0.001).



40

S5.TARTISMA ve SONUC

Kadmiyum ve diger agir metaller hem c¢evresel hem de mesleki
maruziyetlerle insan saghigini tehdit etmektedir. Kadmiyum, yiyecekler ve su gibi
dogal kaynaklara karismakta ve bu yolla da besin zincirine girebilmektedir.
Kadmiyumun yari dmriiniin uzun olmast ve sanayide yaygin olarak kullanimindan
dolayr ve hemen hemen tiim sistemlere toksik etki gosterebilmesi sebebiyle ayri bir
oneme sahiptir (Park ve ark. 2001, Waisberg ve ark. 2003, Wang ve Du 2013). Insan
yasamini etkileyen dnemli kadmiyum kaynaklari; sigara dumani, rafine edilmis
yiyecek maddeleri, su borulari, kahve, ¢ay, komiir yakilmasi, kabuklu deniz iiriinleri,
kullanilan giibreler ve endiistriyel iiretim asamalarinda olusan baca gazlandir
(Bridges ve Zalups 2005, Godt ve ark. 2006, Prozialeck ve ark. 2006). Pulmoner ve
gastrointestinal absorbsiyonun ardindan biiyiik bir kism1 karaciger ve bébrekte birikir
ve idrarla atilir. Karacigerde kii¢iik peptidler ve sulfidril gruplari araciligi ile
glutatyon veya afinitesi daha yiliksek olan metal baglayict protein olan
metallotiyonein gibi proteinlerle kompleksler olusturur (Chan ve Cherian 1992, Kim
ve ark. 2013, Rafati ve ark. 2015). Olusan bu kompleksler azot grubu tasiyan
molekiillerle veya iz elementlerle etkileserek antioksidan sistemlerin etkinliginin
azalmasina neden olur. Sonug olarak, hiicre iginde DNA hasari, lipit peroksidasyonu
ve proteinlerde degisiklikler olusturarak hiicrelerin fonksiyonlarini bozarlar (Leonard

ve ark. 2004, Valko ve ark. 2007).

Kadmiyumla ilgili yapilan calismalarda, kadmiyumun karsinojenik etkisinin
yanti sira, hem akut hem de kronik maruziyetiyle bircok organda hasara neden oldugu
gosterilmistir. Akut kadmiyum zehirlenmesinde, kadmiyumun dolayli olarak reaktif
oksijen tiirleri ve radikallerin firetimine neden oldugu diistiniilmektedir (Liu ve ark.
2002, Murugavel ve ark. 2007). Oksidan diizeyini arttiran etmenlere kars1 hiicrenin
yasamini siirdiirebilmesi, organizmanin serbest radikallerden koruyucu biyokimyasal
savunma mekanizmalarina sahip olmasina baghdir. Tiim memeli hiicreleri zararli
radikallere karsi savunma sistemleriyle donatilmistir (Droge 2002, Valko ve ark.
2007, Liu ve ark. 2007). Aslinda organizmamiz, dogustan var olan antioksidan
enzimler sayesinde kendi kendini koruyabilmektedir. Ancak bu bazi durumlarda

yeterli olmamaktadir. Bu nedenle organizmanin disaridan antioksidan 6zelligi olan
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kimyasallar igeren besin maddeleri ile desteklenmesi gerekmektedir (Nandi ve ark.
2006).

Giliglii bir antioksidan olan resveratrol, stilbenlerin alt grubunda yer alan
3.5.4'-hidroksistilben yapisindadir. Resveratroliin trans ve cis olmak iizere iki
izomerik formu vardir (Bertelli ve ark. 1996, Burkitt ve Duncan 2000). Resveratrol
tiziim, kirmizi sarap, yer fistigi, asma yapragi, kegi kulagi, yaban mersininde ve dut
gibi bir¢ok bitki tlirlinde bulunan ve antiinflamatuvar, antioksidan, antitimér ve
immunomodulatdr Gzellikleri olan dogal bir polifenolik bilesiktir (Pervaiz 2004,
Signorelli ve Ghidoni 2005, Gerogiannaki-Christopoulou ve ark. 2006, Planas ve ark.
2011, Ergin ve Yaylali 2013). Oksidatif strese bagli olarak olusan hiicresel hasarlari
ve apoptozu onleyerek stiperoksit anyonlarini ve hidrojen peroksiti hiicreden
uzaklastirmada oldukga gii¢lii bir etkiye sahiptir (Das ve Maulik 2006, Valko ve ark.
2007, Liu ve ark. 2007). Ayrica lipoprotein metabolizmasini diizenler ve yaslanmaya
karsi da etkilidir (Das ve ark. 2006). Yapilan ¢alismalarda resveratroliin bobrek, kalp
ve beyin dokularinda koruyucu ozelligi oldugu gésterilmistir (Giovannini ve ark.
2001). Ek olarak resveratrol hiicre i¢i antioksidan miktarni arttirabilir, glutatyon
peroksidaz, glutatyon-s-transferaz ve glutatyon redilktaz gibi birgok antioksidan
enzimin de artisina neden olabilir (Pedras ve Ahiahonu 2005). Ratlara uygulanan
resveratroliin bobrekte ve plazmada 60 dakikada, kalpte 120 dakikada, karacigerde
30 dakikada, maksimum derisime ulastig1 gbzlenmistir (Bertelli ve ark. 1996).

Deney hayvanlarinda yapilan birgok ¢alismanin sonuglarina gore akut
kadmiyuma maruz kalma durumunda oksidatif stresin artarak oncelikle karaciger
hasart ve kadmiyum toksisitesine neden oldugu bildirilmektedir (Manca ve ark.
1991, Sarkar ve ark. 1995, Bagchi ve ark. 1996). El-Demerdash ve ark. (2004)
tarafindan yapilan ¢alismada, 5 mg/kg dozda 15 giin boyunca oral gavaj yoluyla
CdCl; uygulamasinin karaciger dokusunda hiicre hasari olusturdugu gésterilmistir.
Yapilan farkli bir ¢alismada, kadmiyum uygulamasi sonucunda karacigerde hasar
olustugu ve karaciger homojenatlarinda MDA diizeyinin arttig1, siiperoksit dismutaz
ve katalaz aktivitelerinde ise diislis saptandigi bildirilmistir (Koyu ve ark. 2006).
NO’in ise hipertansiyon, astim, septik soka kadar degisken bir dizi hastaliklarin
patogenezinde rol oynadigina inanilmaktadir. NO’in DNA hasarint arttirdigi,

demirsiilfiir iceren enzimlerin fonksiyonunu degistirdigi ve mitokondriyal solunumu
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bozdugu bildirilmektedir (Gross ve Wolin 1995). In vitro bir ¢alismada ortamdaki
kadmiyumun endotel hiicreleri tarafindan tiretilen NO’i inhibe ettigi (Kishimoto ve
ark. 1994), baska bir ¢alismada ise kronik kadmiyum maruziyeti sonrasinda ratlarin
plazma NO diizeylerini diisiirdiigii gosterilmistir (Skoczynska ve Martynowicz
2005). Calismamizda ise karaciger dokusunda kadmiyum verilen grupta kontrole
gore MDA, NO ve TSA diizeyleri artarken, kadmiyum-+resveratrol verilen grupta
MDA seviyelerinin resveratrol aracili olarak onlendigi fakat NO ve TSA

konsantrasyonlarinda istatistiksel olarak bir farkin olusmadigi gorilmustiir.

Karaciger kadmiyum toksikasyonu i¢in dnemli bir hedeftir. Bunun nedeni
tiyol gruplarinca zengin ve diisiik molekiil agirlikli metal baglama &zelligine sahip
olan metallotionein proteinlerinin sentezinin karacigerde olmasidir (Coyle ve ark.
2000). Shiraishi ve ark. (1994) tek basina kadmiyum uygulamasi sonucu karaciger
metallotionein  miktarinin  arttigimi gostermistir  (Gawel ve ark. 2004).
Metallotioneinlerin yaninda hiicresel antioksidan savunma sistemlerinin islevselligi
de bir diger 6nemli husustur. Ratlarda yapilan bir ¢alismada, kadmiyum uygulamasi
sonucunda karaciger stiperoksit dismutaz ile katalaz aktivitelerinde diisiis saptandigi
bildirilmistir (Koyu ve ark. 2006). Yaptigimiz ¢alismada da literatiirdeki bilgilere
paralel olarak kadmiyum verilen grubun karaciger dokularinda kontrole kiyasla GSH
diizeylerinin azaldig1 tespit edilmistir ve ayni zamanda kadmiyum-+resveratrol
verilen grupta GSH konsantrasyonlarinin kontrol diizeyine yaklastigi goriilmiistiir.
Bu koruyucu etkinin, resveratroliin hiicresel antioksidan savunmay1 gii¢lendirmesi

yoluyla sekillendigi kanaatindeyiz.

Plazmada ALT, AST ve GGT karaciger enzim belirtegleridir. ilk iki enzim
hepatositlerde sentezlenirken, son enzim safra kanali epitelyum hiicrelerinde
sentezlenmektedirler. Bu enzimler karaciger ve safra yollarina 6zgii olmayip ALT ve
AST, iskelet kasi ile kalp kasinda, GGT ise bibreklerde sentezlenmektedir (Pratt ve
Kaplan 2000). GGT’nin diabetes mellitusta ve alkol kullaniminda ylikseldigi
bilinmektedir (Goldberg ve Martin 1975). Farelerde olusturulan deneysel
toksikasyon sonucunda ise AST ve ALT aktivitesindeki yiikselmeyi resveratrol
uygulanmasiim distirdigii bildirilmistir (Sener ve ark. 2006). Elde ettigimiz
bulgularda da literatlirde sunulan bilgiler ile paralel olarak plazma AST, ALT ve

GGT enzim aktivitelerinin kadmiyum verilen grupta kontrol grubuna nazaran,
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istatistiksel ~ olarak  arttiim  gostermekle  birlikte  kadmiyum-+resveratrol
uygulamasinin AST ve ALT enzim aktivitelerini fizyolojik sinirlara g¢ektigi
goriilmustiir. Ayrica kadmiyum-+resveratrol grubunda AST ve ALT enzim
aktiviteleri i¢in kontrole karsi yapilan karsilastirilmasinda istatistiksel bir fark
cikmamigtir. Fakat GGT enzim aktivitesinde resveratrol sayisal deger olarak
kadmiyumun etkisini dnlemis gibi gériilse de kontrole kiyasla istatistiksel bir farkin

varligi tespit edilmistir.

Bobrekler ise kadmiyum toksikasyonunda sekonder hedef organ olarak
degerlendirilmektedir. Ciinkii kadmiyum bosaltim sistemi yoluyla viicuttan
uzaklastirilmaktadir. Kan ve karacigerden siiziilen kadmiyumun % 70’i bobrek
proksimal tiibiilleri tarafindan alimir. Yogun kadmiyum maruziyetinde bobreklerin
hasar gormesiyle kandan asitleri uzaklastirma fonksiyonlar1 yok edilmektedir.
Bobreklerdeki fonksiyon bozuklugu kanda yiiksek asit seviyesiyle seyreden bir¢ok
hastaliga sebep olmaktadir (Tsuruoka ve ark. 2000). Renugadevi ve Prabu (2009)
yaptiklari ¢alismada 4 hafta boyunca 5 mg/kg CdCly’tin oral gavaj yoluyla
uygulamasinin bobrek dokusunda hasar meydana getirdigini ortaya koymuslardir.
Yapilan farkli bir ¢alismada da, tek basmma kadmiyum uygulamasinin bdbrek
metallotionein miktarlarinda énemli bir artisa neden oldugu gosterilmistir (Shiraishi
ve ark. 1994, Gawel ve ark. 2004). Bu bilgilere ek olarak resveratroliin iskemik
bobrek modelinde lipit peroksidasyon seviyesini diistirdiigti bilinmektedir (Sener ve
ark. 2006). Elde ettigimiz veriler gore bdbrek dokularinda, kadmiyum verilen grupta
kontrole grubuna kiyasla, MDA, NO ve TSA dizeylerinin istatistiksel olarak
arttigini, GSH diizeylerinin ise azaldigini gostermekte olup, kadmiyum-+resveratrol
verilen grupta kadmiyumun MDA ve GSH konsantrasyonlarina yapmis oldugu
olumsuz etkiyi resveratroliin onledigi goriilmiistiir. Ciinkii aynt grubun MDA ve
GSH konsantrasyonlar! i¢in kontrole karsi yapilan karsilastirilmasinda istatistiksel
bir fark ¢cikmamistir. Fakat NO ve TSA konsantrasyonlarinda resveratrol sayisal
deger olarak kadmiyumun etkisini énlemis gibi goriinse de kontrole karsi istatistiksel

farkin sekillendigi goriilmektedir.

Kadmiyumun, kalpte metabolik ve yapisal bozukluklarin yani sira
hipertansiyon olusumunda da etkili oldugu belirtilmektedir (Tomera ve ark. 1991).

Kardiyomiyositlerde mitokondri hasart olusturarak hiicre solunum ve enerji
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metabolizmasinda bozulmaya neden oldugu bilinmektedir (Skowerski ve ark. 2000).
Ayrica kadmiyumun kalpte birikme oraninin, karaciger ve bibrekle kiyaslandiginda
olduk¢a diisiik oldugu kaydedilmistir (Tomera ve ark. 1991). Kadmiyum okside
maruz kalan iscilerde, kardiyovaskiiler sistem hastaliklarin goriilme sikliginin 4 kat
arttifi rapor edilmistir (Vorobieva ve Eremeeva 1980). Yapilan calismalar
resveratroliin kalp dokusu i¢in koruyucu etkilere sahip oldugunu isaret etmektedir
(Giovannini 2001). Ek olarak rat aorta diiz kas hiicre kiiltiirlerinde yapilan farkli bir
calismada, resveratrol uygulamasinin hiicresel GSH diizeyini kontrol gruba gére
anlamli derecede yiikselttigi bildirilmistir (Li ve ark. 2006). Verilerimiz literatiirdeki
bilgilere paralel olarak kadmiyumun kontrol grubuna nazaran kalp dokularinda
MDA, NO ve TSA diizeylerini istatistiksel olarak arttirdigini fakat GSH diizeylerini
ise azalttifini  gostermektedir. Kadmiyum+Resveratrol verilen grupta ise
kadmiyumun MDA konsantrasyonuna yapmis oldugu olumsuz etkiyi resveratroliin
onledigi goriilmiistiir. Ciinkti ayn1 grubun MDA konsantrasyonu i¢in kontrole karsi
yapilan karsilastirilmasinda istatistiksel bir fark ¢ikmamistir. Fakat GSH, NO ve
TSA konsantrasyonlarinda resveratrol sayisal deger olarak kadmiyumun etkisini
onlemis gibi goriinsede kontrole karsi istatistiksel olarak fark goriilmektedir.
Lindberg ve ark. (1991) yaptiklar1 bir calismada, serum TSA konsantrasyonlari ile
kardiovaskiiler hastaliklar nedeniyle oltimler arasinda bir iliski oldugunu
bildirmislerdir. Bu yoniiyle ¢alismamizda, resveratrol aracili olarak diisen TSA

seviyelerinin, pozitif kardiyovaskiiler etkilerinin de oldugu sdylenebilir.

Calisma sonuclart kadmiyum uygulanan farelerin karaciger, bobrek ve kalp
dokusunda oksidatif stresin indiiklendigini ve antioksidan sistemin kadmiyumun
toksik etkisini elimine etmede vetersiz kaldigin1 gostermektedir. Resveratrol ve
kadmiyum-resveratrol uygulanan farelerde ise karaciger, bobrek ve kalp dokusunda
ise oksidatif stresin azaldigi ve antioksidan sistemin kadmiyumun toksik etkisini

azaltarak doku hasarini 6nledigi kanisina varildi.
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