POLISIKLIK AROMATIK HIDROKARBON BiLESIiGi
BENZO(A)PIREN'IN NEDEN OLDUGU PANKREAS
FONKSIYON BOZUKLUGU UZERINE RESVERATROL'UN
KORUYUCU ETKISIiNIN INS1-E (832/13) BETA HUCRE
HATTINDA iNCELENMESI

Biyokimyager Baris BAYSAL

TIBBi BiYOKIMYA ANABILIiM DALI
YUKSEK LiSANS TEZi

DANISMAN
Prof. Dr. Sefa CELIK

Tez No: 2015-029
2015-Afyonkarahisar



TURKIYE CUMHURIYETI
AFYON KOCATEPE UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

POLISIKLIK AROMATIK HIDROKARBON BILESIGI
BENZO(A)PIREN'IN NEDEN OLDUGU PANKREAS FONKSIYON
BOZUKLUGU UZERINE RESVERATROL'UN KORUYUCU
ETKiSININ INS1-E (832/13) BETA HUCRE HATTINDA
INCELENMESI

Biyokimyager Barig Baysal

TIBBI BIYOKIMYA ANABILIM DALI
YUKSEK LISANS TEZI

DANISMAN
Prof. Dr. Sefa CELIK

Bu tez Afyon Kocatepe Universitesi Bilimsel Aragtirma Projeleri Komisyonu
Tarafindan 14.SAG.BIL.11 proje numarasi ile desteklenmistir.
Tez No: 2015-029

2015-AFYONKARAHISAR



KABUL ve ONAY
Afyon Kocatepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii

Tibbi Biyokimya Program
¢ergevesinde yiiriitiilmily olan bu caliyma, agafdaki jiiri tarafindan

Yilksek Lisans Tezi olarak kabul edilmigtir.
Tez Savuma Tarihi: 25/12/2015

m

Jiiri Bagkam
/X/&L e
< /
Prof. Pr. Kamil SEYREK Prof. Dr. Sefa CELIK
Uye Uye

Tibbi Biyokimya Anabilim Dal Yikksek Lisans Programi Ogrencisi Bang Baysal'in
“Polisiklik Aromatik Hidrokarbon Bilesii Benzo(a)piren'in Neden Oldugu Pankreas
Fonksiyon Bozuklugu Uzerine Resveratrol'in Koruyucu Etkisinin INS1-E (832/13) Beta

Hiicre Hattinda Incelenmesi” baghkl tezi 29./2,20/5 Cuma giinil saat /4:30"da Lisansiistil
Egitim-Ogretim ve Sinav Yonetmeligi’nin ilgili maddeleri uyannca degerlendirilerek kabul

edilmistir.

Prof. Dy. Abdullah ERYAVUZ
Enstiti Mildiiril



ONSOZ

Cevresel kirleticilerin insan saglig1 iizerinde sayillamayacak kadar zararhi etkilere
neden oldugu bilinmektedir. Gelisen diinya yasantisi, artan g¢evre kirliligi insan
sagliginda ¢ok ciddi sorunlar1 beraberinde getirmektedir. Bu kirleticilerin neden
oldugu saglik sorunlarin1 6nlemeye ya da tedavi etmeye yonelik ¢ok degisik ajanlar
ve uygulama yontemleri kullanilmaktadir. Bu ¢alisma ile ¢ok sayida biyolojik etkileri
ortaya konulmus olan, basta iiziim olmak iizere pek ¢ok farkli meyve ya da bitkide
varolan dogal bir fitoaleksin olan resveratroliin, ¢evresel kirleticilerden olan
benzo(a)piren’in pankreas beta hiicrelerinde neden oldugu zararli etkilerini
diizeltebilme yetenegi aragtirilmistir.

Bu c¢alisma Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim
Dal1 6gretim iiyesi Prof. Dr. Sefa Celik yonetiminde hazirlanarak Afyon Kocatepe
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisiine Yiiksek Lisans Tezi olarak sunulmustur.

Bu tez calismasi ile bilimsel bir ¢alismay1 hazirlama ve yapmamda bana rehberlik
eden, bilgi ve birikimlerini benimle paylasan, bilimsel diistinme ve analiz becerimin
gelismesinde 6nemli bir rol oynayan saygideger tez danigsmanim Prof. Dr. Sefa
Celik’e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Yiiksek Lisans Egitimimde emegi gecen Tibbi Biyokimya Anabilim Dali'ndaki tiim
hocalarima ve asistanlara; ¢alismalarim sirasinda yardimini esirgemeyen Kimyager
Arzu Ogzyiirek’e, Ogretim Gorevlisi Serkan Sen’e, Dog. Dr. Ibrahim Hakki
Cigerci'ye, Biyoistatistik Anabilim Dali Baskan1 Prof. Dr. Ismet Dogan’a ve tez
calismam icin maddi destek saglayan AKU Bilimsel Arastirma Projeleri
Komisyonuna ¢ok tesekkiir ederim.

Yiiksek Lisans egitimimi ve c¢alismalarimi yiiriitiirken gosterdikleri fedakarliklar
nedeniyle en biiylik yasam destek¢ilerim olan annem ve babama siikranlarimi ve
sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum.
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1. GIRIS

1.1. Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus (DM), pankreastan salinan insiilin hormonunun tamamen veya
kismi noksanligina bagli olarak gelisen ve yiiksek kan sekeri (hiperglisemi) ile
karekterize olan ve toplumun ortalama %5-10’unda gériilen bir hastaliktir. Insiilin
noksanliginin yam sira insiiline karsi ortaya ¢ikan direng hastaligin gelisiminde rol
oynamaktadir. Hastalikta karbonhidrat, lipid ve protein metabolizmalari
etkilenmektedir (Halifeoglu ve ark., 2005). Kisacas1 diabetes mellitus, insiilin
sekresyonunda bozulma veya insiilin etkisine direng veya her iki durumun bir arada
bulunmas1 sonucu hiperglisemiyle karakterize bir metabolik hastaliktir (Delibas ve

Kiling, 2003).

Diyabet, baglica iki tip olarak ortaya ¢ikar:

1. Tip-1 diyabet: Insiiline bagimli diyabet olarak da bilinen tiiriidiir. Bu tip
diyabet hastaligi oncelikle 30 yasindan daha kiiciikk kimselerde kendisini
gostermektedir. Bagisiklik sisteminin bozulmasi sonucu, viicut kendi pankreas beta
hiicrelerinin tiimiinii yok eder ve insiilin sentezi tamamiyla durur. Bu tip hastalarda
eger disaridan insiilin verilmezse, hasta birka¢ hafta veya aydan fazla yasayamaz

(Halifeoglu ve ark., 2005).

2. Tip-2 diyabet: Insiiline bagimli olmayan diyabettir. Diyabetin bu tipi insiilin
etkisinin mutlak veya goreceli olarak azligi sonucu karbonhidrat, protein ve yag
metabolizmasinda bozukluklara yol agan kronik hiperglisemik bir metabolizma
hastaligidir. Tip-2 diyabet, hiicre zarindaki insiilin reseptorlerinin duyarsizlig
sebebiyle glukozun hiicreye alinamamasi sonucu olusur. Diger bir ifadeyle insiilinin
yetersizligine ve/veya insiilinin etkiledigi reseptorlerin bozukluguna bagh
gelismektedir. Ozellikle yetiskinlerde goriilen tip 2 diyabetin asil nedeni insiilin
salgisindaki yetersizlikten cok periferik dokularin insiiline karsi olusturduklar

insiilin direncidir (Kavak, 2008).



1.2. Pankreas ve Tip 2 Diyabet

Tip 2 diyabet diinya genelinde onemli bir halk sagligi problemi haline gelen ve
yetigkinler, ¢ocuk ve adolesanlarda insidansi hizla artmakta olan bir hastaliktir
(Harris ve ark., 1998; Narayan ve ark., 2000). Tiim diinyadaki diyabetli sayisinin
2030'lu yillarda 300 milyonu gececegi oOngodriilmektedir. Oliimlerin nedenleri
igerisinde diyabetin yedinci sirada yer almaktadir. Tip 2 diyabetin erken evresinde
beta hiicreleri normal kan glukoz diizeylerinin devamliligini saglamak igin agiri
miktarda insulin iretirler. Buna ragmen, mitokondrial fonksiyon bozuklugu ve
endoplazmik retikulum stresi nedeniyle beta hiicrelerinin bu kompanse etme
gayretleri yetersiz kalir ve beta hiicre apoptozu gergeklesir (Prentki ve Nolan, 2006).

Sonug olarak beta hiicre kiitlesinde azalma meydana gelir (Butler ve ark., 2003).

Beta hiicrelerinin glukoz homeostazisinde merkezi konumda olmalari
nedeniyle, tip 2 diyabet gelisimi beta hiicre kaybini ve fonksiyon bozulmasini

baslatan, kolaylastiran ya da hizlandiran faktorler tarafindan etkilenir.

Longnecker ve Daniels (2001), tip 2 diyabetin etiyolojisinde kimyasal
Kirleticilerin nemli rol oynayabilecegi hipotezini ileri siirmiislerdir. Bu hipotezi
destekler bir sekilde, epidemiyolojik ¢alismalar; yiiksek diizeyde arsenik,
organoklorin kirleticiler ve hava kirliligine maruziyet sonucu insiilin direnci veya tip
2 diyabet insidensinin arttigin1 ortaya koymuslardir (Henriksen ve ark., 1997;
Bertazzi ve ark., 2001; Steenland ve ark., 2001; Vasiliu ve ark., 2006).

1.3. Diyabette Oksidatif Degisiklikler ve Antioksidan Savunma

Diyabette siiperoksit (O,”) radikali, hidroksit radikali (HO’) ve hidrojen peroksit
(H2O,) gibi reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) yiiksek diizeyde iiretimi ve/veya
antioksidan savunma sistemlerinin yetersizligi nedeniyle oksidatif stres gelisebilir

(Kesavulu ve ark., 2001). ROS iiretimindeki artis protein glikolizasyonu ve/veya



hiperglisemik ortamda glikozun otooksidasyonu ile iligkilendirilmektedir. Serbest
radikallerin nétralizasyonundaki yetersizligin sebebi enzimatik ve enzimatik olmayan

radikal yakalayicilarin yetersizligi ile iliskilidir (Hunt ve ark., 1990).

Diyabette, antioksidan enzimlerden siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz
(CAT)’in mRNA ekspresyon diizeyleri ve aktiviteleri artmaktadir. Bunun temelinde
glikozun oto-oksidasyonu ve enzimatik olmayan glikolizasyon olaylari sonucu
hidrojen peroksit (H,Oy ve siiperoksit (O;") radikallerinin artis gdstermesinin yer
aldig1 diistiniilmektedir (Bhor ve ark., 2004).

Hastalikta plazma glutatyon (GSH) seviyelerinde 6nemli diismeler meydana
gelir (Ozsoy ve ark., 2004). GSH, kimyasallara karsi savunmada en Onemli
biyomolekiildiir. =~ Glutatyon  peroksidaz =~ (GPx)  varliginda  gerceklesen
hidroperoksitlerin ~ yikimlanmast  olayr  sirasinda  olusan ara  {riinlerin
uzaklagtirllmasinda 6nemli rol oynar. GSH ayrica serbest radikal yakalayicisi olarak
fonksiyon goriir ve radikallerin neden oldugu hiicresel hasar1 diizeltme yetenegine

sahiptir (Venkateswaran ve Pari, 2003).

1.4. Diyabetin Patogenezinde Beta Hiicre Apoptozisinin Rolii

Pankreatik beta hiicreleri insulin sekresyonu ile iliskili glukoz homeostazisinde ¢ok
onemli bir role sahiptirler. Beta hiicrelerinin hem sayisal hem de hacimsel olarak
degisimleri dinamik olarak degisik fizyolojik ve patolojik kosullarin etkisi altindadir
(Bonner-Weir, 2000). Fizyolojik sartlarda yasam boyunca diisiik diizeyde beta hiicre
Oliimleri ile proliferasyonu arasinda bir denge mevcuttur. Ancak, beta hiicrelerinin
asir1 kaybinin diyabete ve hem tip 1 hem de tip 2 diyabetin ortak 6zelligi olan beta
hiicre disfonksiyonuna neden oldugu kabul edilir (Eizirik ve Poulsen, 2001; Mathis
ve ark., 2001). Tip 1 diyabette, beta hiicreleri otoimmun ve yangisel proseslerle
secici olarak yok edilirler ve bu durum insiilin yetersizligi ve hiperglisemi ile

sonuglanir.



Tip 2 diyabette hastaligin ilerlemesinde esas etkili olan faktor, siklikla sismanlik ve
fiziksel aktivite azhg ile iliskili olan insilin direncidir. Fakat bu durum, sadece beta
hicrelerinin artan insilin ihtiyacini karsilayamamalari sonucu olusur. Her iki durumda da,
beta hiicre dlimlerinin esas yolu apoptozis olarak telakki edilir. Olim reseptérlerinin
baglanmasi ve DNA hasari apoptozisin baslaticilari olarak kabul edilirler ve mitokondrial
membran permabilitesini ve kaspazlarin aktivasyonunu indiklerler. Beta hiicrelerinde
gelisen apoptozis, 6lim reseptoérlerinin aktivasyonu, membran gegis 6zelligi olan degisik
maddeler, blylime faktoérlerinin yetersizligi, metabolik ve sinyal yolaklarindaki aksakliklar
gibi degisik uyaranlara bagh olarak ortaya cikar. Beta hiicre apoptozunda etkili olan ¢ok
sayida ve cesitte potansiyel uyarici vardir. Olim reseptérleri olan Fas ligand ve Fas
reseptori, perforinler, sitokinler (IL-1B, IFN-y, TNF-a) (Eizirik ve Poulsen, 2001; Mathis ve
ark., 2001), reaktif oksijen tirleri (hidrojen peroksit, hidroksil radikali) (Kaneto ve ark.,
1999), reaktif azot tlrleri (nitrik oksit, peroksinitrit) (Oyadomari ve ark., 2001), alkillestirici
ajanlar (streptozotosin, metil metan silfonat) (Saini ve ark., 1996), seramid (Unger, 2002);

blylime faktorlerinin yetersizligi (Withers ve ark., 1999) bunlardan bazilaridir.

1.5. Endoplazmik Retikulum (ER) Stresi

Beta hiicrelerinin karekteristik 6zelliklerinden biri, agir insiilin sekresyonu ylikiine
bagl olarak yiiksek derecede gelismis ER giiciine sahip olmalaridir. ER ¢ok sayida
onemli fonksiyona sahiptir. Bunlar; translasyon sonrast modifikasyon, yeni
sentezlenen proteinlerin katlanmasi ve sunulmalari, ayrica hiicresel kalsiyum deposu
olmasidir. ER’un bu fonksiyonlar1 hiicrenin yasamsal stirekliligi i¢in esansiyeldir ve
fonksiyonundaki herhangi bir diizensizilik ya da aksaklik hiicresel hasara neden olur
ve apoptozis ile sonuglanir. Degisik kosullar ER fonksiyonunu bozar ve bu kosul ya

da olaylarin hepsi “ER stresi” olarak ifade edilir. Bu stresler igerisinde protein



glikolizasyonunun inhibisyonu, disiilfit baglarinin olusumunda yetersizlik, ER
liimeninden kalsiyum bosalmasi, ER’dan golgiye protein transportunda aksaklik ve
bozuk katlanmis proteinlerin eksprese edilmesi gibi olaylar1 siralamak miimkiindiir.
ER, katlanmamis ya da yanhs katlanmis proteinlerin birikmesine cevap olarak
gelisen sinyal yolaklart ile regiile edilir. ER stres kosullarinda hiicre yasaminin
devamliligi ya da adaptasyonu i¢in hiicreler ER stresine karsi koruyucu bir
mekanizmaya sahiptirler ve bu mekanizma ER stresi cevabi olarak adlandirilir (Mori,
2000). En az 4 belirgin fonksiyonel cevap tanimlanmistir. Bunlardan birincisi,
protein katlama aktivitesini artirmak ve protein kiimelesmelerini engellemek i¢in ER
saperon proteinlerini kodlayan genlerin uyarilmasim icermektedir. ikincisi, yeni
protein sentezi yiikiinlin azaltilmast ve katlanmamis proteinlerin birikiminin
engellenmesine ydnelik translasyonel zayiflatma mekanizmasidir. Ugiinciisii, ER’da
hatali katlanmis olan proteinlerin yikimlanmasidir ki bu ER-iligkili yikimlanma
(ERAD) olarak adlandirilir. Dordiinci ve son cevap, ER’un fonksiyonlarmin

tamamiyle yok olmas1 sonucu gelisen apoptozistir.

1.6. Tip 2 Diyabet ve ER Stres-Aracih B-Hiicre Apoptozisi

Diyabet hastaliginin en yaygin formu tip 2 diyabettir ve genelde eriskinlerde obezite
ile iligkili olarak ortaya c¢ikar. Hastalik insiilin sekresyonunda (B-hiicre fonksiyon
yetersizligi) ve insiiline duyarlilikta azalma (insiilin direnci) durumlarinin
kombinasyonu ile karakterizedir. Normal beta hiicre fonksiyonuna sahip bireyler,
obezite gibi kosullarda insiilin sentezini artirarak insiilin direncine adapte olabilirler.
Insiilin direncini kirmak amaciyla artan ihtiyaca cevap vermek iizere siirekli insiilin
sentezi beta hiicrelerinde ilerleyen bir yetmezlige ve sonunda hiperglisemiye neden
olur. Obez insanlarin yaklasik %10-15’inde diyabet gelismektedir (DeFronzo ve
Ferrannini, 1991). Bu yiizden, tip 2 diyabetin patogenezinde beta hiicre fonksiyon
bozuklugu kilit faktdrdiir. Insiilin sekresyonundaki yetersizlige ilave olarak, beta
hiicre kiitlesindeki azalma da fonksiyon bozuklugu ile sonuglanir. Aslinda ¢ok sayida
calisma, tip 2 diyabetik hastalarda muhtemelen B-hiicrelerinin apoptotik 6liimiinden

kaynakli B-hiicre kiitlesinde azalma oldugunu gostermektedir (Stefan ve ark., 1982).



Insiilinin asir1 sekresyonu, diyabet dncesi evrede ya da tip 2 diyabetin erken
diyabetik fazinda siklikla goriiliir. Insiilin direnci ve uzun siireli siilfoniliire tedavisi
sonucu insiilin sekresyonuna duyulan ihtiyacin artmasi B-hiicrelerinde asiri
yiiklenmeye ve sonugcta insiilin sekresyonunda azalmaya neden olabilir. Siilfoniliire
grubu ilaglar oral hipoglisemik ajanlardir ve B-hiicrelerini insiilin sekresyonu yapmak
lizere uyarirlar. Bu kosullar altinda gelisen B-hiicre fonksiyon bozuklugu “pankreatik
B-hiicre yogunlugu” olarak ifade edilir. Iliskili mekanizmalar tam olarak
bilinmemektedir. ER stresine duyarlilik hiicreden hiicreye farklilik gosterir. [-
hiicreleri belkide ER stresine en duyarli hiicrelerdir (Oyadomari ve ark., 2002). ER
stresini ileten (diizenleyen) proteinler olan Irela ve PERK pankreatik B-hiicrelerinde
yiiksek oranda sentezlenirler. Bu muhtemelen B-hiicrelerinin yiiksek diizeyde protein
sentezi ile donatilmis olmasi ile iliskilidir. ER stres iletici bu proteinlerin yiiksek
diizeyde sentez edilmeleri, B-hiicrelerinde sentezlenen proteinlerin siki bir sekilde
kalite kontrollerinin yapilabilmesi i¢in gerekli olabilir. Daha 6nce de belirtildigi gibi,
ER’daki protein trafigindeki aksaklik hiicrenin 6liimiine neden olabilir. B-hiicreleri
ER stres aracili apoptozise yiliksek derecede duyarlidirlar. Spontan olarak
hiperglisemi tablosu gosteren mutant Akita farelerinde insiilitis ya da obezite
olmadan B-hiicre kiitlesinde azalma gelistigi tespit edilmistir (Yoshioka ve ark.,
1997). Devamli olarak gerceklesen hiperglisemi tablosuna CHOP’un uyarilmasi ve
[B-hiicre apoptozisinin eslik ettigi rapor edilmistir (Oyadomari ve ark., 2002). Siirekli
hiperglisemi gosteren Akita farelerinde diyabet gelismesi durumunda, ER saperon
Bip ve ER stres iligkili apoptozis faktorii CHOP’un mRNA sentezleri pankreasda
uyarilir. Mutant insiilinin asir1 eksprese edildigi fare MIN6 B-hiicrelerinde CHOP

ekspresyonu uyarilir ve apoptozis gelisir. Bununla birlikte CHOP geni susturulmus



olan homozigot Akita farelerinde, diyabetin olusumu engellenememektedir. Bu
nedenle, CHOP un disinda JNK ve kaspaz-12 gibi diger yollarin da apoptoziste etkili

olabilecegi sdylenebilir.

Son yapilan c¢aligmalar, PERK’den yoksun fareler ve elF2-a fosforilasyon
bolgesinde mutasyon olusturulan farelerde, B-hiicrelerinin ER stresine daha duyarh
olduklarin1 géstermistir. PERK noksan fareler yasamlarinin 4. haftasinda belirgin bir
hiperglisemi gosterirler ve dogum sonrasi donemde [-hiicrelerinde artan bir
apoptozis oranina sahiptirler. Bu farelerin pankreas langerhans adaciklarinin elektron
mikroskop  goriintillerine  bakildiginda  beta  hiicrelerinin  endoplazmik
retikulumlariin genisledigi, sekretdr graniillerin biiyiikliiglinde ve sayisinda azalma
oldugu gorilmistiir. Benzer degisiklikler Akita farelerin adaciklarinda da
goriilmiistiir. PERK yolagi, fizyolojik kosullarda yeni protein sentezinin ER katlama
kapasitesini agsmamas1 yoniinde bir sigorta ya da garantdr gorevi goriir. B-hiicreleri
translasyonel zayiflatmanin yokluguna oldukc¢a duyarli hiicrelerdir ki bunun
devaminda apoptozisle sonuglanan bir ER stresine maruz Kkalirlar. Oysaki diger
hiicreler bu kosullara kolaylikla adapte olabilme yetenegine sahiptirler. Bu
nedenledir ki; PERK yolagi B-hiicrelerinde protein sentezinin fizyolojik yiikiinde
esansiyel bir yoldur (Wang ve ark., 1999).

Tim bu bilgilerden hareketle, B-hiicrelerinde ER, diyabetin gelisimini
modifiye edebilme potansiyeli tasimaktadir. Protein sentezine duyulan ihtiyac ile
ER’un protein katlama kapasitesi arasindaki dengesizlik ER stresini tetikleyebilir.
Tip 2 diyabette, ER’da diisiik diizeyde ve uzun siireli olarak devam eden protein
yanlis katlanmalarmin B-hiicre kayiplarina neden olabilecegi sOylenebilir. -
hiicrelerine asir1 yliklenilmesi kronik ER stresine neden olabilir. B-hiicrelerinde ER
stresi aracili apoptozis {izerine yapilacak calismalar diyabetin patogenezinde yeni
mekanizmalarin aydinlatilmasina ve tedavi hedeflerinin iyi belirlenmesine 151k

tutacaktir.



1.7. Polisiklik Aromatik Bilesik Benzo(a)Piren

Benzo(a)piren (B(a)P), CxHi2, bes halkali bir polisiklik aromatik hidrokarbondur.
Mutajenik ve yiiksek derecede etkili bir kanserojendir. Benzo(a)pirenler olarak
adlandirilan bir polisiklik aromatik bilesikler sinifina dahildir. Bu bilesiklerin ortak
Ozelligi bir piren molekilii ile kaynasmis bir benzen halkasi igermeleridir.
Benzo[a]piren'in komiir katraninin bir bileseni oldugu 1933'te bulunmustur. Bu
bilesik komiiriin 300-600°C’da kismi yanmasindan kaynaklanir. Benzo(a)piren'in
kaynaklar1 arasinda komiir katrani, otomobil €gzoz dumanlar1 (6zellikle dizel
motorlarinin), organik malzemenin yanmasindan kaynaklanan her tiirli duman ve
1zgarada pisirilmis yiyecekler yer alir. Pigmis ette 4 ng/g, kizarmis tavukta da 5.5
ng/g'a varan miktarlarda ve komiir atesinde ¢ok pismis et orneklerinde 62 ng/g
benzo(a)piren bulunmustur. 1970'lerden beri benzo(a)piren ile kanser tiirleri
arasindaki iliskiyi gOsteren ¢ok sayida arastirma yapilmistir. Son yillarda
benzoapirenin olusturdugu kanserojenik etkinin mekanizmas1 biiylik o6lgiide
aydinlatilmistir.  Benzo(a)piren, sitokrom P4501A1 (CYP1Al)-bagimlhi bir
monooksijenaz tarafindan elektrofilik metabolitlerine doniistiiriiliir. Benzoapirenin
bir metaboliti olan BaP-8-diol-9,10-epoksit adli bilesik hiicrelerde DNA ile
reaksiyon vererek DNA hasar1 olusturan, DNA ileri iiriinlerini olusturmaktadir. Bu
tirlinlerin konsantrasyonlar1 4 uM ve lizeri olursa bir tiimor baskilayici gen olan p53
geninde mutasyonlar geliserek, apoptoza direng gelismekte ve boylelikle kanser
ilerlemektedir (Gelboin, 1980).

1.8. Giiglii Bir Antioksidan Bilesik Resveratrol

Resveratrol, basta tiziim olmak tizere pek c¢ok farkli bitki veya meyvede var olan
dogal bir fitoaleksindir. Resveratrol 6zellikle kirmizi iiziimde, yer fistiginda ve
ananasta yiiksek konsantrasyonda bulunmaktadir.  Giiglii antioksidan o6zelligi
sayesinde reaktif oksijen tiirevlerini temizledigi, DNA hasarma engel oldugu ve
hiicre membraninda lipid peroksidasyonunu oOnledigi ifade edilmektedir.

Resveratroliin kanserle baglantili siire¢lerde etkili oldugunu gosteren bir¢ok


http://tr.wikipedia.org/wiki/Fitoaleksin
http://tr.wikipedia.org/wiki/%C3%9Cz%C3%BCm
http://tr.wikipedia.org/wiki/F%C4%B1st%C4%B1k
http://tr.wikipedia.org/wiki/Ananas
http://tr.wikipedia.org/wiki/Lipid_peroksidasyonu

aragtirmanin bulgular1 (Chen ve ark., 2010; Bae ve ark., 2011; Zhang ve ark., 2011)
kanser tedavisinde nasil kullanilabilecegi konusunda daha ileri ¢aligmalar yapilmasi

gerektigini gostermektedir.

Resveratrol AMP-aktive protein kinazi ve sirtuin-1 (SIRT1)’i aktive
etmektedir (Vetterli ve ark., 2011). SIRT1, ¢ok degisik fizyolojik olayda 6nemli bir
rol iistlenmektedir. Bu olaylar igerisinde hiicre siklusu regiilasyonu, gen baskilama,
metabolizma ve inflamasyon sayilabilir (Picard ve ark., 2004). SIRT1’in karacigerde
STAT3 ve karaciger X reseptor faktorleri araciligiyla lipid ve glukoz homeostazisini
regiile ettigi gosterilmistir. Yapilan calismalar SIRT1’in insiilin sekresyonunda ve
beta hiicre fonksiyonunun devamliliginda pozitif regiilator olarak rol oynadigim
ortaya koymustur (Bordone ve ark., 2006; Ramsey ve ark., 2008). Resveratrol’iin,
SIRT1 analogu olarak, palmitat aracili baskilanmis insiilin sekresyonunu diizeltici

etki gosterdigi rapor edilmistir (Wu ve ark., 2012).

Sunulan bu g¢alismada INS1-E (832/13) pankreas hiicre hattinda; yanmis
gidalarda, tiitiin dumaninda, egzoz gazinda, komiir katraninda bol miktarda bulunan
bir kimyasal olan benzo(a)pirenin olusturdugu hiicresel hasar ve hiicresel fonksiyon
bozuklugu tizerine resveratroliin tedavi edici etkinligi ortaya konulacaktir. Bu amagla
hiicre kiiltiirii ortaminda yapilan uygulamalar sonucunda elde edilen hiicrelerde,
hiicre lizatlarinda ve medium orneklerinde pankreas hiicre fonksiyonu ile iliskili

olarak belirlenen Ol¢iimler yapilacaktir.

Cevresel kirleticilerden olan benzo(a)piren, pankreas beta hiicre hasarina
neden olabilecegi; bu hasarini, bilinen genel etkisi olan kendi metabolitinin DNA'ya
baglanmas1 sonucu olusturabilecegi gibi; beta hiicrelerinde insiilin sekresyonu ve
hiicre fonksiyonunda 6nemli bir faktér olan SIRT-1'in ekspresyonunu baskilayarak
yapabilecegi diisliniilmektedir. Ayrica Resveratrol'iin hem antioksidan etkinligi hem
de SIRT-1 iizerine olan pozitif modulatdr rolii nedeniyle, benzo(a)piren'in neden

olabilecegi beta hiicre hasarin1 dnleyebilecegi de diisiiniilmektedir.
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Calismadan elde edilecek sonucglar, kimyasal kirleticilerin ne diizeyde
pankreas hiicre hasarina ya da fonksiyon bozukluguna neden olabilecegi yoniindeki
mevcut literatiire onemli katki saglayabilecektir. Son yillarda yapilan degisik
caligmalarla tip 2 diyabetin etiyolojik faktorleri arasinda gevresel kirleticilerin 6nemli
yeri oldugu ve goz ardi edilmemesi gerektigi rapor edilmistir. Genetik ve obezitenin
on plana ¢iktig1 tip 2 diyabette, ikincil derecede 6nemli olabilecek bir faktoér olarak
cevresel kirleticiler ve etkilerine yonelik yapilan ¢alismalardan elde edilen sonuglar,
alinmas1 gereken tedbirler ya da etkilerini azaltmaya yonelik uygulamalarin
gerekliligini ortaya koymustur. Bu kapsamda, yapilacak olan bu calismadan elde
edilecek olan sonuglar oncelikli olarak gevresel kirletici olan benzo(a)pirenin
pankreas hiicresinde neden olabilecegi hiicresel hasarin molekiiler diizeyde
incelenmesini saglayacak, muhtemel bir mekanizma olan SIRT-1 aracili yolun
kullanip kullanmadigin1 ortaya koyacaktir. Devaminda ise resveratrol'iin, bu hasar ya

da fonksiyon bozukluguna kars1 koruyucu etkinligi belirlenecektir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Hiicre kiiltirii

Pankreas beta hiicreleri ile ilgili in vitro ¢alismalarda degisik mutant hiicre kiiltiirleri
kullanilmaktadir. Bunlar arasinda MIN6 (fare), INS-1 (rat), HIT-T15 (hamster),
BRIN-BD11 (rat) gibi beta hiicre hatlar1 sayilabilir. Bu ¢alismada rat INS-1 beta
hiicre kiiltiirti kullanildi (INS-1E). Bu hiicreler klonal insiilin iireten insiilinoma

hiicreleridir ve yliksek glukoza hassastirlar.

Hiicre kiiltiirii flasklarinda silispansiyon ortaminda hiicrelerin biiyiitiilmesi ve

cogaltilmas1 basamaklar1 asagida verilmistir.

2.2. Hiicre pasaji

Hiicreler %10 (v/v) oraninda 1s1 ile inaktif edilmis f6tal buzagi serumu (FCS) ve 5
mM glutamin, 100 U/ml penisilin, 100 pg/ml streptomisin, 1 mM sodyum piruvat, 50
mikroM 2-merkaptoetanol ve 10 mM HEPES igeren RPMI 1640 besi yerinde 37°C,
%5 CO, ve %95 hava iceren bir atmosferde inkiibe edildi. Hiicreleri ¢ogaltmak
amaciyla yaklasik cm karede 4x10* hiicre yogunlugu olacak sekilde 75 em?lik
flasklara 3x10° hiicre 20 ml besi yeri iceren kiiltiir kabina (150-mm flask) konarak
4-5 giin siireyle inkiibasyona birakildi. Stispansiyon steril kapakli tiiplere aktarilarak
400xg ve 25°C’de 5 dakika santrifiij edilerek hiicre tortusu elde edildi. Pelet iizerine
tiip hacminin yaklasik 1/3’0 kadar taze besi yeri sivist konarak pipet ile karistirildi ve
buradan alinan 20ul hiicre siispansiyonu ile 90 pl tampon (1xPBS + %1 FCS) ve 100
ul tripan mavisi eppendorf icinde karistirildi. Mikroskopik incelemede karisimda
beyaz renkte canli hiicreler ile mavi renkte Oli hiicrelerin mililitredeki sayist

hemositometre tiizerinde belirlendi. Sayimi yapilan hiicrelerden yapilacak
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pasajlamalarda yeni kiiltiir kaplarma 10° hiicre/ml olacak sekilde hiicreler dagitildi ve

yeterli miktarda medium eklenerek inkubasyona kaldirildi.

2.3. Resveratrol ve Benzo(a)piren uygulamalari

Calisma i¢in yeterli sayitya ulasan hiicre kiiltiir kaplar1 (her grupta 3 adet) 4 grup
olusturulacak sekilde ayrildi. Birinci grup kontrol grubu (KONT), ikinci grup
resveratrol (RES) verilen grup, igiincii grup benzo(a)piren grubu (B(a)P) ve
dordiincii grup ise resveratrol ve benzo(a)piren verilen grup (RES+B(a)P) olarak
belirlendi. Hiicreler kiiltiir kaplarinin yiizeyini %70-80 oraninda kapladiktan sonra,
DMSO igerisinde hazirlanan resveratrol (10 pM) yeterli miktarda mediumla birlikte
hiicrelere uyguland1 ve 48 saat siireyle, 37 °C ’de, %5 CO; iceren inkiibatorde inkiibe
edildi (Kode et al., 2008). Bu ilk inkubasyondan sonra kiiltiir kabindaki medium
cekildi ve yine DMSO igerisinde hazirlanan Benzo(a)piren (20 uM) hiicrelere
uyguland1 ve aymi kosullarda 24 saat siireyle inkiibe edildi (Tampioa, 2008).
Inkubasyonlar sonrasinda elde edilen hiicrelerden hazirlanan lizatlarda ve medyum
orneklerinde asagida detayli olarak agiklanan metodlar kullanilarak 1ilgili

parametrelerin analizleri yapildi.

2.4. Analizlerde Kullanilacak Hiicre Lizatlarinin Hazirlanmasi

Inkiibasyonlar sonrasi hiicreleri yapismis oldugu flask zemininden kaldirmak igin
flasklara tripsin (1ml %0.25) eklenerek ¢ok kisa siire sonra hafif ¢irpma hareketleri
ile hiicreler serbest birakildi. Siispansiyonlar pipet aracilii ile toplanarak kapakli
tiipler igerisinde 25°C, 400 xg devirde 5 dakika siireyle santrifiij edilerek pelet elde
edildi. Hiicre peleti PBS ile yikandiktan sonra (tekrar santrifilij) iizerine hiicre lizis
tamponu eklendi. Lizis tampon su karisimdan olusmustur: %1 Triton X-100 (v/v), 50
mM HEPES bafir pH 7.2, 10 mM EDTA, 100 mM NaH2P04,2H,0, %8 oraninda
proteaz inhibitor kokteyli (aprotinin, PMSF, leupeptin, NaF). Deterjanda
¢oziinmeyen proteinler 12000xg, 4°C’de 10 dakika silireyle santrifiij ile
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uzaklastirilarak supernatant elde edildi. Supernatanlarin icerdigi protein diizeyleri
standart olarak sigir serum albumini kullanarak Bradford metodu ile olgiildii
(Bradford, 1976). Calismalarda gruplarda ayni pasajdan elde edilecek hiicreler
kullanildi, arastirmanin her asamasinda sterilizasyona azami 6zen gosterildi. Her bir
Olglimiin Giglii olarak yapildigi 3 bagimsiz deneyden (n=9) elde edilen veriler uygun
istatistik metod ile analiz edildi.

2.5. Biyokimyasal analizler

Hiicre lizatlarinda analizi yapilan biyokimyasal parametreler degerlendirilirken total

protein miktarlarina boliinerek elde edilen veriler istatistik hesaplamalarda kullanildi.

2.5.1. Total Antioksidan Statii (TAS) ve Total Oksidan Statii (TOS) Analizleri

Bir ortamdaki antioksidan kapasiteyi 6l¢meye yonelik olan metotlar genelde, bir
vitamin E analogu olan ve Trolox Equivalent olarak adlandirilan standart antioksidan
soliisyonu kullanilarak kalibre edilmekte, olclilen TAS diizeyleri mmol Trolox
Equivalent/L olarak okunmaktadir. TAS 6l¢timleri Erel’in (2004) gelistirdigi metoda
gore, numune ve ayiracglar karistirildiktan 5 dakika sonra spektrofotometrede 660
nm’de kinetik okuma yapilarak gerceklestirildi. TOS o6l¢iimleri de yine Erel’in
(2005) gelistirdigi metoda gore, numune ve ayiraglar karistirildiktan 3-4 dakika sonra
spektrofotometrede end-point 530 nm’de okuma yapilarak gerceklestirildi ve
sonuglar pmol H,O, Equiv/mg prot olarak ifade edildi.

Ayrica TAS ve TOS olgiimleri yapildiktan sonra, oksidan ve antioksidan
dengeye iliskin daha net yorum yapabilmemize olanak veren oksidatif stres indeksi

(OSI) de hesaplandi. OSI hesaplamas1 asagida belirtilen formiile gore yapildi.

OSI = [(TOS, umol/L)/ (TAS, (mmolTroloxEquiv/L) x 100]
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2.5.2. Nitrik oksit (NO) analizi

Hiicre lizatlarinin NO diizeyleri Griess yontemi (Green ve ark., 1982) kullanilarak
belirlendi. Tetrametoksipropan ve N-butanol standart kalibrasyonun hazirlanmasi

i¢in kullanildi.

2.5.3. Rediikte glutatyon (GSH) tayini

Hiicre lizatlarinda SH (siilthidril) tasiyan biitiin proteinler, presipitasyon (¢oktiiriicii)
cozeltisi ile c¢oktiiriliip, siiziilerek ayrildi. GSH, elde edilen berrak sivida SH
gruplarmm DTNB (5,5-2-dithiobis nitrobenzoik asit) ile tepkimesi sonucu olusan

sar1 rengin 412 nm dalga boyunda absorbansi ile 6l¢iildii (Buetler ve ark., 1963) .

2.5.4. MTT Hiicre Viabilite ol¢iim testi

4
2x10 hiicre/ml olacak sekilde hazirlanan hiicre siispansiyonundan 100 pl alindi ve

96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii pleytlerinin her kuyucuguna aktanlarak 37 C’de %5
CO.'li ortamda inkiibe edildi. Uygun diizeyde zemini kapladiktan sonra resveratrol
ve benzo(a)piren uygulamalari belirtilen dozlarda ve siirelerle yapildi. inkiibasyonlar

sonunda her bir kuyucuga 20 pul MTT boyast (5 mg/ml) ilave edildi ve hiicreler

370C’de 2 saat daha inkiibaysona birakildi. Bu siire sonunda hiicrelerden MTT
boyasi uzaklastirildi ve her bir kuyuya 200 ul DMSO eklenerek 10 dakika inkiibe
edildi. Renk degisimi, mikropleyt okuyucuda 540 nm dalga boyu ile belirlendi.
Herhangi bir sey uygulanmayan kontrol hiicre canliligit % 100 olarak kabul edildi ve

deney hiicrelerinin canlilik oranlar1 % olarak ifade edildi (Denizot ve Lang, 1986).
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2.5.5. Insiilin Sekresyon Ol¢iimii

Uygun kosullarda inkubasyonla gogaltilan ve pasajlamalari yapilan hiicreler, glukoz
icermeyen Krebs-Ringer bikarbonat HEPES (KRBH) tamponu (135 mM NaCl, 3,6
mM MgCl,, 1,5 mM CaCl, ve 10 mM HEPES, pH:7,4 BSA (0,1%) ile 2 kez
yikandiktan sonra 37 OC de 30 dk siireyle ayn1 mediumda inkiibe edildi. Bu islem bir
kere daha tekrarlandi. Inkubasyon pleytin buz iizerine konmasi ile durduruldu.
Stipernetant sekrete edilen insiilin diizeyinin O6l¢iimii i¢in toplandi. Hiicrelere
uygulanan asit-etanol ile hiicresel insiilin &l¢iimii icin ekstraksiyon yapildi. Insiilin

Olctimleri spesifik ELISA kitleri kullanilarak fotometrik yontemle gerceklestirildi.

2.6. Molekiiler Analizler

2.6.1. RNA izolasyonu, Komplementer DNA (cDNA) Sentezi ve Real Time-

QPCR Analizleri

Reverz Transkripsiyon-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) yontemi ile
yapilacak olan gen ekspresyonu analizlerinde kullanilacak olan total RNA, hazir
ticari kit kullanilarak hiicrelerden izole edildi. RNA izolasyonu sirasinda kullanilacak
biitlin malzemeler RNAase free bir ortam olusturabilmek adina uygun ¢ozeltilerle
(RNA away) onceden temizlenerek hazir hale getirildi. izole edilen RNA’larin
miktart ve safligi mikropleyt spektropfotometre ile oOlgiilerek elde edilen optik

dansitelerinden hareketle (ODagor280) belirlendi. ODgggr2g0 orant 1.7-2.1 araliginda
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olan RNA’lar cDNA sentezinde kullanildi. RNA izolasyonu igleminin tiim agamalar1

buz iizerinde gerceklestirildi.

HETr bir 6rnekten total RNA izolasyonu spin kolon yontemi ile yapildi (Norgen
Biotek Corp., Ontario, Kanada). PCR reaksiyonunda kalip olarak kullanilmak tizere
her bir 6rnege ait total RNA’dan 0,1-5 pg alinarak once reverz transkriptaz (RT) ile
komplementari DNA (cDNA) sentezi yapildi. Bunun i¢in ticari cDNA sentez kiti
kullanildi (Thermo Scientific, Lithuania). Elde edilen her bir numuneye ait
c¢DNA’dan 1,5 pl kullanilarak tizerine 12,5 ul Sybr Green PCR Master Mix (Thermo
Scientific, Lithuania) ve primer ¢ifti (oligoniikleotid) protokollere uygun miktarlarda
eklendi. Primerler her bir transkripsiyon analizi i¢in spesifik olup, literatiirdeki
caligmalar referans alinarak veya primer 3 programi kullanilarak belirlenen baz
dizgelerinin sentezi yaptirilarak elde edildi ve reaksiyonda yaklasik 100 ng
diizeyinde kullanildi (Tablo 2.1). Denatiirasyon, primer yapismasi ve zincir uzatma
olmak iizere lic basamaktan olusan amplifikasyon isleminden sonra elde edilen
amplifikasyon egrilerine ait dongii esigi (Ct) degerlerinden hareketle, hedef genlerin
mRNA ekspresyon diizeylerinin nisbi degisimleri 2" metodu ile hesaplandi
(Pfaffl, 2001) ve mRNA ekspresyon diizeyi misli olarak azalma ya da artis seklinde
belirlendi. Endojen kontrol olarak glukoz-6-fosfat dehidrojenaz (GAPDH) geni
kullanild1 ve her bir 6rnege ait GAPDH gen diizeyine gore diger genlerin ekspresyon
diizeylerinde diizeltme (normalizasyon) uygulandi. PCR analizleri ile;

e Beta hiicre proliferasyonu ile iliski FOXO-1 ve PDX-1,
e Beta hiicre fonksiyonlart ile ilgili olarak SIRT-1, Insulin-1 ve Insulin-2,
e Apoptoz ile ilgili olarak p53, Bcl-2 ve Bcl-XL'in mRNA ekspresyon

diizeyleri analiz edildi.



Tablo 2.1. Oligoniikleotid primer dizileri ve PCR programlari.
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Gen Primer Dizisi PCR Programi  Dongii
p53 F-5CGGAGGTCGTGAGACGCTG'3 94°-1 dk/59°- 40
R-5CACATGTACTTGTAGTGGATGGTGG'3  1dk/72°-1dk
Bcl-2 F-5CAGCTGCACCTGACGCCCTT'3 94°-1 dk/58°-1 40
R-5"CCCAGCCTCCGTTATTCTGGA'3 dk/72°-1 dk
Fox01 F-5"GTGAACACCATGCCTCACAC'3 95°-15 s/60°-1 40
R-5CACAGTCCAAGCGCTCAATA'3 dk/72°-1 dk
PDX-1 F-5GGCTTAACCTAAACGCCACA'3 94°-1dk/59°-1 30
R-5GGGACCGCTCAAGTTTGTAA'3 dk/72°-1 dk
Bcl-xL F-5GAACTCTTTCGGGATGGGGTA'3 95°-30 s/58°-1 35
R-5CAGAACTACACCAGCCACAGTC'3 dk/72°-1 dk
Insulin-1  F-5'CCTGCTCGTCCTCTGGGAGCCCAAG'3  94°-1dk/68°- 35
R-5"CTCCAGTGCCAAGGTCTGAAGATCC'3  1dk/72°-1dk
Insulin-2  F-5 CCTGCTCATCCTCTGGGAGCCCCGC'3  94°-1dk/70°- 40
R-5’CTCCAGTGCCAAGGTCTGAAGGTCA'3  1dk/72°-1dk
SIRT-1 F-5AGGGAACCTCTGCCTCATCTAC'3 94°-1dk/60°- 35
R-5GGCATACTCGCCACCTAACCT'3 1dk/72°-1dk
GAPDH F-5GTCGTGGAGTCTACTGGCGTC'3 94°-1dk/54°- 35
R-5GATGACCCTTTTGGCACCACC’3 1dk/72°-1dk

2.7. Comet Assay Yontemi ile DNA kirilmalarinin gosterilmesi

Apoptozis belirleme yoOntemlerini desteklemek adina DNA hasar tespitinde
kullanilan Comet Assay’den faydalanildi. Choucroun ve ark. (2001), Fas antijeni
eksprese eden Jurkat hiicreleri ile yaptiklar1 ¢alismada; Fas antikorlar1 ile uyarilmis
apoptozisin olabilidigince erken donemde comet goriintiileri kullanilarak tespit
edilebilecegini ve comet goriintlilerinin apoptotik risk mevcut oldugu durumlarda

genotoksisite indikatorii olarak kullanilamayacagini gostermislerdir.

INS-1E (832/13) hiicre kiiltiirii izolatlar1 soguk PBS tamponu ile artik
materyallerin uzaklastirilmasi igin yikandi. Daha sonra hiicre ¢ekirdeklerinin elde
edilmesi igin homojenat; 700xg’de 10 dakika ve 0°C'de santrifiij edildi. Daha sonra
¢okelti homojenizasyon tampon ¢ozeltisinde, 1 g/ml olacak sekilde siispanse edildi.

Bu sekilde hazirlanan numuneler analiz edilinceye kadar -80°C’de muhafaza

edilebildi (Sasaki ve ark., 1997).
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a. Slaytlarin hazirlanmasi: PBS icerisinde hazirlanan %1°lik normal kaynama
dereceli agaroz (NMA) jel soliisyonundan 80 pl alindi ve buzlu lam iizerine
damlatildiktan sonra lam iizeri lamel ile kapatildi. 2-4 C’de 5 dk bekletildikten sonra
lameller kaldirilarak birinci agaroz tabakasi hazirlanmis oldu. Hazirlanan lamlar
nemli kutularda 2. ve 3. agaroz katlari ddkiilene kadar saklanabildi. PBS ile 10°
hiicre/mm?® olacak sekilde siispanse edilmis hiicrelerden 10 pl alinarak ve 80 pl
%0.5’1ik diisiik kaynama dereceli agaroz (LMA) ile karstirilarak (45°C), hizli bir
sekilde, istiindeki lameli alinmis olan birinci agaroz tabakasi {izerine yayildi. 2-
4°C’de 5 dk bekletilerek slaytin donmasi saglandi ve son olarak da 75 pul LMA (%?2)
agaroz sollisyonu 3. tabakayi olusturacak sekilde 2. tabakanin {izerine ince bir kat

halinde tabakalandirilarak slaytin hazirlanmasi tamamlanmis oldu.

b. Lizis: Hiicre ve ¢ekirdek zarini lize edip DNA sarmallarinin agaroz igerisinde
serbest kalmasini saglamak amaciyla, slaytlar buz soguklugunda tutulan lizis
soliisyonu (2.5 M NaCl, 100 mM NaEDTA, 10 mM Trizma, %1 sarkosil, %10
DMSO, %1 Triton X-100, pH:10) igerisine konuldu ve 1 gece, karanlikta, 4°C’de
(buzdolabinda) bekletildi.

¢. DNA sarmalinin ¢oziilmesi ve elektroforez: Elektroforez islemi dncesinde DNA
zincirinin ayrilmasi igin slaytlar alkali elektroforez tamponunda (300 mM NaOH ve
1 mM NaEDTA, pH:13) 10 dakika boyunca ve 2-5 °C’de, karanlikta bekletildi.
Elektroforez islemi ayn1 tampon igerisinde, 5-25 °C’lik los bir ortamda 15 dakika
boyunca, 25 V (0.96 V/cm) ve yaklasik olarak 250 mA akim kosullarinda yapilda.

d. Notralizasyon ve boyama islemleri: Elektroforezde yiiriitme islemi
tamamlandiktan sonra, alkali tampon c¢ozeltisinin slaytlardan uzaklastirilmasi i¢in
slaytlarin her biri 5 ml 0.4 M Tris HCI (pH:7.5) ile 3 dk yikandi ve bu islem 3 kez
tekrarlandi. Notralizasyon tamamlandiktan sonra slaytlar 20 pg/ml’lik 50 pl ethidium
bromide (Wako Pure Chemical Industries Ltd.) ile boyandi ve 4 saat iginde
degerlendirme yapildi.
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e. Degerlendirme: Ethidium bromide ile boyanan slaytlardan floresan mikroskop ile
elde edilen DNA goriintiileri degerlendirildi. Degerlendirme islemi gorsel skorlama
seklinde yar1 kantitatif olarak yapildi. Kenarlar1 daha az yogun olmak {izere ortasi
parlak bir 151k goriintiislinlin tespiti hasarsiz hiicrelerin varligir anlamina geliyordu.
Bu goriiniim non-migration (go¢ yok) olarak degerlendirildi. Eger DNA hasari
olusmus ise fragmentlerin ya da zincir kirtlmalarinin miktarina ve alkali-labil
bolgelerin seviyesine bagli olarak diizensiz kenarli bir gériiniim elde edildi. Hasarin
siddetine gore merkezden kenara dogru uzama oldu. Bu gériiniime strech ya da low
migration denir. Hasar arttikca hiicreler kuyruklu yildiz (Comet, high migration)
seklini aldilar. Son asama ise apoptozistir. Olusan hasarin derecesine gore DNA
goriintlileri puanlandirildi. Hasar bulunmayan DNA’lar 0, hasar olan DNA’lar
hasarin derecesine gore 1’den 4’e kadar puanlandirildi (Sekil 2.1) ve sonuglar

arbitrary unit (AU) olarak ifade edildi.

CACHCS

Sekil 2.1. Comet Assay’de gorsel skorlama (Collins ve ark., 1995).
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2.8.istatistiksel Analizler

Aragtirmadan elde edilen sonuglar SPSS 20.0 (2011) istatistik paket programinda
Kruskal-Wallis Testi uygulanarak analiz edildi. Istatistiksel fark bulunan sonuglara

Iman-Conover testi uygulandi ve veriler ortalama =+ standart sapma olarak verildi.
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3. BULGULAR

3.1. Nitrik Oksit, Toplam Antioksidan Kapasite, Toplam Oksidan Kapasite ve
GSH diizeyleri

Hiicre lizatlarinda yapilan nitrik oksit, TAS, TOS, GSH o6l¢iim sonuglar1 Tablo
3.1’de verilmistir. Hiicre lizatlarinda analizi yapilan parametreler degerlendirilirken
sonuglar total protein miktarlarina boliinmiis ve sonrasinda istatistik hesaplamalarda

kullanilmistir.

Bu verilere gore; hiicre lizatlarinda NO konsantrasyonu B(a)P grubunda
kontrol grubuna kiyasla istatistiki anlamli olmayacak diizeyde yiikselme géstermistir.
B(a)P+RES grubunda meydana gelen artisin ise B(a)P grubuna gore istatistik onemli
diizeyde oldugu gorilmistir. Resveratrol ve B(a)P maruziyetine birakilan
hiicrelerde, NO diizeylerinin daha da yiikseldigi goriillmektedir. Ayn1 sekilde sadece
resveratrol uygulanan hiicrelerde de kontrol hiicrelere gére NO diizeylerinin artis
gosterdigi; sonug olarak resveratroliin genel anlamda hiicre i¢i NO diizeylerini

artirict bir etki sergiledigi goriilmektedir (Sekil 3.1).

TAS diizeylerine bakildiginda resveratroliin TAS’yii artirdigi, B(a)P’nin ise
azalttig1 tespit edilmistir. TAS diizeylerinin 6zellikle RES+B(a)P grubu hiicrelerde,
B(@)P grubu hiicrelere gore ¢ok onemli diizeyde olacak sekilde artis gosterdigi
goriilmiistiir. Resveratroliin TAS'yli destekledigi, B(a)P'ne kars1 gelisen antioksidan

savunmay1 onemli diizeyde artirdigi goriilmektedir (Sekil 3.2).

Enteresan bir sekilde, TAS diizeylerinde meydana gelen degisiklige paralel
sekilde, TOS diizeylerinin de resveratrol uygulamalarindan ayni yonde etkilendigi;
hem tek basina uygulandigi hiicrelerde hem de sonrasinda B(a)P uygulandigi
hiicrelerde TOS diizeylerini 6nemli miktarlarda artirdigi goriilmiistiir. B(a)P ise TOS
diizeyini kontrol grubuna gore dnemli diisiirmiis, fakat bu diisiis istatistik diizeyde

onemli bulunmamistir (Sekil 3.3).



22

Tablo 3.1. Hiicre Lizatlarinin NO, TAS, TOS, OSI ve GSH degetleri.
NO TAS TOS OSi GSH
Grup (umol/g prot) (umol H,O, (umol H,0O, (umol/mg prot)
Equiv/mg prot) Equiv/mg prot)

KONT 10,78+0,53% 5,48+0,83% 1,26+0,11% 23,39+3,27° 5,80+0,63%
RES 15,50+1,20" 8,36+1,09" 2,85+0,40" 34,40+6,23" 9,57+0,99"
B(a)P 12,30+0,90% 3,04+1,35% 1,09+0,36° 13,60+3,30° 3,77+0,28°
RES+B(a)P 17,42+1,76° 17,05+1,53° 2,88+0,46° 16,95+2,01° 5,64+1,50°

abe, Ayni siitunda farkl Gistli ifadeleri igeren ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak anlamlidir (p<0,05).
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Sekil 3.1. Hiicre lizatlarinin NO diizeyleri.

20,0000
18,0000
16,0000
14,0000
12,0000
10,0000

8,0000

6,0000

4,0000

TAS (umol H202 Equiv/mg prot)

2,0000

0,0000

] TAS Degerleri
[
' |
S|
l T
KONT RES B(a)P RES+B(a)P

Sekil 3.2. Hiicre lizatlarinin TAS diizeyleri.

23

TAS ve TOS diizeylerinden hareketle elde edilen oksidatif stres indeksi (OSI)

degerlerine

bakildiginda, resveratrol  grubunda

kontrol

grubuna

gore

artis

B(a)P verilen grupta ise kontrol grubuna gore azalis oldugu; resveratrol sonrasinda B(a)P
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verilen grupta (RES+B(a)P) grupta B(a)P grubuna gore yiikseldigi fakat bu yiikseligin

istatistik anlamli diizeyde olmadig1 belirlenmistir (Sekil 3.4).

4,0000

3,5000

3,0000

2,5000

2,0000

1,5000

TOS (umol H202 Equiv/mg prot)

1,0000

0,5000

0,0000

=

TOS Degerleri

KONT

RES B[a]P

RES+B(a)P

Sekil 3.3. Hiicre lizatlarinin TOS diizeyleri.
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Sekil 3.4. Hiicre lizatlarinin OS] degerleri.



25

Rediikte glutatyon (GSH) diizeyleri resveratroliin etkisiyle RES grubunda kontrol
grubuna gore onemli bir artig gostermis, ayrica RES+B(a)P grubunda B(a)P grubuna gore de
istatistiksel olarak anlaml diizeyde yiikselmistir (Sekil 3.5).

12 1 GSH Degerleri
10 - -[
I
o
£
3 61 I [
£ 1
%
4 .
© T
2 .
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KONT RES B[a]P RES+B(a)P

Sekil 3.5. Rediikte glutatyon diizeyleri.

3.2. Insiilin Diizeyleri ve MTT Hiicre Canhihk Oranlar

Beta hiicre insiilin diizeyleri dl¢lim sonucglarinda, genel anlamda resveratrol uygulamasiin
insiilin diizeyini artirdigr soylenebilir. Bu artis RES grubunda kontrol grubuna gére anlamli
diizeyde iken, RES+B(a)P grubunda ise B(a)P grubuna gore lizat diizeylerinde istatistik
onemli olmayacak diizeyde yliksek iken; medyum diizeylerinde istatistik anlamli diizeyde

yiiksek bulunmustur (Tablo 3.2; Sekil 3.6).

MTT hiicre canlilik testi sonuglari; RES ve B(a)P gruplarinda KONT grubuna gore
canlilik oranlarinin azaldigini; RES+B(a)P grubunda ise bu azalisgin daha siddetli oldugunu

gostermektedir (Tablo 3.2, Sekil 3.7).
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Tablo 3.2. Insulin ve MTT degerleri.

Insulin MTT
Grup Lizat Medyum (% canhilik)
(ng/mg prot) (ng/ml)
KONT 1,12+0,28° 0,49+0,05% 100+0,00°
RES 3,16+0,41° 0,75+0,09" 89,28+3,30°
B(a)P 0,96+0,07° 0,60+0,01° 87,12+2,34°
RES+B@)P  1,11+0,17 0,9940,22° 49,84+10,9°

abe, Ayn siitunda farkli {stlii ifadeleri iceren ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak
anlamlidir (p<0,05).

Lizat ve Medyum Insiilin Degerleri

Il Lizat (ng/mg prot)

insilin
N
1

O Medyum (ng/mL)
1,5 -

1 .
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0’5 _ ‘[
0 T T
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——

HH

Sekil 3.6. Insiilin diizeyleri.
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Sekil 3.7. MTT hiicre canlilik oranlari.

3.3. Real Time QRT-PCR mRNA Ekspresyon Diizeyleri

Calismada ekspresyon diizeyleri incelenen genlere ait veriler Tablo 3.3'te verilmistir. Hiicre
proliferasyonu ile iliskili genlerden olan FoxO1 geninin mRNA ekspresyon diizeylerinin hem
B(a)P hem de RES grubunda KONT grubuna gore 1,23 ve 1,43 misli yiiksek oldugu
goriilmektedir. RES+B(a)P grubunda ise B(a)P grubuna goére 1,23 misli artis oldugu
bulunmugtur (Sekil 3.8). Bir diger gen olan PDX'e bakildiginda ise; RES ve B(a)P+RES
gruplarinda sirasiyla karsilagtirildiklarn KONT ve B(a)P gruplarina gore baskilandigi
goriilmektedir. Resveratrol uygulamasi ile bu genin mRNA ekspresyon diizeyleri her iki

grupta da baskilanmigtir (Sekil 3.9).

Pankreas beta hiicrelerinde glukoz aracili insiilin sentezinde etkili olan ve ayrica
insiilin duyarli doku hiicrelerinin insiilin duyarliligini artiran SIRT-1 geninin mMRNA
ekspresyon diizeyleri resveratrol uygulanan tiim hiicrelerde artis gostermistir. Bu artis; sadece
resveratrol verilen RES grubunda kontrole gore 1,43 misli iken, RES+B(a)P grubunda B(a)P
grubuna gore 1,72 misli diizeyde olmustur (Sekil 3.10).
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Tablo 3.3. Beta hiicre proliferasyonu, apoptozu ve ER stresi ile iligkili genlerin mRNA
ekspresyon diizeyleri (misli degisiklik).

mRNA ekspresyon diizeyi
Gen B(a)P * RES * RES+B(a)P **
FOXO-1 +1,23 +1,43 +1,23
PDX-1 +1,70 -1,43 -2,33
SIRT-1 -1,20 +1,43 +1,72
INS-1 -1,70 +3,03 +2,03
INS-2 -2,17 +2,17 +1,63
p53 -1,40 +2,07 +1,60
BCL2 -1,15 +1,77 +1,20
BCL-XL +2,23 +1,25 -1,57

(*):  Kontrol grubu ile karsilastirilmistir, (**): B(a)P grubu ile Kkarsilastirilmustir.
(+): Misli artig, (-): Misli azals.

Fare ve ratlarda insiilin hormonu 2 gen tarafindan kodlanir. Bunlardan biri ins-1, digeri
ise ins-2 genidir. Ins-1 geni MRNA ekspresyonu B(a)P grubunda KONT grubuna gére 1,70
misli baskilanirken, ins-2 ise 2,17 misli baskilanmistir. B(a)P'nin insiilin genlerini kontrole
gore Oonemli oranlarda baskiladigi goriilmiistiir. Diger taraftan resveratrol; hem tek basina
resveratrol verilen RES grubu hiicrelerde hem de RES+B(a)P grubu hiicrelerde insiilin

genlerinin mRNA ekspresyon diizeylerini yiikseltmistir (Sekil 3.11 ve 3.12).

Proapoptotik genlerden olan p53 geni MRNA ekspresyon diizeyi B(a)P tarafindan 1,40
misli baskilanirken, resveratrol etkisiyle RES grubunda KONT grubuna gore 2,07 misli,
B(a)P+RES grubunda B(a)P grubuna gore ise 1,60 misli uyarilmistir (Sekil 3.13).

Antiapoptotik gen olan Bcl-xL'ye bakildiginda ise B(a)P grubunda KONT grubuna
gore 2,23 misli uyarildigi; RES+B(a)P grubunda B(a)P grubuna goére 1,57 misli baskilandig;
ancak sadece resveratrol verilen RES grubunda ise baskilanmayip, aksine 1,15 misli uyarildigt
gortilmistiir (Sekil 3.14). Apoptotik bir gen olan Bcl-2 geninin mRNA ekspresyon diizeyleri
B(a)P grubunda KONT grubuna gore 1,15 misli baskilanirken; RES ve RES+B(a)P
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gruplarinda resveratroliin etkisiyle sirasiyla 1,77 ve 1,20 misli artiglar gostermistir (Sekil

3.15) .
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FOXO-1 mRNA ekspresyonu

B(a)P *

RES *

RES+B(a)P**

Sekil 3.8. FOXO-1 geninin mRNA ekspresyon diizeyi. *: Kontrol grubuna gore karsilastirma,
**: B(a)P grubuna gore karsilastirma.
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Sekil 3.9. PDX-1 geninin mRNA ekspresyon diizeyi. *: Kontrol grubuna gore karsilastirma,
**: B(a)P grubuna gore karsilastirma.
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Sekil 3.10. SIRT-1 geninin mRNA ekspresyon diizeyi. *: Kontrol grubuna gore karsilastirma,
**: B(a)P grubuna gore karsilastirma.

INS-1 mRNA ekspresyonu

B(a)P *

RES *

RES+B(a)P**

Sekil 3.11. INS-1 geninin mRNA ekspresyon diizeyi. *: Kontrol grubuna gére karsilastirma,
**. B(a)P grubuna gore karsilastirma.
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Sekil 3.12. INS-2 geninin mRNA ekspresyon diizeyi. *: Kontrol grubuna goére karsilastirma,
**: B(a)P grubuna gore karsilastirma.
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Sekil 3.13. p53 geninin mRNA ekspresyon diizeyi. *: Kontrol grubuna gore karsilagtirma, **:
B(a)P grubuna gore karsilastirma.
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Sekil 3.14.

BCL-XL geninin mRNA ekspresyon diizeyi. *: Kontrol grubuna gore
karsilastirma, **: B(a)P grubuna gore karsilastirma.
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Sekil 3.15. BCL-XL geninin mRNA ekspresyon diizeyi. *: Kontrol grubuna gore
karsilagtirma, **: B(a)P grubuna gore karsilastirma.
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3.4. Comet Assay Verileri

DNA hasarini1 belirlemek igin yapilan bu yontemde, floresan mikroskopta her lamda
rastgele se¢ilmis 100 hiicre incelenir ve gorsel skorlama yapilir. DNA hasar diizeyini
belirlemek i¢in her bir hiicreye (kuyruk gogii, kuyruk momenti, kuyruk yogunlugu ve bas ¢ap1
gibi parametreler yoniinden) verilen O ile 400 arbitrary unit (AU) arasinda degisen skorlar ile
degerlendirme yapildi. Bu degerlendirmeler sonucunda en yiiksek DNA hasarina sahip grubun
B(@)P+RES grubu oldugu; en diisiik DNA hasarinin ise B(a)P grubunda oldugu belirlendi
(Tablo 3.4 ve Sekil 3.16).

Tablo 3.4. Comet skorlari.

Grup KONT RES B(a)P B(a)P+RES

Comet Skoru (AU) 40,44+3 5 51,78:2,9° 253335  57,39+9,06°

abe, Ayni satirda farklh distli ifadeleri igceren ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak
anlamlidir (p<0,05).
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Sekil. 3.16. Comet skorlari.
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4. TARTISMA

Benzo(a)piren molekiilii hava kirleticilerin baslicalarindan olup birgok yanma reaksiyonuna
miiteakip olustugu bilinmektedir (Tafeeva ve ark. 2015). Hava kirliliginin ise tip 2 diyabet ile
yakindan ilgili oldugu yapilan son c¢alismalarda ortaya ¢ikarilmis durumdadir (Esposito ve
ark. 2015). Bu baglamda benzo(a)piren molekiiliniin INS-1E (832/13) pankreas beta
hiicrelerine uygulanmasi sonucunda ilgili hiicrelerde oksidatif stres, antioksidan savunma ve
insiilin sentezi tizerine etkileri ile; hiicre proliferasyonu ve apoptozla iliskili olarak, sorumlu
genlerin mRNA ekspresyon diizeylerine ve DNA kirilmalarina olan etkilerini ve giiglii bir
antioksidan, antikanserojen ajan olan resveratroliin koruyucu etkilerini belirlemek amaciyla

bu ¢alisma planlanmistir.

Benzo(a)piren metabolizmasi kanser olusumunda etkili olan ¢ok sayida reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) asir1 miktarda {iretilmesine neden olmaktadir. Bu ROS'lerinden bazilarinin
hiicre i¢inde ¢ok sayida sitokin ve biiylime faktorleri i¢in ikincil haberci olarak rol oynayarak
timor gelisimi prosesinde etkili olduklar bilinmektedir (Sunderasan ve ark., 1995). Reaktif
oksijen tiirlerinin, direkt olarak membran lipidleri ile reaksiyona girerek lipid

peroksidasyonunu baslattigi rapor edilmektedir (Rajendran ve ark., 2008).

Glutatyon'un yapisindaki tiyol gruplar1 araciligiyla intraselliiler alanda redoks
potansiyeli yiiksek bir bolge saglayarak hiicreleri oksidatif hasarlara karsi korudugu
bilinmektedir ~ (Aksoy, 2002; Memisogullar1, 2005). Literatiirde benzo(a)piren
uygulamalarinda GSH’1n kontrol gruplarina nazaran istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde
diistik ¢iktig1 rapor edilmistir (Liu ve ark., 2015a). Calismamizda da benzer sekilde, kontrol
grubuna nazaran Benzo(a)piren uygulanan grupta GSH miktarinda azalma gozlenmistir. Bu
durum, artan lipid peroksidasyonuna bagli olarak iiretilen peroksit radikallerinin detoksifiye
edilmesi siirecinde GSH'i asir1 miktarda kullanilmasiyla agiklanabilir. Keza, calismamizda
benzo(a)pirenin beta hiicrelerinde toplam antioksidan kapasiteyi Onemli diizeyde

diisiirdiigliniin tespit edilmis olmasi bu durumu desteklemektedir.
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Resveratroliin oksidatif hasara karst koruyuculugunun incelendigi caligmalar ele
alindiginda GSH diizeylerinde artisa neden oldugu rapor edilmistir (Sakr ve ark., 2015).
Calismamizda da literatiir verilerine paralel olacak sekilde resveratrol uygulamasi sonunca
INS1E(832/13) beta hiicrelerinde kontrol grubuna gore; resveratrol sonrasinda benzo(a)piren
uygulanan grupta (B(a)P+RES) da B(a)P grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olacak
sekilde GSH artislar1 tespit edilmistir. flaveten resveratrol'iin antioksidan enzimler olan SOD
ve glutatyon peroksidaz gibi etki gosterdigi rapor edilmistir (Spanier ve ark., 2009).
Resveratroliin bu etkisi hiicre membranlarini oksidatif hasara karsi koruyabilme yetenegi ile

aciklanabilir (Vardi ve ark., 2009).

Gilgcli antioksidan ozelligi ile biyolojik etkileri 6n plana ¢ikan resveratroliin lipid
peroksidasyonunu ve buna bagli zararl etkileri 6nledigi bilinmektedir (Frankel ve ark., 1993;
Wang ve ark., 2002). Yapilan bazi ¢alismalarda resveratroliin NO sentezini uyardigi ve iNOS
ekspresyonunu artirdigi yoniinde sonuglar elde edilmistir (Giovannini ve ark., 2001; Naderali
ve ark., 2000). Bu etkilerine ilaveten resveratroliin, NO'e benzer sekilde inflamasyonu ve
trombosit agregasyonunu Onleyici ve ayrica damar genisletici etkilere de sahip oldugu
gortiilmistir (Ray ve ark., 1999; Naderali ve ark., 2000). Ayrica kan NO diizeylerini doza
bagimli olarak artirdigi rapor edilmistir (Hung ve ark., 2000). Bu ¢alismada da, literatiire
uyumlu bir sekilde beta hiicrelerinin NO diizeylerinin hem RES grubunda KONT grubuna
gore hem de B(a)P+RES grubunda B(a)P grubuna gore 6nemli diizeyde arttig1 goriilmiis, bu
etkinin literatiirde de belirtildigi tizere iNOS aktivasyonu ile iligkili olabilecegi

diistiniilmiistiir.

Yapilan degisik ¢alismalarda resveratroliin diyabetten korunmada ve hastaligin degisik
komplikasyonlarin1 hafifletmede etkili oldugu rapor edilmektedir. Deneysel diyabet
olusturulan ratlarda resveratroliin metabolik degerleri diizelttigi, kan glukoz ve trigliserit
diizeyini azalttig; insiilineminin etkisini azalttig1 tespit edilmistir (Kim ve ark., 2004; Cai ve
ark., 2005). Bu bildirimlerle uyumlu olacak sekilde, bu ¢alismada da resveratrol verilen RES
grubunda KONT grubuna gore istatistik anlamli diizeyde; B(a)P+RES grubunda B(a)P
grubuna gore ise istatistik anlamli olmasa da yliksek insiilin diizeylerine rastlanmistir. Bu
sonuclar, literatliirde resveratroliin beta hiicrelerinde insiilin sentezi ve/veya sekresyonu

iizerine olumlu etkiledigi yoniindeki bilimsel verileri destekleyici sonuglardir.
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Kong ve ark. (2015) sekiz hafta boyunca yliksek yagl diyetle besledikleri ratlarda
kontrol grubuna nazaran daha diisiik bir insiilin sekresyonu ve glisemik kontrol bozukluguna
rastlamislardir. Tedavi ajan1 olarak kullandiklar1 resveratroliin sekiz haftalik kullanim1 sonucu
glisemik kotroliin yiiksek yagli diyetle beslenen ratlarda diizeldigi ve insiilin seviyesinin
normallestigini rapor etmislerdir. Arastiricilar, Onceki c¢alismadakine benzer sekilde,
resveratrolin SIRT1 geninin ekspresyon diizeyini artirmak yoluyla bu etkiyi gostermis
oldugunu bildirmislerdir. Calismamizdan elde edilen sonuglar, sz konusu literatiir verilerini

destekler niteliktedir.

Zucker diyabetik ratlar iizerinde yapilan bir ¢alismada, SIRT-1 gen aktivatorlerinin
glukoz homeostazisinde onemli rol oynadigi, yag, kas ve karaciger dokularinda insiilin
duyarliligmi olumlu yonde etkiledigi rapor edilmistir. Aym c¢alismada, SIRT-1
aktivasyonunun yashliga bagli gelisen hastalik durumlarimin tedavisinde ve tip 2 diabetes
mellitus i¢in yeni tedavi yaklasimlarinda umut vaat ettigi ifade edilmistir (Moynihan ve ark.,
2005).

Liu ve ark. (2015b), insan umbilikal veni endotelyal hiicre hatlar1 olan EA.hy926
hiicrelerinde yaptiklar1 ¢aligmada resveratroliin SIRT1 geni mRNA ekspresyon diizeyini
kontrol grubuna nazaran 1.6 misli artirdigini tespit etmislerdir. Ayni arastirmacilar
resveratroliin anti-inflamatuvar etkinligini SIRT1 ve AMPK (AMP Activated Kinase)
aracilifiyla gergeklestirmekte oldugu yorumunu yapmislardir. Calismamizda da buna paralel
olarak resveratrol uygulanan grupta kontrol grubuna nazaran mRNA ekpresyon diizeyinde
1,43 misli; B(a)P+RES grubunda B(a)P grubuna gore ise 1.72 misli artis oldugu saptanmustir.
Bu bakimdan ilgili literatiir bilgisinin 1518inda resveratroliin antioksidan bir gosterge olan
GSH artisina neden olmasinin molekiiler mekanizmasinin altinda yatan temel faktoriin, SIRT1

geninin mRNA ekspresyon diizeyini artirmasinin olabilecegi diistiniilebilir.

Sin ve ark. (2015), ratlara resveratrolii SIRT1 inhibitorii olan sirtinol ile beraber ve
sirtinolsiiz olarak verdiklerinde carpict bir bigimde resveratroliin apoptotik etkinliginin
artirlldigini tespit etmistir. Yine ayni1 makalede p53 protein miktarindaki artig {izerine; sirtinol
ile beraber resveratrol uygulamanin sirtinolsiiz olarak uygulanmasindan daha yiiksek bir

etkinlige sahip oldugu belirtilmistir. Bu baglamda resveratroliin benzo(a)pirenin olusturdugu
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tim olumsuzluklarin bertarafinda kullanilabilirligindeki etkinlik artirilmak istenirse
resveratroliin  sirtinol ile kombine kullaniminin tercih edilmesi yerinde olacaktir.
Calismamizda resveratrol yalniz basina kullanilmis olsa da p53 geninin ekspresyon diizeyini
literatiirle uyumlu olacak sekilde KONT grubuna gore 2,07 misli; B(a)P+RES grubunda

B(a)P grubuna gore ise 1,60 misli artirmistir.

Yapilan bir ¢alismada, B(a)P'nin ratlarin beyin korteks ve hipokampusunda apoptoz
indeksini kontrol ratlara gore artirdigr; Bel-2 gen ekspresyonunu 6nemli diizeyde baskiladigi
rapor edilmistir (Zhao ve ark., 2011). Bu ¢alismada da, literatiirle uyumlu bir sekilde B(a)P

verilen grupta Bcl-2 gen ekspresyonu 1,15 misli baskilanmaistir.

He ve ark. (2015), fare osteoblast hiicreleri olan MC3T3-E1 hiicre hatlarinda H,0,’in
indiikledigi apoptozisin etkilerini gidermeye yonelik SIRT1 aktivatorii resveratrolii
uygulamislardir. H,O; uygulanmasi sonucunda SIRT1 ve BcL2 genleri inhibe edilirken; p53,
bax ve caspase 9 genlerinin ise stimiile edildigi tespit edilirmistir. H,O,’in bu etkilerine karsi
resveratrol'in hem SIRT1 hem de BcL2 genlerinin aktivitesini uyardigi tespit edilmistir.
Calismamizda da benzer sekilde resveratrol uygulanmasi sonucunda kontrol grubuna nazaran
BcL2 gen ekspresyon diizeylerinde artis oldugu tespit edilmistir. Bu artis benzo(a)pirenin
neden oldugu BcL2 gen ekspresyon diizeyindeki azalisin bertarafinda da etkili olmustur.
Apoptotik bir gen olan Bcl-XL geninin mRNA ekspresyon diizeyinin Bel-2 ekspresyonu ile
zit yonde olmasi ve resveratrol tedavisi uygulanan B(a)P+RES grubunda da 1,57 misli
baskilanmis olmasi, benzo(a)piren ve resveratroliin literatiirde belirtilen etkileri ile uyumlu

olacak sekilde bu ¢alismada da benzer etkileri gosterdigini kanitlamaktadir.

Lee ve ark.'min (2013), farelerde carboxymethyllysine (CML) ile indiikklenmis
pankreas hasari tizerine krasula bitkilerinden bir bitki olan Graptopetalum paraguayense’nin
%95°lik etanol ekstratlarinin (GPE) koruyuculugu iizerine yapmis olduklart bir ¢alismada;
pankreatik peroxisome proliferator activated-receptor-y (PPARYy) geninin upregiilasyonu
araciligiyla PDX-1 geninin aktivitesinin artirildigini tespit etmiglerdir. Calismamizda
resveratrol uygulamasi ile PDX-1 geninde kontrol grubuna nazaran 1.43 misli; BaP+RES
grubunda ise B(a)P grubuna gore 2,33 misli azalis oldugu tespit edilmistir. Ancak ilging bir

bicimde FoXO1 genin de resveratrol verilen gruplarda 1.43 ve 1,23 misli artiglar tespit
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edilmistir. Hiicre proliferasyonunun anlagilabilirligi acgisindan ele aliman bu iki genin
birbirleriyle ¢elisen sonuglarina ragmen Insiilin 1 ve Insiilin 2 genlerinde B(a)P+RES
grubunda resveratrol uygulanmasi sonucunda B(a)P grubuna gore sirasiyla 2,03 ve 1,63 misli
artiglar tespit edilmistir. Gen diizeyindeki bu artislar insiilin hormon sekresyonu diizeylerine

de yansimig ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

Jing ve ark. (2015), muhteviyatinda bol miktarda resveratrol bulundugunu bildirdikleri
Japon Madmmagi (Polygonum cuspidatum) bitkisinin gastrik kanserlerin tedavisinde
geleneksel Cin Tibbr’inda kullanildigini belirtmektedirler. Arastiricilar gastrik kanser hiicre
hatlar1 olan MGC803 hiicre hatlarina resveratrol uygulanmasi sonucunda MTT hiicre canlilik
testi ile resveratroliin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde tiimiiral hiicrelerin sayisini
diigtirdiigiinii bildirmislerdir. Calismamizda da benzer sekilde, resveratrol ve sonrasinda
benzo(a)piren uygulanan grupta (BaP+RES) sadece benzo(a)piren (BaP) uygulanan gruba
nazaran istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde MTT verilerinde azalmalar tespit edilmistir

ki bunun da literatiir ile uyumlu oldugu sdylenebilir.

Resveratroliin, degisik kanser hiicrelerinde DNA kirilmalar1 ve hiicre canlilig1 iizerine
yapilan bir ¢alismada, 5-50 pmol/L dozlarinin DNA hasarinda artiglara neden oldugunu ve
hiicre canliligimi azalttigi tespit edilmistir (Tyagi ve ark., 2011). Bu c¢alismada da, DNA
kirilmalarmin  degerlendirilmesine kullanilan Onemli bir test olan comet skorlarina
bakildiginda, resveratrol verilen B(a)P+RES grubunda B(a)P grubuna gore DNA
kirilmalarinin literatiirle uyumlu bir sekilde istatistik anlamli diizeyde yiiksek oldugu

gorilmiistiir.
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5. SONUC

Mutajen ve yliksek derecede kanserojen olan polisiklik aromatik bilesik benzo(a)piren; komiir
katraninda, otomobil egzozlarinin dumanlarinda, organik besin ya da maddelerin
yanmasindan kaynaklanan dumanlarda ve 1zgarasi yapilmis yiyeceklerde bol miktarda
bulunan toksik bir maddedir. Ik defa 20. yiizyilda, yapilan degisik deneysel c¢alismalarda,

kotii huylu deri tiimorlerinin olusumunda benzo(a)pirenin etkinligi ortaya konulmustur.

Sigara icenlerde meydana gelen akciger kanserinin olusumunda en 6nemli faktorlerden
birinin de benzo(a)pirenin olmasi, bu toksik maddenin insan sagligi agisindan ne denli 6nemli
oldugunu ortaya koymaktadir ki; 1970'i yillardan beri yapilan ¢ok sayida arastirmada bu etki

bilimsel verilerle ortaya konulmustur.

Benzo(a)piren'in neden oldugu zararli etkileri Onlemeye yonelik tasarlanmig ve
yapilmis ¢ok sayida calisma mevcuttur. Bu caligmalar genel olarak, tedavi edici ajanlarin, bu
toksik maddenin kanser olusum mekanizmasindaki etkilerini (hiicre proliferasyonu,
antikanserojenik gen olan p53 geni mutasyonlari, oksidatif hasar vs.) dnleme yeteneklerini
ortaya koymaya yonelik caligmalardir. Bu tedavi edici ajanlar igerisinde resveratroliin de
onemli bir yer tuttugu goriilmektedir. Benzo(a)piren'in kanserojenik, toksik ya da oksidatif
hasar olusturucu etkilerini 6nlemede resveratroliin etkinligini incelemeye yonelik yapilan ¢ok
saylda calismaya bakildiginda, ¢ogunlugunun akciger kanseri odakli oldugu, bunun disinda;
deri, ovaryum, kolon, retina, karaciger ve 6zafagus gibi organ ya da doku iizerine yapilan
arastirmalarin da yapildig1 goriilmektedir. Benzo(a)piren'in pankreas iizerine etkilerini ortaya
koymaya ve bu zararli etkilerini 6nlemeye yonelik ¢aligmalarin daha sinirli oldugu literatiir

taramada anlagilmistir.

Bu tez ¢alismasi ile ilk defa pankreatik beta hiicrelerinde benzo(a)piren'in etkileri ve

resveratroliin bu zararl etkileri dnleme giiciiniin varlig1 incelenmistir.
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Glinlimiiz diinyasinin en énemli sorunlarindan olan ¢evresel kirleticilerin insan sagligi
iizerindeki olumsuz etkilerinin inanilmaz boyutlara ulastig1 bir gercektir. Yapilan cok sayida
caligma 1ile bu Kkirleticilerin diabetes mellitusun olusumunda da etkili oldugu ortaya
konulmustur. Cevresel kirleticilerin 6zellikle Tip 2 diyabet hastalifinin olusumunda 6nemli
bir faktor oldugu bilimsel olarak tespit edilmistir. Fakat bu kirleticilerin dogrudan pankreas
beta hiicrelerinin fonksiyonlar1 iizerine etkilerine yonelik bilimsel veriler sinirli diizeydedir.
Bu nedenle, ¢evresel kirleticiler igerisinde 6nemli bir yer tutan benzo(a)pirenin pankreas beta
hiicre fonksiyonu tizerindeki zararli etkilerinin ve resveratroliin koruyucu yeteneginin ortaya
konulmasi amaciyla planlanan ve yapilan bu ¢alismadan elde edilen sonuglarin konu ile ilgili

literatiire onemli katki saglayabilecegi diistiniilmektedir.

Calismada, benzo(a)piren'in pankreas beta hiicrelerinde neden oldugu antioksidan
savunma ve oksidatif degisiklikler tizerine resveratroliin etkisine bakildiginda; genel anlamda
B(a)P+RES grubunda hem NO diizeylerinin hem de oksidatif stres indeksinin yiikselmis
oldugu goriilmektedir. NO ile ilgili olarak ortaya ¢eliskili bilimsel veriler NO'in doku
hasarinda zararli m1 yoksa koruyucu bir etkiye mi sahip oldugu yoniinde tartismalara neden
olmaktadir. NO'in fizyolojik diizeylerde, hidrojen peroksit ve siiperoksit radikali gibi reaktif
oksijen radikallerinin neden oldugu oksidasyon reaksiyonlarini 6nleyebildigi bilinmektedir.
Buna ilaveten NO'in hidrojen peroksit, alkil hidroperoksitler ve ksantin oksidaz aracili
hiicresel 6liimlere kars1 koruyucu role sahip oldugu da bilimsel olarak kanitlanmistir. NO'in
lipid peroksidasyonu tizerindeki etkisine benzer sekilde, metal/peroksit esasli oksidatif
reaksiyonlar1 hafifletmesi seklindeki etki mekanizmasinin memeli hiicrelerinde oksidatif
hasar1 smirlayabilecegi yoniinde bilimsel agiklamalar da dikkate alindiginda, bu ¢aligmada
resveratroliin, pankreas beta hiicrelerinin maruz kaldigi B(a)P toksisitesinde koruyucu rol
oynadigi diistiniilebilir. Keza, NO'in bu kimyasal ve biyokimyasal ozelliklerine ilaveten;
16kosit adhezyonundaki etkisinde oldugu gibi, oksidatif degisiklikleri ya da oksidatif hasar1
sinirlandiran  hiicresel ve fizyolojik prosesleri modiile edebilecegi yoniinde bilimsel
aciklamalar ve bu ¢alismadan elde edilen sonuglar NO'in ¢ok yonlii biyolojik 6zelliklerini ve
oksidatif strese kars1 faydali yoniiniin olabilecegini géstermektedir.

Cevresel kirleticilerin tip 2 diyabet prevelansinin artisinda 6nemli olduklar1 son
bilimsel verilerle ortaya konulmustur. Bu etkilerini pankreas beta hiicrelerinin fonksiyonlari
lizerine olumsuz etkileri ile gerceklestirmektedirler. Bu olumsuz etkileri insiilin
sekresyonunda azalma seklinde ortaya ¢ikmaktadir ki bu etki daha ¢ok uzun siireli maruziyet

sonucunda goriliir. Bu c¢aligmada beta hiicrelerinin hiicre i¢i insiilin seviyeleri B(a)P
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grubunda kontrol grubuna gore diisilk bulunmustur. Bu sonug, cevresel kirleticilerden olan

B(a)P’nin pankreas beta hiicre fonksiyonunu bozdugunu gostermektedir.

Resveratrol uygulamasi sonucunda hem hiicre i¢inde hem de medyumda insiilin
konsantrasyonunda meydana gelen artiglar, resveratroliin pankreas beta hiicrelerini B(a)P
toksikasyonuna karsi koruyucu ya da toksikasyonda tedavi edici etkisini gdstermektedir. Bu
etkisini, degisik calismalarla da ortaya konulan SIRT-1 gen ekspresyonunu uyarmasi ile

meydana getirdigi diigtiniilmektedir.

Hiicre proliferasyonu iliskili genlerden olan Foxo-1 ve PDX-1 genleri resveratrol
tedavisinden farkli sekillerde etkilenmislerdir. Foxo-1 geninin inaktivasyonu, Pdx-1 geninin
aktivasyonu ve hiicre proliferasyonu anlamina gelmektedir. Bu c¢alismada tam tersi olacak
sekilde gerceklesen, Foxo-1 aktivasyonu ve Pdx-1 inaktivasyonu, B(a)P toksikasyonuna
maruz kalan hiicrelerde resveratrol etkisiyle hiicre proliferasyonunun baskilandigini
gostermektedir. Bu etki B(a)P’nin karsijonik etkisine karsi resveratroliin koruyucu o6zellik
gosterdigi seklinde yorumlanabilir. Benzer sekilde, kanser gelisiminde Onemli olan ve
kanserli hiicrelerin apoptotik yolaga girememesinin temel nedeni olan p53 geni inhibisyonu
bu calismada da beta hiicrelerinde B(a)P maruziyeti sonrasinda ortaya ¢ikmis; resveratrol
uygulamasi ise bu etkiyi tersine ¢evirerek onemli bir apoptotik etki olusturmustur. Bu agidan
bakildiginda, B(a)P maruziyetine bagh olusabilecek karsinogeneziste resveratroliin koruyucu

ya da tedavi edici bir ajan olarak 6nemli bir etki gosterebilecegi sdylenebilir.

Calismadan elde edilen sonuglardan hareketle, resveratroliin, pankreas beta
hiicrelerinde benzoapiren toksikasyonuna bagli olarak meydana gelebilecek hiicresel
fonksiyon bozulmalarina, oksidatif degisikliklere ve karsinogenetik genlerle iliskili olarak
ortaya cikabilecek olumsuz etkilere kars1 korunmada ya da tedavi edilmesinde ¢ok énemli bir
terapOtik ajan olabilecegi sdylenebilir. Resveratroliin bu etkilerinin ortaya konulmasi,
kendinden zengin besin maddeleri ile beslenme kiiltiiriiniin ¢evresel kirleticilerin neden
olabilecegi olumsuz etkileri o6nlemede ne kadar 6nemli oldugunu ortaya koymaktadir.
Resveratrol’den zengin besinlerin 6nemi bu yoniiyle bir kere daha bilimsel verilerle ortaya
konulmustur. Yapilabilecek daha ileri ¢alismalar ile resveratroliin bu etkilerinin altinda yatan

hiicresel ya da molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmas1 miimkiin olabilecektir.
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OZET

Polisiklik Aromatik Hidrokarbon Bilesigi Benzo(a)piren'in Neden Oldugu Pankreas
Fonksiyon Bozuklugu Uzerine Resveratrol'iin Koruyucu Etkisinin INS1-E (832/13) Beta
Hiicre Hattinda incelenmesi

Diyabet giiniimiiz diinyasinin en 6nemli sorunlarindan birisidir. Tiim yas gruplarinda
ve her iki cinsiyette giderek artan bir prevelans gostermektedir. Hastalik ¢ok sayida ve farkl
organ ve sistemleri etkilemesi nedeniyle ¢ok 6nemli bir saglik sorunudur. Uluslararasi diyabet
federasyonunun verilerine gore bu hastalik diinya niifusunun %38,3’{inii etkilemekte olup 382
milyon olan bu saymin 2035 yilinda 592 milyon olacagi ongoriilmektedir. Aymi kurulus,
yaklagik 183 milyon kisinin de bu hastaliktan habersiz oldugunu ileri stirmektedir.

Cevresel kirleticilerin ¢ok sayida kronik hastalikta oOnemli bir etken oldugu
bilinmektedir. Bu ¢evresel kirletici ajanlarin glukoz metabolizmasinda bozulmalara, insiilin
direncine ve tip 2 diyabete neden oldugu degisik ¢aligmalarla ortaya konulmustur. Bu ¢alisma
ile, cevresel kirleticiler igerisinde 6nemli bir yer tutan; akciger, deri, ovaryum, kolon, retina ,
karaciger ve Ozafagus gibi cok sayida organ ya da dokuda karsiNOjonik ve diger zararh
etkileri yapilan degisik ¢aligmalarla ortaya konulan Benzo(a)piren’in pankreas beta
hiicrelerinde hiicresel ve molekiiler diizeyde zararli etkilerinin ortaya konulmasi ve bu zararh
etkileri iizerine resveratroliin iyilestirici 6zelliginin incelenmesi amaglanmistir.

Calismada rat pankreas INS-1E beta hiicre hatti kullanilmistir. HiicrelerE kiiltiir
islemleri sonrasinda uygun sayiya ulasildiktan sonra dnce resveratrol (80 pM) uygulamasi (48
saat), sonrasinda benzo(a)piren (20 uM) uygulamas: (24 saat) yapilmustir. inkubasyonlar
sonrasinda toplanan hiicrelerde oksidatif stres, insiilin sekresyonu (hiicre ve medyumda),
hiicre canliligi, hiicre ¢ogalmasi ve apoptozis yoniinden biyokimyasal ve molekiiler analizler
yapilmistir.

B(a)P uygulamasi sonucunda NO diizeylerinde artis olurken, resveratroliin bu artis
daha da ilerlettigi goriilmiistiir. B(a)P tarafindan disiiriilen TAS, resveratrol tedavisi ile
yikselmis; enteresan bir sekilde TOS diizeyleri de resveratrol uygulamasi ile artis
gostermistir. TAS ve TOS diizeyleri dikkate alarak hesaplanan OSI degerlerinde ise 6nemli
bir degisiklik saptanmamistir. GSH diizeyleri ise B(a)P tarafindan disiiriiliirken, resveratrol
ile kontrol degerlere yakin bir diizeye yiikseltilmistir. Beta hiicre fonksiyonlar: ile iliskili
olarak MRNA ekspresyon diizeyleri incelenen Ins-1, Ins-2 ve SIRT-1 genleri resveratrol
tedavisi sonrasinda uyarilmiglardir. Hiicre i¢i ve sekrete edilen (medyum) insiilin seviyeleri
resveratrol etkisiyle artis gostermistir. Resveratrol tedavisi ile hiicre ¢ogalmasi ile iliskili
genlerden olan Foxo-1 geninin mRNA ekspresyon diizeyi artarken; Pdx-1 geninin mRNA
ekspresyon diizeyi ise azalmistir. B(a)P, p53 geni mRNA ekspresyonunu baskilamis,
resveratrol ise B(a)P’nin bu etkisini tersine ¢evirerek ilgili genin mRNA ekspresyon diizeyini
artirmistir.

Bu calisma ile ilk defa pankreatik beta hiicrelerinde benzo(a)piren'in etkileri ve bu
etkileri iizerine resveratroliin koruyucu yonii in vitro olarak incelenmistir. Elde edilen
sonuclar, resveratroliin pankreas beta hiicrelerinde B(a)P’nin oksidatif degisiklikler,
fonksiyonel bozukluklar ve karsinogenetik etkilerine karsi korunmada etkili bir ajan
olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: Benzo(a)piren, beta hiicre fonksiyonu, INS1-E beta hiicresi, pankreas
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SUMMARY

Investigation of preventive effects of resveratrol against pancreatic dysfunction induced
by polycyclic aromatic compound benzo(a)pyren in INS1-E (832/13) beta cell line

Diabetes is one of the most important problems in the world today. In all age groups
and both sexes show a growing prevelans. This disease is a very important health problem due
to affects many different organs and systems. According to data from the International
Diabetes Federation, this disease affects the 8.3% of the world's population (382 million) and
thi is estimated to be 592 million in 2035. The same organization suggests that approximately
183 million people is unaware of this disease.

Environmental pollutants are known to be an important factor in many chronic
disease. It has been well established that, environmental pollutants had deleterious effects on
glucose metabolism, and caused insulin resistance and type 2 diabetes. With this
investigation, it was aimed to investigate the effects of benzo(a)pyrene, a carcinogenic agent
in S0 many organs or tissues such as lungs, skin, ovarium, colon, retina, liver and oesophagus,
on pancreatic beta cells and treatment affects of resveratrol.

In this study, rat pancreatic INS-1E beta cell line was used. After reaching the
appropriate number of cells culture operations by cell culture, benzo(a)pyrene (20 uM, 24h)
application have been made after resveratrol (80 uM, 48h) application. After incubations
oxidative stress, insulin secretion (in cell and in medium), cell viability, cell proliferation and
apoptosis were analysed in cells by biochemical and molecular techniques.

B(a)P application resulted in NO increase and resveratrol also increased this level of
NO. Resveratrol increased the TAS levels decrased by B(a)P, and TOS levels were also
increased by resveratrol interestingly. OSI levels determined with TAS and TOS levels, has
no significant change between groups. GSH levels were decreased by B(a)P while resveratrol
increased its' level to control level. mMRNA expression levels of beta cell functions related
genes INS-1, INS-2 and SIRT-1 were increased by resveratrol treatment. Insulin levels in cell
and in medium were increased after resveratrol treatmant. mMRNA expression level of FOXO-
1 gene was increased while PDX-1 was decreased by resveratrol treatmeant. B(a)P suppressed
the MRNA expression of p53 gene, but resveratrol increased.

The effects of B(a)P on pancreatic beta cells and the protective effects of resveratrol
on this cells were investigated in vitro with this research firstly. The results obtained from this
research showed that oxidative changes, functional impairment and carcinogenetic effects of
B(a)P in pancreatic beta cells could be blocked by resveratrol.

Key words: Benzo(a)pyren, beta cell function, INS1-E beta cell, pancreas
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