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HUVEC HUCRE HATTINDA ALKOL iLE INDUKLENEN
INFLAMASYON VE APOPTOZA KARSI RESVERATROLUN
KORUYUCU ETKIiLERININ BELIRLENMESI

DETERMINATION OF THE PROTECTIVE EFFECTS OF RESVERATROL AGAINST
ALCOHOL-INDUCED INFLAMMATION AND APOPTOSIS IN HUVEC CELL LINE
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oz

Amag: Alkol ¢ok sayida sitokin, kemokin ve reaktif oksijen turlerini igeren inflamatuar bir kaskad yoluyla
doku ve organ hasarina yol agan toksik bir maddedir. Kronik inflamasyonun ¢esitli hastaliklarda merkezi
bir rol oynadigi kabul edildiginden, son yillarda yapian ¢alismalar anti-inflamatuar ve immiinomodulator
ozelliklere sahip polifenoller agisindan zengin gidalara odaklanmistir. Bu ¢aligmanin amaci, oldukc¢a
yaygin sekilde aragtirilan bir polifenol olan resveratroliin, alkol ile indiiklenen insan umblikal ven endotel
(HUVEC) hiicre hatlart tizerinde koruyucu ve terapotik etkilerinin incelenmesidir.

Gereg ve Yontem: Calismamizda, kontrol grubu, alkol maruziyeti grubu, resveratrol grubu, alkol ve
resveratrol birlikte uygulanan grup olmak iizere 4 farkli deney grubu olusturulmustur. Uygulanacak dozlar,
sitotoksisite deneylerinden elde edilen sonuglara gore alkol i¢in inhibitér konsantrasyon 30 (IC30) dozu
(%4,4) ve resveratrol igin toksisite gostermeyen en yiiksek doz (20 uM) olarak belirlenmistir. Insan
umblikal ven endotel (HUVEC) hiicre hatti iizerinde ¢calisilmistir. Calismada incelenmis olan Interlokin 18
(IL-18), C reaktif protein (CRP), Kaspaz-3 aktivitesi parametreleri ELISA kitleri kullanilarak ol¢iilmiistiir.
Sonuc ve Tartisma: Resveratrol takviyesinin alkole karsi, inflamatuar sitokinlerden interlokin 18 (IL-18)’i
onemli dlgiide azaltarak inflamasyona karsi koruma sagladigi gosterilmistir (%20.31, p<0.05). EK olarak,
resveratrol C-reaktif protein (CRP) seviyelerinde énemli bir azalma saglamistir (%17.41, p<0.05). Ayrica
HUVEC hiicre hattinda alkoliin kaspaz-3 aktivitesini anlamli olarak artirdigi, resveratrol uygulanmasinin
ise bu artist anlamli sekilde inhibe ettigi gosterilmistir (%12.75 p<0.05). Resveratroliin alkolun neden
oldugu oksidatif stresi azaltarak CRP seviyelerini azalttigi ve kaspaz-3 inhibisyonuna aracilik ettigi
diistintilmektedir. Resveratroliin insan sagligi iizerine herhangi bir olumsuz etki gostermedigi ve oksidatif
strese karst koruyucu ozelliklere sahip oldugu goriildiigiinden ilag tedavilerine ek bir nutrasétik olarak
kullanilabilecegi diigtintilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Alkol, CRP, IL18, kaspaz 3, resveratrol

ABSTRACT

Obijective: Alcohol is a toxic substance that leads to tissue and organ damage through an inflammatory
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cascade involving numerous cytokines, chemokines, and reactive oxygen species. Given that chronic
inflammation is recognized as a central factor in various diseases, recent studies have focused on foods
rich in polyphenols with anti-inflammatory and immunomodulatory properties. This study aims to
investigate the protective and therapeutic effects of resveratrol, a widely studied polyphenol, on alcohol-
induced human umbilical vein endothelial cell (HUVEC) lines.

Material and Method: In our study, 4 different experimental groups were formed as control group,
alcohol exposure group, resveratrol group, alcohol and resveratrol co-administered group. The doses to
be applied were determined as the inhibitory concentration 30 (IC30) dose (4.4%) for alcohol and the
highest non-toxic dose (20 uM) for resveratrol according to the results obtained from cytotoxicity
experiments. The study was conducted on human umbilical vein endothelial cell (HUVEC) lines. The
parameters examined, including Interleukin 18 (IL-18), C-reactive protein (CRP), and caspase-3 activity,
were measured using ELISA kits.

Result and Discussion: Resveratrol supplementation has been shown to provide protection against
inflammation by significantly reducing the levels of the inflammatory cytokine interleukin 18 (IL-18) in
response to alcohol (%20.31, p<0.05). Additionally, resveratrol significantly reduced C-reactive protein
(CRP) levels (%17.41, p<0.05). It was also demonstrated that alcohol significantly increased caspase-3
activity in HUVEC cell lines, while resveratrol administration effectively inhibited this increase (%12.75
p<0.05). It is suggested that resveratrol reduces CRP levels and mediates caspase-3 inhibition by
alleviating alcohol-induced oxidative stress. Given that resveratrol has not shown any adverse effects on
human health and possesses protective properties against oxidative stress, it is considered that it could be
used as a nutraceutical supplement in conjunction with pharmaceutical treatments.

Keywords: Alcohol, caspase-3, CRP, IL-18, resveratrol

GIRIS

Dogal sekilde olusan polifenolik bir bilesik olan resveratrol (3,5,4'-trihidroksistilben) Gzim, cilek,
yer fistig1 ve diger bitki kaynaklarinin yani sira kirmizi sarapta da 6énemli miktarlarda bulunan bir
stilbendir [1]. Resveratrol, ilk olarak 1997 yilinda bildirilen anti-kanser potansiyeli nedeniyle ¢ok
popiiler hale gelmistir [2]. O zamandan beri iltihaplanma, timorogenez ve kardiyoprotektif etkilere
aracilik etmedeki umut verici rolii nedeniyle arastirmacilarin dikkatini gekmektedir. Kardiyovaskuler
rahatsizliklara kars1 etkili iyilestirici maddeler olarak {iziim, Fransiz Paradoksu'nun 6nemli bir pargasi
olarak goriilmektedir. Benzer sekilde, arastirmacilar yiiksek dozda resveratroliin memeli 6mriinii 5nemli
ol¢iide uzattigini bildirmislerdir [3].

Obezite ve tip 2 diyabet gibi metabolik bozukluklar, oncelikle kalori agisindan zengin diyetlere,
fiziksel aktivite eksikligine ve alkol kullanimina dayal1 bir yasam tarzi nedeniyle giiniimiizde salgin
boyutlarina ulagmaktadir [4]. Diinya genelinde obezite goriilme siklig1 son yillarda biiyiik Slglide
artmistir. Bu riskin biiylik bir kismi, obezitenin insiilin direnci, tip 2 diyabet ve metabolik sendrom
gelisiminde birincil faktér olmasindan kaynaklanmaktadir ve bunlarin tiimii kardiyovaskiiler hastalik
riskinde artig yaratmaktadir [5]. Ayrica obezite, yagl karaciger hastaligi; yiiksek plazma trigliserit
konsantrasyonlar1 ve diisiik yliksek yogunluklu lipoprotein kolesterol konsantrasyonlari ile karakterize
dislipidemi; ateroskleroz; hipertansiyon; demans dahil dejeneratif bozukluklar ve bazi kanserler gibi bir
dizi ek saglik sorunu ile iliskilidir [6-8]. Bu metabolik dengesizliklerin hepsi kronik diisiik dereceli
inflamasyon ile karakterize olup metabolik sendrom gelisimine yol agmaktadir [5-9].

Kronik alkol kullanimi ile indiiklendigi bilinen kardiyovaskiiler islev bozukluklar1 metabolik
sendromla baglantili olsa da kan damarlarinin veya kalbin, kalp dokusuna ve dolayisiyla tiim viicuda
stirekli kan akiginin ve besin maddelerinin engellenmesine yol acan bir patolojik durumunu
kapsamaktadir [10]. Biiyiik 6l¢iide onlenebilir olmalarina ragmen, kardiyovaskiiler hastaliklar, diinya
capinda en yaygin 6liim nedeni olarak bilinmektedir ve kiiresel tiim Sliimlerin neredeyse iicte birinden
sorumludurlar [11]. Ayrica, 2030 yilinda diinya ¢apinda kardiyovaskiiler hastaliklara bagli 6liimlerin
sayisinin 23.6 milyona ulagmasi beklenmektedir [12]. Ozellikle yasam tarzina bagl olusan inflamasyon,
kardiyovaskiiler sistemi etkileyen birgok bozuklugun merkezi bir itici giicii olarak da belirlenmistir [ 10].
Resveratrol ile ilgili biriken kanitlar anti-inflamatuar aktivitesinin kardiyovaskiiler hastaliklara kars1
koruyucu mekanizmasinin farmakolojik potansiyelini dogrulamak i¢in daha fazla arastirma yapilmasi
gerekliligini dogurmustur.
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Calismamiz kapsaminda resveratrolin HUVEC hiicre hatlarinda alkol ile indiiklenen
antiinflamatuar ve apoptotik etkilerinin incelenmesi amaglanmuistir.

GEREC VE YONTEM
Kimyasallar, Reaktifler ve Kitler

3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromir (MTT), alkol, resveratrol ve dimetil
stlfoksit (DMSQO) Sigma-Aldrich (Mannheim, Almanya) firmasindan satin alinmigtir. Dulbecco'nun
Modified Eagle Medium F12 w/L-glutamin w/25 mM Hepes (DMEM-F12), penisilin/streptomisin ve
fetal sig1r serumu (FBS) Biowest (Riverside, 97 MO) firmasindan satin alinmistir. Interlokin 18 (IL-18)
deney Kiti, C reaktif protein (CRP) deney kiti ve kaspaz 3 deney kiti Elabscience (Houston, TX)
firmasindan satin alinmistir.

Hiicre Kiiltiirii ve Kullanilan Besiyeri

Insan umbilical ven endotel (HUVEC) hiicre hatti ATCC firmasindan satin alinmustir. Hiicreler,
%10 FBS ve %1 penisilin/streptomisin ile desteklenmis DMEM-F12 besiyeri kullanilarak 37°C ve %5
CO2’li inkiibatorde 75 cm®lik hiicre kiiltiirii plakalarinda bityiitiilmiistiir. Calisma icin 9. pasajdaki
hiicreler kullanilmigtir.

HUVEC Hiicrelerinin Canliligi ve Proliferasyonu

Sitotoksik alkol konsantrasyonunu ve sitotoksik olmayan resveratrol konsantrasyonlarini
belirlemek icin MTT hiicre canliligi deneyi yapilmistir. Deney, HUVEC hiicrelerinin 96 kuyulu
mikroplakalara ekilmesini ve 24 saat boyunca inkiibe edilmesi ile baglamistir. Kiiltiir ortam1 daha sonra
degisen konsantrasyonlarda Alkol (%0.2, % 0.4, %0.6, %0.8, %1, %2, %4) ve Resveratrol
(2.5,5,10,20,40,80,160uM) eklenerek mikroplakalar 24 saat daha inkiibe edilmistir. Daha sonra,
hiicrelerin Gzerindeki cozeltiler mikroplakalardan uzaklastirilmis ve 0.5 mg/ml MTT eklenmistir.
Mikroplakalar 4 saat boyunca 37°C'de inkiibe edildikten sonra 150 ul DMSO eklenerek drneklerin optik
yogunlugu (OD) 570 nm'de bir spektrofotometre (Allsheng AMR-100) kullanilarak ol¢iilmistiir.
Deneyler farkli giinlerde alt1 kez tekrarlanmis ve ortalama sonuglar kontrol grubuna gore yiizde olarak
ifade edilmistir. Alkoliin inhibitor konsantrasyon 30 (IC30) degeri MTT test sonuglarindan elde
edilmistir. Resveratrol i¢in, hiicre canliliginda kayba neden olmayan ve kontrole kiyasla %100 hiicresel
bliylime saglayan en yiiksek konsantrasyon (20 uM) deneyler igin se¢ilmistir.

Calisma Gruplarinin Hazirlanisi

Yapilan MTT deneyi sonuclar1 referans alinarak asagidaki deney gruplarinin olusturulmasina
karar verilmistir:

1.Kontrol Grubu (K): Bu gruptaki hiicrelere sadece besiyeri uygulanmastir.

2.Alkol grubu (A): Bu gruptaki hicrelere 24 saat boyunca %4.4 Alkol iceren besiyeri
uygulanmistir.

3.Resveratrol grubu (R): Bu gruptaki hiicrelere 24 saat boyunca 20 pg/mL resveratrol iceren
besiyeri uygulanmistir.

4.Alkol + Resveratrol grubu (RA): Bu gruptaki hiicrelere 24 saat boyunca %4.4 alkol ve 20 pg/mL
resveratrol igeren besiyeri uygulanmistir.

Interlokin 18 (IL-18) Diizeylerinin Olgiimi

Yontem Sandvi¢ ELISA prensibine gore g¢alismaktadir (katalog numarasi: E-EL-H0253).
Elabscience firmasindan satin alinan kit i¢inde bulunan 96 kuyucuklu mikroplaka, insan IL-18’e ya 6zgii
bir antikorla kaplanmistir. Firmanin direktiflerine uygun sekilde hazirlanan standart ve numune
¢ozeltileri kuyucuklara konularak IL18’in spesifik antikorlarla baglanmasi saglanmistir. Mikroplakalar
icinde antikorla baglanmayan maddeler uzaklastirilmis, daha sonra IL-18 igin spesifik biyotin-konjuge
antikor kuyucuklarin tamamina eklenmistir. Ardindan kuyucuklara HRP konjugati eklenip inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasi yikamay: takiben substrat reaktifi eklenerek mavi renk olusumu
saglanmistir. Durdurma ¢ozeltisi eklenerek enzim-substrat reaksiyonu sonlandirilmis ve olusan sari
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renkli bilesigin absorbansi 450 nm’de 6l¢iilmiistiir.
C Reaktif Protein (CRP) Duizeylerinin Olgimi

Orneklerin CRP seviyeleri Sandvi¢ ELISA kiti kullanilarak dl¢iilmiistiir (katalog numarasi: E-
EL-H0043). Kit CRP 6zgii bir antikor ile dnceden kaplanmistir. Numuneler ve standartlar plaka
kuyularina eklenmistir. Daha sonra her bir kuyucuga HRP konjugati eklenmistir. Enzim-substrat
reaksiyonu bir durdurma ¢ozeltisi eklenerek durdurulmus ve numunelerin OD degerleri 450 nm'de
Olciilmiistiir. Sonuglar standart egriler kullanilarak hesaplanmis ve CRP seviyeleri ifade edilmistir.

Kaspaz 3 (CASP3) Aktivitesinin Olgiimi

Kaspaz 3 aktivitesi, lireticinin talimatlari izlenerek ELISA kiti kullanilarak dl¢iilmiistiir (katalog
numarasi: E-EL-H6282). Kisaca, 6rnekler hiicre lizatlarinin lizis tamponunda homojenize edilmesiyle
hazirlanmig ve protein konsantrasyonu bir BCA protein tahlil kiti kullanilarak belirlenmistir. Kaspaz 3
spesifik bir antikorla kaplanmis olan ELISA mikroplakasina esit miktarda protein eklenmistir.
Yikamadan sonra, biyotinlenmis bir ikincil antikor eklenmis ve daha sonra streptavidin-horseradish
peroksidaz (HRP) konjugati eklenmistir. Reaksiyon bir enzim-substrat reaksiyonu durdurma ¢ozeltisi
eklenerek sonlandirilirmis ve 450 nm'de Slglilmustiir.

istatistiksel Analiz

Gruplar arasindaki farkliliklar tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirilmis ve ikili
karsilastirmalar i¢in Mann-Whitney U testi kullanilmustir. Sonuglar ortalamazstandart sapma (SD)
olarak ifade edilmistir. p < 0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

SONUC VE TARTISMA

Hiicre Canlihigi

HUVEC hiicreleri %0.2 ile %4 konsantrasyon araliginda alkol ve 2.5 uM ile 160 uM araliginda
resveratrole 24 saat maruz birakilarak MTT yontemiyle hiicre canlilig1 tizerindeki etkileri incelenmistir.
Hiicre canliligi kontrol grubu hiicrelerine gore % canlilik olarak hesaplanmistir. Deneyler sonucunda
alkol igin hiicre canliliginda %30 inhibisyona neden olan konsantrasyon (IC30) %4.4 olarak
belirlenmistir (Sekil 1 ve Tablo 1).
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Sekil 1. Farkli alkol yiizde konsantrasyonlarinda hiicre canliligi (*P < 0.001 kontrol ve her bir
uygulama dozu arasinda anlaml bir fark oldugunu gostermektedir. Degerler ortalama+SD olarak
verilmistir. *P <0.05)
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Tablo 1. Alkol igin inhibitdr konsantrasyonlar

IC30 1C20
Alkol %4.4 %2.65

Alkol igin hiicre canliliginda %30 inhibisyona neden olan konsantrasyon (IC30) %4.4 olarak,
%20 inhibisyona neden olan konsantrasyon (IC20) ise %2.65 olarak belirlenmistir.

HUVEC hiicre canliligi Sekil 2'de gosterildigi gibi artan resveratrol dozlari ile azalmistir.
Resveratrol i¢in sitotoksisiteye neden olmayan en yiiksek doz 20uM olarak belirlenmistir. Bu doz in
vitro deneyler boyunca kullanilmstir (Sekil 2).
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Sekil 2. Farkli resveratrol konsantrasyonlarinda hiicre canliligi (*P <0.001 kontrol ve her bir uygulama
dozu arasinda anlamli bir fark oldugunu gostermektedir. Degerler ortalama + SD olarak verilmistir. *P
<0.05)

Morrow ve arkadaslar1 2008 yilinda yaptiklari bir ¢alismada alkol uygulamasinin HUVEC hiicre
hattinda endotelyal anjiyojenik aktiviteyi uyardigini géstermislerdir. HUVEC hiicre hattinda 1-100 mM,
alkol 24 saat uygulanmis ve deneyler i¢cin uygun doz 25 mM olarak se¢ilmistir. Calisma kapsaminda
HUVEC hiicre hattinda alkol varliginda mRNA ve protein diizeyinde bu hiicrelerde Angiopoietin Tie2
reseptOriiniin ekspresyonunun uyarildigini gostermislerdir [13].

Sheng-Hu ve arkadaslart 2012 yilinda yaptiklart bir ¢alismada HUVEC hiicre hattin1 farkli
konsantrasyonlarda alkol ile muamele etmisler (50 mmol/l, 100 mmol/l ve 200 mmol/l), MDA aktivitesi
SOD ve NO degisikliklerini incelemislerdir. Calismada yiiksek etanol konsantrasyonlart hiicre
aktivitesini inhibe ettigini, MDA seviyesini arttirdigini ve SOD aktivitesini diisiirdiigiinii gdstermislerdir
[14].

HUVEC hiicre hattinda yiiksek glukoz maruziyetinin etkisinin arastirilmasi {izerine yapilan bir
caligsmada koruyucu olarak resveratrol kullanilmistir. Resveratroliin (0.01, 0.1, 2.0 uM) doza bagl bir
sekilde yiiksek glikozun neden oldugu hiicre canliligini azaltan etkenlere karsi koruma sagladig
gosterilmistir [15].

Calismamiz kapsaminda resveratroliin Huvec hiicre hattinda alkoliin yarattig1 inflamasyona kars1
koruyuculugu incelenmis ve daha onceki calismalarda kullanilan dozlara benzer dozlar MTT testi
kapsaminda sirasiyla denenerek optimize edilmistir.

Hicre Gruplarinda Sitomorfoloji

Hiicrelerin 24 saatlik alkol ve resveratrol uygulamasi sonucu elde edilen inverted mikroskop
(10X) gortintiileri Sekil 3’de gosterilmistir. Resvertarol uygulanan HUVEC hiicre hatlar1 morfolojik
olarak kontrol grubuna benzerlik gostermektedir. Alkol uygulanan HUVEC hiicre hatlari morfolojisinde
Olen hiicreler dikkat cekmektedir. Alkol ve resveratroliin birlikte uygulandigi kombine gruptaki hiicreler
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ise kontrol grubuna morfolojik olarak benzerlik gostermekte, tek basina alkol uygulanan gruba gore
morfolojik olarak daha 6zgiin ve sayica daha ¢ok hasarsiz hiicre goriilmektedir.

Sekil 3. Deney gruplarinda hiicrelerin mikroskop goriintiileri (K: Kontrol Grubu, R: Resveratrol
uygulanan grup, A: Alkol uygulanan grup, RA: Alkol + Resveratrol uygulanan grup

Interlokin 18 Diizeyleri

Calisma gruplarinda 6l¢iilen IL-18 diizeyleri Sekil 4’te verilmistir. Kontrol grubuna kiyasla R, A
ve RA gruplarinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde fark oldugu gézlenmistir. Alkol ile kontrol grubu
arasinda %49.61°lik bir fark oldugu goriilmistiir. Alkol uygulamasit HUVEC hiicre hattinda kontrole
gore IL-18 diizeyinde anlamli bir artisa yol agmustir (p<0.05). Alkol grubu ile RA grubu kiyaslandiginda
ise istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir azalig goriilmiistiir (%20.31, p<0.05). Resveratroliin alkol ile
birlikte uygulanmasi sonucu olugan bu azalig IL-18 diizeyinin resveratrole bagl olarak azaldigini
gostermektedir.
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Sekil 4. interlokin 18 diizeyleri. Tiim degerler ortalama+SD olarak verilmistir. **¢¢ Ayni
uissel harfleri tasimayan degerler birbirinden 6nemli 6lgiide farklidir (p<0.05)
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Gyongyosi ve arkadaslarinin 2019 yilinda farelerde yaptiklar bir ¢alismada hem akut hem kronik
alkol tuketiminden sonra alkoliin ER stresini, pro-inflamatuar genlerin upregilasyonunu, inflamazom
aktivasyonunu ve IL-18 tiretimini indiikledigini géstermislerdir. Caligmamizda benzer sekilde alkoliin
11-18 diizeyini indiikledigi gosterilmektedir [16].

C Reaktif Protein (CRP) Duzeyleri

Calisma gruplarinda ol¢iilen CRP diizeyleri Sekil 5°te gosterilmistir. Kontrol grubuna kiyasla
sadece A, grubunda istatistiksel olarak anlamli diizeyde fark oldugu gézlenmistir. Alkol ile kontrol
grubu arasinda %30,43’1liikk bir fark oldugu goriilmiistiir. Alkol uygulamast HUVEC hiicre hattinda
kontrole gore CRP diizeyinde anlamli bir artisa yol agmustir (p<0.05). Alkol grubu ile RA grubu
kiyaslandiginda ise istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir azalis goriilmiistir (%17.41, p<0.05).
Resveratroliin alkol ile birlikte uygulanmasi sonucu olusan bu azalig CRP diizeyinin resveratrole bagl
olarak azaldigini gostermektedir.
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Sekil 5. CRP diizeyleri. Tiim degerler ortalama+SD olarak verilmistir. *®® Aym iissel harfleri
tasimayan degerler birbirinden 6nemli 6l¢iide farklidir (p<0.05)

[

Resveratroliin  ateroskleroz, hipertansiyon ve kalp yetmezligi gibi kardiyovaskiiler
komplikasyonlara karsi koruyucu etkileri son zamanlarda arastirmacilar i¢in ilgi konusu haline gelmistir
[17,18]. Birgok c¢alisma, resveratroliin iltihapla iligkili hastaliklarda iltihap durumunu
iyilestirebilecegini onermektedir [19-22]. Resveratroliin kardiyovaskiiler hastalig1 olan hastalarda anti-
inflamatuar etkilerinin incelendigi bir calismada Resveratrol takviyesi sonrasinda kardiyovaskiiler
hastalikli hastalarda CRP ve TNF-a diizeylerinin azaldigi gosterilmistir [23]. Calismamizda, ilgili
verileri destekleyici sekilde resveratrol kullanimi sonucu HUVEC hiicre hattinda CRP duzeylerinin
distiigti goriilmektedir. Bu diisiis, onceki c¢alismalara benzer sekilde kardiyovaskiler hastaliklarda
resveratrolun antiinflamatuvar etkisini ve koruyucu olarak kullaniminin 6nemini gostermektedir.

Kaspaz 3 Aktivitesi

Deney gruplarinda tespit edilen Kaspaz 3 aktivitesi sonuglar1 Sekil 6’da gosterilmektedir. Kontrol
grubuna kiyasla kaspaz 3 aktivitesi Alkol ve kontrol gruplarinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde
yiiksek bulunmustur (%10.35, p<0.05). Alkol ve RA grubu kiyaslandiginda ise RA grubunun kaspaz 3
aktivitesinin RA grubunda Alkol grubuna gore %12.75 azaldig1 gosterilmistir (p<0.05).
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Sekil 6. Kaspaz 3 aktivitesi. Tiim degerler ortalama+SD olarak verilmistir. *Y¢® Ayni iissel harfleri
tasimayan degerler birbirinden énemli 6l¢iide farklidir (p<0.05)

Caspase 3 activity (% of contro

Onceki bir calismada resveratroliin mitokondri kaynakli oksidatif hasari inhibe ederek HUVEC
hiicre hattinda apoptozu onledigini gostermistir [24]. Bununla birlikte deney hayvanlar1 kullanilarak
gerceklestirilen kapsamli bir c¢aligmada alkoliin kaspaz 3 aktivitesi western blot ydntemi ile
degerlendirilmis ve sonug olarak akut alkol uygulamasinin kaspaz-3 aktivasyon yolu tizerinden hepatik
apoptoza neden oldugu gosterilmistir [25]. Calismamizda ise alkol maruziyeti ile yiikselen kaspaz 3
aktivitesinin resveratrol uygulamasiyla anlamli sekilde diisiis gosterdigi diger ¢alismalardan elde edilen
sonuglara benzer sekilde apoptozun resveratrol tedavisi ile onlenebilecegi diislintilmektedir.

Insanlarda yapilan baz1 klinik ¢alismalarda, resveratroliin 150 mg/giin ile 500 mg/giin arasinda
degisen dozlarda giivenli ve etkili oldugu gosterilmistir [26]. Bu dozlar, ¢alismamizda kullandigimiz
hiicre kiiltiirti dozlarina in vitro-in vivo dontisiim faktorleri uygulandiktan sonra elde edilen tahminlerle
uyumludur. Resveratroliin alkol kaynakl1 hiicresel hasara kars1 koruyucu etkisini, antioksidan ve anti-
inflamatuar mekanizmalar lizerinden gosterdigi diisiiniilmektedir [27]. Bu mekanizmalar, ¢alismamizda
gozlemledigimiz resveratroliin koruyucu etkilerini desteklemektedir.
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