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Bu tezde kirmuzi garaptaki flavanoid yaptya sahip bir fenolik bilesik olan
trans-resveratroliin Hela (serviks adenokarsinoma) hiicreleri {izerinde notral
kirmizis1 boyama teknigi ile TNF testi ve direk sitotoksisite testi uygulanarak
sitotoksisitesi incelenmistir. Direk sitotoksisite ve TNF testi sonuglan
kargilagtinldiginda zrams-resveratrolin  TNF salumint inhibe ettigi ve direk
sitotoksisite testinde ise 6liim oranlarinin doza bagimh olmadig gorilmiigtiir.

Caligmanin ikinci boliimiinde Tiirkiye’de iiretilen baza kirmuzi garaplardaki
trans-resveratrol miktar tayinleri floresan dedektor kullamilarak HPLC y6ntemiyle

aragtirmgtir.

Anahtar Kelimeler: Kirmizi sarap, Trans-Resveratrol, TNF, Antikanser aktivite,
HPLC



ABSTRACT

Master of Science Thesis

DETERMINATION OF TRANS-RESVERATROL IN WINES
BY HPLC METHOD
AND INVESTIGATION OF CYTOTOXIC EFFECTS

DERYA KOCAMAN

Anadolu University
Graduate School of Health Sciences
Department of Pharmaceutical Toxicology

Supervisor: Assist.Prof.Biillent ERGUN
2002

In this thesis the cytotoxicity of frans-resveratrol, a phenolic compound in
flavonoid structure present in red wine, was investigated on HeLla (cervix
adenocarcinoma) cell line using neutral red dying technique with direct
cytotoxicity test and TNF test procedure. When the results obtained from direct
cytotoxicity test compared with TNF test results it was observed that frams-
resveratrol inhibits TNF release and death rate in direct cytotoxicity test is non
dose dependent.

In the second part of the study trams-resveratrol quantities present in
several red wines produced in Turkey was determined by HPLC method using

flourescence detector.
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1. GIRIS ve AMAC
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Stilben glikozitleri ve 30 kadar stilben tiirevinin spermatofitler simfindaki
bitkilerde smurh bir gekilde dogal olarak olustugu bilinmektedir [1]. Bu
stilbenlerden resveratrol, Vifis cinsinde belirlenen ikincil bir metabolittir [2].
Trans-Resveratrol ilk olarak 1976’da Langcake ve Pryce tarafindan iiziim
sarabinda (Vifis vinifera) tayin edilmis ve bilesigin yaprak dokusu tarafindan
mantar enfeksiyonuna (6zellikle Botrytis cinerea) karsi cevap olarak veya UV
151nina maruziyette sentezlendigi bulunmustur [3].

Yapilan epidemiyolojik ¢aliymalarda, kardiovaskiiler hastalik insidansi ve
sarap tilketimi arasindaki ters korelasyon gosterildikten somra kirmuz:i sarapta
bulunan bilegiklere olan ilgi artrmstir. Elde edilen sonuglar, diger alkollii igkilerde
oldugu gibi sarapta da korumanin kismen alkole bagh oldugunu gostermistir.
Etanol, hemostatik mekanizma yoluyla ve dolagimdaki yiiksek dansiteli
lipoproteinleri (HDL) arttirarak etki gosterir. Bununla beraber, alkolden bagka
bilesiklerin de koruyucu etkisi olabilecegi duginilmigtir. Biyiikk oranda
flavanoid yapiya sahip fenolik bilesiklerin biyoaktivitesi ile ilgili gesith caligmalar
bu digtinceyi desteklemigtir. 1992°de Siemann ve Creasy tarafindan bu
bilesiklerin bulundugu gosterildifinde, resveratrole olan ilgi artmugtir. Bu
aragtirmacilar, resveratroliin kirmuzi saraptaki biyolojik aktif madde oldugunu
disinmiiglerdir. Bunun iizerine resveratrolin oOzellikleri detayh bir gekilde
incelenmeye baglanmugtir.

Yapilan gesitli gahgmalar resveratrolin birgok biyolojik aktivitesi
oldugunu gostermistir. Bunlar su sekilde siralanabilir [3]:

Lipid peroksidasyonunun inhibisyonu
Bakar gelasyonu

Serbest radikallerin temizlenmesi
Eikosanoid sentezinin degistirilmesi
Trombosit agregasyonunun inhibisyonu
Antiipflamatuar aktivite
Vazorelaksan etki

Lipid metabolizmastmn modiilasyonu
Antikanser aktivite

10. Ostrojenik aktivite

¥R NN R LD



Son yillarda gergeklestirilen birgok g¢alismada resveratroliin antikanser
etkisi incelenmis ve gosterilmigtir. Uziim ekstrakt: ile resveratrol ve analoglarimn
antiproliferatif etkileri ile ilgili bulgular ve kamtlar artmaktadir. Bu durum kronik
inflamasyonlar ve neoplastik hastaliklarin 6nlenmesinde ve belki de tedavisinde
uygulanabilir. Inflamatuar ve neoplastik sorunlann mekanizmalarinda cesitli
yolaklar bulunmaktadir [4].

Bu c¢aligmada Tirkiye’de uretilen gesitli saraplarda bulunan #ramns-
resveratroliin HPLC yontemiyle miktar tayininin yapilmasi ve frans-resveratroliin

antikanser aktivitesinin TNF testi ile aragtirilmast amaglanmugtir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Resveratroliin Kimyasal Yapisi

Stilben, iki karbon kopriisiiyle baglanmig iki fenolik halkadan olusmustur
ve maksimum absorbans degeri yaklagik 310 nm’dir [4]. Resveratrol stilben
molekiiliiniin 3,4 ve 5 konumlarina hidroksil gruplarinin baglanmastyla olugmusg
bir yapidir (Sekil 1). Resveratroliin cis ve trans izomerik formlan bulunmakla
birlikte, cis izomeri Giziim ekstraktinda hi¢bir zaman bulunamamugtir. Resveratrol,
viniferinler olarak adlandirilan polimerlerin ana molekiliidiir [3].

Sekil 2.1: [3] Trans ve cis resveratroliin (3 ,4,5- trihidroksi stilben)

kimyasal yapilan

O~

HO

trans-resveratrol cis-resveratrol

2.2, Saraplardaki Resveratrol Konsantrasyonlan

Cesitli sarap tiirlerinde resveratroliin varh§ saptanmugtir. Tablo 2’de de
gosterildigi gibi cesitli tilkelerde (ABD, Fransa, Italya, Ispanya, Japonya) iiretilen
kirmiz1 garap analizleri konsantrasyon farkhhigina bagh olarak genis bir gesitlilik
gostermektedir. Bunlar tiziim kiltiirine, cografik kaynagina, sarap tipine, Botrytis
enfeksiyonuna ve eonolojik (sarap bilgisi) pratiklere baghdir.

Resveratrol iiziimiin kabugunda iiretildigi i¢in, Giziim kabuguyla temasta
fermantasyon zamam major faktordir. Maserasyon siirest kisa olan beyaz
saraptaki resveratrol konsantrasyonunun digik olmast bu durum ile
agiklanmaktadir [3]. Romero-Perez [5], ¢esitli orjinlerden gelen beyaz saraplarda
degisik aragtirmacilar tarafindan bulunan resveratrol degerlerini bildirmislerdir.
Bu ¢aligmalarda genel olarak 0.1 mg/L’den daha az resveratrol (cis + frans) tayin



edilmistir. Arastirmacilar resveratroliin dort monomerik formunun miktar tayinini
yapmuglar ve 0.05-1.8 mg/L total stilben miktart bulmuslardir. Ortalama degerleri;
aglikon igin 0.13(frans) ve 0.06(cis), pseid igin 0.16(trans) ve 0.12(cis) olarak
gostermislerdir. Pembe sarapta resveratrol monomerlerinin seviyesi, kirmiz1 ve
beyaz sarapta bulunan seviyelerin arasindadir. Farkhh varyetelerden kullamlan
tzim tiplerinin kabuklari ile maserasyon zamam da sarabin resveratrol igerigini
etkilemektedir.

Jeandet [3], aym siire maserasyona tabi tutulmalarina ragmen, kirmizi
iizimden yapilan Pinot noir’in resveratrol orammn beyaz iziimden yapilan
Chardonnay’dan daha yitksek oldugunu belirtmigtir. Pinot noir tziimlerinin
nispeten ince olan kabugu, bu tziimleri Borfrytis enfeksiyonunun ve UV igigimn
travmatik etkilerine karsi daha duyarli hale getirebilir. Jeandet ve ark.,, %10
oraminda Borrytis enfeksiyonuna ugramig iziimlerden, kalite etkilenmeksizin,
yiiksek oranda resveratrol igeren sarap iiretilebilecegini bulmugtur. Bunun tersine,
Botrytis’den %40-80 oramnda etkilenmis iizimlerden elde edilen garaplann en az
diizeyde resveratrol tagidifi bulunmugtur. Aragtirmacilar bu sonucu, yiksek
orénda Botrytis istilas1 sonucu olugan resveratroliin, mantarlanin ekzoselliler
enzimleri tarafindan degregasyona ugratilabilecegi seklinde agiklamuslardir.

Istk etkisinin oldugu veya igiktan korunarak toplanan liziimlerden elde
edilen bazt saraplarda, cis izomer oranmn yitksek olmasi (total resveratrol
orammn %40’dan fazlasi) trans-izomerin izomerizasyonunun Uziim tanelerinde
olusumundan sonra giines 11gina maruz kalmasina bagh olmadifim gostermigtir.
Goldberg ve ark., cis-izomerin fermantasyon sirasinda maya enzimleri tarafindan
veya viniferinlerden sahinarak iretildigini ileri siirmiigtiir. Aragtirmacilar 450’den
fazla ticari sarabi analiz etmis ve cis - frams oram arasinda onemli oranda
farklihklar bulmuslardir. Trams izomerin yiiksek oldugu saraplarda cis izomerin
de yiikksek olmasi, her iki izomerin de konsantrasyonlanmin aym degiskenler
tarafindan etkilendigini diigindtirmektedir.



Tablo 2.1: [3] Kirmuzi saraplardaki resveratrol konsantrasyonlari

.k

Otjin

USA
Fransa

Fransa

(Burgundy)

USA
(California)

Kuzey Amerika,
Avustralya,
Avrupa

USA
(California)
Fransa

Fransa

USA
(California)
Ispanya

Avrupa

Amerika
Italya

USA
(Giineydogu)

Japonya

USA
(California)

Resveratrol konsantrasyonlan (mg/L)

Chardonnay, 0.1"”¢ kadar; California<New York
Bordeaux, 0.3-0.6

Pinot noir, 0.4-2

Pinot noir, 0.2-0.7
Cabernet Sauvignon, <0.09

0.1-12 -
California, Avustralya, italya< Oregon,Kanada,Fransa

<0.02-1.7 (Pinot noir’de en yiiksek,5)
Beaujolais (Gamay), 3.2-3.6

aglikon, 0.5-5; glikozit, 0-14.5

Cabernet franc, Gamay, Grenache<Pinot noir,Mourvédre,
Cabernet Sauvignon
aglikon izomerleri, 0.3-3 (ortalama 1.5)

aglikon+piseid izomerleri (frans>cis) 2.5-13.8
R:: Pinot noir, 5.1; Merlot, 4; Grenache, 2.4;
Cabernet Sauvignon, 1.4; Trempanillo, 1.3

aglikon izomerleri (frans>cis), Fransa, 3.7-7.1
Beaujolais, Midi, Rhone<Bordeaux, Burgundy
Italya, 1.2<Ispanya, Portekiz, 2.8<Orta Avrupa, 3.1
<Isvigre, 6.9

Giiney Amerika, 1.8<California, 3<Oregon, 6.3
Recioto ve Amarone (Verona gevresi), 0.05-0.8
aglikon izomerleri, 0.1-42; Muscadine’de en yiiksck
(trans, 13.4°¢ kadar; cis, 31.9’a kadar)
tetrahidroksistilben varlif:

total stilbenler, 0,8-13.4 (ortalama 4.4); aglikon
(ortalamal 8, trans>cis);piscid(ortalama?2.5,cis>trans);
Pinot noir ve Merlot’da en yiiksek konsantrasyonlar

Cabernet Sauvignon, 0.4-2; Pinot noir, 1.2; Merlot, 3.5

M7 rans-Resveratrol konsantrasyonu (R,) tam olarak spesifik degildir.



2.3. Biygyararlamim, Tolerans ve Etkili Doz

Resveratroliin organizmadaki absorbsiyonu, dagihimi, metabolizasyonu ve
etkili dozu ile ilgili bulgular yok denecek kadar azdir. Kirmiz1 saraplar ¢ok diigiik
miktarda ve degisen oranlarda resveratrol igermektedir. Resveratroliin oral olarak
ahndiginda insanlar tarafindan ne kadanmn absorbe edildigi bilinmemektedir.
Bununla birlikte ratlara oral yoldan yaklagik 80 pg/kg resveratrol iceren kirmizi
sarap verilerek gerceklestirilen deneylerden baz yaklagimlara ulagilabilir.
Resveratroliin rat bagirsagindan iyi absorbe oldugu ve atilimimn yavas oldugu,
cesit organlara dagildigy ve plazmada sifir seviyesine distiigiinde bile bu
organlarda bulundugu gosterilmistir. Plazma degeri 60 dakikada pik seviyesine
ulasir ve 240 dakikada sifir seviyesine inerken, kalp kasinda pik
konsantrasyonuna 120 dakikada ulagir ve 480 dakikada sifir seviyesine iner.
Karaciger bulgulan da buna benzerdir. Primer atthm yeri olan bobrekte
720 dakikada sifir seviyesine iner. Ratlarda gergeklestirilen diger bir ¢ahgymada
da, maddenin gastrointestinal yoldan iyi absorbe oldugu (yan émrii 0.46 saat) ve
bir veya iki agik kompartmanli modelde dagildig gosterilmistir.

Doz/cevap konusunda yapillan bazi ¢ahsmalarda su sonuglar elde
edilmigtir. Resveratrol, saraptaki konsantrasyonuna yakin olan 1.2 mg/L
konsantrasyonda plazmaya uygulandifinda, bunun insan plazmasinda trombosit
agregasyonunun inhibisyonu i¢in ortalama etkili doz (EDso) oldugu gorilmiistiir.
Izole edilmis perfiize rat ince bafirsagt kullamlarak yapilan bir bagka ¢aligmada,
resveratroliin  bir kismmin glukronidi halinde sistemik dolagima girdigi
gosterilmigtir. Ayn1 yontem kullanilarak gergeklestirilen bir bagka c¢aligmada ise
resveratrol glukronidin enterositik transfer sirasinda B-glukronidaz igeren hiicreler
tarafindan oksidatif stres altinda enzimatik yolla uzaklastinlmak {zere
sentezlendigi gosterilmigtir. Bu ¢aligmalar, insanlarda oral olarak alman daha
yiiksek dozdaki resveratroliin biyoyararlanimumin ne kadar oldugu sorusuna cevap
vermemektedir. Ginliik olarak birkag litre sarap alim: anlamh dozlara
ulagilmasint saglayabilir.



Uziim ekstraktiin veya bilesenlerinin insanlarda koruyucu ve/veya
terapotik etkisi igin gerekli dozun ne kadar oldugu kesin degildir ve invitro
¢aliymalardan bu konuda sonug ¢ikarmak oldukga zordur. Bazi gahsmalarda iiziim
ekstraktinin antioksidan aktivitesi tayin edilmigtir. Sonu¢ olarak 600 mg tiziim
ekstrakt:, baskin olarak proantosiyanidinler, 20 gen¢ insanda serum total
antioksidan aktivitesini %10 oraninda artirmagtir.

Insan plazma diigik dansiteli lipoproteinlerinin (LDL) invitro
oksidasyonuyla ilgili bir g¢aligmada polifenoller, antosiyanidinler ve
proantosiyanidinler igeren iiziim kabugu ve gekirdeginden elde edilen
ekstraktlarin iyi antioksidanlar oldugu ve ratlarda tolere edilebilen maksimum
dozunun yaklagtk 3.000 mg/kg oldugu belirtilmigtir.

Stitten yeni kesilmig ratlarda yapilan bir ¢aliymada 1 mg/kg resveratroliin
hastalik yapici bir etkiye sahip olmadift gosterilmistir. Ratlarda lipid
metabolizmas: iizerine etkileriyle ilgili bir ¢aliyjmada ise oral olarak verilen
50 veya 100 mg/kg/giin resveratroliin herhangi bir negatif yan etkisi ve dikkate
deger pozitif bir etkisinin olmadif1 goriilmiigtiir. Antineoplastik etkilerinin elde
edilebilmesi igin, antiinflamatuar etki igin gerekli olan dozdan daha yiiksek dozda

resveratrole gereksinim olabilir [4].
2.4. Resveratroliin Biyolojik Etkileri
2.4.1. Antioksidan Aktivite

Poliansatiire yag asitlerinin oksidasyonu ile, LDL ozelliklerinin
degisiminin aterosklerozda 6nemli rol oynadigina inamlmaktadir. Oksidasyon
LDL partikiillerinin protein kismim (apoB) regile B/E reseptor sistemi ile
katabolizmasmm bozarak etkiler. Bu nedenle polifenolik bilesikler yoniinden
zengin besinlerin koruyucu etkilerinin antioksidan ozelliklerine bagh oldugu
diisiiniilmektedir [3]. Frankel [6], insan LDL’sine uygulanan frans-resveratroliin
bakir tarafindan katalize edilen oksidasyonun rediiksiyonunda etkili oldufunu
gostermigtir. 10 pumol/. konsantrasyondaki resveratrol tarafindan LDL
peroksidasyonu, kirmizi sarabin polifenolik ekstraktna oranla daha fazla inhibe



edilmigtir. Ancak stilbenin antioksidan potansiyeli epikatesin ve kersetine gore
daha dzdw. Domuz LDL oksidasyonu swrasinda poliansatiire yag asitlerinden
degretatif Urtinlerin olusumu olguldiigiinde, flavanoidler daha iyi bir serbest
radikal temizleyicisi iken, frans-resveratroliin esas olarak bakirla selat olusturarak
etki gosterdigi gozlenmigtir. Bakir aracihikh oksidasyon sirasinda resveratroliin
flavonoidlere gore daha koruyucu oldugu goézlenmistir. Konjuge dien olusumu
kinetigi, LDL’ye uzun siireli resveratrol uygulamasimn doza bagh olarak
oksidasyon olugumunu geciktirdigini gostermigtir.

Bakirla indiiklenen oksidasyonda 1.5 pmol/L. konsantrasyonda resveratrol
ile oksidasyon olusum zamanimn diger flavonoidlere gore ( katesin, epikatesin,
kersetin) iki kat daha yavay oldugu gorilmiistiir. Serbest radikal olugturan bir
madde olan AAPH (2,2'-azobis-12-amidino propan dehidrokloriir) ile indiiklenen
oksidasyonda tam tersi sonuglar elde edilmistir [7]. Resveratrol aym zamanda
membran lipidlerinin peroksidasyonunu inhibe etmektedir. Blond ve arkadaglan,
non-enzimatik veya NADPH bagimh peroksidasyonda %50 oramnda inhibisyon
saglamak igin gerekli konsantrasyonun resveratrol igin kersetine gore 3 kat daha
az oldugunu gostermigtir. Resveratrol hiicre membramm koruyarak oksidatif
stresin canli hiicrelerdeki zararh etkilerini azaltir [3].

Sun ve ark. [8], PC12 hiicrelerine (rat adrenal feokromositomo hiicreleri)
kullanarak demir ve etanol tarafindan indiiklenen lipid oksidasyonu sirasinda
resveratroliin etkilerini incelemistir. Bu hiicreler dopaminerjik néronal hiicreler
icin bir model olarak digiiniilmiigtiir ve agir metal iyonlan ile serbest radikal
ataklanna son derece duyarhdirlar. Arastirmacilar, resveratroliin hiicreleri
peroksidatif stres ve doku hasarindan korudugunu gostermigtir.

Trans-resveratrol ve vitamin C ve/veya vitamin E kombinasyonunun
hiicrelerde bu antioksidanlarin tek bagma gosterdigi etkiden daha fazla koruyucu
etki gosterdigi bulunmugtur. Bu sonuglar, resveratroliin sadece antioksidan ve
antimutajenik ozellikler tagimadifim aym zamanda hiicre oliminii azalttigy
gostermektedir. Resveratrol karacigeri koruyucu etki de gosterir. Karaciger
fibrozisi gelisiminde kritik rol oynayan yildiz hiicre proliferasyonunun oksidatif
stresten etkilendigi bilinmektedir. Bu hiicrelerin aktivasyonunu inhibe edebilen
bilesikler karaciger fibrojenezisini Onleyebilir [3].



2.4.2. Lipid ve Lipoprotein Metabolizmasmin Modiilasyonu

Resveratroliin rat lipid metabolizmasi igin yararh etkileri oldugu
yaklagik 20 yil 6nce bulunmugtur. Toronto Universitesi'nde gergeklestirilen son
¢ahgmalarda normal karaciger parankima hiicrelerinin fonksiyonlannin gogunu
tagtyan HepG2 insan hepatokarsinoma hiicreleri kullanilmigtir. Arastirmacilar,
medyumda artan frans-resveratrol konsantrasyonuna (50 pumol/L’den fazla) cevap
olarak intraselliler apoB konsantrasyonunda oOnemli oranda azalma
gozlemiglerdir. Bundan bagka, kolesterol esterleri ve trigliseritlerin  salim
digmustir, bu da daha az VLDL ve bunun sonucunda daha az LDL iretildigini
diistindiirmektedir [1].

Bazi gozlemler, resveratroliin aterosklerozise karsi koruyucu etkisi
olduguna karsti ¢tkmaktadir. Diyetle hiperkolesterolemi yapilan tavganlarda,
diyetle alinan frans-resveratroliin (5 giin boyunca 0.6 mg/kg, 6-60 giinler arasinda
1 mg/kg) plazmadaki ¢ok yiiksek kolesterol i¢erigini (normalin yaklastk 30 kati)
diigiirmedigi ve plazmadan izole edilen LDL’in elektroforettk mobilitiseni
degistirmedigi gosterilmigtir. Resveratrol uygulanan tavsanlarda aortta siddetli
aterosklerotik lezyonlar bulundugundan aortun cevabi beklenmedik bir durumdur.
Bagka bir c¢ahsmada, #rans-resveratrol disi ratlara giinlik olarak yiksek
miktarlarda (20-40 mg/kg) enjekte edilmigtir. 21 ginlik uygulamadan sonra,
lipoprotein profili degismeden kalmigtir ve serum proteinlerine bagh lipidlerin
bakir aracihkli peroksidasyonuna kargt hassasiyetinde degisim olmadif
bildirilmigtir [3].

2.4.3. Antitrombosit Agregasyon

Trombosit agregasyonu aragidonik asitten ekosennoidlerin sentezi ile
baglantihidir. Potent bir vazodilatér olan Prostasiklin PGl; ve proagregant ve
vazokonstritktor ajan olan tromboksan TxA; siklooksijenaz (COX) yolaginda
tiretilir. Bundan bagka hidroksiasitler (HHT,HPETE ve HETE) ve l6kotrienler
(LT) lipoksijenaz yolaginda iiretilir [3]. Kimura [9], Poliganum koklerinden izole

ettigi stilbenleri kullanarak 10°-10° mol/L konsantrasyonda resveratrolin rat



peritoneal polimorfoniikleer 16kositlerinde lipoksijenaz Griinlerinin ve TxB,’nin
(TxAz’ni-':nhstabil metaboliti) olusumunu inhibe ettigini gostermigtir. Bu maddeler
kemotaktik maddeler ve trombosit agregasyonu olusumu gibi inflamatuar
proseselerden sorumludur. Bundan baska 10 mol/L resveratrol arasidonik asit
tarafindan indiiklenen trombosit agregasyonunu inhibe etmistir.

Son yillarda saglikli insanlardan elde edilen trombositge zengin plazmada
resveratrolin  antitrombosit  aktivitesi gosterilmigtir. Kollajen tarafindan
indiiklenen trombosit agregasyonu 3.6 ug/L frans-resveratrol varliginda %50.3
oramunda azalmgtir. 1000 kat seyreltilmis ve 3.6 ‘mg/L polifenol ve 1.2 pg/L. dogal
trans-resveratrol igeren kuwmuzi garabin kullanildigt yontemlerde %42 oramnda
inhibisyon goriiliirken, aym saraba 1.2 ug/L. #rams-resveratrol eklendiginde bu
oran %78’e ¢ikmustir. Bu bulgular resveratrol ile kirmuzr garap bilegenleri arasinda
bir etkilesim oldugunu gdstermektedir. Aym arastirmact grubu her iki resveratrol
izomerinin antiagregan etkilerini kargilagtirdiginda esit konsantrasyonda trans
izomerin cis izomere goére biraz daha az aktif oldugunu gozlemistir [10].

Pace-Asciah ve ark. da [3] trombositce zengin insan plazmasi kullanmigtir
fakat agregasyon, trombin veya ADP ile indiiklenmigtir. Bu aragtirmacilar, trans-
resveratrol ve kersetinin gergeklestirdigi inhibisyonun doza bagimh oldugunu
bulmuglardir. Trombositge zengin plazmadan yapilan ¢ahigmalar iki sarabin ve
resveratrolce zenginlestirilmis iiziim suyunun trombositlerin trombinle indiiklenen
agregasyonuna karst rezistansmm arttirdigim ve TxB; icerigim azalttifim
gostermigtir. TxB,/12HETE’nin trombosit oram resveratrolce zenginlestirilmig
iziim suyu alimiyla azalirken, ticari meyve suyu uygulamasindan sonra artmugtir.
Aragtirmacilar frans-resveratroliin iiziim suyundan biyolojik olarak aktif miktarda
absorbe edilebildigini digiinmektedirler. Polifenollerce zengin kirmuzi sarabin
herhangi bir etki gostermemesi, saraptaki en 6nemli antiagregan maddenin etanol
oldugunu distindiirmektedir.

Resveratrol 3-0-B-D-glukopranozidin de trombosit agregasyonu iizerine
aktivitesi gosterilmigtir. En yitksek indiikleyici aktivite kollojende bulunmustur,
diger indikleyicilere karst olusan cevap su sekilde siralanmaktadir:
Adrenalin> Arasidonik asit> ADP. Arastirmacilar diger benzer hidroksistilbenler
ve glikozitlerin aktivitesini de incelemiglerdir. Aktivitenin, hidroksil gruplarnin
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farkh lokalizasyonuna ve oryantasyonuna ve gifte bagin konfigiirasyonuna bagh
oldugu’ gorilmiigtir. Stilbenlerin glukozilasyonu aktiviteyi deprese etmigtir [11].

2.4.4. Vazorelaksan Aktivite

Poliganum  cuspidatum ve multiflorum koklerinden ekstre edilen
resveratrol antijenle duyarhlagtinlmug kobaylardan izole edilen trakenin
kontraksiyonunu kismen antagonize etmistir. Bu durum resveratroliin aragidonik
metabolizmast iizerine inhibitér etkisi oldugunu digiindiirmektedir. Bir galigmada,
liziim Uriinlerinin kardiovaskiiler etkilerini denemek amaciyla bunlann rat aort
halkalarindaki  relaksan etkileri kargllagtinlmug ve  frams-resveratroliin
vazorelaksan etkisinin olmadigt bulunmustur. Buna karsin Chen ve Pace-Asciak,
kersetin ve trans-resveratroliin kontrakte edilmig rat aort endotelyumunda nitrik
oksit (NO) arac1hk11 relaksasyona neden oldugunu gozlemislerdir. Bilesikler aym

zamanda agilmg aortta NO’den bagimsiz vazodilatasyonu da indiiklemigtir [3].
2.4.5. Anikanser Aktivite

Japonya’da yapilan bir c¢ahgmada, Yucca schidigera ekstrakti bakteri
hiicrelerinde antimutajenik etki gOstermigtir. Resveratrol olarak tanimlanan aktif
bilegikteki hidroksil gruplan bu aktivite igin gereklidir. Bundan bagka Cassia
quinquangulata’dan  (Leguminosae) elde edilen resveratrol karsinojenezisin lig
ana basamaginda kansere karsi kimyasal koruyucu etki gostermigtir. Madde
antioksidan ve antimutajen olarak etki gostermis ve Kkarsinojenlerin
detoksifikasyonunu  indiiklemistir.  Aynca,  resveratrol  esas  olarak
siklooksijenaz-1’i (COX-1) inhibe ederek ve hidroperoksidaz fonksiyonu ile
antiinflamatuar proseslere aracilik etmektedir. Resveratrol aym zamanda hiicre
farkllagmasmm  indiikleyerek kanser gelisimini inhibe eder. Resveratroliin
kemopreventif (kimyasal koruyucu) aktivitesi ile ilgili direk kamt, maddenin fare
deri modelindeki tiimérjenezis kadar karsinojen uygulanan fare meme
bezlerindeki preneoplastik lezyonlann gelisimini inhibe edici aktivitesi tayin
edilerek bulunmugtur.
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Bunun gibi sentetik frans-resveratrol de ¢ basamakli kanser gelisiminden
sorumiu hiicresel prosesleri inhibe etmigtir. Aragtrmacilar ii¢ farkli insan gogiis
epitelyal hiicresinde (immortal reseptor-negatif, malign reseptor-negatif ve
reseptOr pozitif hiicreler) resveratroliin etkilerini karsilastunugtir. Her ii¢ seride
de inhibisyon ve proliferasyonun doza ve zamana bagh oldugu bulunmugtur.
Resveratrol uygulanmasi canli hiicrelerin sayisim ve eksponensial buyiimeyi
azaltmistir. Bu durum resveratroliin hem hormona duyarli hem de duyarsiz gogiis
kanserlerinde potansiyel bir kimyasal koruyucu ajan oldugunu gostermektedir.
Siklooksijenaz-2 (COX-2) timorjeneziste 6nemli oldugundan frans-resveratroliin
bu enzimin gen ekspresyonunu modile etme yetenegi aragtirmaciar tarafindan
insan meme ve epitelyal hiicrelerinde incelenmistir [3].

PGE, prostaglandin iiretimi forbol esteri ile indiiklenmistir. Sonugta
sentetik frans-resveratrol protein kinaz C sinyal transditksiyon yolagim inhibe
ederek COX-2 gen ekspresyonu aktivasyonunu suprese etmistir. Bilesik COX-2
direkt olarak da inhibe etmistir. Insan HepG2 hepatoma hiicrelerinde resveratrolin
arilhidrokarbonlan genotoksik metabolitlere doniigtiiren enzimlerin
ekspresyonunu inhibe ettigi bulunmugtur [12].

Casper ve ark. [3], resveratroliin arithidrokarbon reseptoriiniin kompetitif
antagonisti oldugunu gostermistir. Bilesigin in vivo ve ex vivo kogullarda
mikromolar konsantrasyonlarda etkili olmasmdan dolayr aragtirmacilar, bilesigin
cevresel toksikanlara bagh inflamatuar endotelyal hiicre hasarim azaltmak igin
yeterli potansiyeli oldugunu diigiinmiglerdir. Fare losemi hiicrelerinde trans-
resveratrol hiicre proliferasyonundan sorumlu olan ribontikleotid rediiktazi inhibe
etmistir. Resveratrol muhtemelen hidroksiiireden daha az toksiktir ve enzimin
tirozil radikalinin temizlenmesinde daha aktiftir, aynnica DNA sentezini inhibe

eder. Trans-resveratroliin aym zamanda kemoterapotik bir potansiyeli de vardir.
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2.4.6. Ostrojenik Aktivite

Trans-resveratrol ve sentetik bir ostrojen olan dietilsﬁlbesterol arasindaki
yapt benzerligi maddenin Ostrojenik aktivitesi olabilecegini diigiindiirmektedir.
Gehm ve arkadaslan, ostrojen pozitif ve negatif insan gdgiis adenokarsinoma
hiicrelerini  kullanarak, resveratrolin diger etkiled igin gerekli olan
konsantrasyonlarda (3-10 umol/L) 6strojen reseptoriine baglanmak igin dstradiol
ile yanstigim gostermiglerdir.

Resveratrol dogal olarak regiile edilmis gen ekspresyonunu artrmug ve
Ostrojene bagimh gogus kanser hiicrelerinin proliferasyonunu stimile etmigtir.
Ancak aym tipte Ostrojen pozitif insan goégiis kanser hiicrelerinde (MCF-7) daha
yitksek konsantrasyonlarda resveratrol (20-160 pumol/L) hiicre proliferasyonunu
inhibe etmigtir. Bir fitoostrojen olan resveratrol kirrmzi sarap tiketimi ile
meydana gelen kardioprotektif etkiyi arttirmaktadir. Ancak yine de bu maddeyle
meydana gelebilecek beklenmedik etkiler goz oniinde bulundurulmahdir [3].

2.4.7. Noral Etkiler

Fransa’min Bordeaux bolgesinde yapilan epidemiyolojik bir ¢aligma,
dizenli olarak kirmmzi sarap kullammnin istatistiki olarak norodejeneratif
hastaliklarnin gelisimini onledigi gosterilmistir. Duzenli olarak korteksin koku
almayla ilgili bolgesine ve hippokampusa toksik etkili oldugu bilinen eksitoksin
kainik asit verilen ratlara kronik olarak giinliikk oral resveratrol uygulamasinmn bu
bolgelerdeki hasant onledigi gosterilmigtir. Arastrmacilar in vitro olarak
noronlardaki ve hippokampustaki iskemik hasara karsi resveratroliin koruyucu
etkisinin yetersiz oldugunu belirtmiglerdir [4].
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2.4.8. Diger Etkiler

Resveratroliin kardiovaskiiler hastaliklani 6nleyici etkisi polimorfoniikleer
lokositlerin  fonksiyonlanim ayarlama kapasitesine bagh olabilir. Bu hiicreler
hastalifin  patojenezisini  artirabilir.  Polimorfoniikleer (PMN) hiicrelerin
fonksiyonel ve biyokimyasal cevabi iizerine frams-resveratroliin etkisi in vitro
olarak incelenmigtir. Sonuglar resveratrolin PMN hiicreleri tarafindan aktive
edilen inflamatuar medyatorlerin salintmimt etkiledigini ve adhezyona bagl
trombojenik PMN fonksiyonlanm azalttigim gostermistir [13].

Resveratrol gibi dogal olarak olusan baz hidroksistilbenlerin gastrik
H'/K" ATPaz inhibitori oldugu gosterilmigtir. Bu enzim peptik iilser tedavisinde
onemli bir hedeftir. Fenolik hidroksil gruplan bu aktiviteden sorumludur, fakat
komsu hidroksil gruplan tagiyan stilbenler en etkili inhibitorlerdir. Resveratrol ve
o-viniferin, trozinazin L-dopa oksidaz aktivitesini inhibe eder. Bu enzim lokal
hiperpigmentasyon hastaliklannndan sorumlu olan melaninin biyosentezinde

miktan smurlayict basamag katalize eder [3].
2.5. Uziimde ve Sarapta Resveratrol Olusumu

Uziimlerde resveratrol sentezinin o6zellikle kabuk kisminda yer aldigs,
meyve etinde ya ¢ok diigitk konsantrasyonda bulundugu ya da hig¢ olmadig: ifade
edilmektedir. Bu durum, tiziimlerin kiiflenmeye karsi direnglerinin 6zellikle kabuk
kisminda olustugunu gostermektedir.

Uziim ¢ekirdegindeki resveratrol miktann ¢ok fazla aragtiriimamgtir.
Resveratroliin, V. vinifera ve V. labrusca uizim tanelerinin meyve eti kisminda
degil, yalnizca kabuk kismunda sentezlendigi bildirilmektedir. Bu tiziim tiirlerinin
aksine, Muscadinia alt cinsine giren muscadine (Vitis rotundifolia) tzim
cekirdeklerinin yiiksek konsantrasyonda resveratrol igerdigi belirlenmigtir.

Uziim tanelerinin resveratrol igerigi yesil asamadan tam olgunluk
agamasina gegis siresince gittikge azalmakta ve olgun meyvede neredeyse
tamamen yok olmaktadir. Yani, iiziim tanelerinin gelisim asamasi ile iiziim

kabugundaki resveratrol arasinda negatif bir korelasyon bulunmaktadir.
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Olgunlagma swrasinda resveratrol konsantrasyonundaki azalma, tanelerin
olgunldsma diizeylerinin bir 6lgiitii olan meyvenin seker konsantrasyonu ile tiziim
kabugundaki resveratrol miktar arasindaki negatif korelasyon (r = -0.857) ile de
belirlenmigtir.

Hasat zamamnda hastaliga kars1 olusturulan direng incelendiginde yalmzca
Botrytis cinerea gelisimi ele ahinirsa, beklenenin aksine orta diizeyde ya da yiiksek
diizeyde Botrytis ile enfekte olan baglarda resveratrol igerigi daha disiik
bulunmustur. Yani az miktarda hastaligin bulundugu yillar saraplarda maksimum
resveratrol miktan ile sonuglanmaktadir. '

Elde edilen sonuglara gore Botrytis enfeksiyonu yiiksek miktarda
resveratrol igeren sarap tretimi i¢in gereklidir. Ancak hasattan d6nce agirn miktarda
Bortrytis geligiminin saraptaki resverafrol miktarim azaltabilecegi bildirilmektedir.
Toplam cis ve trans resveratrol miktann Botrytis’den %40 ve %80 oramnda
etkilenen lizimlerden elde edilen saraplarda en az iken (sirasiyla 2.02 + 0.5 ve
1.01 £ 0.15 mg/L) saghkl tiziimlerden ve Botrytis’den yalnizca %10 diizeyinde
etkilenen tiziimlerden iiretilen saraplarda daha fazla miktarda (srasiyla 2.71 =+
0.24 ve 3.88 + 0.1 mg/L) belirlenmigtir.

Sarabin olgunlagtinlmasin garaptaki resveratrol konsantrasyonuna etkisi
incelendiginde, resveratroliin garapta stabl oldugu gornilmugtiir. Nitekim bazi
olgun saraplar, taze saraplara oranla daha yitksek konsantrasyonda resveratrol
icermektedir. Omegin, resveratrol konsantrasyonu 1982’de iiretilen sarapta
2.11 mg/L iken 1991°de iiretilen sarapta 1.49 mg/L olarak saptanmustir.
Resveratrol iiretiminin {iziim varyetesine bagh oldugu acgiktir ve dolayisiyla
bunlarin  biyosentezi de genetik kontrol altindadr. Aym kosullarda
yetigtirilmelerine ve aym iglemlere tabi tutulmalanina ragmen farkh varyetelerden
tiretilen saraplanin resveratrol igeriklerinin farkh oldugu gorilmektedir. Kirmmz:
tizimlerden iiretilen garaplar ( Pinot noir ), beyaz iziimlerden ( Chardonnay
blanck) iiretilen saraplara kiyasla yaklagk 3 kat daha fazla resveratrol
icermektedir. Bu sonug ise kiif enfeksiyonuna karg: resveratrol sentezleme iizerine

varyete farkliliginin 6nemini ortaya koymaktadir.
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Uziim varyetesinin yam sra iiziimlerin nasil yetistirildigi de saraptaki
resveratrol konsantrasyonu agisindan onemlidir. Ozellikle yetisme periyodundaki
hava durumunun biyiik roli oldugu diigiiniilmektedir.

Trans izomerleri UV 151k altinda cis formuna doniismektedir.

Sarap fermantasyonunun da resveratrol miktann (izerine etkisi
aragtinlmigtir.  Kabuklar  olmaksizin  yapilan fermantasyonda resveratrol
konsantrasyonunda herhangi bir artig belirlenmemis, kabuklar ile yapilan
fermantasyonda ise resveratrol miktan artmigtir. Kabuktan ekstrakte olarak saraba
gecen resveratrol miktan iiziim varyetesine ve kabuk ile temas siiresine gore
farklibk gostermektedir.

Sarap ve meyve suyu lretiminde renk maddelerinin ekstraksiyonu ve
stabilitesini saglamak, verimi artumak ve ayrnca durultma amaciyla kullamlan
pektolitik enzimler sarap ilretiminde frams-resveratrol konsantrasyonunda artiga
neden olmugtur.

Maserasyon islemi beklendigi gibi sarapta resveratrol konsantrasyonunun
artig1 ile sonuglanmaktadir. Maserasyon isleminden dolay1 resveratrol artist beyaz
saraplarda yaklagtk 10 kat civarinda iken kirmuzi saraplarda yaklagik 13 kat
dolaymndadir.

Saraptaki tanenleri ya da pigmentleri uzaklagtirmak amaciyla kullamlan
reginelerden Polyolar-AT denendiginde resveratrol konsantrasyonunda onemli

diizeyde azalmalar belirlenmistir [2].
2.6. Tiimor Nekroz Faktor (TNF)

Sitokin familyasindan Tiimor Nekroz Faktor (TNF) TNF-o (Kagektin) ve
TNF-B (Lenfotoksin) olmak iizere iki regiilatér faktorden olusmaktadir. Her iki
molekill de aym reseptorlere baglanmasma ve benzer biyolojik aktiviteleri

indiiklemesine kargin siirh bir homoloji gosteririler.
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2.6.1. TNF Biyokimyasi

. K

TNF-o aym zamanda kagektin, makrofaj sitotoksik faktor, makrofaj

sitotoksin ve nekrosin olarak ta bilinir. Bu isimlerin bazilarindan da anlagildig:

gibi TNF-o’nin en Onemli hiicresel kaynagmin aktive olmug makrofajlar oldugu
gorilmektedir. Fakat TNF-o birgok bagka hiicre tipleri tarafindan da sentezlenir.

insanlarda TNF-o’mn major hiicresel kaynaklar:

Makrofajlar

NK hiicreleri

Eozinofiller

Hepatik Kuppfer hiicreleri
Glomeruler mezangial hiicreler
Fibroblastlar
Polimorfonukleer lenfositler
Astrositler

Langerhans hiicreleri

Beyin mikroglial hiicreleri
Degisik transforme hiicreler

B ve T lenfositleri

TNF-a sentezi sadece immiin sistem hiicreleriyle smirlanmaz, aym

zamande beyin de dahil degisik anatomik bolgelerdeki farkhi hiicreler tarafindan

da tiretilir.

TNF-a. iiretiminin major fizyolojik indiikleyicileri:

Lipopolisakkarit
Mycobacteria
Antikor-antijen kompleksleri
Inflamatuar medyatorler
Bakteriyel enterotoksin
Cesitli virissler

Parazitler

Cesitli sitokinler
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e TNF-a (otokrin aktivite)
“Bakteriyel lipopolisakkarit en 6nemli indiikleyici olarak goriinmektedir ve
TNF bu maddenin patofizyolojik etkilerine aracihik eder.

2.6.2. TNF-a’nin Biyolejik Aktiviteleri

Daha yiiksek miktarlarda TNF-o’mn elde edilebilmesi, bu sitokinin in
vivo etkilerinin yam sira, in vitro olarak ta incelenmesini kolaylagtirmigtur.
TNF-q tarafindan inditklenen major biyc;lojik cevaplar:

e Nonspesifik ve spesifik imminite ile cesitli elementlerin
aktivasyonu. Ozellikle Gr(-) bakterilere kars: cevap.

o Inflamasyon regiilasyonunun inditksiyonu

e (Cesitli tiimér hiicrelerine karg: selektif sitotoksik aktivite

o Septik sok, kaseksi ve anoreksi gibi gesitli patolojik olaylara
aracihk

Fakat agagidaki gercekler nedeniyle antikanser bir ajan olarak TNF’e
gosterilen 1lgi azalmgtir:

e Bircok tiimorler TNF’in gerceklestirdigi harabiyete duyarh
degildir. (Bazi tiimor hiicrelei TNF’i otokrin bir bilylime
faktorii olarak sentezler.)

o Tumor hicre nekrozu TNF’in major biyolojik aktivitesi
degildir.

e Bu sitokin sistemik olarak terapotik dozda uygulandiginda
genellikle siddetli yan etkiler geligir.

Ancak cesitli sirketler klinikk denemelerde TNF’i antikanser ajan olarak
denemeye devam etmektedir [14].
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2.7. Resveratrol ile Yapilan Bazi Hiicre Kiiltiirii Cahgmalar

Resveratroliin antikarsinojenik etki mekanizmasim belirlemek amaciyla
birgok hiicre kiiltiirii galigmasi yapilmugtir.

Mitchell, Zhu ve ark. [15], LNCaP prostat kanser hiicrelerinde androjen
fonksiyonu  tizerine  resveratroliin  inhibitér  etkilerini  incelemislerdir.
Resveratroliin protein veya mRNA seviyesinde degisik androjenler tarafindan
degistirilen genleri baskiladigi bulunmugtur. Androjenler tarafindan stimule edilen
hiicre g¢ogalmasi ve gen ekspresyonundaki bu inhibisyonun transkripsiyon
seviyesinde bulunan AR(androjen reseptori) igeriginin reditksiyonuna bagh
oldugu diiginilmigtir. Bu ¢aligma, resveratroliin prostat kanserine kars: yararli
bir kemopreventif/kemoterapétik ajan olabilecegini gostermektedir.

Gautam, Xu ve ark. [16], fare 32Dp210, L1210 ve insan U937, HL-60
losemi hticrelerini kullanarak resveratroliin hiicre proliferasyonunu inhibe ederek
antilosemik etki gosterdigini bulmuglardir. Uzun siireli resveratrole maruziyetin
losemi hiicrelerinde test edilenden daha yiiksek bir ICso konsantrasyonunda
normal hematopoetik progenitor hiicrelerin klonal gogalmasim da inhibe ettigt
gosterilmigtir. Resveratroliin inhibitor etkisi losemi hiicrelerinde biyiik oranda
irreversibl iken hematopoetik progenitér hiicrelerde kismen reversibledir. Losemi
hiicrelerinin  resveratrol tarafindan inhibisyonunda  nukleozomal DNA
fragmantasyonu vardir. Diger yandan resveratrol normal hematopoetik progenitér
hiicrelerdeki spontan olarak olugan apoptotik oliimii indiiklemez ve artirmaz.

Tsan, White ve ark. [17], resveratrolin THP-1 insan monositik 16semi
hiicrelerinin ¢ogalmasim 12 puM ortalama etkili dozda ve doza bagiml olarak
inhibe ettigini gostermislerdir. Bu cahgmada resveratrolin THP-1 hiicrelerinin
farklhilagmasim inditklemedidi ve makrofajlara/monositlere forbol miristat asetat
verilerek farkhlagma indiiklendiginde THP-1 hiicrelerine toksik etkisi olmadig
gosterilmigtir.

Damianaki, Bakogeorgou ve ark. [18], hormona duyarlh (MCF7, T47D) ve
rezistan (MDA-MB-231) gogis kanser hiicrelerinin proliferasyonu iizerine
konsantre edilmis kirmizi sarap, resveratrol, kersetin, katesin ve epikatesin gibi

purifiye polifenollerin antiproliferatif etkilerini dlgmiisler ve polifenollerin
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hormona duyarh hiicrelerde doza ve zamana bagh olarak pikomolar ve nanomolar
araligiida proliferasyonu azalttigim gostermiglerdir.

Elattan ve Virji [19], resveratrolin SCC-25 (insan oral epitel karsinoma
hiicresi) hiicrelerinin ¢ogalmastm ve DNA sentezini doza bagli olarak
10 — 100uM konsantrasyonda inhibe ettifini gostermiglerdir. 50 pM resveratrol
ile 10, 25 ve 50 uM kersetin kombinasyonunun bu bilegiklerin inhibitor etkisinde
6nemli oranda artiga yol agtig1 gozlenmigtir. 1.6 UM resveratrol ve kersetin igeren
dilue edilmiy kirmzi sarabin hiicre ¢ogalmasi, DNA sentezi ve hiicre
morfolojisindeki degisimler Gzerine bu bilesikien'n tek basma veya kombinasyon
halinde gosterdikleri etkiden g¢ok daha Onemli oranda inhibitor etki gosterdigi
bulunmustur. Buna gore resveratroliin tek basina veya kersetinle kombinasyon
halinde SCC-25 hiicrelerinin ¢ogalmasi1 ve DNA sentezi Uizerine inhibitor etkili
oldugu ve sarapta bulunan diger fenolik fitokimyasallarin, resveratrol ve
kersetinin kanser hiicrelerinin gogalmas:t ve DNA sentezi (izerine inhibitor etkisini
Onemli oranda artirdig1 bulunmustur.

Nielsen, Ruch ve ark. [20], WB-F344 rat karaciger epitel hicrelerinde
resveratroliin gap-juctional intraselluler iletigim Uzerine etkisini incelemiglerdir.
Gap-junctional intraselluler iletisimin (GJII) inhibisyonu timér geligim
mekanizmasinda onemli rol oynar. 6 saat boyunca 17-50 uM resveratrole maruz
birakilan WB-F344 hiicrelerinde GJII, solvent verilen kontrol grubuna gore
Oonemli oranda artis goOstermigtir. Resveratrol 17-50 uM  konsantrasyonda
TPA (12-O-tetradekanoilforbol 13-asetat) ve DDT (dikloro difenil trikloroetan)
tarafindan GJII’nin down regilasyonunu 6nemli oranda onlemistir. Sonug olarak
resveratrolin GJI’yi artrdign ve GJII’ye etki gosteren tumor promoterleri
bulunmustur. Bu resvratroliin geligmeyi Onleyici ve antikarsinojenik etkisinin
mekanizmast olabilir.

Babich, Reisbaum ve ark. [21], insan gingival epitel S-G hiicrelerinde
resveratroliin sitotoksik etkilerini aragtirmuslardir. Neoplastik (SCC-25) immortal,
nonomalign (S-G ve RHEK-1) hiicrelerinin normal insan fibroblast hiicrelerine
gore resveratrole 1-3 kat daha fazla duyarlh oldugu bulunmustur. S-G hiicreleri 2
giin boyunca 75-150 uM resveratrole maruz birakildiktan sonra 3 giin boyunca
resveratrol bulunan medyumda birakilmmgtir. 2 ve 3. giinler arasmdaki toksisite
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farklihgimn DNA sentezinin inhibisyonuna bagh hiicre gogalmasimn durmas ile
ilgili oldugu disinilmistir. Hepatik S9 mikrozomal fraksiyonunun bulunmas:
resveratroliin toksisitesini ne arttirmug ne de azaltmugtir.

Chan, Mattiacci ve ark. [22], RAW264.7 fare makrofaj hiicrelerinde pM
diizeyde resveratrol ve Kkersetinin INOS (indiiklenebilir NO sintaz) gen
ekspresyonu ve NO iretimini baskiladigim gostermiglerdir. Ayrica hiicre dist bir
sistemde fizyolojik kosullarda sodyum nitro pursit kullamlarak polifenollerin NO
temizleyicisi oldugu bulunmugtur. %0.1-0.75 konsantrasyonda alkol varhgmnin
konsantrasyona bagl olarak iiziim polifenollerinin etkisini arturdig gozlenmigtir.

Wadsworth ve Koop [23], RAW264.7 fare makrofaj hiicrelerinde
yaptiklan bir g¢ahsmada resveratrolin 0.05-0.1 mM konsantrasyonda
postranskripsiyonel olarak LPS tarafindan indiiklenen nitrit sahmim azalttif
bulunmugtur. Resveratrol aym zamanda protein ve TNF-o mRNA’mn bazal
- seviyesini artirmmg ve LPS tarafindan indiklenen TNF-a mRNA ve sitokin
sahmmm ytikseltmigtir.

Szende, Tyihak ve ark. [24], insan HT-29, SW-620, HT-1080 tiimor
hiicreleri ve HUV-EC-C endotel hiicrelerinde degisik dozlardaki (0.1-100 pg/ml)
resveratroliin etkilerini incelemiglerdir. Uygulamadan 24, 48 ve 72 saat sonra
hiicre sayisy, apoptotik ve mitotik indeks Olgiilmiigtir. Diisik dozlardaki
resveratrol (0.1-1 pg/ml) hiicre proliferasyonunu artirmug, yiiksek dozlardaki
resveratrol ise (10-100 pg/ml) hiicre sayisindaki degisikliklerle goézlenen
apoptozisi artirmig ve mitotik aktiviteyi dugiirmistir. Resveratrol doza bagh
olarak insan tiimoér ve endotel hiicrelerinde proliferatif ve apoptotik aktiviteyi
etkilemigtir.

Schneider, Vincent ve ark. [25], CaCo-2 insan kolon kanser hiicrelerinin
gelisimi ve poliamin  metabolizmasi  {izerine resveratrolin  etkilerini
incelemislerdir. CaCo-2 hiicrelerine 25 uM resveratrol uygulandiginda biiytimeyi
%70 oraninda inhibe etmistir. Hiicreler, hiicre siklusunun S/G2 gegis fazinda
birikmigtir.  Sitotoksisite veya apoptozisle ilgili belirti kaydedilmemigtir.
Resveratrol kanser gelisgiminde artan ve poliamin biyosentezinde anahtar enzim

olan ornitin dekarboksilaz aktivitesinde onemli oranda dusiise neden olmustur. Bu
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durum poliaminlerin resveratroliin antiproliferatif etkilerinden sorumlu olan gesitli
hedeflérden biri olabilecegini gostermektedir.

Nicolini, Rigolio ve ark. [26], paklitaksel verilmiy SH-SY5Y (insan
noroblastoma hiicreleri) kiltiirlerine kirmizi sarap ve tziimde bulunan dogal bir
antioksidan olan frams-resveratrol eklediklerinde hiicre 6liimiiniin 6nemli oranda
azaldigim gozlemiglerdir. Trans-resveratroliin noroprotektif etkisi ne antioksidan
kapasitesine ne de paklitaksel tarafindan indiiklenen tubulin polimerizasyonu ile
etkilesmesine baghdir. Ancak frans-resveratrol paklitaksele maruz birakilan SH-
SY5Y hiicrelerinde olusan poli-(ADP-riboz)-polimeraz degredasyonunu ve
kaspaz 7 aktivasyonunu inhibe edebilir. Bu durumda resveratrol antiapoptotik
etkisini bu néron benzeri hiicrelerdeki sinyal yolaklarim hafifleterek gosterir.

Park, Choi ve ark. [27], insan histiositik lenfoma U937 hiicrelerinde
resveratroliin  antiproliferasyonu  ve S fazimin  durmasm  indikledigini
gostermislerdir. Arastirmacilar disiik konsantrasyonlardaki resveratroliin (30-60
uM) U937 hicrelerinde S fazinda durmayr indikledigini fakat yiiksek
konsantrasyonlarda bu etkisinin olmadigint gostermiglerdir. Kultiir ortamundan
resveratroliin uzaklastinlmas: ile U937 hiicrelerinin senkronize bir gekilde tekrar
hiicre siklusuna girdigi bulunmustur. Bu veriler resveratroliin S fazi durmasina ve
reversibl hiicre siklusu durmasina neden oldugunu gostermektedir. Bu durum
resveratroliin kanser preventiv bir ajan olmasiun yam swa 6nemli bir hicre
siklusu blokeri oldugunu gostermektedir.

Surh, Hurh ve ark. [28], insan promiyelositik 16sem: (HL-60) hiicrelerinde
resveratroliin hiicre tarafindan DNA sentezi yetenegini ve hiicrenin canlihfim
azalthifim gostermiglerdir. Resveratroliin antiproliferativ ve biiyiimeyi inhibe edici
etkisi morfolojik ve ultrastritktiirel degisimler, interniikkleozomal DNA
fragmantasyonu ve subdiploid hiicre popilasyonunun oranindaki artigla tayin
edilebilen apoptotik hiicre o6limiiniin indiiksiyonuna baghdir. Bu sonuglar
resveratroliin  kemoproventiv potansiyelinin yami sira bir kanser terapodik

etkisinin de oldugunu gostermistir.
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2.8. Resveratrolle Yapilan Kimyasal Analiz Calismalan

Gu, Creasy ve ark. [29], saraptaki resveratrolii analiz edebilmek igin
kapiller elektroforez metodu kullanmuglardir. Numune hazirlanmasinda Cz solid
faz kartusu kullanmuglardir. Trams ve cis resveratrol igin baseline seperasyonu
miselli mod kullandarak yaklagtk 8 dakikada elde edilmistir. Trams ve cis
resveratrol igin dedeksiyon limitleri 0.1 ve 0.15 umoV/L olarak bulunmugtur. Bu
yontem 26 saraptaki trans ve cis resveratrol analizi ig:iri kullanlmugtir.

Chu, O’Dwyer ve ark. [30], kapiller elektroforezde miseller madde 310
nm UV dedektorii ile resveratroliin dedeksiyon limitini 1.25 pM olarak
. bulmuglardir. Bu prosedirii saraptaki frams-resveratrolin direk analizi igin
kullanmuglardir.

Sakkiadi, Stavrakakis ve ark. [31], 20 pl sarap veya kalibrasyon
standardin1 direk olarak HPLC sistemine vermigler ve eliisyon igin su, asetik asit
ve metanol kullanmuglardir. Akis hizm 0.6 ml/dk olarak kullanmuglardir.
Zero-time’de 280 nm’de, 22. dakikada 257 nm’de, 23.5. dakikada 306 nm’de, 32.
dakikadan sonra ise UV 1si§inda saptamuglardr..

Riberio de Lima, Waffo-Teguo ve ark. [32], 120 sarapta bulunan stilben
tiirevlerini HPLC yontemi ile tayin etmiglerdir. Bunun i¢in C;3 kolonda (4.0x250
mm) 1styt 30 C’de tutarak 0.5 ml/dk akis huzinda caligmglardir. Solvent olarak
pH 2.4 olan suda asetik asit (Solvent A) ve %80 MeCN ve %20 Solvent A’dan
olugsan (Solvent B) sistemini kullanmuglardir. Gradiet sisteminin verilisi O.
dakikada %100 A, %0 B; 10.dakikada %100 A, %0 B; 20. dakikada %90 A,
%10 B; 30. dakikada %80 A, %20 B; 40. dakikada %60 A, %40 B; 45. dakikada
%0 A, %100 B seklinde gergeklestirilmigtir. 25 pl ekstrakt 45 pm filtreden
siiziildiikten sonra direk olarak kolona verilmistir. Cis-resveratrol 286 nm’de,
trans-resveratrol 306 nm’de saptanmugtir.

Revilla ve Ryan [33], fotodiod array sistemi kullamlarak, HPLC ile kirmizi
sarabi direk enjekte ederek 15 fenolik bilesigin tayinini yapmglardir. Mobil faz
olarak perklorik asit ile pH’1 1.8’¢ getirilmis su:asetonitril (95:5) (Solvent A)
i¢inde perklorik asit ile pH’1 1.8’e getirilmis su:asetonitril (50:50) (Solvent B)
kullandmgtir. Akig izt 0.6 ml/dk olarak ayarlanmugtir. Spektro 250-600 nm
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arasinda her saniyede kaydedilmigtir. 7rams-resveratroliin 70.5-71.5 dakikalan
arasinda 305.3 nm’de maksimum absorbans verdigi gozlenmistir.

Rodriguez-Delgado, Malovana ve ark. [34], fenolik aldehitler, asitler ve
flavanoidleri igeren fenolik bilesiklein HPLC ile aymmlanim literatiirde
belirtilenden daha kisa siirede gergeklestirmislerdir. Floresans dedektoriin
kullamlmas: sarap numunelerndeki frams-resveratrol, epikatesin, sirinjik asit,
vanilik asit ve katesinin tayininde segicililigin ve duyarlligin artmasim
saglamugtir. Numune hazirlanmasinda dietil eter ile pH 2’de sivi-sivi1 ekstaksiyonu
yapilmigtir. Bu yontem sarap numunelerinin analizinde iyi sonuglar elde
edilmesini saglamistir.

Vinas, Lopez-Erroz ve ark. [35], gradient eliisyon ile ters fazh kolon
kullanarak frans ve cis-resveratrol, kategin, epikatesin, kersetin ve rutinin
ayrilmasmu saglayan bir ters fazh likit kromotografi metodu geligtirmislerdir.
Florimetrik dedektor ve fotodiod array kullamlmugtir. Florimetrik dedektor
sisteminin fotodiod array sistemine gore ¢ok daha yiiksek duyarhiik gosterdigi
bulunmustur. Her iki dedeksiyon sisteminde de tutunma 6zellikleri UV spektrumu
ve pik saflign indeksi ticari standartlarla karsilagtinlmigtir. Prosediirler degisik
tipteki saraplarda ve giralardaki polifenolik bilegiklerin tayininde uygulanmstir
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Kullamlan Hiicreler

TNF testinde ve direk sitotoksisitenin saptanmasinda HeLa epitel benzeri
insan serviks adenokarsinoma hiicrelert kullamlmugtir. Hiicreler Ankara
Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali’'ndan elde edilmigtir.

Makrofaj hiicreleri Isvigre albinosu farelerinden (4 — 8 haftalik) elde edilmigtir.

3.1.2. Kimyasal Madde ve Cozeltiler

Trans-resveratrol (Sigma)
Tiyoglikollat (Sigma)
Notral kirmizist boyast (Sigma)
Aktinomisin D (Sigma)
Sodyum hidroksit (Merck)
Sodyumklorir (Merck)
Potasyumklorir (Merck)
Disodyumbidrojenfosfat . 2 H,O (Merck)
Potasyumdihidrojenfosfat (Merck)
Asetonitril (Merck)
Asetik asit. (Merck)
Metanol (Merck)

Bidistile su*
* Bidistile su laboratuanmizda hazirlanmis ve cam sige i¢inde saklanmigtir.

3.1.3. Kiiltiir Ortami Cozeltileri

a. RPMI-1640 Medium (2.0 g/L. NaHCOs, L-Glutaminsiz) (Sigma)
b. Hepes(1M)(50x)[N-2-Hidroksietilpiperazin-N'-2-etanolsiilfonikasit] ~ (Sigma)
¢. Mem-Vitamin (100x) (Sigma)
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d. NEAA (100x) Esansiyel olmayan aminoasitler
e. Penisilin/Streptomisin ~ 10.000U/10.000ug/ml
f. L-Glutamin (200mM)

g. FCS — Fetal buzaf serumu

b. Tripsin - EDTA (10x)

(Sigma)
(Biological Ind)

(Sigma)
(Biological Ind.)

(Sigma)

a, b ve d siralamali gozeltiler buzdolabinda (+4°C), ¢, e, f, g, h siralamah

¢ozeltiler derin dondurucuda (-70°C) saklanmugtir.
3.1.4. Kullanilan Aygitlar

Steril galisma kabini (Holten)

Inkiibator (Heraeus)

Santrifiij (Biofugel7RS)

Mikroskop (Olympus CK3)

Eliza cihazi (Biotech EL, 808)

Otomatik pipetor (Eppendorf)

Doku kiltir gigest (TPP)

96 gozlii plaka (Corning)

Steril pipet (5cc, 10cc ve 25cc)

Steril otomatik pipetér ucu (100 — 1000ul. — Eppendorf)

Steril enjektor filtresi (0.22um ve 0.45um - Orange Scientific)

Steril santrifyj tipi (50ml TPP)

Pipet (0.5-10p1, 10-100 pl ve 100-1000 pl Eppendorf)
12 kanalli pipet (Eppendorf)

LC-10A serisi gradient sivi kromatografisi (Shimadzu)
LC-10AT gradient donanimh pompa (Shimadzu)
RF-10A XL floresans dedektér (Shimadzu)

CBM-10A iletigim saglayan modiil (Shimadzu)

20 pL hacimli loop cihaza (Rheodyne)

Luna 3 p tanecik ¢apinda Cys 150x3.00 mm kolon (Phenomenex)

Pentium 75 igletim sistemli Accura bilgisayar
B-220 ultrasonik banyo ((Branson, CA, USA)
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3.2. Yontem
3.2.1. Trans—Resveratrol Cozeltisinin Hazirlanmas:

1 mg frans-resveratrol 1 ml RPMI-1640 medyumda ¢oziilerek
hazirlanmmgtir. Hazirlanan ¢ézelti, 1giktan korunarak 0°C’nin altinda saklanmgtir.

3.2.2. Immiinolojik Calismalar

Bu bolimde trans-resveratroliin degisik dozlarda makrofaj ve HeLa
hiicreleri fizerinde, TNF testi ile ve direk olarak sitotoksik etkileri aragturilmugtir.
Biitiin caligmalar steril geregler kullanilarak yapilmigtir.

3.2.2.1. Besiyeri Haznrlanmasn

500 ml RPMI-1640 medyum (steril) igine asagida belirtilen ¢ozeltiler
katilmustar.

i)  10ml Hepes — tampon gozelti (IM)(10x)

i) 5 ml Mem-Vitamin (100x)

iit) 5 ml NEAA (100x)

iv) 5 ml Penisilin/Streptomisin — 10.000U/10.000pm/ml)

V) 10 ml L-Glutamin (200mM)

vi) 50 ml FCS

Biitin maddeler 0.22um ¢apmda enjektor filtresinden sizilerek
konulmustur. FCS ilave edilmeden once 1 saat 56°C’de su banyosunda inaktive
edilmigtir. Hazrlanan besiyeri 50 ml’lik steril sigelere konularak kullamlmcaya

kadar derin dondurucuda saklanmustir.
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3.2.2.2. Hiicre Pasaj1 (Besiyerinin yenilenmesi)

Wk

Bu islem imminolojik deneylerde kullanllan Hela hiicrelerini canli

tutmak i¢in 2 — 3 giinde bir rutin olarak yapilmgtir.

i)

iii)

Inkiibatorden alinan hiicre kiiltiir sisesi hafifce galkalanarak, olii
hiicrelerin besiyeri ¢ozeltisine gegmesi saglanmig ve sonra steril
bir pipetle kiiltiir sigesi igindeki besiyeri alinarak atilmigtir,

Kiltiir sisesinde kalan serum artiklanim temizlemek igin siseye 5
ml N RPMI-1640 konularak yikanmig (2 kez) ve yikama
gozeltileri atilmigtir.

Kiltiir sigesine 5 — 10 ml tripsin ¢6zeltisi (1/10 oramnda fosfat
tamponu ile seyreltilmistir) konularak hafifce galkalanmig ve 1
dakika dinlendirildikten sonra tripsin ¢ozeltisi pipetle alinarak
sisenin agz1 kapatihp inkiibatorde 5 — 10 dakika bekletilmistir
(%5 CO;, %95 nem ve 37°C’de)

Inkiibatorden alinan kiiltiir sisesine 10 — 20 ml kadar besiyeri
ilave edilerek c¢alkalanmig ve 5’er veya 10’ar ml’lik porsiyonlara
boliinerek yeni kiiltir sigelerine alinmugtir.

Kiiltir siseleri inkiibatére konularak inkiibasyona birakilmigtir
(%5 CO,, %95 nem ve 37°C).

3.2.2.3. Neubauer Odaciginda Hiicrelerin Sayilmasi [36]

Sekil 3.1: [36] Neubauer hiicre sayma odacigmn bir bolmesi
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Sekilde Neubauer odacifiin 16 kiigiik bélmeden olusan bir bolmesi
gortlmektedir. Her bir bolmenin hacmi 0.1 ul’dir. Siyah noktalar ile gosterilen
hiicreler sayilms, beyaz noktalar ise saytlmamustir. Her biri 16 kiigiik bolmeden
olusan 4 bolme sayilarak ortalamalan almmig ve bir bolmeye (0.1 pl’ye) diisen

hiicre sayis1 saptanmustir.

3.2.2.4. Tiimér Nekroz Faktor (TNF) Testi [37]

Makrofaj hiicrelerini elde etme yontemi

Isvigre albinosu fareye %3’likk tiyoglikollat ¢ozeltisi (RPMI-1640
medyum i¢inde hazirlanmugtir) i.p. olarak verilmig ve 4 giin sonra farelerin karin
boslugu agilarak steril bir enjektor ile Sml soguk fosfat tamponu (magnezyum ve
kalsiyumsuz) farenin kann bogluguna enjekte edilmistir. Enjektor ¢ikaniimadan 5
dakika lavaj yapildiktan sonra aym enjektorle verilen tampon g¢ozeltinin yaklagik
4ml’si geri ¢ekilmis ve boylece makrofaj hiicreleri elde edilmigtir.

Kullanilan fosfat tamponu ¢ozeltisi (pH 7.56)

i) NaCl 8g

ii) KCl 02g
ii1) Na,HPO, . 2H,0 12g
iv) KH,PO4 02g

Maddeler bir miktar suda ¢oziilip su ile 1L’ye tamamlanmugtir.

Makrofaj hiicre kiiltiirii

i) Makrofaj hiicrelerini igeren tampon ¢ozeltiden yaklagk 20 pl
alinarak Neubauer hiicre sayma odaciginda 0.1 pl’ye diisen hiicre
sayis1 saptanmugtir.

ii) Bir santrifijj tiipiine alinan tampon ¢ozeltisi santrifiij edilmigtir.

29



iii)

Santrifiij kogullany
Devir sayis1 : 1500devir/saniye

Is1 -10°C
Stire : 10 dk
Frenhizz :6

Santrifiijden alinan makrofaj hiicrelerini iceren tampon ¢ozeltinin
ist kistm atildiktan sonra dibe g¢oken makrofaj hiicrelerinin
iizerine hiicre sayiss 1.10%ml olacak sekilde besiyeri ilave
edilerek calkalanmugtir

Elde edilen makrofaj hiicre siispansiyonu her géze 100 pl olacak
sekilde plakaya dagtilarak (1.105 makrofaj/100 pul) inkiibatorde
24 saat inkiibe edilmistir (%5 CO,, %95 nem, 37 °C).

Hela hiicrelerinin kiiltiirii

i)

3.2.2.2.’de belirtilen hiicre pasajimn dordinci basamaginda
inkiibatérden alinan kiiltir gigesine 5 ml besiyeri ilave edilerek
calkalanmugtr.

Siispansiyon halindeki ¢ozeltiden 20 ul alinarak Neubauer
hiicre sayma odaciginda bolim 3.2.2.3.’te agiklanan yontemle
0.1 pl’ye diisen hiicre sayist saptanmugtir.

HeLa hiicre sayis1 2.10%10 ml olacak sekilde besiyeri ilave
 edildikten sonra kiiltir sisesi galkalanmistir.

Hiicre stispansiyonu plakaya, her géze 100 pl olacak sekilde
dagatilip (2.10* HeLa/100 pl) inkiibatorde 20 saat inkiibe
 edilmigtir (%5 CO,, %95 nem, 37°C).
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Makrofaj hiicrelerinin iizerine test maddelerinin verilmesi

iii)

Inkitbatorde 24 saat bekleyen makrofaj kiiltiirlerinin iist kismu
tabana yapigmayan hiicrelerin atilmasi igin plaka ters gevrilerek
dokulmiigtir.

Plakada makrofaj hiicrelerinin bulundugu gozlere 100’er pl
besiyeri ilave edilmigtir.

Sekil 3.2.’de gorilen plakamin yatay dogrultudaki A sirasindaki

gozlerine 100 ul trans-resveratrol ¢ozeltisi verildikten sonra; A

sirasindaki gozlerden baglayarak ve her defasinda 100°er pl

almarak diisey dogrultuda 8 goz agagiya inimis ve boylece

‘basamak geklinde seyreltme yapimustir. Bu iglem sonunda

birinci gozde (A-1) 50 ug trans-resveratrol/100 pl besiyeri;

sekizinci gozde (H-1) 0.406 ug trams-resveratrol/100 pl

besiyeri olacak sekilde bir konsantrasyon olusumu

saglanmgtir.

Plakamin bir gozine %10°’luk LPS ¢ozeltisi ve RPMI-1640
medyum konulmus ve aym sekilde seyreltme yapilarak blank

hazirlanmgtir.

Uzerlerine test edilecek #rans-resveratrol ¢Ozeltisi verilen
‘makrofaj kiltiirleri 24 saat inkiibatorde tutulduktan sonra (%5
CO,, %95 nem, 37 °C), iist kisrm HeLa hiicrelerine

aktarmgtir.

e

Sekil 3.2: 96 gozli plaka
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HelLa hiicrelerinin boyanmasi

Inkiibatorden alman plakadaki HeLa hiicreleri notral kirmizisi boyasi
(%0.1 RPMI-1640 iginde hazrlanan) ile boyanmstir. Her goze 100 ypl notral
kirmuzisi verildikten sonra plaka ' saat inkiibe edilmis ve tizerleri dokiilerek test
edilecek maddelerin verildigi makrofaj kiiltirlerinin Gst kisimlan HeLa

hiicrelerinin iizerine aktartlmgtir.

Makrofaj kiiltiirlerinin iist kistmlarinin HeLa hiicreleri iizerine aktarilmas:

i) 24 saat sonunda inkibatorden alinan makrofaj kiiltiirlerinin st
kisimlan nétral kirmizi ile boyanmis HeLa hiicrelerinin iizerine
aktanimugtir.

ii) Daha sonra her géze 100 ul Aktinomisin D ¢dzeltisi verilmigtir.
(0.5 png/godz)

iii) HeLa hicrelerinin bulundugu plaka 18 saat inkiibe
edilmigtir(%5 CO,, %95 nem, 37°C).

Sonuclarin degerlendirilmesi

18 saat sonunda inkiibatorden ahnan Hela hicrelerini igeren plaka
mikroskopta incelenmiy ve ELISA cihazinda olen hiicrelerden agifa ¢ikan

boyanin absorbans degerleri okunarak konsantrasyona kars: grafige gegirilmistir.
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TNF testinin §ematik gosterimi

M

TNF testi sema 1’de 6zetlenmig olarak verilmisgtir.

Test maddesi
Makrofaj hiicreleri
*24 saat inkiibasyon

HeLa kanser hiicresi -
(Notral kirmuzisi ile boyali)

¢+ Aktinomisin D
18 saat inkiibasyon

v

Mikroskobik inceleme ve spektrofotometrik 6l¢iim

3.2.2.5, Direk Sitotoksisite Tayini

HeLa hiicrelerinin kiiltiirii

i)

3.2.2.2°de belirtilen hiicre pasajimn doérdinci basamaginda
inkiibatorden ahnan kiltir gigesine 5 ml besiyeri ilave edilerek
calkalanmgtir.

- Siispansiyon halindeki ¢ozeltiden 20 pl alinarak Neubauer
~hiicre sayma odaciginda bolim 3.2.2.3.’te agiklanan yontemle
‘ 0.1 p’ye diigen hiicre sayist saptanmgtir.

'HeLa hiicre sayist 2.10%10 ml olacak sekilde besiyeri ilave
~edildikten sonra kiiltir gigesi galkalanmugtir.

- Hiicre siispansiyonu plakaya, her goze 100 pl olacak sekilde

dagittip (2.10* HeLa/100 pl) inkiibatorde 20 saat inkiibe
edilmistir (%5 CO,, %95 nem, 37°C).

33



HeLa hiicrelerinin boyanmasi

Inkiibatorden alnan plakadaki HeLa hicreleri notral kirmuzisi boyasi
(0.1 RPMI-1640 icinde hazirlanan) ile boyanmugtir. Her goze 100 pl notral
kirmizisi verildikten sonra plaka 4 saat inkiibe edilmistir.

Maddelerin uygulanmasi

i) Boyanan hiicreler % saat inkiibe edildikten sonra tizerleri dokiilmiig
ve her goze 100 ul besiyeri ilave edilmigtir.
ii) A sirasindaki gozlere 100°er ul trans-resveratrol gozeltisi verilmis ve

asagiya dogru seyreltme yapilmustir.
iti)  Plaka 18 saat inkiibasyona birakilmugtir (%5 CO,, %95 nem, 37°C).

Sonuclarin deg'erlendirﬂmesi

18 saat sonunda inkiibatorden alinan HeLa hiicrelerini igeren plaka
mikroskopta incelenmiy ve ELISA cihazinda olen hiicrelerden agiga ¢ikan

boyanin absorbans degerleri okunarak konsantrasyona karg: grafige gegirilmigtir.
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3.2.3. Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisi (HPLC) ile Saraplarda Bulunan

Trans-Resveratroliin Miktar Tayini
3.2.3.1. Hareketli Faz

Deneyler siiresince kullamlacak olan hareketli faz (asetonitril:%5 asetik
asit) (25:100) 500 ml hazirlanmugtir. Hazirlanan hareketli faz igerisindeki
¢Ozlinmily gazlarin ve oksijeﬁin uzaklagtinlmasi i¢in ultrasonik banyoda yanm
saat tutulmustur. Ayrma ve miktar tayini iglemleri bu cozelti ile
gergeklestirilmigtir.

Gunliik ¢ahsmalarda deneylere baglamadan 6nce kolon %75°lik metanolle
bir saat yikandiktan sonra, hazirlamgt yukarida anlatilan hareketli faz ile yanm
saat yikanarak kolonun sartlanmas: saglanmustir. Deneyler 0.4 ml/dk akig hizinda
yapilmgtir.

3.2.3.2. Trans-Resveratrol Standart Numunelerinin Hazirlanmasi

12.1 mg frans-resveratrol (M,: 228.2) tartdmug, 160 ml metanol ile
¢oziilmigtir. Su ile 250 ml’ye tamamlanarak 2.12x10" M (%64 metanolde)
konsantrasyonda Stok A ¢ozeltisi elde edilmistir.

Stok A ¢ozeltisinden 0.1 ml alimp mobil faz ile 10 ml’ye seyreltilerek
2.12x10° M konsantrasyonda Stok B ¢ozeltisi elde edilmigti. Stok B
gozeltisinden seyreltmelerle deneyler yapilmustir. Standart stok cozeltiler
aliiminyum folyo ile kaplanarak buzdolabinda +4°C’de saklanmugtrr.

3.2.3.3. Sarap Numunelerinin Hazirlanmasi

Saraplar 0.22um ¢aph filtrelerden stizillmistir. Sizintiden 0.25 ml
alinarak mobil fazla 25 ml’ye tamamlanmstir. Yedi defigik sarap Orneginde
HPLC yontemiyle miktar tayini yapilmugtir.
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3.2.3.4. Dedeksiyon

>
.k

Gergeklegtirilen  ¢aligmada  dedektér olarak  floresan  dedektor
kullanilmigtir. 324 nm eksitasyon ve 370 nm emisyon dalga boyunda galigiimugtir.
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4. SONUCLAR ve TARTISMA
4.1. TNF Testi ve Direk Sitotoksisite Tayini

TNF testinde kullanilan lipopolisakkaritin (LPS) makrofajlardan TNF
salgilanmasim stimile ettigi bilinmektedir [14]. Trans-resveratroliin TNF testinde
hem RPMI hem de LPS’e gore 6nemli bir etkisi bulunamamstir. 12.5 pg ve 0.406
pg dozda hem RPMI hem de LPS’e gore zajrlf bir etki bulunmustur (P<0.05).
Elde edilen sonuglar t testi uygulanarak degerlendirilmistir.

Tranms-resveratroliin makrofajlardan salman TNF iizerine direk bir etkisi
olmadifis makrofajlann izerinden almp HeLa hiicreleri tizerine verilen
medyumun nétral kirmuzist Slgiimleriyle gosterilmigtir. TNF testinde RPMI, LPS
ve t-resveratrol verilen gozlerde okunan ortalama optik dansiteler ¢izelge 4.1’de
verilmigtir. Optik dansiteler 540 nm’de okunmugtur. Bu degerler 6lii hiicrelerden
salinan nétral kirmizis1 boyasmin optik dansiteleridir ve bes deneyden elde edilen
sonuglarin ortalamalaridir.

Cizelge 4.1: TNF testinde elde edilen 540 nm’de nétral kirmmzisi boyasinmn

optik dansite ortalamalan

Doz (ng)

RPMI LPS (pg) |t-Resveratrol (ng)
50 10.44570.0145(0.520 70.0419| 0.479 ¥0.0228
25 10.528F0.0095{0.497F0.0331 | 0.448 ¥0.0033
12.5 10.50070.0103 | 0.484 ¥0.0095 | 0.437F0.0091
625 |0464700231|0497700383| 0.4417F0.0060
3.125 10.45970.0112]0.465F0.0024 | 0.449F0.0168
1-615 0.46170.0020 | 0.505F0.0020 | 0.456 F0.0219
0.812 0.451F0.0262 | 0.506 F0.0038 | 0.473 70.0214
0.406 |0.425%0.0015/0.425%0.0096| 0.457 ¥0.0107
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Sekil 4.1: TNF testi sonuglarnmin grafiksel olarak gosterimi

Trans-resveratroliin direk olarak HeLa hiicreleri lizerine uygulanmastyla
hiicre olimint arttirdigt ve TNF salinmmna bagh olmayan, istatistiki olarak
anlamh oranda (P<0.05) sitotoksisite farki bulunmustur. Elde edilen sonuglar t
testi uygulanarak degerlendirilmigtir. Ancak t-resveratrolin HeLa hiicreleri
iizerindeki etkisinin doza bagimh olmadig tespit edilmistir.

Direk sitotoksisite testinde RPMI ve t-resveratrol verilen gozlerde okunan
ortalama optik dansiteler gizelge 4.2°de verilmigtir. Optik dansiteler 540 nm’de
okunmustur. Bu degerler de 6lii hiicrelerden salinan nétral kirmizist boyasmin

optik dansiteleridir ve bes deneyden elde edilen sonuglanin ortalamalandr.
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Cizelge 4.2: Direk sitotoksisite testinde elde edilen 540 nm’de nétral
kirmizis1 boyasinm optik dansite ortalamalan

Doz (ng) RPMI t-Resveratrol (i1g)

50  (0.34170.0106( 0.476 T0.0058
25 10475F0.0106| 0.568 ¥0.0110
125 10.50670.0199( 0.637 ¥0.0103
6.25 [0.543F0.0060{ 0.646 F0.0343
3.125 10.501¥0.0023| 0.710 ¥ 0.0020
1165 10.491F0.0043| 0.681F0.0215
0.812 10.496¥0.0161| 0.688 F0.0111
0.406 10.458%0.0037{ 0.671F0.0242

0,406 0,812 1,615 3,125 6,25 125 50
Doz {mikrogram)

ORPMI
M Resveratrol

Sekil 4.2: Direk sitotoksisite testi sonuglarnin grafiksel olarak gosterimi
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Direk sitotoksisite testinden elde edilen sonuglara gore % olim oranlan
Sekil 4.3’de verilmigtir. Buna gore HelLa hiicreleri iizerinde tek bagina t-
resveratroliin etkisinin doza bagimh olmadii, ancak kirmizi sarabmn igindeki bir
veya birden fazla maddenin sinerjik etki gostermesi sonucu doza bagimh bir etki
olugabilecegi digiiniilmektedir. TNF testi sonuglanyla direk sitotoksisite sonuglan
kargilagtinldiginda ise TNF testi sonuglarma gore t-resveratroliin TNF salintmim
inhibe ettigi duginilmektedir.

Sekil 4.3: Direk sitotoksisite testi sonuglarina gére % oliim oranlan

4.2. HPLC ile Kirmiz1 Sarapta Bulunan Trans-Resveratroliin Analizi

Trans-resveratrol stok madde ¢ozeltisi bolim 3.2.3.2.°de anlatilan yontem
kullamlarak bazirlanmugtir. Dogrusallik arahfmun incelenmesi amaciyla stok
cozeltiden seyreltmeler yapilarak degisik konsantrasyonlarda standart gozeltiler
hazirlanmig ve HPLC cihazina verilerek tutunma zamanlan ve pik alanlan tespit
edilmigtirr Daha sonra gerekli hesaplamalar yapilarak frans-resveratroliin
kalibrasyon konsantrasyonlarmin pik normalizasyonlan hesaplanmustir. (Sekil
4.4)
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Lk

Standart Cozelti Konsantrasyonlari | Alan | MT(Gelis Zamant (dk)) | Alao/MT
212x 107" M (0.05 pg/ml) | 35892 13.29 2699.46
3.18x 107 M (0.07 pg/ml) | 48799 13.336 3659.19
424x 107 M(0.10 pg/ml) | 59620 13357 4463.58
6.36x 107 M (0.15 pg/ml) | 103889 13439 7730.41
848X 107 M(0.19 pg/ml) | 135242 13.466 1004322
10.6 x 107 M (0.24 pg/ml) | 165029 13.476 12246 14

Cizelge 4.3 : Trans-resveratroliin kalibrasyon konsantrasyonlannin

pik normalizasyonlan

Stok ¢oOzeltinin stabilitesini saglamak amaciyla buzdolabinda +4°C’de
saklanmg ve standart cozeltiler stok gozeltiden taze olarak hazirlanmuigtir. Toplam
altt konsantrasyon diizeyi igin elde edilen piklerin diizeltilmig alan oranlarinn
degerlendirilmesi sonucunda elde edilen kalibrasyon esitlikleri gizelge 4.4’de

verilmigtir.

Standart Konsannasyon LOD | LOQ | Tutunma Zamant Regresyon Egrisi Korelasyon

Madde Arah@ (pg/ml) | ng/ml | ng/ml (dk) Denklemi Katsays: (r
Trans-

resveratrol | . 0.05-0.24 2.80 | 8.46 | 13.395F0.0307 | 2173.098+1.554x10''C| 0.9991

Cizelge 4.4 : Trans-resveratroliin konsantrasyon alan iligkist

Y ontemin ;‘tekrar edilebilirligi saglandiktan sonra yedi farkh kirmuzi sarap
numunesi HPLC cihazina enjekte edilerek analizleri yapimustir. Cizelge 4.5’de
kirmuzi saraplardél bulunan frans-resveratrol miktarlan verilmigtir. Sekil 4.4’de
trans—resveratroliijn 848 x 107 M (0.19 pg/ml) konsantrasyondaki standart
¢oOzeltisi ile Ug farkh kumz sarap numunesine ait kromatogramlar verilmistir.
Kirmizi garap nﬁmunelen'nde bulunan frans-resveratroliin kullamlan izokratik

sistemle, saraptaki diger maddelerden son derece iyi aynidig1 gozlenmektedir.
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Nmme 2

‘N}xmune 1 Numune 3 | Numune 4 | Numune 5 { Numune 6 | Numune 7
(hg/mD) | (ug/mD) | (ug/ml) | (ug/ml) | (pg/mD) | (pg/ml) | (ug/mi)
8.99 23.25 18.47 26.16 10.20 4385 10.08

Cizelge 4.5 : Kirmiz1 saraplardaki frans-resveratrol miktarlar

Traas-Resveratrot

¥
13.466

Sekil 4.4 : a) 8.48 x 107 M (0.19 pg/ml) konsantrasyondaki standart

¢ozeltiye ait kromatogram

- b) Numune 1’e ait kromatogram

¢) Numune 2’ye ait kromatogram

d) Numune 3’e ait kromatogram
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Elde edilen sonuglara dayanarak, diinyada uretilen kirmizi garaplara gore
Tiirkiyé’de iretilen kirmiza saraplann igerdigi frams-resveratrol miktanmn genel
olarak daha yﬁkéek diizeyde oldugu gorilmiigtir. Bu degiskenligin sebebinin
tizimiin kultird, tziimiin cografik kaynagi, sarabin tipi, Botrytis enfeksiyonu ve

maserasyon siiresi gibi birgok etkene bagli olabilecegi diigiiniilmektedir.
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