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1.GIRIS

Metabolik sendrom artmis kardiyovaskuler hastalik riski ile
iligkili metabolik anormallikler bilesimidir. Diger bir degisle metabolik
sendrom; bel cevresi obezitesinin, insdlin direnci, hipertansiyon, artmis
ateroskleroz ve dislipideminin goruldiugu biyokimyasal ve klinik bir
durumdur. Bu metabolik bozukluklar kardiyovaskuler hastaliklarin ve Tip Il
diyabetin gelismesinde dnemli risk faktorleridir. Metabolik sendrom sikligi
ilerleyen yasla ve kilo alimiyla artar. Ulkeden (ilkeye metabolik sendrom
sikligi degiskenlik gostermektedir ve basta gelismis Ulkeler olmak Uzere
batin dinyada giderek artmaktadir. Fruktoz ve sukroz gibi karbonhidrat
agirlhikh beslenmenin metabolik sendroma yol actigi gesitli calismalarda
gorulmektedir. Uygun genetik zeminde c¢evresel etkenlerin sonucu olarak
ortaya ¢ikan metabolik sendromun tedavisinde ve dnlenmesinde en uygun
yaklagim yasam tarzinin duzeltimesidir. Bu amacla 6zellikle fruktoz ve
sukroz gibi rafine karbonhidratlarin tiketimi azaltiimali, toplam kalori alimi

kisitlanmali ve fiziksel hareket artiriimalidir.

Resveratrol, stilbenlerin alt grubu olup, en ¢ok UzUm ve
kirmizi sarapta bulunan polifenolik bir bilesiktir. Bu bilesigin bitkilerde
travma ya da fungal bir duruma karsi sentezlendigi anlasiimistir. Kimyasal
olarak flavanoid yapisindadir ve estrojen benzeri bir biyolojik etkisi vardir.
Resveratrol Uzerinde pek ¢ok arastirmanin yapildigi bir molekuldir. Son
yillarda, resveratrolin diyabet Uzerine de olumlu etkisinin oldugu
bulunmustur. Diyabetli insanlar ve hayvanlarda yapilan c¢alismalarda,
damarlarin endotel hucre fonksiyonundaki azalmanin, kardiyovaskuler
komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasina neden oldugu, resveratroliin ise bu
olumsuz etkileri duzeltigi gosterilmistir. Ayrica, resveratrolun diyabet

nedeniyle olusan glukoz metabolizmasinda bozukluk, kilo kaybi, bozulmusg



vaskuler cevap gibi bazi biyolojik durumlar Gzerinde de duzeltici etkisi

bulunmaktadir.

Tip Il diyabettin gelismesinde en 6nemli faktorlerden biride
insiilin direncidir. insulin direnci, var olan insiline beklenenden daha az
yanit alinmasi seklinde tanimlanabilir. insiilinin hassasiyetini artirmanin
TiP 1l diyabette etkisi olabilecegini diisiiniilmis ve anjiyotensin Il reseptér
antagonistlerinin insdlin hassasiyetini artirdigi ve bunun sonucunda
hastalarda Tip Il diyabet gorlilme insidasini azalttigi gdsterilmistir.
Fruktozla beslenerek olusturulmus metabolik sendrom modelinde hem
anjiyotensin Il diuzeyleri hem de anjiyotensin 1 reseptoérleri (AT1) MRNA
dizeyinde artmistir. Ayrica, iyi bir antioksidan olan L-carnitinin metabolik
sendromda hipertansiyonu ve artmig olan anjiyotensin |l duzeylerini

normale dondurmastar.

Son doénemlerde, metabolik sendrom en ¢ok Uzerinde
¢aligsilan konulardan biridir. Bu bozuklugun tedavisine yonelik arastirmalar
blylk 6nem tasimaktadir. Deneysel calismalarda yuksek fruktoz ile
beslenen hayvanlarda yuksek sukrozla beslenen hayvanlara oranla
metabolik sendromu daha iyi taklit ettigi gézlenmistir. Bu yuzden, biz bu
arastirmamizda, metabolik sendrom benzeri tabloyu erkek Wistar
sicanlarda fruktoz ile olusturmayi ve metabolik sendromdaki bozulmus

olan durumu resveratrol ile dizeltmeyi planlamis bulunmaktayiz.



2. GENEL BILGILER

2.1 Metabolik Sendrom

Glukoz ve insllin metabolizma bozuklugu, abdominal
obezite, dislipidemi ve hipertansiyon gibi kardiyovaskuler hastalik riskini
artiran faktorler metabolik sendrom olarak adlandiriimistir. ik kez
metabolik sendrom kavrami Reaven tarafindan Sendrom X olarak ortaya
cikarilmistir. Reaven’a goére insilin direnci yani fazla instline karsi gelisen
kompensatuvar mekanizmalar metabolik sendromu olusturan kriterlerin
altinda yatan en dnemli mekanizmadir. Ilk kez 1998'de WHO metabolik
sendromun tanimlanmasi igin bir takim kriterler belirlemigtir. Burada oral
glukoz tolerans testi esas alinmigtir. Glukoz tolerans testi insanlarda ve
hayvanlarda insulin direnci dlgima igin kullanilan bir yontemdir. National
Cholesterol Education Program (NCEP) Uzman Paneli 2001 yilinda
yetigkinlerde kandaki ylksek kolesterollin tespiti ile metabolik sendrom igin
yeni bir kriter dnermistir. American Assosiation of Endocrinologist (AACE)
2003 yilinda NCEP’in tanimini biraz daha gelistirmis ve insilin direncinin
anlagilmasina odaklanmistir. international Diabet Federation (IDF) 2005

yilinda diinya capindaki tanimlari formulize etmistir (Tablo 1).



Tablo 1: Diinya ¢apindaki bazi kuruluglarin metabolik sendrom tanimlan.®

AACE ATP-III
WHO(1998) EGIR(1999) IDF(2005)
(2003) (2005)
IGT, IFG,Tip2 o
DM Hiperinsiline | IGT ya da | Artmis bel
Zorunlu minin %75 IFG cevresi
) Ya da azalmig | = ) Yok
Kriter o Uzerinde (diyabet (toplumlara
insulin
olmasi yok) 0zgu)
duyarliligi
Diger +herhangi 2 | +herhangi 2 | +herhangi | +herhangi 2 | Herhangi 3
kriterler kriter kriter 2 kriter kriter kriter
Bel cevresi Bel gevresi
Bel-kalga orani Erkekte = Erkekte
Viicut Erkekte>0.90 94cm, VKi =25 >102cm
agirhigi Kadinda>0.8 Kadinda > kg/m? Kadinda
VKi>30kg/m? 80cm >88cm
1-TG=2150
TG=150 1-TG= 150
TG=150 mg/dl
mg/dl mg/dl
TG150mg/di mg/dl ve
velveya
o ve/veya YDL<40
Lipid YDL<39
YDL<35(erkek) (erkek) 2-YDL<40 2-YDL<40
(erkek veya
YDL<39(kadin) kadin) YDL<50 (erkek) (erkek)
adin
(kadin) YDL<50 YDL<50
(kadin) (kadin)
=>130/85 =>130/85
. =2140/90 =>130/85
Tansiyon | 2140/90 mm Hg mm Hg mm Hg
mm Hg mm Hg

IGT: Bozulmus glukoz toleransi, IFG: Bozulmus aclik glukozu, DM: Diabetes
Mellitus, VKI: viicut kitle indeksi, TG: Trigliserid, YDL: Yiiksek dansiteli lipoprotein



2.1.1 Metabolik sendrom fizyopatolojisi

insiilin direnci ve takiben gelisen hiperinsiilinemi, metabolik
sendrom ve kardiyovaskuler hastaliklar arasindaki badlantinin temel
nedeni olduju bazi calismalarda g&sterilmistir."*? Hiperinsilineminin
endotel hucrelerine etki ederek aterosklerozun ortaya ¢ikmasina katkida
bulundugu ve hiperinsulinemiye karsi gelisen insulin direnciyle endotel

disfonksiyonu arasindaki baglanti oldugu vurgulanmistir.*™*?

Metabolik ~ sendromda kardiyovaskuler  hastaliklarin
olusmasinda diger bir sorumlu durumda dislipidemidir. Metabolik
sendromda dislipidemi dusik YDL ve yuksek trigliserit dizeyi seklinde

gozlenmistir. 112

Artmis ve kroniklesmis inflamasyon durumu da metabolik
sendromla ve dolayisiyla kardiyovaskuler hastaliklarla iligkilendirilmistir.

Bu durumda C reaktif proteinin miktarinda da artis gézlenmistir.?

Metabolik sendromda gorilen diger olumsuz tablolar
mikroalbuminuri, hiperGrisemi ve kanda gorlulen c¢esitli pihtilasma

bozukluklaridir.®*

Metabolik sendromla ilgili bazi c¢alismalarda metabolik
sendromlu bireylerde Tip Il diyabet ve kardiyovaskuler hastalik riskinde

artis gérilmistur>**

Hem kalitsal hem de cevresel faktérler metabolik sendrom
olusmasinda etkilidir fakat kesin nedeni tam olarak bilinmemektedir. Daha

onceden de bahsedildigi gibi major faktor olarak insdlin direnci



gOsterilmektedir. Bir gcalismada da obez ve hipertansif hastalarda insulin

direncinin oldugu saptanmistir?

Cesitli hipertansif kemirgen modellerinde; bunlar spontan
hipertansif ratlar, Dahl ratlar, fruktozla beslenmis ratlar, obez Zucker
ratlari, Zucker diyabet ratlar ve ylksek yaglh diyetle beslenmis Wistar
ratlari, glukoz metabolizmasi ve insulin aktivitesi benzer bozulmalar
gostermistir.®**  Bu metabolik bozulmalar insiilin direnciyle ile

hipertansiyonun gelismesinin yakindan iligkili oldugunu gostermektedir.

2.1.2 insiilin direnci ve hipertansiyon

Genetik ve cevresel faktorlerin metabolik sendromda etkili
oldugu bilinmektedir fakat tam olarak nedeni anlagilamamistir. Yeni olarak
insulin direncinin metabolik sendromun altinda yatan ana neden oldugu ve
kardiyovaskiiler hastalik riskini ortaya ¢ikarildigi ileri strtiimistir. insilin
direnci aclik hiperinsilinemi durumunda insulin etkisindeki bir eksiklik
olarak tanimlanir. insilin direnci ve bu direnci kirmak igin yiikselen insilin
dizeyleri hipertansiyon patogenezine katkida bulunabilir.?* Hayvan ve
insan c¢alismalari hipertansiyonun, hiperinsilinemi ve insulin direnciyle
birlikte oldugu gdsterilmistir. * Ayrica, yapilan calismalarda insiilin
direncinin hem sisman hem de zayif kisilerde oldugu gdsterilmistir.®
Cesitli hipertansif deney modellerinde ve fruktozla beslenen siganlarda
insiilin etkisinde bir vyetersizlik oldugu bulunmustur??® Dahl rat®*3!
Kanadali metabolik sendromlu kisilerde ortaya ¢ikan hipertansiyonun
tedavisinde mono terapatik amacla anjiyotensin antagonistleri goklu
tedavide ise beta blokorler, kalsiyum kanal blokorleri ve diuretikler

kullanilabilir *?



2.1.3 Metabolik sendromda vazokonstriktor bilesiklerin etkisi

Metabolik sendromda aktif rol oynayan bilesiklerin basinda
anjiyotensinler gelmektedir. Esas olarak anjiyotensinler
anjiyotensinojenden reninin enzimatik etkisiyle olusmaktadir. Renin enzimi
boreklerde juksta-glomerular aparat tarafindan yapilarak sistemik
dolagsima katilir. Renin enzimi anjiyotensinojenden anjiyotensin |
olusumunu sagdlar. Organizmada cesitli damar yataklarinda 6&zellikle
endotel ve damar duz kasinda ve az oranda kanda bulunan anjiyotensin
donugturact enzim tarafindan (ADE) tarafindan anjiyotensin | anjiyotensin
I’ye donasturdlir. Anjiyotensin 1I'den aminopepidaz enzimi etkisi ile
anjiyotensin  lll  olusmaktadir (Sekil 1). Yapilan arastirmalarda
anjiyotensinlerin AT, ve AT, olarak tanimlanan iki reseptorlerin oldugu ve
anjiyotensin Il ve II'Gin bu reseptorlere farkh afinitelerle baglandigi
bulunmustur. Anjiyotensin l'in ise esas olarak etkisini anjiyotensin IlI'ye
donugserek gosterdigi bulunmustur. Anjiyotensin Il araciigiyla AT:
reseptorlerinin daha ¢ok kardiyovaskuler etkileri ortaya ¢ikmaktadir. AT,
reseptorleri ise daha ¢ok antiproliferasyon ve apopitozis yonunde etkileri

vardir.

Anjiyotensinojen

l Renin

Anjiyotensin |

l ADE

Anjiyotensin Il

l Aminopeptidaz

Anjiyotensin I

Sekil 1: Anjiyotensinlerin olusumu. ADE, anjiyotensin doniistiirici enzim.’



Fruktozdan zengin diyetle 5 hafta boyunca beslenen
siganlarda, anjiyotensin Il reseptér antagonisti telmisartanin 5mg/kg/gin
son iki hafta boyunca verilmesi fruktozun olusturdugu sistolik kan basinci
artigi hipertrigliseridemi ve hiperinsileminin 6nemli olgude duzeldigi
saptanmigtir. Telmisartanin bu etkisi adiponektin duzeyiyle iligkili
bulunmamistir. Telmisartan etkisinin dogrudan anjiyotensin Il reseptor

antagonizmasi sonucu ortaya ciktigi ileri striilmistir.

Anjiyotensin Il antagonisti losartanin fruktozdan zengin
diyetle beslenen siganlar Uzerindeki etkisini inceleyen bir galismada
losartan tedavisinin 30mg/kg/giin sekiz hafta boyunca verildiginde
metabolik  sendromun ana parametrelerinden hiperinsulinemi,
hipertrigliseridemi ve hipertansiyonun normal degerlere dondugu fakat
plazma anjiyotensin Il duzeyinin daha da arttigi saptanmigtir. Fruktozla
beslenen hayvanlarda anjiyotensin 1l ve AT; reseptorlerinin mRNA
dizeyinin arttigi gézlenmistir. Ayni calismada anjiyotensin Il ve fenilefrin
doz-cevap egrileri incelendiginde fruktozda beslenmenin fenilefrin
cevaplarini degistirmedigi fakat anjiyotensin II'nin Enas degerinde buylk
artisa neden oldugu bulunmustur. Bu calismada losartan tedavisinin
fruktozla beslenen hayvanlarda artmis olan slperoksit olusumunu da

diizelttigi bulunmustur.>*

Normal digi Sprague-Dawley si¢anlarina insilin infuzyonu ile
alti hafta boyunca gunde 2 Unite insilin uygulamasi yapildiginda insulin
inflzyonu yapilan grupta anjiyotensin donustiricli enzimin azaldigi
saptanmigtir. AT, reseptor protein duzeyinde bir degisiklik bulunmamistir.
insilin inflizyonu yapilan gruba losartan tedavisi yapildiginda asetilkolinin

endotel bagli gevseme cevaplarinin arttigi saptanmistir.®



Fruktozdan zengin diyetle beslenen sicanlarda, ADE
inhibitorl kaptopril tedavisi, aortasinda fruktozla artan AT; mRNA duizeyini
normal degerlere dugurdugu ve superoksit kaynagi NADPH oksidaz
MRNA'sin1 azalttigi gosterilmigtir. Ayni calismada, kaptopril tedavisinin
hiperinsulinemiyi  duzeltmedigi  gOsterilmistir.  Hipertansiyonun ise

kaptoprilden sonra normal degerlere déndugi gdzlemistir.*

Standart yem igeriginin %60’inI fruktozun olusturdugu diyetle
2-4 hafta boyunca beslenen siganlarda, serum insulin dizeyinin ve
ortalama kan basincinin anlamli bir sekilde arttigi fakat hayvanlar vicut
agirhginin anlamh olmasa da kismen arttigi saptanmistir. Anjiyotensin
I’'nin ve fenilefrin etkisi invivo ve invitro olarak kontrolle karsilastiriidiginda
anjiyotensin II'nin her ikisinde fakat fenilnefrinin sadece invitro deneylerde
aortada olusturdugu kontraksiyonlarin arttigi saptanmistir. Ayni ¢calismada
KCI'nin kontraktil etkisinde ve asetilkolin gevsemelerinde bir degisiklik

olmadigi gdzlenmistir.®’

Yuksek yagh ve sekerli diyetle beslenen erkek sicanlarda, 4
hafta boyunca renal bobrek mezenterik arter ve arka bacak kan akiginin
Doppler yontemiyle olgulmesi sonucunda bdobrek ve arka bacak kan
akisinin azaldigi mezenterik arter kan akisinda ise belirgin bir fark
olmadigi saptanmistir. Bu arastirmada hayvanlarin plazma insulin ve kan
glukoz duizeyinin normalden farkl olmadidi fakat glukoz toleransinin yagl
ve sekerli diyette azaldigi bulunmustur. Torasik aorta ve iskelet kasinda
eNOS protein ekspresyonunun azaldigi saptanmistir. Bu arastirmada,
aortada fenilefrin doz-cevap egrisi karsilastirildiginda kontrole gore
anlamli olarak degismedigi gOsterilmigtir. Ayni zamanda, mezenterik
damar yatagina endotelin-1 (ET-1) olusumunun kontrolden daha yuksek

oldugu da gosterilmistir. Ayni arastirmada, hayvanlarin tokluk glukoz,



insulin ve trigliserit dizeyleri Olgilmus ve yagll diyette beslenen grupta

diizeyler kontrole gére yiiksek bulunmustur.®

Fruktozdan zengin diyetle beslenen Wistar siganlari Gzerinde
yapilan galismada, periton igine L-carnitin 300mg/kg verilerek kardiyak
hipertrofi ve anjiyotensin donusturict enzim aktivitesi Uzerine etkisi
arastirnilmistir. L-carnitin tedavisinin metabolik sendromun
parametrelerinden hipertansiyonu duzelttigi, kalp agirhgindaki artisi
normal degerlere getirdigi anjiyotensin donusturict enzim aktivitesindeki
artigsi da azaltigr goézlenmigtir. Bu arastirmada kalp antioksidan
enzimlerinden superoksit dizmutaz (SOD) ve katalaz aktivitesinin de L-

carnitin tedavisinden sonra arttigi gézlenmistir.

2.1.4 Sempatik sinir sisteminin metabolik sendromda rolu

Damar duz kasindaki alfa-1 adrenerjik reseptorlerin
uyariimasi fosfolipaz C aktivasyonu sonucu ya da ikincil ulaklardan diagil
gliserol ve inositol trifosfat artisi sonucu intraselller serbest kalsiyum
duzeyini yukselterek damar geriminin artigina neden olur. Vazkonstriktor
ajanlardan anjiyotensin Il ve noradrenalin G proteini baglh reseptorleri
aktive ederek intraselller kalsiyum konsantrasyonunun yukselmesine ya
da kalsiyuma  duyarlihgi artirarak kontraktil mekanizmalari

tetikleyebilirler.*°

Hiperinsulinemi durumunda insulinin kronik olarak sempatik
aktiviteyi uyardidi ve bdylece periferik damar direnci artisina neden oldugu
ileri sUrdlmektedir. Bu hipotezi destekleyen c¢alismalarda, plazma
noradrenalin dizeyi ve sempatik aktivitenin insulin inflzyonuyla arttigi

gbzlenmistir. 4142
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Surekli alfa-1adrenerjik reseptorlerin aktivasyonu sonucu
damar direncinin artmasi kan akisini azaltarak glukozun dokulara

ulasimini engelleyip insiilin direncinin ortaya cikmasina neden olabilir.*®

insiilin direncini yenmek igin yiiksek miktarda salgilana
insulin surekli sempatik sistemi uyarabilir fakat insulin direncinin mi ya da
sempatik aktivitenin ilk olarak uyarildigi tam olarak anlasilamamistir.
Sisman olmayan gen¢ Japonlar tUzerinde yapilan arastirmalarda, sempatik
sistemin hiperaktivitesinin hiperinstlinemiye neden oldugu ve sonra kan
basincinin arttig ileri sirilmistir.** Fruktozla beslenen hayvanlarda
kimyasal olarak sempatik sistemin tahrip edilmesinin hiperinsulinemi ve
hipertansiyon gelisimini énledigi gosterilmistir.*> Santral sempatik etkinligi
azaltan moksonidin, rilmenidin gibi bilesiklerinin insllin direnci ve
hipertansiyon gelisimini 6nledigi gosterilmistir.***’ Sempatik etkinlikteki
artisin  kompensatuvar mekanizma noradrenaline cevabin azalmasi
beklenebilir.**“° insiilin direnci ve hiperinsilineminin hipertansiyonla iligkisi

Sekil 2.’de gosterilmigtir.
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2.2 Fruktoz

Fruktoz, birgok meyve ve sebzede bulunan bir
monosakkarittir. Glukozla ayni kimyasal yapiya sahip olmasina ragmen
(CeH1206) kimyasal yapi olarak farkhilik gosterirler. Fruktoz, besli bir
halkaya sahipken, glukoz altill halka yapisindan olusmaktadir. Fruktoz,
yiyeceklerde bir disakkarit olan sukroz seklinde de bulunmaktadir. Sukroz
glukozla sukrozun glikozit bagiyla baglanmasindan olusmaktadir. Glukoz,

fruktoz ve sukrozun kimyasal yapilari Sekil 3'de gosterilmistir.

O

HOCH, O~ H F?//i y

HJ)\-(JJ/:LHEDH H(L\CII]H

| |
OH H H OH
FRUKTOZ GLUKOZ
TngH
Q
O
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Sekil 3: Fruktoz glukoz ve siikrozun kimyasal formiilleri®
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2.2.1 Fruktozun farmakokinetigi ve metabolik etkileri

Bircok meyve ve sebzede bulunan fruktoz metabolizma
olarak glukoz ve sukrozdan farklihk géstermektedir. Fruktozun
metabolizmasi insulin bagimhi  bir mekanizmadir. Ayrica, fruktozun
absorbsiyonu iki tagiyici vasitasiyla olmaktadir. Bunlar glukoz transporter
tip 5 (GLUTS5) ve glukoz transporter tip 2 (GLUT2) dir.>**! Karacigerde
fruktoz fruktokinaz enzimiyle fosforillenerek fruktoz 1-fosfata donusur.
Daha sonra fruktoz 1-fosfat; gilseraldehit, dihidroksiaseton ve gliseraldehit
3-fosfata donugur. Bazi ara urunler glikojenik yolaklara girerek glukoza

donusurken bazilari ise laktat ya da trigliserite donismektedir.

Fruktozun glukoza gbére hormonal etkileri de farkl
bulunmustur. Fruktozun aliminda insulin seviyelerinde bir dalgalanma
olmadigr ortaya atilmistir. Bunun nedeni olarak; pankreas GLUT5
salgilayamamaktadir ve fruktokinaz yoklugunla fruktozun fosforilasyonu
limitli olmaktadir. Ayrica, fruktoz insulin salimini stimile eden gastrik
inhibitér polipeptidlerin salimini uyarmamaktadir.*** Fruktoz alinimindan
sonra glukozdan farkh olarak tokluk hormonu olan leptin seviyelerinde de
bir degisiklik gorilmemektedir. °*** Sicanlarda kronik fruktoz beslenmesi
leptin seviyelerinde degisiklige yol agmamistir.>>*® Fruktoz adipoz dokuda
uretilen ve birgok metabolik yolagdi duzenleyen bir hormon olan

adiponektinin plazma seviyesini artirmistir.>”®

2.2.2 Deney hayvanlarinda metabolik sendrom olusturma yontemi olarak

fruktoz verilmesi

Hwang ve arkadaslari 1987 yilinda diyet icinde verilen %66
fruktozun siganlarda hipertansiyon, hipertrigliseridemi ve hiperinstlinemiye

neden oldugunu gdstermistir.'® Laboratuvar hayvani olarak kullanilan
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rodentlerin diyeti iginde fruktoz eklenmesinin 6-8 hafta sonunda kan

basincini  yikseltti§i gézlenmistir.>°*

Yuksek fruktozla beslenmeyle
metabolik sendrom olusturma sekli fruktoz konsantrasyonuna ve
beslenme siiresine bagli olarak degismektedir.®® Yiiksek fruktoz iceriginin
bu slre icinde hayvanlarda agirlik artisina neden olmadigi gosterilmistir.
Bu acidan insanlardaki obezitenin eglik etmedigi metabolik sendromu taklit
etmektedir. Plazma insllin  dlzeyinin azaltilmasi ya da instlin
sensitizasyonu olusturulmasi fruktozun olusturdugu hipertansiyonu
diizeltmektedir. Ornegin bu hayvanlara egzersiz yapilmasindan sonra
insuline duyarhliginin arttidi, insdlin dizeyinin azaldi§i ve hayvanlarin kan
basincininin distiigi gdzlenmistir.®® insiline duyarlihg artiran pek cok
bilesigin 6rnegin metformin ya da tiazolidindionlarin kan basincini
distrdigl  goézlemlenmistir.?>®*  Bu bulgular insiilin  direnci ve
hiperinsiilineminin hipertansiyona neden oldugunu géstermektedir. insiilin
direnci hiperinsulinemi ile hipertansiyon iligkisinde pek ¢ok mekanizma ileri
surtlmagsttr;  bunlar icinde sempatik sinir sistemi aktivasyonu
vazokonstriktor  bilesiklerden endotelin-1  (ET-1), anjiyotensin I,

tromboksan A, (TXA,) aktivitesinin arttigi ileri stirtilmuistr.®+°

Yetiskin 2 aylik Wistar sicanlari Uzerinde yapilan bir
arastirmada, igme suyu icinde %10 fruktozun iki hafta boyunca
veriimesinden sonra fruktoz igen hayvanlarin vucut agirhginin kismen
azaldigi fakat bunun anlamli bulunmadigi, kan glukoz dizeyinin ise
degismedigi saptanmistir. Periferik damar direncinin fruktoz igen grupta
anlamli sekilde arttigi ve kalp debisinin diistiigi bulunmustur.®’

Bir bagka arastirmada, 14 gun boyunca igme suyu iginde
%23 glukoz fruktoz ve sukroz verilerek metabolik sendrom
olusturulmustur. Hayvanlarin su icme miktari karsilastinildiginda fruktoz
icen grubun su igme miktari kontrol hayvanlara esit bulunmustur. Fakat
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glukoz ve sukroz igen grupta miktarin arttigi goérulmastir. Hayvanlarin
agirhk artisi  karsilastinldiginda gruplar arasi  belirgin  bir fark
g6zlenmemigtir. Toplam kalori artisi gézlendiginde glukoz ve stikroz igenin
yiksek oldugu bulunmustur. istah hormonu leptinin glukoz ve siikroz
grubunda daha yuksek oldugu fruktozun ise kontrole yakin oldugu
gOrulmustir. Serum insulin dizeyi karsilastiginda ise en fazla artigin
fruktoz grubunda olmakla beraber kontrolden c¢ok fazla farkh olmadigi
anlasilmigtir. Kan glukoz dizeyi ise gruplar arasi ¢ok belirgin bir fark
gOstermemigstir. Trigliserit diuzeyi ise seker icen U¢ grupta da yuksek

bulunmustur.®®

Yirmibes gunluk Wistar erkek sicanlara igme suyu iginde
%30 sukroz verildikten sonra 4-6-12-18 ay boyunca izlenmigtir. Bu sire
sonunda hayvanlarin aortasinda 40 mM KCI etkisi arastiriimis ve
cevaplarin ilk alti ay suresi icinde arttigi sonraki aylarda ise kontrol
hayvanlarin cevabina benzer oldugu bulunmustur. Sistolik kan basinci
degerlerinin ise 4. ve 6. ayda yuksek oldugu sonraki zaman iginde normale
dondugu gosterilmistir. Trigliserit dlzeyi ise izleme periyodu boyunca
yiiksekligini korumustur. insilin diizeyleri ilk 12 ay boyunca yiiksek

seyrederken 18. ayda kontrol diizeyine dénmdistiir.°

2.3.Resveratrol

Resveratrol ilk kez 1940 yilinda Veratrum grandiflorum
bitkisinin koklerinden daha sonra 1963 yilinda geleneksel Cin ve Japon
tibbinda ilag olarak kullanilan Polygonum cuspidatum adli bitkinin
koklerinden izole edilmistir. Bu bilesik bitkiler tarafindan strese yanit olarak
uretilir ve normalde fazla miktarda Uretiimez. Resveratrol, kimyasal olarak
flavonoid yapida, polifenolik, steroid olmayan bir bilesik olup, estrojen

benzeri biyolojik aktiviteye sahiptir. Resveratrol (3, 5, 4’-trihidroksitilben)
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cis ve trans izomerleri bulunan stilben sinifina ait sekonder bir bitki
metabolitidir (Sekil 4). Trans izomerlerinin biyolojik aktivitelerinin cis
izomerlerine goére daha yiiksek oldugu saptanmistir.’”®. Trans resveratrol
yapl olarak dietilstiibesterole ve 17(B-estradiole benzemektedir ve

estrojenik aktiviteye sahip oldugu gésterilmistir.”
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Sekil 4: Resveratroliin cis ve trans izomerleri gosterilmistir. Resveratrol-3-siilfat ve
Resveratrol-3-O-glukronid resveratroliin metabolitleridir. Resveratrol-3-O--D-

glukozid resveratroliin biyoyararlinimini artiran glikolize formudur.”*"*
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2.3.1 Resveratroliin farmakokinetidi, biyoyaralinimi ve metabolizasyonu

Resveratrolin buyuk kismi jejunumdan, bir kismida ileumdan
emilir. Vicuda giren resveratrolin ¢ogu glukuronid ve stlfat formlarina
konjuge edilir(Sekil 4). Resveratrol besinlerde cis ve trans seklinde
bulunur. Glukozile formu 3-O-B-D-glukozidtir(sekil 4). Glukozilasyon
resveratroliin enzimlerle oksidasyonunu &nler ve bdylece biyolojik

etkinligini korur ve biyoyararlanimini arttirir.

Resveratrolun hidrofilik konjuge hale gelmesi kana gegisini,
vucutta dagihmini ve atilimini kolaylastirir. Resveratrol ve metabolitleri
karacier ve safra kesesi tarafindan kandan suzllerek safra ile
bagirsaklara atilir. Buradan geri emilir. Resveratrol oral yolla alindiktan
kisa sure sonra kolonda bulunabilmesine ragmen dokulara ge¢gmesi birkag
saat surebilir. Resveratrol, karaciger ve duedenumda metabolize olur.
Karacigerde glikuronatlanir. Duedonum ve karacigerde ise sulfatlanir.
Sulfatla konjugasyon resveratrolin biyoyararlaniminda hiz sinirlayici
basamaktir. Diyetle alinan oral dozun % 70’i plazmada resveratrol ve
konjugatlarl seklinde tepe noktaya erigir. Resveratrolin yari dmru yaklasik
dokuz saattir. Degismemis resveratrol ¢ok ¢ok az miktarda plazmada

saptanir.”

Resveratrolin hucre igi reseptorleriyle ilgili bilinen ¢ok azdir.
Bir calismada aril hidrokarbon reseptdriine baglanan digoksinin kompetetif
antogonisti olabilecegi gosterilmistir. Resveratrol insan estrojenleri ile bazi
yapisal  benzerlikler  gostermektedir ve  estrojen  reseptorune
baglanabilmektedir. Bu durumu destekleyen bir ¢alismada resveratrolin

estrojen reseptorleri arasindaki bir iliskinin oldugu gésterilmistir.”®

18



Resveratrolin atilimi  plazmada bulunan resveratrolin
konsantrasyonuna baglidir. idrarda genellikle konjuge formda bulunur

bobrekte ise daha cok konjuge olmamis sekildedir.”

2.3.2 Resveratrolin antioksidan etkisi

Resveratrol’'in dogal antioksidan etkisini koenzim Q ile
yarigarak ve radikal oksijen turleri olusan yerlerde oksidasyonu azaltarak,
mitokondride  olusan  sUperoksit  radikalini  yakalayarak, lipid
peroksidasyonunun inhibe ederek gosterir. Resveratrolin hem slperoksit
hem de hidroksil radikalini tutucu etkisinin oldugu bircok calismada
gosterilmigtir. Resveratrolin invivo antioksidan etkisi invitro gore daha
fazladir. Bunun nedeni resveratrolin invivo ortamda nitrik oksitin sentezini
artirmasidir.”® Resveratroliin lenfositlerinde hidrojen peroksit ile aktive olan

insan glutatyon miktarini arttirdig gésterilmistir.”

2.3.3 Resveratroliin metabolik sendrom Uzerine etkisi

Sicanlara fruktoz verilerek olusturulan hipertansiyonun,
resveratrol tedavisi sonunda belirgin olarak azalmistir. Bununla beraber
mezenterik  arterdeki eNOS  aktivitesindeki artis ve lipid
pereksidasyonunda da bir azalma gdzlenmistir.”’ Bir calismada
resveratrolin, hucresel glutatyon duzeyini ve glutatyon-S-transferaz
aktivitesini artirdig1  g0sterilmigtir. Calismanin devaminda ise yuksek
glukoz ile indiklenen reaktif oksijen turlerinin olusumunu &nledigi
bulunmustur.”® Bu calismayla paralel olarak obez Zucker siganlarda,
glukoz verilmesiyle ortaya ¢ikan iskemik kardiyomiyopati ve reperflizyon
aritmileri resveratrol tedavisinden sonra belirgin bir sekilde azalmistir.

Ayrica, glukoz tasiyici GLUT-4 ekspresyonunda artis gézlenmis ve insulin
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dizeylerinde  anlamli  bir  degisiklik  bulunmamistir.”®  Spontan
hipertansiyonlu si¢canlara igme suyu iginde 28 gun sure ile resveratrol(4.48
mg/L) verildiginde, kan basincinda 6nemli bir degisiklik olusturmadigi,
ayrica asetilkolinin endotel-bagimh  gevseme cevaplarini  artirdigi
gozlenmistir.2® Asiri yagli diyetle beslenen siganlarda, olusan metabolik
sendrom sonucu ortaya c¢ikan hipertansiyon ve endotel fonksiyon
bozuklugunun ve 8 haftalik resveratrol (20 mg/gun) tedavisi sonucu énemli
dlciide diizeldigi saptanmistir.2 Baska bir calismada fareler yiiksek kalorili
diyete tabi tutulmus, yemle beraber resveratrol (22 mg/kg) verilmesinin
ardindan karacigerde yad akumiulasyununun azaldigi gértlmuastdr. Ayrica,
farelerin mitokondri sayilarinin, instlin duyarlihdinin ve yasam surelerinin
arttigi gézlenmistir® Baska bir arastirmada, standart yem ile beslenen
genc farelere resveratrol verilmesinin yagsam suresini uzattigi
gOsterilmigtir. Resveratrolin diyet kisitlamasi benzeri bir tablo ortaya
cikardi§i goriimustir. Ayrica, yaslanmayla ortaya ¢ikan endotel fonksiyon
bozuklugunu diizenledigi gdsterilmistir.?® Farelerde asiri yagli diyetle
olusturulan metabolik sendromda, resveratrolin insulin direnci ve obeziteyi
azalttigi bulunmustur.®* Resveratroliin mitokondri biyogenezini artirarak
enerji metabolizmasini duzenledigi ayrica kalp ve néronal hastaliklarla ilgili
olumlu etkilerinin  oldugu bulunmustur. Bununla paralel olarak
resveratrolin yaslanma ve sismanlik sonucu ortaya c¢ikan bozulmus

metabolik tabloyu diizeltebilecegi, bircok calismada gdsterilmistir.5%5

2.3.4 Resveratroliin divabet Uzerine etkisi

Diyabet, bagta kardiyovaskuler hastaliklardan bir¢ok hastaligi
hizlandiran bir durum oldugu bircok calismada gdsteriimistir. Ozellikle
kardiyovaskuler hastaliklardan anjina pektoris, akut miyokard infarktisu ve
aterosklerozu tetiklemistir. Oksidatif stresin artti§i diyabet, ateroskleroz,

hipertansiyon, koroner kalp hastaligi ve yaslanma gibi durumlarda endotel
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fonksiyonun ve damar diiz kas cevaplarinin azaldigi bildirilmistir.®®
Diyabetle ilgili endotel fonksiyon bozuklugunu inceleyen arastirmalar,
eNOS ekspresyonu ya da NO dengesinin bozulmasiyla NO‘nun oksijen
radikalleriyle parcalanmasinin artmasi ve reaktif oksijen ve nitrojen
turlerinin olusumu oraninda bir dengesizlik sonucu, damarin fizyolojisinin
bozuldugunu ileri surmektedir. Hastaligin suresi ve deneysel modellerdeki
farkhliklar eNOS ekspresyonunda farkliliklara yol agmistir. Antioksidanlarla
tedavi sonucunda, glukoz dengesi bozulmadan olasi protein
glikasyonlarini harekete gegcirilerek reaktif oksijen aracili yolaklarin
olusumunun o6nine gecilmis ve sonucunda da endotel fonksiyonunu
korudugu goriimistir.8®" Bununla birlikte eNOS ekspresyonu ve NO
dengesinin  bozulmasiyla serbest oksijen tdrlerinin  olugsumunun
tetiklemesinde ve sonucunda endotel fonksiyon bozukluluklarinin
olusumunda NAD(P)H oksidazin énemli bir roli oldugu dusundimustar.
Ayrica, NAD(P)H oksidaz artisi ile damar endotel ve diz kas hicrelerinde
siiperoksit olusumunun arttigi gorilmistir.®® Sigir aorta endotel hiicreleri
kullanilmis bir ¢alismada, resveratrolin yuksek doz glukoz ile arttiriimig
oksidatif stres Uzerine etkisi arastirilmistir. Grup olarak dusuk glukoz (7
mM) yliksek glukoz (30 mM) ve ylksek glukoz (30 mM) ile birlikte
resveratrol (10 pM) gruplan karsilastirimistir. Sonugta resveratrollin,
yuksek glukoz ile artinlmig reaktif oksijen turleri olusumunu glutatyon
dizeyini ve glutatyon-S-transferaz  aktivitesini artirarak  onledigi

bulunmustur.”®

Streptozotosin ile diyabet olusturulmus Sprague-Dawley
sicanlarin izole kalplerinde, resveratrol tedavisi sonrasi iskemik alan
genisgligi belirgin Olgide azalmigtir. Bu arastirmada resveratrolin kan
sekerinde bir miktar disise neden oldugu fark edilmis fakat anlamli
bulunmamistir.2® intravendéz streptozosin enjeksiyonu (60 mg/kg) ile
diyabet olusturulmus siganlar Uzerinde yapilmis baska bir galismada

resveratrolin doza bagh olarak plazma glukoz ve lipid duzeylerini
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dusdriuct etkisi oldugu anlasilmigs ayrica bu c¢alismanin devaminda
resveratrol vicut agirhginda dasus, polifaji ve polidipsi gibi diyabetin genel
belirtilerinde olumlu etkiler gdstermistir.”® Streptozosin (60 mg/kg) ile
diyabet olusturulmus sicanlar Uzerinde yapilan bir c¢alismada, lipid
peroksidasyonunu incelenmis ve resveratrol verilen diyabetik grupta
kontrol grubuna oranla lipid peroksidasyonunu gdsteren malonaldehit ve
ksantin oksidaz duzeylerinin, anlamli olarak distigu ayrica. glutatyon
diizeyinin de arttigi gdzlenmistir.®® Bir calismada, resveratroliin doza
badimli hipoglisemik etkisi oldugu ve. resveratrol hem kontrol hem de
diyabetik gruplarda insulin dizeyini artirdigi gértlmus ayrica nikotinamid
(200 mg/kg) i.p. uygulanmasi sonrasi streptozosin (60 mg/kg) ile insulin
badimsiz diyabet olusturulan grupta, resveratrol uygulamasinin 90 dakika

sonrasl, plazma glukoz diizeyi anlamli oranda diismiistiir.%

Diyabette kreatinin ve ure klerensinin azalmasi sekliyle
olusan nefropatide ve boébrekte SOD ve katalaz enzim azalmasi ve
malondialdehit artiginda, resveratrol ile o6nemli 6lgude bu degerleri
normale dondurmus fakat artan seker dizeyine anlamli bir etkisi
olmamistir.® Buna paralel bir calismada, diyabetik sicanlarda, resveratrol
tedavisinin karaciger ve bdbrek dokularinda karbonhidrat

metabolizmasindaki artmis olan enzimleri diizenledigi bulunmustur.®

2.3.5 Resveratroliin kan lipid profili izerine etkisi

ilk olarak kirmizi sarabin polifenolik bilesiklerinden olan
resveratrolin, epikatesin ve kersetinin karsilastirildiginda, resveratrolin
epikatesin ve kersetinden daha gugli bir sekilde DDL (dusik dansiteli
lipoprotein) peroksidasyonunu azalttigi fark edilmistir.”> Resveratroliin
DDL peroksidasyonunu Onleyici bu etkisinin antioksidan etkisinden

kaynaklandigi anlasiimistir.® Resveratrol, koroner bypass materyali olarak
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kullanilan internal meme arterinde, bazal ve NAD(P)H ile uyarilan
superoksit olusumunu kuvvetli bir sekilde azaltarak arterin endotel
aktivitesini artirmistir.®” Diyet icinde resveratroliin (50-100 ppm) 20 giin
boyunca aliminin DDL ve CDDL (¢ok dusuk dansiteli lipoprotein)
duzeylerini dusurdugu gorulmus ayrica fecesle atilan safra asitlerindeki
artis da bu durumu desteklemistir.®® Baska bir calismada erkek Sprague-
Dawley sicanlarina 8 hafta boyunca, %2’lik kolesterol diyetiyle beslenen
si¢anlara, bu sure sonunda 2 hafta boyunca gunlik oral resveratrol(20
mg/kg) uygulamasi yapilmis daha sonra resveratrol grubunda kontrol
grubuna oranla olgulen serum total kolesterol, trigliserit ve DDL
diizeylerinin, anlamli élciide distigi gorilmistir.”t. Baska bir calismada
insan meme arteri Uzerinde, 20 dakikalik surelerde resveratrolin 1, 10 ve
20 pM  konsantrasyonlarda  uygulanmasiyla  sonucunda, lipid
peroksidasyonu, laktat dehidrojenaz ve malonaldehit aktivitesinde bir

azalma gérilmistir.®’

2.3.6 Resveratroliin Vazodilator Etkisi

Resveratrolin etkili bir vaskuler diz kas gevsetici oldugu
dusunulmektedir. Bir ¢calismada endotelli sigan aortasinda resveratrolin
noradrenalin ve fenilefrin ile olusan kasiimalari inhibe ettigi gosterilmistir.
Resveratrolin  endotelsiz  dokularda da gevseme  olusturdugu
gosterilmistir.”® Resveratroliin(5-70 pyM), disi kobay mezenterik ve uterus
arterlerinde yapilan bir galismada, noradrenalin (10 uM) veya KCI (125
mM) ile prekontrakte edilen dokularda gevseme cevaplarini artirdigi
gosterilmigtir. Nitrik oksit sentaz (NOS) inhibitéri L-NAME (10 uM) ile
uterus arterinde gevseme cevaplari anlaml olarak azalmistir. indometazin
(50 uM) ise resveratrolle olusan gevsemeleri bloke etmemistir. Bu da
resveratrolin gevsetici etkisinin prostaglandin aracili olmadigini oldugunu

gostermistir.'® Bu calismadan sonra obez ve normal sican mezenterik
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arterlerinde yapilan bir caligmada, noradrenalin (8 uM) veya KCI (125 pM)
ile kastirilan endotelli aortalarinda resveratrol (5-35 yuM) konsantrasyon
badimli gevseme meydana getirmistir. L-NAME (100-300 uyM) ile normal
sicanlarin endotelli aortasinda resveratrolin olusturdugu gevseme
cevaplari kismen inhibe olmustur fakat obez siganlarin endotelli
aortasinda resveratrolin olusturdugu gevseme cevaplari etkilenmemigtir.
Resveratrollin olusturdugu gevseme, obez sigcan aortasinda endotel hasar
yapillmasina ragmen ortadan kalkmamistir bu da gevseme cevaplarinin
obez siganlarda endotelden ve NO’den bagimsiz oldugunu gdstermistir.*%*
Baska bir calismada resveratroliin insan umbilikal ven endotel hlicresinde
Ca™ ile aktive olan K" akimlarl (izerinde tetikleyici etkilerinin oldugu
bulunmustur. Daha sonra resveratrolun Wistar sigan aortasinda
vazodilator etkisinin endotel bagdimhligini incelemis ve resveratrolin
endotel bagimli gevsetici etkisinin, vaskiler NADH/NADPH oksidaz
inhibisyonuyla bazal hiicre stiperoksit radikal olusumunun azalmasiyla ilgili
oldugu bulunmustur.’®? insan safen ven ve internal meme arterinde (IMA)
yapilan bir ¢alismada resveratrol ile noradrenalin kasiimalarinin anlamli
sekilde azaldigi goriilmiistiir. Resveratroliin safen vende bir miktar, IMA
da ise buyuk olgiude endotel bagimh ve NO aracilikli vazodilatasyon
olusturdugu ve resveratroliin endotel islevini artirdi§i gdsterilmistir.’%* Bu
calismalar sonucunda resveratrolun endotel bagimli gevsetici etkisinin
nitrik oksit aracilikli oldugu bulunmustur. Burada kisaca nitrik oksite
deginmek gerekirse bilindigi Uzere nitrik oksit proteinlerin pargalanmasi
sonucu hucre iginde hazir bulunabildigi gibi endojen olarak da L-arjininden
de sentezlenebilmekte ya da dis kaynaklardan saglanabilmektedir. Nitrik
oksit basit yapili bir gaz olup depolanmaya uygun degildir. Hedef molekule
kovalen olarak baglanir. Hucre igi klasik bir reseptor bolgesi yoktur. Nitrik
oksit guanilil siklaza baglanarak siklikguanozin monofosfat (sGMP)
miktarini artirir. Bu artis duz kas gevsemesine neden olur. Antitrombositer,
antimitojenik, sitotoksik ve vazodilator etkilerini de cGMP araciligiyla

yapar. Ayrica, hicre i¢i kalsiyum duzeylerini de azalttigi bulunmustur.
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Bagka bir ¢calismada, resveratrol doz bagimli olarak KCI (1-
50 uM) kontraksiyonlarini inhibe etmigstir. Resveratrol (30 uM) tedavisiyle
doz-cevap egrisi saga kaymis ve Enas dederi ise azalmistir. Ayrica,
resveratrolin kalsiyum antagonisti 6zellige sahip oldugu ve voltaj bagimli
kalsiyum kanallarindan ekstraselller kalsiyum gecisini inhibe ettigi
gOsterilmistir. Ayrica, endotelsiz sigan aortasinda KCI (10-60 mM) ile
stimule edilen kontraksiyonlari inhibe etmigtir. Kalp kapagi endotelinde de
resveratrolin kalsiyum Uzerine etkisi incelenmistir. Resveratrolin endotel

bagimli gevsetici etkisinin, endotel hiicrelerinde [Ca*?);

duzeylerindeki
artisla iliskili oldugu, fakat vaskuler diiz kas kontraksiyonun da inhibe edici
etkisinin Ca*® duyarlih§indaki azalmaya bagl olarak gerceklesebilece§i
belirtilmistir.'>* Resveratroliin guanil siklaz enzimini stimiile ederek cGMP
duzeylerini arttirdigi ve bodylece resveratrolin endotel bagimsiz gevsetici

etkisinde oldugui ileri strGImustar.

Ca™ duyarliigindaki azalma ile ¢cGMP artisi birbirleriyle
iligkilidir. Bu durum soyle agiklanmigtir; cGMP, cGMP bagimli protein kinaz
mekanizmasi ile intraselller kalsiyum dizeylerinde azalmaya neden
olmustur. Ayrica, miyozin hafif zincir kinaz fosforilasyonunun inhibisyonu,
potasyumun htcre digina atilmasi ve membran repolarizasyonunda artigla
damarlarda gevseme meydana gelmistir.'®® Endotelsiz sigan aortasinin 1
UM fenilefrinle ve endotelsiz IMA’nin 10 uM fenilefrinle kontraksiyonunda
resveratrolin (1-100 uM) konsantrasyon araliginda doz bagimli gevseme
olusturdugu (Emaks: 100£1%, ECso: 5.30; Emaks 83+1%, ECso: 4.38) ve bu
gevsemede voltaj bagimh potasyum kanallarinin etkisini oldugu

gosterilmistir.*%
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3. GEREGC VE YONTEM

3.1 Hayvanlar ve diyet:

Bu calismanin deneysel protokolii Gazi Universitesi Hayvan
Etik Komitesinin 09/06/2009 tarihli ve G.U.ET-09.047 nolu onayi
dogrultusunda yapilmistir. Deneylerde, 10 haftaik, 180-220 ¢
agirhgindaki erkek Wistar turt sigcanlari kullaniimigtir. Siganlar Gazi
Universitesi Deney Hayvanlari Uretim ve Satis merkezinden temin
edilmistir. Deneylerde 12 saat aydinlik 12 saat karanlhk periyoduna
uyulmus, sicakligi 21-24 °C olarak ayarlanmis bir ortamda tutulmustur.
Hayvanlarin timu 10-12 hafta boyunca standart sican yemi ile
beslenmistir. (Kuru madde: %88, protein:%23, seluloz:%7, ham kul:8
HCIl'de ¢ozlilmeyen kil:%2, kalsiyum:%1.5, fosfor:%0.9, sodyum:0.7, tuz
(NaCl):%1, metiyonin:0.3, lizin:1) igcme suyu olarak kontrol gruplarina
¢esme suyu, fruktoz gruplarina ¢gesme suyunda ¢ozulmis %10 ve %20
fruktoz, kontrol resveratrol grubuna 50 mg/L konsantrasyonda resveratrol,
fruktoz (%20) ile birlikte resveratrol (50 mg/L) alan gruba ise igme suyu
icinde %20 fruktoz ve 50 mg/L resveratrol verilmistir. Hayvanlarin igtikleri
suya ve yedikleri yeme kisitlama getiriimemistir. Resveratrolin isiktan
bozulmasini énlemek igin siseler aliminyum folyo kaplanarak ya da koyu
renk boya ile boyanarak korunmustur. Resveratrol ve %20’lik fruktoz i¢cen
grupta siganlara 2 haftalik resveratrol alimindan sonra fruktoz
baglanmigtir. Hayvanlarin gunluk igtikleri su miktarlari sabah aksam
kontrol edilmigtir. Agirlik dlgumleri 0,1,3,7,10. haftalarda her bir sigan igin
ayri yapimistir. Siganlar, karbonmonoksit ile sakrifiye edildikten sonra
kalpten alinan kanla kan glukoz duzeyi arka arkaya U¢ kez Accu-chek Go

cihaziyla olgulmus daha sonra kan ve doku ornekleri alinmistir.
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Deney gruplari asagida gosterilmigtir:

Grup 1: kontrol (geng)

Grup 2: kontrol (yash)

Grup 3: icme suyu iginde 50 mg/L resveratrol verilen (resveratrol)

Grup 4: icme suyu iginde %10 fruktoz alan (fruktoz 10)

Grup 5: igme suyu iginde %20 fruktoz alan (fruktoz 20)

Grup 6: ik 2 hafta icme suyu icinde 50 mg/L resveratrol alan sonra icme

suyu icinde %20 fruktoz ile birlikte 50mg/L resvaratrol alan

(resveratrol+fruktoz 20)
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3.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler (fenilefrin,
anjiyotensin Il) Sigma Chemical Co.(St. Louis, MO)'dan, trans-resveratrol
Sigma ve Herb-Tech (China)dan, Fruktoz Cargill kimyasallarindan,
saglanmistir. Diger kullanilan batlin kimyasal maddeler analitik saflikta
olup Merck, Tocris ve Serva firmalarindan saglanmistir. Olgim Kitleri

olarak Insulin kiti, Mercodia firmasindan saglanmistir.

Krebs ¢ozeltisi (mM): NaCl :118, KCI :4.73, KH,PO,: 1.2,
MgSO,: 1.2, CaCly,: 2.5, NaHCO3: 25, Glukoz: 11 EDTA: 0,026 dan
olugmaktadir.

3.3 Kullanilan Arag ve Geregler

3.3.1 in-vitro izole Organ Banyosu Deneyleri

e Cift cidarli izole organ banyosu (EMKA, Technologies, Paris)

e Gerim ileticisi (EMKA, Technologies, Paris)

o Amplifier (EMKA, Technologies, Paris)

e Bilgisayar kontrolli 6zel kaydedici sistem (EMKA, Technologies,
Paris)

e Sirklilasyonlu su banyosu

e %95 O, ve %5 CO; igeren gaz karigim tupu
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3.3.2 Serum Insiilin ve Lipit Diizeyi Olcliimii

e Sogutmali santriftj (High Speed Brushless Centrifuge MPW 350R)
e Sogutucu (-85 °C) (Sanyo —MDF-U51865)
e Mercodia Rat Insulin Elisa 10-1124-01

3.3.3 Sistolik Kan Basinci Olciimii

¢ Tail-Cuff, BIOPAC Systems, NIBP200A

3.3.4 Kan Glukoz Diizeyi Olciimii

e Kan glukoz 6lgiim cihazi (Accu-Chek Go Roche)

3.4 Kullanilan Yontemler

3.4.1 Sican Aorta Halkalarinin Alinisi ve in-vitro izole Organ Banyosu

Deneyleri

Karbonmonoksitle  sakrifiye  edilmis  sicanlar  karin
boslugundan baslayip gogus kafesi acilarak torasik aorta izole edilmistir
ve bekletiimeden soduk krebs ¢ozeltisi iceren petri kabina konulmustur.
Petri kabina konulan torasik aorta cevre dokularindan endotele zara
vermeyecek sekilde temizlendikten sonra 3 mm lik halkalar halinde
kesilmigtir. Aorta halkalari paslanmaz celik kancalara takilmistir. Daha
sonra 5ml lik izole organ banyosuna yerlestirilmistir. Dokular %95 O, ve
%5 CO, karisimi ile havalandirilan 37°C’deki Krebs ¢ozeltisi iginde
yaklastk 1 g llik gerim altinda 1-1.5 saat slreyle dengelenmeye

birakilmistir. Bu sure boyunca banyolar her 15 dk bir yikanmigtir. Her
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halka yalnizca bir kez kullanilmigtir. Dokularin gerimindeki degigsmeler
transducer (EMKA, Technologies, Paris, gerim dlger) araciligiyla

bilgisayara kaydedilmistir.

3.4.2 Deney Protokolii ve ilac Uygulamalari

Dokular organ banyosuna asildiktan sonra 1.5 saatlik
dengelenmeye birakilmistir. Daha sonra 40 mM KCI uygulamasi
yapilmigtir. Platoya geldikten sonra yikama yapilarak baselineye gelmesi
saglanmistir. KCI uygulamasi U¢ defa tekrarlanmis ve benzer kasiima

cevabi gosteren dokularda deney protokolune gegcilmigtir.

Fenilefrinin (10°-10“ M) artan konsantrasyonlarda kiimiilatif
verilmistir ve her dozda kasilma platolari net bir sekilde gorulmeden diger

doza gecilmemisgtir.

Anjiyotensin 1l dokulara 1.5 saatlik dengeye gelme
periyodundan sonra 107°%-10° M artan dozlarda kiimilatif olarak
verilmistir. Dozlar uygulanirken bekleme stiresi fenilefrine gore nispeten bir
daha fazla tutulmustur bunun nedeni de AIl’ nin etkisini biraz daha geg¢
gOstermesidir. Platolar net bir sekilde goériimeden diger dozlara

gegilmemistir.

3.4.3 Plazma insulin ve lipid dizeyi olcimil

Hayvanlar sakrifiye edildikten sonra intrakardiyak olarak
alinan 2 cc kan érneg@i 2200 rom’de 30 dakika santriflij edilerek plazmalari
ayrilmigtir. Ayrilan plazma pastoér pipeti ile alinarak ependorf tiplerine
koyulmus ve -85 °C’de dondurularak saklanmistir. Plazma 6rneklerinde

insulin, total kolesterol, YDL kolesterol, DDL kolesterol, CDDL kolestrol ve
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trigliserit duzeyleri uygun enzimatik analiz kitleri kullanilarak Gazi

Universitesi Tip Fakdiltesi Biyokimya laboratuvarlarinda él¢iilmiistir.

3.4.4 Kan Glukoz Diizeyi Olciimii

Siganlarin sakrifikasyonunun hemen ardindan intrakardiyak
olarak alinan kan o&rneklerinden bir kismi glukoz 6lgim cihazi Uzerine
damlatilarak arka arkaya Ucer defa olgulmuastir. Yapilan oélguimler

kaydedilerek ortalamalari alinmigtir.

3.4.5 Sistolik Kan Basinci Olcimii

Tum deney gruplarindaki sicanlarin sistolik kan basinglari;
deneylerin basinda ve izole organ c¢alismalari icin anestezi ediimeden
hemen Once laboratuvarimizda bulunan kuyruktan kan basinci dlgim
sistemi (Tail-Cuff, BIOPAC Systems, NIBP200A) ile gergeklestiriimigtir

Noninvasif Kuyruktan Kan basinci Sistemi Isinma kabini

(NIBP200A/BIOPAC Systems) (Animal Heating Chamber)

Sekil 5: Sistolik kan basinci élgiimiinde kullanilan sistem
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Olgiimden dnce siganlar 1sinma kabini (Animal Heating
Chamber)ne alinarak vicut ve kuyruk isilarinin 32-33°C gelmeleri
saglanmistir (10-15 dakika). Bu sekilde hazirlanan siganlarda, sistolik kan
basinci ve nabiz sinyallerinin dogru olgulebilmesi igin duzenli ve surekili
kuyruk kan akigi olustugu bulunmustur. Sigcanlar kuyrugu disarida kalacak
sekilde vicutlarina uygun sikistirma kabini (Animal Holder)'ne alindiktan
sonra kuyruga mangon ve sensor takilarak Olguimlere baglanmistir. Bu
islemlere hayvanlarin kosullanmasi, hareketsiz ve sakin kalabilmesi icin

gercek dlcumlerden bir gun dnce 1-2 kez aligtirma yapilmigtir.

3.5 istatistik analiz

Fenilefrin ve anjiyotensin Il sonuglari, fenilnefrin ve
anjiyotensin Il kasilmalari ile 40 mM KCI ile olusturulan kasilmaya ylzde
olarak orani (relative tension) olarak gosterilmistir. V (g) olarak
gOsterilmigtir. Sonuglar, ortalama + standart hata olarak ifade edilmigtir.
Maksimal kasilma ve gevseme cevaplari (Enax) ve potensler (ECsp) Prism
5.01 GraphPad programi kullanilarak non-linear curve fitting ile
belirlenmistir. Butun deneylerde istatistik analiz, Student’'s t-test
kullanilarak yapiimistir. P degeri 0.05 den kuguk ise, bulgu anlamli olarak

degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Deney hayvanlarin agirlik, su tuketimi ve kan sekeri degerleri

Kontrol ve deney gruplar karsilastinldiginda hayvan
agirliklarinin belirgin bir sekilde farkli oldugu gézlenmistir. Fruktoz icen
grupta bariz bir kilo kaybi olugsmustur. Fruktozun resveratrolle alimindan
sonra bu kilo kaybinin nispeten azaldigi goérilmektedir. Kan sekeri fruktoz
icen gruplarda ylksek bulunmustur. Fruktoz ve resveratrolu ayni anda
alan deney grubunda bu yuksek seker duzeyi normal duzeylere
yaklasmustir. ictikleri su miktarlarinda da fruktoz icen gruplarda kontrol
grubuna gore belirgin bir diugsme olmustur. Resveratrol alan grupta ise
kontrol grubuna goére alinan su miktarinda artis oldugu saptanmistir. igilen
su miktarlari sicanlarin 100 graminin igtigi su miktari cinsinden
g6sterilmistir. Olglimler her bir grupta 6-10 sican kullanilarak yapilmistir.

Sonuglar (Tablo 2)' de gosterilmigtir.
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Tablo 2: Deney gruplarindaki siganlarin viicut agirliklari, kan sekeri ve giinliik

tiikettikleri su miktarlarini gésteren tablo.

GUNLUK
KAN TUKETILEN SuU
GRUPLAR AGIRLIK(g) SEKERI MIKTARI(mI/100g)
(mg/dl)
KONTROL (GENC) 19045,7 178111 19,35+1,4
KONTROL (YASLI) 320,6+17,8 180+12 18,71+£1,5
RESVERATROL 338+21,2 165+6,5 25,89+1,4*
FRUKTOZ 10 305,6+30,6 217+33,5 19,09+1,2
FRUKTOZ 20 213+15,7* 265+32* 14,67+1,9*
RESVERATROL+
2551246 195+7,1# 16,18+2,2
FRUKTOZ 20

Degerler ortalama * standart hata ortalamasi olarak ifade edilmigtir. n=6-10, *

p<0.05 kontrole (yasl) gore istatistik olarak anlamh farkliigi gostermektedir. #

p<0.05 Fruktoz 20 grubuna gore istatistik olarak anlaml farklihg: géstermektedir.
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4.2 Serum insulin duzeyleri

Kontrol, fruktoz, resveratrol ve resveratrol + fruktoz
gruplarindan alinan serum orneklerinin insalin seviyeleri
karsilastirildiginda fruktoz grubunun insulin diizeyinde anlamli artis oldugu
saptanmigtir (Sekil 6). Resveratrol tedavisinden sonra ise insulin
dizeyinde gorulen artislarin azalarak normal degerler duzeyine indigi
saptanmigtir. Kontrol hayvanlara resveratrol verilmesinden sonra insulin
dizeyinde bir baskilanma goériimis fakat bu baskilanma anlamli

bulunmamistir.
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Sekil 6: Deney gruplarindaki serum insulin diizeyleri gosterilmistir. Degerler
ortalama *Standart hata olarak ifade edilmistir. * p<0.05 kontrole gore istatistik

olarak anlamli farkhihgi gostermektedir. # p<0.05 Resveratrol + Fruktoz 20 ile

Fruktoz 20 grubu arasi istatistik olarak anlamli farklihgi géstermektedir (n=6-10).

35



4.3 Serum lipid profili

Kontrol ve deney gruplarinin serum lipid duzeyleri
kargilastirildiginda gruplar arasinda anlaml bir farkhlik saptanmamigtir.
Gruplarin total kolesterol (Sekil 7), yuksek dansiteli lipoprotein (YDL) (Sekil
8) ve c¢ok duslk dansiteli lipoprotein (CDDL) (Sekil 9) duzeyleri

gOsterilmistir.

Total Kolesterol (mg/dl)

Sekil 7: Deney gruplarindaki serum total kolestrol diizeyleri gosterilmistir. Degerler

ortalama *Standart hata olarak ifade edilmistir (n=6-10).
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Sekil 8: Deney gruplarindaki serum YDL diizeyleri gosterilmistir. Degerler ortalama

*Standart hata olarak ifade edilmistir (n=6-10).
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Sekil 9: Deney gruplarindaki serum CDDL diizeyleri gosterilmistir. Degerler
ortalama *Standart hata olarak ifade edilmistir (n=6-10).
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4.4 Kan basinci olgumii

Kontrol ve deney gruplar kargilastirildiginda 10. Hafta
sonunda kan basiglarinda %20 fruktoz igcen grupta kontrol grubuna gore
anlamli bir yukselme olmustur. Ayrica, resveratrol tedavisi ile 10. hafta
sonundaki artmis olan kan basinci yukselmesi anlamli bir sekilde normal

degerlere yaklagsmistir.(Sekil 10)

Kontrol (yasli)

2001 @@ Resveratrol

Fruktoz 10

5 1501 @l Resveratrol +

g . % = % Fruktoz 20
2 1004 § § § §
< 504 \ \ \ \
RN | N
(EENE | N
LTI |

S o

Sekil 10: Deney gruplarindaki 0. Hafta ve 10.hafta sonundaki kan basinglan
sonuglari gésterilmistir. ilag verilmeye baglanan hafta 0 olarak alinmigtir. Degerler
ortalama *Standart hata olarak ifade edilmistir. * p<0.05 kontrole gore istatistik
olarak anlamh farklihgi géstermektedir. # p<0.05 Fruktoz 20 grubu ile Resveratrol +

Fruktoz 20 gore istatistik olarak anlamli farkliligi géstermektedir (n=6-10).
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4.5 Sigan torasik aorta halkalarinda 40 mM KCI’nin kastirici etkisi

Potasyum Klorrin (40mM) tek  doz ardarda
uygulanmasindan sonra elde edilen absolute kontraksiyon degerleri (Q)
deney gruplarinda Kkarsilagtirildiginda alinan sonuglar (Sekil 11)'de
gOsterilmigtir. Potasyum klorur cevaplarinin kontrol gen¢ ve yaslh gruplar
arasinda anlamh olarak degismedigi saptanmistir. Resveratrol i¢iminin
kontrol hayvanlarindaki KCI kasilmalarini anlamli  dlgiude azalttigi
saptanmigtir. Fruktoz 10 ve fruktoz 20 gruplarinin KCI kasilma cevaplari
kontrole gore ¢ok belirgin sekilde artmistir. Resveratrol verilmesi fruktoz
20 grubunda artan kasilma cevaplarini anlamli sekilde azaltarak kontrol

degerlerine geri dondurmasgtur.

n
o

=
o

Kasilma (g)
l_\
o

0.51

Sekil 11: Kontrol ve deney gruplarinin endotelli aorta halkalarinda KCI’nin (40mM)

tek doz uygulanmasindan sonra olusturdugu kasilma yanitlari. Kasilma yanitlari
gram cinsindendir. Degerler ortalama xStandart hata olarak ifade edilmistir. *
p<0.05 kontrole gore istatistik olarak anlamh farkhligi gdstermektedir. # p<0.05
Fruktoz 20 grubu ile Resveratrol + Fruktoz 20 gére istatistik olarak anlamh farklihg:

gostermektedir (n:32-61).
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4.6 Sican torasik aorta halkalarinda fenilefrinin doz-cevap egrisi

Dengelenme suresinden sonra kimdaltatif olarak uygulanan
fenilefrin (10°-10* M) sican aorta halkalarinda konsantrasyona bagl
olarak kasilma cevaplari olusturmustur. Fenilefrin doz-cevap egrisi konrol
geng ve konrol yasli hayvanlar arasinda belirgin bir farkhlik géstermemistir
(Sekil 12). Resveratrol icimi kontrol hayvanlarda fenilefrin doz-cevap
egrisini anlaml olglide saga kaydirmistir (Sekil 13). Resveratrol igiminin
fenilefrin cevaplari Uzerine bu etkisi Emaks dUzeyinde anlamli bulunmustur
(Tablo 3). Fruktoz icen gruplarda fenilefrin doz-cevap egrilerinin kontrole
g6re anlaml bir sekilde sola kaydigi gortulmastir (Sekil 14 ve Sekil 15).
Fruktoz iciminin fenilefrin kontraktil cevaplari Gzerine bu etkisi Enaks
duzeyinde anlamli bulunmustur (Tablo 3). Resveratrol tedavisi yapilan
grup Fruktoz 20 grubuyla karsilastirildiginda, fruktoz igimiyle artan
fenilefrin kontraksiyonlarinin resveratrol tedavisinden sonra belirgin bir
sekilde azalmis ve kontrol degerlerinin de altina inmigtir (Sekil 16).
Resveratrolin bu etkisi hem ECsy hem de Enas dlUzeyinde anlamli

bulunmustur (Tablo 3).
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Sekil 12: Kontrol (geng) ile 10 hafta boyunca standart yem ve su alan grubun(yash)
endotelli aorta halkalarinda fenilefrinin olusturdugu konsantrasyon-bagimh kasilma
yanitlari. Sonuglar, 40 mM KCI'nin olusturdugu kasilmalarin yiizdesi (relative
tension) olarak verilmigtir. Degerler ortalama *Standart hata olarak ifade edilmistir
(p<0.05). n=6-9.
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Sekil 13: Kontrol ve 12 hafta siire resveratrol (50 mg/L) igen siganlarin endotelli
aorta halkalarinin fenilefrinin artan dozlarda (10'9-10'4 M) kimaulatif bigimde
uygulanmasina karsi olusturdugu konsantrasyon-bagimhi kasilma yanitlar.
Sonuglar, 40 mM KCI'nin olusturdugu kasilmalarin yuzdesi (relative tension) olarak
verilmistir. Degerler ortalama *Standart hata olarak ifade edilmistir. n=6. * kontrole

gore istatistik olarak anlaml farkliligi géstermektedir (p<0.05).
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Sekil 14: Kontrol ve 10 hafta siire ile %10 fruktoz igen siganlarin endotelli aorta
halkalarinin  fenilefrinin artan dozlarda (10'9-10'4 M) kimiilatif bicimde
uygulanmasina karsi olusturdugu konsantrasyon-bagimli kasiima yanitlari.

Sonuglar, 40 mM KCI'nin olusturdugu kasilmalarin yuzdesi (relative tension) olarak
verilmistir. Degerler ortalama Standart hata olarak ifade edilmistir. n=6. * kontrole

gore istatistik olarak anlamli farklihg: géstermektedir (p<0.05).
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Sekil 15: Kontrol ve 10 hafta siire ile %20 fruktoz igen siganlarin endotelli aorta
halkalarinin  fenilefrinin artan dozlarda (10"9-10'4 M) kumiilatif bicimde
uygulanmasina karsi olusturdugu konsantrasyon-bagimli kasiima yanitlari.

Sonuglar, 40 mM KCI'nin olusturdugu kasilmalarin yuzdesi (relative tension) olarak
verilmigtir. Degerler ortalama #Standart hata olarak ifade edilmistir. n=6-8. *

kontrole gore istatistik olarak anlaml farkliigi géstermektedir (p<0.05).
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Sekil 16: Fruktoz %20 (10 hafta) + Resveratrol (50 mg/L, 12 hafta) uygulanmig
gruplar ile sadece fruktoz %20 igcen grubun endotelli aorta halkalarinda fenilefrinin
olusturdugu konsantrasyon-bagimh kasilma yanitlari. Sonuglar, 40 mM KCI'nin
olusturdugu kasilmalarin yizdesi (relative tension) olarak verilmistir. Degerler

ortalama xStandart hata olarak ifade edilmistir. n=8-10. * Fruktoz 20 grubu ile

Resveratrol + Fruktoz 20 gore istatistik olarak anlamh farkhiligi goéstermektedir
(p<0.05).
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Tablo 3. Deney gruplarindaki siganlarin fenilnefrin’nin log ECs, ve E s degerleri.

GRUPLAR LOG ECs Enmats DENEY SAYISI

(n)

KONTROL (GENC) | 6 18+0,0583 131,3#3,719 |9

KONTROL (YASLI) | 6,09+0,047 134,74#3,103 | ©
RESVERATROL 6,150,124 104,846,278+ | 6
FRUKTOZ 10 6,21%0,069* 155,6%5,202% | 6
FRUKTOZ 20 5,99%0,089" 171,4%7,740% | 8
RESVERATROL+

97,82+2,792* | 10
FRUKTOZ 20 6,22+0,0632*

Degerler ortalama *standart hata olarak ifade edilmistir. Deney gruplan 6-10
hayvandan olugsmustur. * p<0.05 kontrole gére istatistik olarak anlamh farklilig
gostermektedir. # p<0.05 Fruktoz 20 grubu ile Resveratrol + Fruktoz 20 gore

istatistik olarak anlamli farkhligi géstermektedir.
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4.7 Sican torasik aorta halkalarinda anjiyotensin II’'nin doz-cevap

egrisi

Dengelenme silresinden sonra kumulatif olarak uygulanan
anjiyotensin 11 (10"°-10®° M) sigan aorta halkalarinda konsantrasyona bagli
olarak kasilma cevaplari olusturmustur. Geng ve yasl konrol grubundaki
hayvanlarin anjiyotensin |l doz-cevap egrileri karsilastiniidiginda belirgin
bir fark olmadigi gorulmustiar (Sekil 17). Kontrol grubundaki hayvanlara
resveratrol verilmesinden sonra ise anjiyotensin Il cevaplarinda 6nemli
Olcide azalma oldugu gozlenmistir (Sekil 18). Resveratrolin bu etkisi
Emaks dlizeyinde ¢ok belirgin olarak ortaya ¢cikmistir (Tablo 4). Fruktoz igcen
gruplarda anjiyotensin Il doz-cevap egrisinin anlamh Olglide saga kaydigi
izlenmistir (Sekil 19 ve $ekil 20). Fruktozun anjiyotensin Il doz-cevap
egrisi Uzerindeki etkileri ECsp ve Emaks duzeyinde anlamli bulunmustur
(Tablo 4). Resveratrol tedavisi alan fruktoz grubunda ise anjiyotensin Il
kontraksiyonunda olusturdugu artislar blyutk 6l¢cide azalmis ve normal

degerlere yaklasmistir (Sekil 21).

a7



1501
O Kontrol (Geng)

-~ Kontrol (Yasl
125+ (Yagh)

1004

751

Kasilma (%)

507

257 o]

00= ? v v v .
10 9 8 7 6 5

Anjiyotensin Il (-log M)

Sekil 17: Kontrol (geng) ile 10 hafta boyunca standart yem ve su alan grubun(yaslh)
endotelli aorta halkalarinda anjiyotensin II'nin olusturdugu konsantrasyon-bagiml
kasilma yanitlari. Sonuglar, 40 mM KCI'nin olusturdugu kasilmalarin yiizdesi
(relative tension) olarak verilmistir. Degerler ortalama *Standart hata olarak ifade
edilmistir (p<0.05). n=6-9.
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Sekil 18: Kontrol ve 12 hafta siire resveratrol (50 mg/L) igen siganlarin endotelli
aorta halkalarinin anjiyotensin IPnin artan dozlarda (10"°-10° M) kiimiilatif bigimde
uygulanmasina karsi olusturdugu konsantrasyon-bagimli kasiima yanitlari.

Sonuglar, 40 mM KCI'nin olusturdugu kasilmalarin yuzdesi (relative tension) olarak
verilmistir. Degerler ortalama tStandart hata olarak ifade edilmistir. n=6. * kontrole

gore istatistik olarak anlamh farklihg: géstermektedir (p<0.05).
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Sekil 19: Kontrol ve 10 hafta siire ile %10 fruktoz igen siganlarin endotelli aorta
halkalarinin anjiyotensin II’'nin artan dozlarda (10%°-10° M) kiimiilatif bigimde
uygulanmasina karsi olusturdugu konsantrasyon-bagimli kasiima yanitlari.
Sonuglar, 40 mM KCI'nin olusturdugu kasilmalarin yuzdesi (relative tension) olarak
verilmigtir. Degerler ortalama * Standart hata olarak ifade edilmistir. n=6-7 *

kontrole gore istatistik olarak anlaml farklihigi géstermektedir (p<0.05).
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Sekil 20: Kontrol ve 10 hafta sire ile %20 fruktoz igen siganlarin endotelli aorta
halkalarinin anjiyotensin II’'nin artan dozlarda (10%°-10° M) kiimiilatif bigimde
uygulanmasina karsi olusturdugu konsantrasyon-bagimli kasiima yanitlari.

Sonuglar, 40 mM KCI'nin olusturdugu kasilmalarin yuzdesi (relative tension) olarak
verilmigtir. Degerler ortalama tStandart hata olarak ifade edilmistir. n=6. * kontrole

gore istatistik olarak anlamh farklihgi géstermektedir (p<0.05).
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Sekil 21: Fruktoz %20 (10 hafta)+Resveratrol (50 mg/L ,12 hafta) uygulanmig
gruplar ile sadece fruktoz %20 igen grubun endotelli aorta halkalarinda
anjiyotensin II’'nin olusturdugu konsantrasyon-bagimh kasilma yanitlari. Sonuglar,
40 mM KCI'nin olusturdugu kasilmalarin yiizdesi (relative tension) olarak
verilmigtir. Degerler ortalama *Standart hata olarak ifade edilmigtir. n=6-10. *
p<0.05 Fruktoz 20 grubu ile Resveratrol + Fruktoz 20 goére istatistik olarak anlamli
farklihgr géstermektedir.
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Tablo 4: Deney gruplarindaki siganlarin anjiyotensin I’nin log ECsy ve Ejus

degerleri

GRUPLAR LOG ECs Emaks DENEY  SAYISI

(n)

KONTROL (GENC) | 75540117 76,13%4,442 | 9

KONTROL (YASLI) | 7.20+0,166 69,62¢3,249 | 6

RESVERATROL 7,560,121 43,421,932+ | 6
FRUKTOZ 10 8,10£0,137* | 81,07%3,536* | /
FRUKTOZ 20 7,600,124 90,16%4,163" | 6
RESVERATROL+

7,5240,116 57,972,448 | 10
FRUKTOZ 20

Degerler ortalama *standart hata olarak ifade edilmistir. Deney gruplan 6-10
hayvandan olugmustur. * p<0.05 kontrole gore istatistik olarak anlaml farklihg:

gostermektedir. # p<0.05 Fruktoz 20 grubu ile Resveratrol + Fruktoz 20 goére

istatistik olarak anlamli farkliligi géstermektedir.
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5. TARTISMA

Bildigimiz Uzere suUkroz, glukoz ve fruktoz bilesiminden
olusmaktadir. Fruktoz, cesitli islemden gecerek bir¢ok hazir gidada
kullaniilmaktadir. Gelismis toplumlarda metabolik sendrom ve sismanlik
oraninin yuksekligin fruktoz tuketiminin artisa paralel oldugu ileri
surtulmektedir. Aslinda fruktoz dogal olarak meyveler ve sebzeler iginde
tikettigimiz bir enerji kaynagidir. Dogal besinler icinde alinan fruktoz, hem
vlicutta yuksek konsantrasyonlara ulasamamaktadir hem de dogal
besinler icinde bulunan birgok polifenolik bilegigin etkisiyle zararli etkisini
gOsterememektedir. Glukoz iyi metabolize olur ve fruktoza gére zararh
metabolitleri yok denecek kadar azdir. Fruktoz metabolizmasinin sonucu
dusuk dansiteli lipoproteinler ve trigliserittir olusur. Ayrica, fruktoz protein
molekulleri ile birleserek ileri glikasyon son urunlerine donigmektedir, bu
arunlerin yaslanma surecini hizlandirdigi ve diyabet komplikasyonlari ve
kardiyovaskuler hastalik olusumunda o6nemli rol oynadigi saptanmistir.
Fruktozun hacrelere alimi igin insulin salinimi gerekmediginden bazi
arastirmacilara gore sukroz ve glukozun tersine fruktoz daha iyi bir seker
kabul edilmektedir fakat uzun vadede metabolizma acisindan fruktoz ciddi
yan etkilere sahiptir. Fruktoz tlketiminin hipertrigliseridemi, hipertansiyon
ve insulin direncine neden oldugu bildiriimektedir. Bu ytzden yuksek
fruktoz tlketiminin giderek saghgi tehdit eden bir durum haline geldigi

disinilmektedir.'°"*1°

Diyet icinde ylksek fruktoz verilmesi ile sicanlarda insilin
direnci, hiperinsulinemi ve hipertansiyon olustugu ilk kez Hwang ve
arkadaslar tarafindan gosterilmistir.’® Rodentlerde, 6-8 hafta yiiksek
fruktozlu diyet ile beslenmenin metabolik sendroma yol actigi daha sonraki

alismalarda da bildirilmigtir 13
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Yuksek fruktoz ile beslenmenin olumsuz etkileri fruktoz
konsantrasyonu ve beslenme siiresine bagl olarak degismektedir.®? Baz
calismalarda, ylksek fruktoz ile beslenme siuresi sonunda hayvanlarda
agirhk artisi olmadigr gorulmustur. Bizim bulgularimiz da bu sonuglari
dogrulamaktadir. Fruktoz 20 grubundaki hayvanlarda, vacut agirhidinin
kontrol (yash) gruba gére anlamh oélgtide azaldigi bulunmustur. Bu azalma
diger calismalarda da gorilmustir. Arastirmalarin gcogunda, fruktoz diyet
icinde verilmistir, bizim ¢alismamizda ise igme suyu iginde uygulama
yapildi. Literatir taramasinda, icme suyu iginde fruktoz  (%5-30)
verilmesiyle ikinci haftadan itibaren metabolik sendrom olustugunu

gbsteren birgok galigma bulunmaktadir.*®""1

Yapilan galigmalar i1siginda, bizim g¢alismamizda fruktoz 20
ve fruktoz 10 gruplarinda su igme miktarlarinda kontrole oranla anlamli bir
dusus gozlenmistir. Ayrica, resveratrol igen grupta ise su icme miktarinda

normale oranla anlamli bir artig goralmasgtar.

Yuksek fruktoz (%23) ile 8 haftallk Sprague-Dawley disi
si¢canlarda yapilan bir ¢alismada, fruktoz grubundaki siganlarin su igme
miktarinin ve viicut agirhiginin kontrolden farkli olmadigi bulunmustur. ***
icme suyu icinde %30 siikrozun 20 hafta boyunca Wistar erkek siganlara
verildigi bir calismada, su igme miktarinin ve vacut agirhginin kontrollere
gore kismen azaldigi saptanmistir.** Bu bulgular bizim calismamiz ile
birlikte degerlendirildiginde yuksek (%20-30) fruktoz igiminin siganlarda
kilo artisina neden olmadigi ve su aliniminin  yuksek gseker
konsantrasyonuna ragmen degismedigi, fakat kismen de bu arastirma

sonuglarini destekledigi, gorulmektedir.

Yem ve su iginde yuksek fruktoz verilerek olugturulan

metabolik sendromda, kan glukoz duzeyinin genel olarak degismedigi,
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fakat insulin saliniminda artis oldugu, insulin direnci geligtigi kan
basincinin ve trigliserit duzeyinin belirgin olarak arttigi saptanmistir. Bu
sonuglar yuksek fruktoz iceren beslenme seklinin obezite olmadan

metabolik sendromu oldukga iyi taklit ettigini gdstermektedir. 677

Bu calismada, fruktoz 20 grubunun kan glukoz duzeyi
kontrole goére yuksek bulunmustur. Benzeri sonucglar daha o6nceki

calismalarda da gdsterilmistir.*

Bizim ¢alismamizda, fruktoz 20 grubunda hem kan basinci
hem de insulin dizeyinde artigi oldugu saptanmistir. Kan lipit profilinde
anlamli bir degisiklik olmadigi goralmustir fakat trigliserit diizey sonuglari,
deneyde ortaya c¢ikan bir hata yuzinden caligmaya dahil edilememigtir.
Fruktoz 10 grubunda kan basinci belirgin bir sekilde dedismemis fakat
insulin duzeyindeki yukselme izlenmistir. Bunun nedeni tam olarak
anlasilamamigtir bununla birlikte bazi ¢alismalarda %10 fruktoz igimiyle
kan basinci artisi kaydedilmistir.'®’" Ayrica, son yapilan calismalarda
yuksek fruktoz aliniminin tail cuff metodu ile Olgimde kan basincini
artirdigi telemetri sistemi ile surekli kayitta ise bir degisiklik olugturamadigi
gosterilmistir. Bu gcalismada fruktoz aliniminin trigliserit ve insulin dizeyini
yikselttigi de gdsteriimistir.*'® Ayrica, insilin inflizyonu ile olusturulan

hiperinsiilinemide kan basinci artisi olmadidi bir calismada gériilmiistiir.®®

Genel olarak yuksek doz fruktoz alinimiyla ilgili yapilan
calismalara bakilarak sigcanlarda kilo artigi ve kan glukoz dizeyinde ¢ok
belirgin bir degisiklik olusturmadan, hipertansiyon, hiperinsulinemi ve
hipertrigliseridemi ile karakterize metabolik sendroma neden olmaktadir,
bizim sonuglarimizda bu bulgular ile buydk olgude uyumluluk

gOstermektedir.
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Biz bu galismada, potasyum klorur, fenilefrin ve anjiyotensin
II cevaplihginin fruktoz ile beslenen hayvanlarda nasil degistiginin ve

resveratrol tedavisinden sonraki durumu arastirdik.

Sempatik aktivitenin, anjiyotensin cevaplarinin, ya da
sentezinin fruktozun olusturdugu metabolik sendromda arttigini gosteren

pek cok calisma bulunmaktadir. 36434269

Renin-anjiyotensin sisteminin aktivasyonun insilin direnci
gelisiminde 6nemli bir etken oldugu ileri surilmids ve anjiyotensinin
olusturdugu oksidatif stresin, pankreasin beta hicrelerinde asiri

uyariimaya neden oldugu éngdriilmistir.**’

Cesitli  anjiyotensin  reseptdér antagonistlerinin  insulin
duyarhihg@ini artirdigi gosterilmekle birlikte, bu dizelmenin altinda yatan

mekanizma iyi bir sekilde anlagilamamigtir. %1%

Fruktoz ile olusturulan metabolik sendromda anjiyotensin
sisteminin dnemli bir rol oynadigi hipotez edilmektedir. Anjiyotensin Il AT,
reseptorlerinin  ekspresyonunun arttigi fakat AT, reseptorlerinde bir
degisiklik olmadigi gosterilmistir. AT, reseptorlerinin vazokonstriktor etkiye
AT, reseptorlerinin ise endotel hucrelerinden nitrik oksit salinimina aracilik

ettigi bilinmektedir.343°

Yuksek fruktoz iceren diyet ile beslenen siganlarda,
anjiyotensin antagonisti telmisartan tedavisinin, kan basincindaki artisi ile

hipertrigliseridemi ve hiperinsiilinemiyi diizelttigi bulunmustur.>®
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Bir calismada, yuksek doz fruktoz ile beslenen siganlarda
anjiyotensine cevaplilikta maksimum kontraksiyonunun artigi géralmustar.
Bu sonug, daha 6nce fruktoz ile metabolik sendrom olusturulan g¢alismanin
bulgulari ile benzerlik géstermektedir.** Bu galismada, sican aortasinda,
AT, reseptor ekspresyonunun da fruktoz ile arttigr gosterilmistir. Ayni
calismada, bizim bulgularimizdan farkli olarak fenilefrin cevaplarinin
degismedigi bulunmustur. Halbuki bu tez c¢alismasinda KCI, fenilefrin ve
anjiyotensin cevaplarinin hem fruktoz 10 hem de fruktoz 20 grubunda
anlamli  bir sekilde arttigi, dolayisi ile vazokonstriktor bilesiklere
cevaplilikta genel bir artis oldugu gorulmektedir. Bu bulgularimiz,
asetilkolinin endotel bagimh gevseme cevaplarindaki azalma ile tam
olarak ortismemektedir. Cunkl calismamizin ikinci kisminda fruktoz 10
grubunda asetilkolin etkisinde bir azalma izlememistik, ayni sekilde bu
grupta kan basincindaki artis anlamli bulunmamisti. Fakat, fruktoz 10
grubunda insulin  saliniminin  artmig olmasi metabolik sendrom
isaretlerinden en azindan birisinin bulundugunu gostermektedir. Trigliserit
sonuglarinin alinmasindan sonra, bu degerler daha iyi yorumlanabilecektir.
Anjiyotensin cevaplihgindaki artisin bir gdstergesi olarak, fruktoz ile
beslenen sicanlarda NADPH, damarlardaki en énemli stiperoksit kaynagi
ve endojen uyarani anjiyotensin |l, aktivitesinin artigi gosterilebilir.
Calismamizin diger boéliminde fruktoz ile beslenen hayvanlarda NADPH
oksidaz aktivitesinin arttigini tespit ettik. Bu bulgular, sunulan tez
calismasi kapsami icine dahil edilmemistir. Bizim bulgularimizdan farkl
olarak yuksek fruktoz igceren yem ile beslenmenin potasyum klorir ve

noradrenalin cevabinin degismedigi sican aortasinda gosterilmistir.*?*

Diger bir calismada ise ylUksek fruktoz diyetinin sigcan
aortasinda hem fenilefrin hem anjiyotensin kasilmalarinda artisa neden
oldugu rapor edilmistir bu sonuglar bizim bulgularimizi desteklemektedir.*’
Ayni ¢calismada, bu sunulan ¢alismadan farkli olarak, KCI cevaplarinin ise

degismedigi saptanmistir.®’
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Yuksek fruktoz verilmesinin endotelin-1 cevaplihigi Uzerine
etkisinin arastirildigi bir calismada ise ET-1’in vazokonstriktdr etkisinin
arttigi  ve potasyum klorlir cevaplarinin degismedigi saptanmistir.
Endotelin-1 reseptdr ekspresyonunun da fruktoz uygulanan grupta yuksek

oldugu gérilmiistir.*#

Fruktoz ile insllin direnci olusturulmus bir baska calismada
da, siganlarin mezenterik arterlerinde endotelin cevaplihiginin arttigr ve
radyoaktif baglanma c¢alismasinda ET1 baglanmasinin ylksek oldugu

bulunmustur.*?®

Batln bu sonuglar, anjiyotensin ya da endotelin cevaplihdi ve
reseptdr sayindaki artisin insdlin direncine yol agabilecegi seklinde
degerlendirilmigtir. Genel olarak, fruktoz ile olusturulan metabolik
sendromun vazokonstriktor bilesiklere cevaplilik artisina neden oldugu

soylenebilir.

Resveratrol tedavisinden sonra potasyum klorur, fenilefrin ve
anjiyotensin cevaplarinda maksimum kasilimalarin azaldigi gérulmektedir.
Resveratrolin vazokonstriktor bilesikler Gzerindeki inhibitor etkisi, NADPH
oksidaz enzimini baskilayarak superoksit olugsumunu azaltmasina
baglanmistir. Daha 6nceki birgcok calismada resveratroliin oksidatif stresi
baskiladigi ve superoksit olusumunu azalttigi ve nitrik oksit olusumunu ya

da biyoyararlanimini artirdi§i gésterilmistir.”"***

Resveratrol  nonspesifik olarak kalsiyuma  duyarhlig
azaltabilir ya da potasyum kanallarini acabilir. Bu 6zellikleri de damar

tonusiiniin diizenlenmesini degistirebilir.1%41%
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Bu galismada, icme suyu iginde gunde 5-7 mg/kg dozda
verilen resveratrollin, fruktozun olusturdugu vazokonstriktorlerin etkisideki
artisi duzelttigi saptanmig, fakat onun etki mekanizmasina yonelik
bulgulara bakilmamigtir. Etki mekanizmasina yonelik c¢alismada,
resveratrolin fruktoz ile beslenmede artmis olan NADPH aktivitesini
disdrdigu gorulmustir. Sunulan galismada biz, fruktoz ile olusturulan
metabolik sendromda ortaya c¢ikan hiperinstlinemi ve hipertansiyonun
resveratrol tedavisi ile dnemli dlgude duzeldigini de saptamig bulunuyoruz.
Resveratrolin bu yarali etkilerinin hiperinstlineminin dizelmesi sonucu
mu yoksa anjiyotensin gibi insulin direncinden sorumlu tutulan bir bilesigin

etkinligindeki azalma sonucu mu ortaya ¢iktigi anlagilamamisgtir.

Resveratrolun ylksek yagl diyet ile beslenen hayvanlarda
gorulen metabolik sendromda, insilin salinimini azalttigi, obeziteyi
Onledigi, hipertansiyonu duzelttigi ve hayvanlarin yagam suresini uzattigi

bulunmustur.®*

Fruktoz ile olusturulan metabolik sendromda resveratrol
tedavisinin (20 mg/kg), hipertrigliseridemiyi ve hipertansiyonu dizelttigi

gosterilmis fakat damar cevaplari incelenmemistir.”’

Resveratrol tedavisi bu calismada, bozulan damar
cevaphligini énemli Olcide duzeltmektedir. Resveratrolin bu etkisinin
hipertansiyon Uzerindeki olumlu etkisine katki yapmasi beklenir. Fruktozun
olusturdugu metabolik sendromda bozulan bazi kardiyovaskuler
parametrelerin resveratrol alinmasi ile kontrol altina alinabilecegi

soylenebilir.
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6. SONUG

Sonug olarak, yuksek doz fruktoz icen gruplarda hayvanlarin
ictikleri su miktari dusmustlr. Resveratrolde ise icilen su miktarinda
normalden fazla bir artig oldugu gorulmustur. Hayvanlarin agirliklarinda
ise yuksek doz fruktoz igcen grupta kontrole anlaml bir agirhik azalmasi
gorulmustlr. YUksek doz fruktoz icen grupta kan basincinda ciddi bir
yukselme olmustur. Ayrica, kan glukoz dizeyi ylksek c¢ikmistir. Yiksek
doz fruktoz alan grupta serum insulin dizeyi normalin Ustinde ¢ikmistir.
Bu hiperinsulinemi ve hipertansiyon tablosuna gore hayvanlarin metabolik
sendromu taklit ettigimizi soylemek mumkdndur. Ayrica, yuksek doz
fruktozla birlikte yasanan kilo kaybi obezitenin eslik etmedigi Tip |

diyabete benzemektedir.

Biz bu galismada, potasyum klorur, fenilefrin ve anjiyotensin
II cevaplihginin fruktoz ile beslenen hayvanlarda nasil degistiginin ve
resveratrol tedavisinden sonraki durumu arastirdik. Bu calismada KCI,
fenilefrin ve anjiyotensin cevaplarinin fruktoz igen gruplarda anlamli bir
sekilde arttigi, dolayisi ile vazokonstriktor bilesiklere cevaplilikta bir artig

oldugu gorulmektedir.

Bu galismada, icme suyu icinde gunde 5-7 mg/kg dozda
verilen resveratroliin, fruktozun olusturdugu vazokonstriktorlerin etkisideki
artigi duzelttigi saptanmigstir. Sunulan ¢alismada biz, fruktoz ile olusturulan
metabolik sendromda ortaya c¢ikan hiperinsilinemi ve hipertansiyonun
resveratrol tedavisi ile dnemli dlgide duzeldigini de saptamis bulunuyoruz.
Resveratrol tedavisi bu galigmada, bozulan damar cevaplihgini énemli
Olcude duzeltmektedir. Ayrica, resveratrolin bu etkisinin hipertansiyon
uzerinde olumlu etkisini olabilir. Metabolik sendromda bozulan bazi

kardiyovaskuler parametreler resveratrol alinmasi ile azaltilabilir.
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7. OZET

Uzun sure fruktoz igcen siganlarda resveratrol verilmesinin

vazokonstriktor cevap uzerine etkisinin incelenmesi

islenmis gidalar ve gazli icecekler iginde fruktoz kullanimi
giderek artmaktadir, ¢unku fruktoz raf omrunu uzatmaktadir. Ylksek
miktarda fruktoz aliniminin  hiperinsulinemi, hipertrigliseridemi ve
hipertansiyon nedeni oldugu saptanmistir. Bu ylzden fruktozun zararl
etkilerinin 6nlenmesi 6zel bir 6nem arz etmektedir. Resveratroliin endotel
ve damar fonksiyon bozuklugunu duzelterek kardiyovaskuler hastaliklarin
tedavisinde yararl olabilecegi ileri stralmustur. Deneysel olarak fruktozla
olusturulan damar diz kas fonksiyonundaki degisiklik (zerine
resveratrolin etkisi iyi bilinmemektedir. Bu tez galismasinda icme suyu
icinde 10 hafta sureyle fruktoz (% 10 ve 20) verilerek olusturulan metabolik
sendromda resveratrolln etkisi incelenmistir Resveratrol uygulamasi (50
mg/L) fruktoz igiminden 2 hafta 6nce baslatiimistir. Deney gruplarindan
alinan kan orneklerinde biyokimyasal, aortada ise damar duz kas
fonksiyonu odlgumleri yapilmistir.  Ayrica, kan basinci degisiklikleri
kaydedilmistir. KCI (40 mM) ve fenilefrin (10°-3x10* M) cevaplarinin
fruktoz icen sicanlarda arttigi, anjiyotensin 1l (107°-10° M) cevaplarinin ise
degismedigi saptanmigtir. Kasilma cevaplarindaki artis, resveratrol
tedavisi alan hayvanlarda buyuk oOlgude duzelmigtir. Resveratrol tedavisi,
kontrol ve fruktoz alan siganlarda, anjiyotensin Il (107°-10™ M) cevaplarini
azaltmistir. Fruktoz ile beslenme sonucu ortaya c¢ikan insulin direnci ve
hipertansiyon da resveratrol alan grupta anlamli derecede azalmistir.
Resveratrol ve fruktoz ile beslenme sonucu kan glukoz duzeyi

degismemigtir. Bu bulgular, fazla miktarda fruktoz alinimina bagl olarak
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gelisen kardiyovaskiler fonksiyon bozukluklarinin resveratrol 6n tedavisi

ile dnlenebilecegini gostermektedir.

Anahtar sozcukler: Resveratrol, damar duz kas fonksiyonu,

hipertansiyon, insulin direnci, fruktoz ile beslenme.
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8. SUMMARY

The investigation of the effect of resveratrol supplementation on

vasoconstriction in long term fructose-treated rats

The use of fructose is being increased in processed foods
and beverages, because it extends their shelf life. High fructose intake
causes insulin resistance, hypertriglyceridemia and hypertension. The
harmful effects of increased fructose intake on health and their prevention
should take greater consideration. Resveratrol has beneficial effects on
endothelial and vascular function which is important in the prevention of
cardiovascular disease. However, very little is known about the effect of
resveratrol on fructose-induced vascular dysfunction. Therefore, in this
study, we assessed whether chronic resveratrol administration changes
vascular contractility in association with biochemical parameters, in
fructose-treated rats. We investigated the effect of long-term resveratrol
treatment (50 mg//L in drinking water for 12 weeks) on vascular
contractility to KCI (40 mM), phenylephrine (10°-3x10™* M) and angiotensin
Il (10°-10°° M) in either endothelium-intact or denuded aortae from control
and fructose-treated (10 and 20% fructose in drinking water for 10 weeks)
rats. Blood pressure and serum lipids, insulin, glucose and fructosamine
were also evaluated. Our results showed that fructose administration in
drinking water for a period 10 weeks caused a modest increase in blood
pressure, serum insulin without a change in body weight, serum lipid
profile and glucose concentration. Fructose consumption caused an
increase the contractions to KCl and phenylephrine in aortae from rat.
Long-term resveratrol supplementation suppressed increased vascular
contractility. Resveratrol treatment also depressed angiotensin Ill-induced
contractions in both control and fructose groups. Additionally, insulin
resistance and hypertension in fructose fed rats were also restrained in

resveratrol supplemented rats. Resveratrol and fructose did not
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significantly change blood glucose level. The presented results showed
that high fructose-induced cardiovascular abnormalities could be

prevented by resveratrol pretreatment.

Keywords: Resveratrol, vascular functions, insulin resistance,

hypertension, fructose fed rats
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