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tHS Total homosistein

TNF-a Tumor nekroz faktor-a



v

SEKILLER LISTESI

Sekil 2.1. NOS’un yapisi ve katalitik iglevleri

Sekil 2.2. ADMA metabolizmast

Sekil 2.3. Homosistein metabolizmasi

Sekil 2.4. Apelinin fizyolojik etkileri

Sekil 2.5. Betain ve homosistein metabolizmasi

Sekil 3.1. ADMA’nin floresan tiirevinin olusum reaksiyonu

Sekil 3.2. ADMA, SDMA, L-arginin standartlarina ait kromatogram

Sekil 4.1. Serumda total kolesterol, trigliserit diizeyleri ve ALT, AST aktiviteleri
Sekil 4.2. Plazma NO, ADMA, SDMA ve L-arginin diizeylerindeki degisimler
Sekil 4.3. Serum/plazmada L-arginin/ADMA, NT, apelin ve homosistein diizeyleri
Sekil 4.4. Karaciger dokusunda NO, NT diizeyleri ve DDAH aktivitesindeki degisimler
Sekil 4.5. Karaciger MDA, DK ve GSH diizeylerindeki degisimler

Sekil 4.6. Korelasyon grafikleri

TABLOLAR LiSTESI

Tablo 4.1. Viicut agirliklari, karaciger agirliklar: ve karaciger indekslerindeki degisimler
Tablo 4.2. Serumda total kolesterol ve trigliserit diizeyleri ile ALT ve AST aktiviteleri
Tablo 4.3. Plazmada NO, ADMA, SDMA ve L-arginin diizeylerindeki degisimler
Tablo 4.4. Serum/plazmada L-arginin/ADMA, NT, apelin ve homosistein diizeyleri
Tablo 4.5. Karacigerde NO ve NT diizeyleri ile DDAH aktivitelerindeki degisimler
Tablo 4.6. Karacigerde MDA, DK ve GSH diizeylerindeki degisimler

Tablo 4.7. NO metabolizmas ile iliskili gostergeler arasinda korelasyon katsayilari

Tablo 4.8. Karaciger dokularinda histopatolojik degisimler

RESIMLER LIiSTESI

Resim 4.1. Karaciger dokularinda histopatolojik gériiniim

Resim 4.2. Aortada histopatolojik goriiniim



OZET

Amag: Hiperkolesterolemik ve hiperhomosisteinemik olgularda, organizmada nitrik oksit
(NO) biyoyararlaniminin bozuldugu ve bu degisikligin endotel disfonksiyonuna yol a¢tig
bildirilmistir. Bu ¢alismada amag, hiperkolesterolemi ve hiperhomosisteinemi olusturulan
kobaylarda nitrik oksit metabolizmasinin incelenmesi, apelin diizeylerinin bu kosullardan
etkilenip etkilenmediginin saptanmast ve diyete eklenen betainin hiperkolesterolemik/
hiperhomosisteinemik kosullarda goriilen metabolik degisikliklere herhangi bir etkisinin olup

olmadiginin incelenmesidir.

Gere¢ ve Yontem: Kolesterolden zengin yem verilerek hiperkolesterolemi olusturulan
kobaylar alt gruplara ayrilarak diyetlerine betain ve/veya metyonin eklendi. Uygun kontrol
gruplart olusturularak NO metabolizmasi ile ilgili parametreler karaciger ve plazmada

olgiildii. Veriler ANOVA veya Kruskal Wallis yontemleriyle degerlendirildi.

Bulgular: Hiperkolesterolemik kobaylarda plazma ALT, AST, asimetrik dimetilarginin
(ADMA), homosistein (HS), nitrotirozin (NT) ile karaciger malondialdehit (MDA), NT ve
dien konjugat (DK) diizeyleri kontrol grubundan daha yiiksekti. Plazma NO ve arginin
diizeyleri degismedi, apelin diizeyi ve arginin/ADMA orani azaldi. Karacigerde NO diizeyi ve
DDAH aktivitesi azaldi. Diyetlerine metyonin eklenen hiperkolesterolemik kobaylarda
kolesterol, AST, ADMA, NT, HS, karaciger MDA ve DK diizeylerindeki artis ile serum
apelin ve arginin /ADMA oranindaki azalma daha belirgin olarak gozlendi. Betain
uygulamasi ile hiperkolesterolemik kobaylarda ADMA, apelin diizeyleri ve DDAH
aktivitesinde  diizelme  goriildii.  Betain,  hiperkolesterolemik/hiperhomosisteinemik
hayvanlarda ek olarak kolesterol, ALT, AST, homosistein, MDA, DK ile DDAH aktivitesini

de olumlu yonde etkiledi.

Sonug¢: Hiperkolesterolemik ve hiperhomosisteinemik kosullarda artan oksidatif stres ve
azalan DDAH aktivitesi nedeniyle ADMA diizeylerinin arttigi sdylenebilir. Apelin
diizeylerinin NO metabolizmasi ile bagmtili oldugu, betainin olumlu etkilerini antioksidan

etkiden ziyade homosisteini azaltarak gosterdigi sonucuna varilmistir.



ABSTRACT

Title:  Nitric oxide metabolism and apelin in  hypercholesterolemic and

hyperhomocysteinemic guinea pigs: The protective effect of betaine.

Objective: This study aimed to examine the changes in nitric oxide (NO) metabolism and to
observe the relation between apelin and NO in hypercholesterolemic guinea pigs. The
additional effect of methionine feeding with or without betaine supplementation on NO

metabolism was also searched.

Materials and Methods: Animals which were stratified to four groups were fed a high
cholesterol or high cholesterol + methionine diet, with or without betaine supplementation.
Matching controls were designed. At the end of ten weeks, they were sacrificed and aliquots
of serum/plasma were used for the determinations of AST, ALT activities and asymmetric
dimethylarginine (ADMA), L-arginine, homocysteine (HS), apelin and NO levels. Liver
homogenates were used for the measurements of dimethylarginine dimethylaminohydrolase
(DDAH) activity, nitrotyrosine (NT), NO, glutathione (GSH) and malondialdehyde (MDA)
levels. The ANOVA and Kruskal-Wallis tests were used for the statistics.

Results: In hypercholesterolemic animals, plasma ALT, AST activities and ADMA, HS and
NT levels were increased while apelin levels were decreased. In liver homogenates, NO levels
and DDAH activities were decreased, whereas MDA, NT and dien conjugate (DK) were
increased. Methionine load to these animals significantly enhanced the increments in AST,
ADMA, NT and HS, as well as tissue MDA and DK levels. The additional effect of
hyperhomocysteinemia was a profound decrease in apelin and arginin/ADMA ratio.
Hypercholesterolemic-hyperhomocysteinemic animals exhibited significant recoveries in the

altered parameters when betaine was added to their diet.

Conclusion: In hypercholesterolemic guinea pigs, ADMA levels are increased in circulation
due to increased oxidative stress that causes the inhibition of ADMA metabolizing enzyme
DDAH in the liver. Plasma apelin levels seem to be correlated to the NO levels, suggesting
that apelin may take a part in preventing endothelial dysfunction. The administration of
betaine to the methionine+cholesterol-fed animals partly ameliorated the disturbances in
ADMA metabolism.



1. GIRIS ve AMAC

Endotel fonksiyonlarinda bozulma aterosklerozun baslangi¢c ve gelisiminde énemli bir
rol oynamaktadir. Nitrik oksit (NO) sentezinin azalmasi endotel disfonksiyonuna yol agan en
onemli nedenlerden biridir. NO, endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) enziminin katalizledigi
bir reaksiyonla L-argininden sentezlenmektedir. Asimetrik dimetilarginin (ADMA) ise
metillenmis proteinlerin yikimi sonucunda olusan bir metabolit olup NOS enziminin yarismali
inhibitoriidiir. ADMA, dimetilarginin dimetilaminohidrolaz (DDAH) enzimi ile karacigerde

metabolize olarak L-sitrulin ve dietilamine doniismektedir (103).

Yiiksek ADMA diizeyleri ile kalp-damar hastaliklar1 arasindaki iliski bir¢ok arastirici
tarafindan gosterilmistir. Bazi arastiricilar koroner arter hastaligi, hipertansiyon, diabetes
mellitus, periferik arter hastalig1 gibi hastaliklarda ve bazi deneysel ateroskleroz modellerinde
plazma ADMA diizeylerinin arttigini bildirmislerdir (18,103). Artmis ADMA diizeyleri son
yillarda endotel disfonksiyonu, hiperkolesterolemi, hipertansiyon, bozulmus glikoz toleransi

gibi kardiyovaskiiler risk faktorlerinden biri olarak degerlendirilmektedir (93).

ADMA yikimindan sorumlu olan DDAH enziminin endotel disfonksiyonunda
baskilandigi bildirilmistir (48). DDAH enzim aktivitesindeki azalmanin, plazmada ADMA
birikimine yol actigt ve ADMA birikiminin NOS inhibisyonu ile NO biyoyararlanimini
etkiledigi bildirilmektedir (19,37).

Plazma homosistein diizeylerinin artis1 da kardiyovaskiiler bir risk faktorii olarak kabul
edilmektedir (29). Hiperhomosisteineminin endotel disfonksiyonuna yol agtigi deneysel ve
klinik calismalarla gosterilmistir (29,50). Bunun mekanizmasit tam olarak bilinmemekle
birlikte, NO’nun oksidatif inaktivasyonu, endoplazmik retikulum stresi sonucu gelisen endotel
hasari ve ADMA diizeylerindeki artisin bu disfonksiyondan sorumlu oldugu diistiniilmektedir
(16,96). Hiperhomosisteinemide ADMA diizeylerindeki artisa yol acan nedenler de heniiz
aciklik kazanmamistir. Bazi arastirmacilar dokularda oksidatif stres artisinin siilfidril i¢eren

bir enzim olan DDAH’1 inhibe edebilecegi goriisiinii ileri siirmiislerdir (29,96).

Son yillarda yag hiicrelerinin bilinenden daha kompleks fonksiyonlara sahip oldugu,
kardiyovaskiiler fonksiyonlar etkileyen ¢ok sayida hormon, peptid ve sitokinleri sentezledigi,
otokrin ve parakrin etkileri oldugu bulunmustur (71). Apelin ve reseptoriiniin (APJ) rodentler
ve insanda yaygin olarak akciger, kalp, beyin ve yag dokularinda eksprese edildigi

gosterilmistir (85). Apelin ve APJ, angiotensin Il ve Anjiyotensin Il reseptor tip 1 ile yapisal



ve anatomik dagilim agisindan benzerlik tasimaktadir. Apelin ve APJ sisteminin kan basinci,
kalp hizi, hipofizer hormon salinimi, istah kontrolii ve endotel hiicre proliferasyonu iizerine
etkileri gosterilmistir (71,85). Apelin kan basincini diisiiriicii etkisini nitrik oksit araciligiyla
gerceklestirmektedir (54). Hiperkolesterolemik kisilerde serum apelin diizeylerinin azaldigi
bildirilmistir (100). Buna karsilik, literatiirde hiperhomosisteinemide apelin diizeylerine

iligkin bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Betain (trimetilglisin) karacigerde kolin oksidaz etkisiyle olusan bir kolin metabolitidir.
Bitkiler de betainin besinsel kaynagidir (28). Betainin antioksidan ve antiinflamatuar etkilere
sahip olup, endotoksemi (9), alkolik ve alkolik olmayan karaciger yaglanmasi (1,8) ile
karaciger sirozunda (33) koruyucu etkileri ¢esitli ¢alismalarla bildirilmistir. Betain, metil
verici olarak homosisteinin metyonine doniismesini saglar ve bu fonksiyonu ile homosistein
diizeylerini disiirtir (10). Betainin organizmada S-adenozil metyonin (SAM) diizeylerinde de
artiga yol actigr bildirilmistir (28,59). Ote yandan, SAM diizeylerindeki artisin, metilasyon ve
transsiilfiirasyon reaksiyonlarin1 etkileyerek giiclii bir antioksidan olan glutatyon (GSH)
diizeylerini arttirict etkileri bildirilmektedir (24,41,79). Bu nedenle betain uygulamasinin,
SAM olusumunu artirarak ve homosistein diizeylerini azaltarak oksidatif strese bagli kosullari
diizeltmede etkili olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ote yandan, betain uygulamasinm apo-E
eksikligi olan siganlarda ve hiperhomosisteineminin transgenik fare modelinde antiaterojen
etki gosterdigi bulunmustur (70,92). Ancak bu galismalarda betainin serum ve doku lipitleri
tizerine farkli etkileri gézlenmistir. Bununla birlikte saglikli insanda betain tedavisinin nitrik

oksit diizeylerini degistirmedigi bildirilmistir (15,80).

Bu ¢alismanin amaglart:

1- Kardiyovaskiiller — risk  faktorii ~ olarak  hiperkolesterolemi  ile  birlikte
hiperhomosisteinemi olusturulan kobaylarda nitrik oksit metabolizmasinin incelenmesi,

2- Vazodilator etkisini NO aracilign ile yapan apelinin plazma diizeylerinin bu
kosullardan etkilenip etkilenmediginin saptanmasi,

3- Diyete eklenen betainin hiperkolesterolemik/hiperhomosisteinemik kosullarda ortaya

cikan metabolik degisikliklere herhangi bir etkisinin olup olmadiginin incelenmesidir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Ateroskleroz ve Endotel Disfonksiyonu

Ateroskleroz, orta biiytikliikteki muskiiler (koroner, brakial, femoral ve radial) arterlerin
yavas seyirli ilerleyici bir hastaligidir. Ateroskleroz terimi, intima tabakasinin kalinlagmasini
tanimlayan ‘skleroz’ ve lipidin birikmesini tanimlayan ‘yulafli ya da siitlii lapa’ anlamina
gelen ‘atero’ kelimelerinin birlesmesiyle olusmaktadir. Hastalik, damar duvarmin en ig
tabakasinda yag depozitleri ve fibroz dokuyla kalinlasma sonucu aterosklerotik plaklar
olusumuyla karakterizedir (23). Ateroskleroz, ozellikle gelismis iilkelerde en Onemli
morbidite ve mortalite sebebidir (43). Cocukluk ¢agindan itibaren gelismeye baslar, ancak
erken donemde damar boslugunu tikamadigi i¢in bulgu vermez. Klinik bulgular, plak iyice
gelisip karmagik hale geldikten sonra erkeklerde kirk, kadinlarda elli yasin {istiinde ortaya
cikar. Ateroskleroz gelisiminde dislipidemi primer bir risk faktoriidiir. Dislipidemi ile birlikte
genetik ve cevresel diger risk faktorleri rol oynar. Aterosklerotik lezyonlar karakteristik
olarak birden fazla arterde ve siklikla damarlarin dallanma bolgelerinde olusur. Alt abdominal
aorta, koroner arterler, popliteal arterler, inen torasik aorta, internal karotis arterler ve Willis

Poligonu aterosklerotik plak olusumunun en sik goriildiigii lokalizasyonlardir.

Muskiiler arterlerin duvari ii¢ tabakadan olusur:
e Intima (i¢ kisim)
e Medya (orta kisim)
e Adventisya (dis kisim)

Endotel hiicrelerinin yer aldigi intima, damar igerisinde dolasan kan bilesenleri i¢in
bariyer gorevi ve bununla birlikte daha pek ¢ok Onemli fonksiyonu olan ince tabakadir.
Endotel hiicreleri, miiskiiler medyanin {istiinde bulunan bir destek doku tabakasina (internal
elastik lamina) dayanir. Medya, damarin en kalin tabakasidir, intima ve adventisyadan
internal ve eksternal elastik lamina ile ayrilir. Bu laminalarin elastik lifleri arasinda bosluklar
yer alir. Buralardan hiicreler ve diger maddeler gecebilir. Medya, esas olarak kollajen, elastin
ve proteoglikanlardan olusan bir matrikse yerlesmis olan kas hiicrelerinden meydana gelir.
Medyanin esas islevi, damar duvarinda kasilma ve esneklik meydana getirerek, kan akiminin
diizenlenmesini saglamaktir. En dis tabaka olan adventisya ise arteri besleyen kan damarlar
(vazo vazorum), sempatik sinir uglari, yag hiicreleri, mast hiicreleri ve lenfatikler ile birlikte

fibroblastlar ve kollajenden olusur.



Ateroskleroz, damar duvarinin bir hastaligidir. Damarin en i¢ tarafinda bulunan endotel

hasar1 sonucunda ateroskleroz siireci baslamakta ve ardindan gelisen inflamasyonla siire¢

hizlanmaktadir (104).

Ateroskleroz Patogenezi: Aterosklerozun ortaya ¢ikmasinda ilk basamak endotel
disfonksiyonudur. Segici gegirgen bir engel olan normal endotel, trombiis olusumuna direngli
bir yiizeydir. Ayn1 zamanda bir¢ok vazoaktif madde ile bag dokusu yapilarinin tiretiminden
sorumlu olan metabolik aktif bir dokudur. Endotel fonksiyonunu bozan metabolik, toksik,
mekanik, genetik, immiinolojik ve enfeksiydoz nedenler, endotelde olusturduklari hasar ile
endotelin gegirgenligini bozarak normal hemostatik 6zelliklerini yitirmesine neden olurlar.
Endotelin fonksiyonunun bozulmasi ile koruyucu bariyer karakterini yitirmesi yaninda
prokoagiilan, proenflamatuvar ve vazokonstriksiyon 6zelliklerinin 6n plana ¢iktigi bir klinik
tablo gozlenir. Bu kosullarda 16kosit ve trombositlerin endotele adezyonu artar, diisiik
dansiteli lipoproteinin (LDL) subendotelyal tabakaya ge¢isi hizlanir. Subendotelyal tabakada
LDL’nin oksidasyona ugramasi sonucunda damar duvarinda immiin reaksiyon ile inflamatuar
sitokinlerin, vaskiiler hiicre adezyon molekiiliiniin (VCAM) ve monosit kemoatraktan protein-
1’in (MCP-1) salinmasi tetiklenir. VCAM ve MCP-1, monositlerin intimaya ge¢mesinde
hizlandirict rol oynarlar. Sonugta kemokin ve adezyon molekiillerinin saliniminin artmasi,
16kosit adezyonu, gegirgenligin artmasi, LDL oksidasyonu, trombosit aktivasyonu, sitokin
salinimu, vaskiiler diiz kas hiicre gocii ve proliferasyonu ile karakterize aterosklerotik lezyon

ortaya ¢ikar (23).
2.1.1. Endotel ve Fonksiyonlari

Endotel hiicre tabakasinin vaskiiler homeostazdaki 6nemi ilk kez 1980 yilinda
asetilkolinin vazodilatasyon olusturabilmesi i¢in endotel hiicrelerinin varligina gereksiniminin
kesfedilmesiyle anlagilmaya baslanmistir (40). Endotel, viicudun en biiyiik organidir. Stratejik
olarak kan damar duvari ve kan bilesenleri arasinda yer alir. Basing ve dokunma gibi mekanik
ve hormonal uyarilara yanit olarak vazomotor fonksiyonu diizenleyen, inflamasyonu

tetikleyen ve hemostazi etkileyen ajanlar1 sentezler.

Endotel tarafindan iiretilen vazodilatér maddeler:
= Nitrik oksit (NO)
* Prostasiklin
» Endotel kaynakli hiperpolarizan faktorler
» C-tipi natritiretik peptid



Vazokonstriktér maddeler:

= Anjiyotensin 11

» Endotelin-1

= Tromboksan A2

= Reaktif oksijen tiirleri (ROS)
Inflamatuar modiilatérler:

= NO
= Hiicrelerarasi adezyon molekiilii-1
= Vaskiiler adezyon molekiilii-1
= E-selektin
= Niikleer Faktor Kappa B
Hemostazin saglanmasi i¢in salgilanan maddeler:

= Doku plazminojen aktivatori

Doku faktorii inhibitori

= Von Willebrand faktor

= NO

= Prostasiklin

= Tromboksan A,

= Plazminojen aktivator inhibitor-1

= Fibrinojen

Damar endoteli ¢ok islevli bir dokudur. Yar1 gecirgen bir engel olarak arter, kapiller ve

veniillerin duvarlar1 arasindan molekiillerin gecislerini kontrol eder. Birgok bolgede
hiicreleraras1 bileske normalde boyle molekiillere gecirgen degildir, fakat endotel hiicreleri
arasindaki hareket edebilen bileskeler, yiiksek kan basinci gibi hemodinamik faktorler ve
inflamasyondaki histamin gibi vazoaktif ajanlar etkisiyle genisleyebilir. Endotel hiicrelerinin
kan-doku bariyerinin korunmasinda, kan akimi ve damar direncinin diizenlenmesinde,
anjiyogenezde, sivi dengesinde, hormonlarin metabolizmasinda, immiin ve inflamatuar
reaksiyonlarin ayarlanmasinda, 6zellikle diiz kas hiicreleri olmak tizere diger hiicre tiplerinin
cogalmalarinin kontroliinde 6nemli rolleri vardir. Bu sebeple endotel, kan ve dokular
arasindaki etkilesimlerde parakrin, endokrin ve otokrin etkili vazgecilmez bir organ olarak

islev gormektedir.



2.1.2. Endotel Disfonksiyonunun Tanim ve Fizyopatolojisi

Endotel disfonksiyonunu inceleyen c¢alismalar, basta NO olmak iizere, endotelden
tiretilen vazodilatorlerin biyoyararliliginin azaldigini ve vazokonstriktor faktorlerin arttigini
gostermistir. Bunlarin sonucunda goriilen endotel aracili vazodilatasyonun bozulmasi, endotel
disfonksiyonunun gostergesi olarak kabul edilmistir. Bu kosullarda inflamasyon ve
koagiilasyonu tetikleyen mekanizmalar da aktiflenmektedir. Aterosklerozun gelisimi,
ilerlemesi, plak olusumu ve komplikasyonlarin gelisimde ilk basamak endotel fizyolojisinde
olusan zararli degisiklikler, diger adiyla endotel disfonksiyonudur. Endotel disfonksiyonu
bireyin aterosklerotik hastaliga yakalanma egilimini yansitmakta ve bu nedenle olumsuz bir

kardiyovaskiiler prognoz belirteci olarak diisiiniilmektedir.

Endotel, normal homeostatik kosullar altinda, proinflamatuar faktorleri ¢ok az veya hig
eksprese etmeksizin normal vaskiiler toniisii ve kan akiskanligini saglar. Bununla birlikte
sigara, yaslanma, hiperkolesterolemi, hipertansiyon, hiperglisemi, hiperhomosisteinemi ve
ailede erken aterosklerotik hastalik Oykiisii gibi risk faktorleri endotel fonksiyonunda
bozulmaya yol agarlar (42,67). Bu risk faktorleri, antitrombotik faktorlerde kayip,
vazokonstriktor ve protrombotik triinlerde artis ile seyreden kronik inflamatuar bir siireg
olusturur. Ayrica sismanlik, yliksek C-reaktif protein diizeyleri ve sistemik kronik enfeksiyon

da endotel disfonksiyonu ile iliskilidir (67, 86).

Endotel disfonksiyonunun fizyopatolojisinde bir¢ok karmasik mekanizma yer alir.
Bunlardan oksidatif stres, NO biyoyararliliginin azalmasi, ADMA, hiperhomosisteinemi ve

hiperkolesterolemi bu ¢alisma kapsaminda incelenecektir.

2.1.3. Endotel Disfonksiyonu ve Oksidatif Stres Iliskisi

Serbest radikaller, reaktif yapilar1 nedeniyle basta lipitler, proteinler ve niikleik asitler
olmak {izere tiim hiicre bilesenleri ile etkilesebilme ve onlara zarar verme Ozelligindedir
(107). Bu 6zellikleriyle, endotel disfonksiyonunun gelismesinde 6nemli rol oynarlar. Serbest
radikallerin lipitler lizerindeki en Onemli etkileri lipit peroksidasyonunun uyarilmasidir.
Siiperoksit radikali (O,7), hidroksil radikali (HO"), peroksil radikali (ROO") ve alkoksil
radikali (RO") lipit peroksidasyonunu baglatan baslica radikallerdir.

Hiicre membranlarinda lipit peroksidasyonu sonucu transport sistemleri etkilenir, hiicre

ici ve dis1 iyon dengeleri bozulur. Bunun sonucunda hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu artar



ve buna bagl olarak proteazlar aktive olur. Bu olaylar hiicre hasarinda etkin bir rol oynar.

Ayrica lipit peroksidasyonun son iiriinii olan aldehitler de sitotoksik etkilere sahiptir.

Serbest radikaller proteinler iizerinde dogrudan veya dolayli etki gosterebilir. Peptid
baglari, prolin ve lizin gibi amino asitler serbest radikallerden oldukca kolay etkilenir. Protein
oksidasyonu, 6zellikle histidin, tirozin, fenilalanin gibi amino asitlerde karbonil gruplarinin
olusumuyla sonuglanir. Lipit peroksidasyonunun aldehit yapidaki {iriinleri, sisteinin siilfidril
grubu, lizin ve histidin ile kovalent baglar olusturarak proteinlerde pargalanma ve ¢apraz

baglanmalara yol agar.

Serbest radikallerin etkisi ile DNA yapisinda degisimler olur. Bu yapisal degisimler
plirin ve pirimidin bazlarinda par¢alanma, zincir kirilmalari, DNA denatiirasyonu gibi ¢esitli

olaylar1 kapsar.

Serbest radikallerin zararli etkilerine karsi organizmada giiclii bir savunma sistemi
olmasina ragmen, bazi durumlarda savunma sistemi yetersiz kalmakta ve oksidatif stres

gelismektedir. Hasarin yerine bagli olarak cesitli organ ve sistemler etkilenmektedir.

Oksidatif stres ¢esitli yontemlerle saptanabilir. Lipitlerdeki hasari gostermek igin
genellikle lipit peroksidasyonu, protein hasarini belirlemek igin protein karbonil gruplari

ol¢timii kullanilmaktadir (61,107).

Nitrozatif stres, organizmada siiperoksit anyonu ile NO’nun birlesmesi ile olusan
peroksinitrit olusumundaki artis sonucu gelismektedir. Peroksinitrit anyonu elektron transport
zincirini inhibe etmesi, proteinlerin siilfidril gruplarini oksitlemesi, lipit peroksidasyonunu
uyarmas1 ve tirozin gibi sinyal iletim yollarinda etkin amino asitleri nitratlamasi1 nedeniyle
sitotoksiktir (12). Normal kosullarda hiicre igi siiperoksit dismutaz (SOD) konsantrasyonu
mikromolar, NO ise nanomolar diizeylerinde oldugundan siiperoksit anyonunun baglica
inaktivasyon yolu SOD reaksiyonudur. Ancak siiperoksit anyonu veya NO’in
konsantrasyonlarinda artis oldugunda kendi aralarindaki reaksiyon hizi SOD ile siiperoksit

anyonu arasindaki reaksiyon hizina gore 6 kat fazla oldugundan peroksinitrit olusumu artar
(12,84).

Peroksinitrit, protein yapisindaki aromatik amino asitlerle reaksiyonlasir. Tirozinin
nitrasyonu sonucunda 3-nitrotirozin, 3,3-dinitrotirozin olusur. Peroksinitrit dayanikli bir
bilesik olmadigindan, in vivo peroksinitrit olusumunun ve hasarinin gosterilmesinde

nitrotirozin 6l¢limii siklikla kullanilan bir yontemdir.
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Inflamasyon ve hasar bdlgesinden kaynaklanan ROS, diisiik konsantrasyonlarda sinyal
molekiilii gibi davranarak hiicre biiylimesi ve adaptasyon yanitlarini igeren temel hiicre
aktivitelerini diizenlemeye calisir. Ancak daha yiiksek konsantrasyonlarda hiicre hasar1 ve
Oliimiine yol acabilen mekanizmalar1 harekete gegirir. Makromolekiillerin ve dolasimdaki
diger maddelerin kandan dokulara ulastirilmasini diizenleyen damar endotelinin ROS icin
onemli bir hedef olmasi nedeniyle oksidatif stres pek ¢ok vaskiiler hastaligin ve bozuklugun
gelisiminde rol oynar. Ozellikle oksidatif stres sonucu vaskiiler endotel permeabilite artar ve
sinyal molekiilleri ve redoksla diizenlenen transkripsiyon faktorlerinde degisiklikler olusur.

Bunun sonucunda damar duvarina l16kosit adezyonu artar (69).

Hipertansif hastalarda oksidatif stres NO diizeylerini azaltir ve bu azalmanin derecesi
endotele bagiml vazodilatasyondaki bozukluk ve kardiyovaskiiler olaylar ile bagintilidir (89).
Diyabet gibi prooksidanlarin arttigi kronik hastaliklarin da endotel disfonksiyonu ile bagintili

oldugu gosterilmistir (91).

ROS’un, anoikis ad1 verilen, endotel hiicrelerinde kopma ile karakterize apoptozis sekli
ile endotel hasarina yol a¢tig1 bildirilmistir (99). Balik yaginda bulunan doymamis bir yag

asidi olan eikosapentaenoik asidin endoteli anoikisden korudugu gosterilmistir (97).
2.2. Nitrik Oksit

Ik defa 1978°de endotel gevsetici bir faktdriin varligi anlasilmis ve bu faktoriin nitrik
oksit (NO) oldugu 1986 yilinda Robert F. Furchgott tarafindan gosterilmistir. 1988 yilinda
NO’nun viicutta haberci bir molekiil olarak fonksiyonu, bundan bir yil sonra da NO
sentezleyen enzimin varligi gosterilmistir. NO sentezi igin kullanilan 6ncii molekiil L-arginin
amino asididir. NO’in argininden sentezi nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi ile iki basamakta
gergeklesir. Tepkimenin ilk basamaginda L-arginin, guanidin grubunun azotundan NOS
enzimi tarafindan hidroksillenir. Bu ara {iriin oldukga stabildir. Enzime siki bagli olan ara
iriin ikinci asamada sitriilin ve NO’e cevrilir. NO endotel hiicre yiizeyine etki eden
uyaricilara yanit olarak tretilir. L-argininden NO sentezi i¢cin NOS, molekiiler oksijen ve

kofaktor olarak tetrahidrobiyopterin (BH4), FAD, FMN ve NADPH gereklidir.
NO salinimi1 yapan uyaricilar:

= Asetilkolin
»  Kan akis gerilimi (shear stress)
= Bradikininler
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= Serotonin

=  Adenozin

=  ADP, ATP

= Histamin

=  Trombosit aktive edici faktor
=  Trombin

Damarlarda kan akis hizinin artmasi endotel hiicreler tizerinde kan akis gerilimi (Shear
stress) olusturarak NO’nun sentez ve salimimini arttinir. Kan akig gerilimi potasyum
kanallarinin aktivasyonuna neden olarak hiperpolarizasyona, hiperpolarizasyon ise Ca*
girigsine neden olarak NO sentezini arttirir. Bunun yaninda epinefrin, norepinefrin, histamin,
vazopressin, asetilkolin, bradikinin, ADP, ATP, trombin, insiilin, endotelin ve 5-
hidroksitriptamin gibi molekiiller endotel hiicre reseptorlerine baglanarak fosfolipaz-C
enzimini aktive ederek sonunda Ca®* araciligi ile eNOS enzim aktivasyonuna yol agar ve NO

sentezini arttirirlar (58).

NO renksiz bir gaz olup serbest radikal 6zelligine sahip bir molekiildiir. D1 orbitalinde
paylasilmamis tek elektron, bu molekiile radikal 6zelligi kazandirir. NO diger radikallerin
aksine kendi reaktivitesini baskiladigindan reaktivitesi son derece diisiiktiir. Sentezlendigi
yerden daha uzak bolgelere diflizyonu kolaydir. Fizyolojik kosullarda dayaniksiz olup hizla

nitrit ya da nitrata oksitlenerek ortamdan uzaklasir.
2.2.1. Nitrik Oksit Sentaz (NOS)

NOS enziminin, aktivitesini farkli hiicrelerde gosteren gesitli izoformlar1 vardir. Bunlar
sinir dokusunda ve bazi dokularda (akciger, pankreas, mide, uterus ve vaskiiler diiz kas
hiicreleri) bulunan néronal NOS (nNOS), immiinolojik uyaranlarla indiiklenen ve hemen
hemen tiim g¢ekirdekli hiicrelerde bulunan indiiklenebilir NOS (iNOS) ve endotel
hiicrelerinde bulunan endotelyal NOS (eNOS)’tur (39).

eNOS endotel hiicre membraninda bulunan ve agirlikli olarak NO sentezinden sorumlu
olan formdur. nNOS, noronlarda haberci molekiil olarak kullanilan NO sentezinden
sorumludur. nNOS ve eNOS birlikte yapisal NOS (¢cNOS) olarak adlandirilir. iNOS
enziminin ekspresyonu lipopolisakkaritler gibi ¢esitli bakteriyel iriinler ile inflamatuar
sitokinler (INF-y, IL-1, IL-2, TNF-o gibi) tarafindan indiiklenir. iNOS sadece fagositik
l6kositlere 6zgli olmayip uygun indiiksiyonla tiim ¢ekirdekli hiicreler tarafindan

sentezlenebilir.
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NOS enziminin tiim formlari, rediiktaz ve oksijenaz domenleri i¢eren iki monomerden
olusmaktadir. NOS enzimlerinin aktivitesi koenzimlerine bagimhidir ve NO sentezini

katalizlemeleri i¢in dimer yap1 olusturmalar1 gerekir (39).

Fonksiyonel NOS enziminin her bir monomerinin karboksi terminallerinde rediiktaz,
amino terminallerinde oksijenaz domenleri, iki domen arasinda kalmodulin baglayan
segmentler bulunur. Kalmodulinin baglanmasiyla, elektronlar rediiktaz domenine bagh
koenzimlerden oksijenaz domenindeki hem grubuna aktarilir. Oksijenaz domeninde hemin
yanisira prostetik grup olarak BH4 de bulunur. Hem boliimiinde elektronlar O,’yi indirgeyerek
L-argininden L-sitriilin ve NO olusumunu gergeklestirir. BHy, bir elektron vermek suretiyle
molekiiler oksijeni aktifler, kendisi BH; radikaline doniisiir. Bu radikal, flavinli koenzimler

veya alternatif olarak askorbik asit gibi indirgeyici ajanlarla rejenere olur (110;Sekil 2.1).

NOS, nitrik oksit sentezini iki basamakta gergeklestirir. ilk basamakta NOS, L-arginini
N®-hidroksi-L-arginine hidroksiller; ikinci basamakta N“-hidroksi-L-arginini L-sitriilin ve
NO’ya oksitler (39).

NOS’un biitiin formlar1 kalmodiilin baglar. nNOS ve eNOS’da kalmodiilin baglanmasi
intraselliiler Ca artis1 ile birlikte gergeklesir (1/2 Vmax degeri 200-400 nM). Kalmodulinin
NOS’a afinitesinin artig1, elektronlarin rediiktaz domenindeki NADPH’dan oksijenaz
domenindeki hem’e akisini hizlandirir. iNOS’da kalmodulin baglayici bolgedeki farkli amino
asit dizisinden dolay1 kalmodulin oldukga diisiik intraselliiler Ca diizeylerinde de baglanir (40
nM’1mn altinda). Cinkonun ise NOS yapisinda katalitik 6zellikten ziyade yapisal bir 6nemi

vardir.
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Sekil 2.1. NOS’un yapisi ve katalitik iglevleri

2.2.2. Nitrik Oksitin Etki Mekanizmasi ve Metabolizmasi

NO apolar ozellikte, kisa Omiirli bir molekiildiir. NO, sentezlendigi hiicrelerden
difiizyonla interseliiler araliga gecer. Salgilandig1 bolgeye yakin hedef hiicreye girer, sitozolik

guanilat siklaza baglanarak enzimi aktiflestirir ve GTP’den cGMP olusumunu saglar (58).
cGMP farkli mekanizmalarla diiz kaslarda gevsemeye neden olur:

a) Artmis intraseliller ¢cGMP, hiicre igine kalsiyum girisini inhibe ederek hiicre igi

kalsiyum konsantrasyonlar1 azaltir.
b) K* kanallarin1 aktive ederek hiperpolarizasyon ve gevsemeye olusturur.

c) CGMP-bagimli protein kinazin uyarilmasiyla miyozin hafif zincir fosfataz aktiflenir.

Miyozin hafif zincirlerinin defosforilasyonu sonucunda kas gevsemesi goriiliir.

NO, kalp kasit ile damar diiz kas hiicrelerinde, diiz kas gevsemesi sonucu

vazodilatasyona yol agar (39).

Serbest oksijen radikali olarak NO oldukca reaktiftir ve bircok madde ile etkilesebilir.
NO kanda hemoglobinin hem grubu ile etkileserek hizli bir sekilde nitrit ve nitrata metabolize

olur. Kanda nitrat, NO’nun esas stabil biyoreaksiyon tirliniidiir. Hemoglobin i¢ermeyen doku
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kiiltiiriinde ise esas iirlin nitrittir. NO ayrica proteinlerin ve amino asitlerin tiyol (-SH) gruplari

ile reaksiyona girer ve sonugta sabit nitrozotiyoller olusabilir (58).
Endotelde sentezlenen NO’nun vaskiiler etkileri sunlardir:

1- ¢cGMP aracili vazodilatasyon,
2- Trombosit agregasyonu ve adezyonunun engellenmesi,

3- Trombosit kaynakli biiyiime faktorlerinin salinimint engelleyerek diiz kas
hiicrelerinde antiproliferatif etki ve fibroz plak olusumunun engellenmesi,

4- MCP-1 ekspresyonunu azaltmasi ve l6kosit adezyon molekiillerinin inhibisyonuyla
anti-inflamatuar etki,

5- Anjiyotensin II ve ROS gibi aterojenik faktorlerin yol agtig1 endotel hiicre 6liimiiniin
engellenmesi,

6- Iskemi sonrasinda yeni damar olusumunun indiiklenerek kollateral dolasgimin
saglanmasi (39).

NO, 3-5 saniye gibi ¢ok kisa yarilanma dmriine sahiptir. NO’nun ¢ok kisa yarilanma
omriine sahip olmasinin iki nedeni vardir. Bunlardan birincisi otooksidasyon tepkimeleridir;
NO, hizla okside olarak stabil son iiriinleri olan nitrit (NO, ) ve nitrata (NO3 )
doniismektedir. ikincisi ise nitrik oksidin fizyolojik miktarimi kontrol eden en &nemli faktdr
olan NO ile oksihemoglobin ve oksimiyoglobin arasindaki tepkimedir. Oksihemoglobin ve
oksimiyoglobin biiyiik bir hizla NO ile tepkimeye girerek nitrik oksidi nitrata oksitlemektedir
(58).

Hb-Fe(11)O,/ Mb-Fe(1)0, + NO' — Hb-Fe(lll)/Mb-Fe(lll) + NO3~

(oksihemoglobin/oksimiyoglobin) (methemoglobin/metmiyoglobin) (nitrat)

2.2.3. Nitrik OKksit Sentezinin Diizenlenmesinde Etkili Faktorler

Hiicre ici Ca?* konsantrasyonunun artisi: Kalmodulinin NOS’a baglanmasina neden

olur. Boylece enzim iizerinde elektronlarin NADPH’dan heme akis1 hizlanir.

Fosforilasyon: eNOS ig¢in onemli fosforilasyon bdlgeleri Serl1177 ve Thr495’dir.
Istirahat halindeki endotel hiicresinde Ser1177 genellikle fosforile degildir. Hiicrenin
ostrojenler, VEGF, insiilin, bradikinin veya kan akis gerilimine maruz kalmasina yanit olarak
Aktl, AMPK, PKA ve CaMKII gibi kinazlarin aktiflenmesiyle Ser1177 fosforilasyonu
gerceklesir. Ser1177’in fosforile olmasi elektron akisini hizlandirarak enzim aktivitesini
arttirtr.  Thr495  fosforilasyonu ise muhtemelen protein kinaz C (PKC) tarafindan

gerceklestirilmekte ve NOS aktivitesini inhibe etmektedir (39).
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Tetrahidrobiyopterin (BH4): NO sentezinde gerekli bir kofaktordiir. NOS substrati
olan L-arginin ve BH,’lin yetmezligi; eNOS’un homodimer yapisinin ayrismasina yol agarak

stiperoksit (O,") liretimiyle sonuglanir. Bu etki ‘NOS uncoupling’ olarak adlandirilir.

NO, arginin guanidin azotunun molekiiler oksijenle oksitlenmesi sonucu olugmaktadir.
Optimal kosullarda eNOS bir homodimer yapisindadir. NADPH’dan gelen elektronlar FAD
ve FMN iizerinden diger monomerin oksijenaz domenine aktarilir. BH4 {in aktif bolgede heme
sikica bagli olarak her iki monomerdeki amino asit kalintilariyla etkilesimde olmasi, eNOS’un
dimer olusturmasint saglar. BH, eksikliginde elektronlarin flavinlerden L-arginine akist
bozulur (uncoupling). L-arginin oksitlenemez ve molekiiler oksijenden siiperoksit anyonu
olusur. Saglikli insanlarda BH4 kullanimi NO iiretimini arttirmazken, hiperkolesterolemik ve

sigara i¢en kisilerde bozulmus olan NOS aktivitesini diizeltebildigi gosterilmistir (39).

Asimetrik dimetilarginin (ADMA): Endojen NOS inibitoriidiir. ADMA, simetrik
dimetilarginin (SDMA) ve monometilarginin (L-NMMA), proteinlerdeki spesifik arginin
kalintilarinin S-adenozil metyonin:protein arginin metiltransferaz (protein metilaz, PRMT)
kataliziyle metilasyonu ile olusur. PRMT, S-adenozil metyoninden metil grubunun arginine
transferini katalizleyerek metilarginin ve S-adenozil homosistein (SAH) olusumuna yol acar
(Sekil 2.2).

- Protein ™
Dimetilamin + Sitrilin Arginin kalintilan
\ LS sAM
DDAH 1.2 /
ADMA PRMT 1 \ SAHy
Hiicre )

e the b e i
00000090000

Dolagim

ADMA
_./ T Ekskresyon

. 7

Sekil 2.2. Proteinlerdeki arginin kalintilarinin S-adenozil metyonin (SAM) ile metilasyona ugramasi
sonucunda ADMA olusgur. Protein yikimi ile serbestlesen ADMA katyonik amino asit tagtyict (CAT)
ile hiicreden dolasima gecer. Karacigerde ADMA dimetilarginin dimetilaminohidrolaz (DDAH)
tarafindan yikilir. PRMT: Protein-arginin metil transferaz; SA-Hcy: S-adenozil homosistein.

ADMA bobrekler yoluyla kandan temizlenir. Ancak % 90’dan fazlas1 dimetilarginin
dimetilaminohidrolaz (DDAH) kataliziyle sitrulin ve sirasiyla dimetilamin veya

monometilamine metabolize olur (76).
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2.2.4.Endotel Disfonksiyonu ve NO Tliskisi

Bir¢ok ¢alismada endotel disfonksiyonunda NO sentezinin etkilendigi, bundan endojen
veya eksojen eNOS inhibitdrlerinin veya L-arginin miktarindaki azalmanin sorumlu oldugu
diisiiniilmektedir. Bunun yaninda, sentezde bir degisiklik olmadigt halde NO

biyoyararlaniminin azalmis olmasi da miimkiindjir.

Endotel disfonksiyonunun molekiiler temelinde biyoaktif NO’nun inaktivasyonu ve
NOS ‘uncouplinginin’ bulundugu diisiiniilmektedir. Vaskiiler hastaliklardaki artmis oksidatif
stres nedeniyle NO, siiperoksit radikaliyle reaksiyona girerek ortamdan uzaklastirilir. Ayrica
oksidatif stresin, eNOS’un fonksiyonunu etkileyerek onu O, agiga ¢ikaran bir enzim haline
cevirdigi gosterilmistir. eNOS’un uncoupling’inde rol alan mekanizmalar BHj’iin
oksidasyonu, L-arginin azalmasi ve endojen metilargininlerin birikimidir. Yakin zamanda
eNOS’un S-glutatyonilasyonu (glutatyonun enzimdeki sisteinlerin -SH grubuna baglanmasi)

eNOS uncoupling’e yol agan bagka bir mekanizma olarak 6ne siirtilmiistiir (39).
5,6,7,8-Tetrahidrobiyopterin Hipotezi

Vaskiiler hastaliklarin ¢cogunda damar duvarinda NADPH oksidazlarin ekspresyon ve
aktivitesi artar; ¢ok miktarda O," olusur. SOD tarafindan olusturulan H,0,, eNOS
ekspresyonunu uyarir. Olusan NO, hizla O, ile reaksiyona girerek ONOO™ olusturur.
Peroksinitrit eNOS’un kofaktorii olan BHy4’li oksitleyerek onu trihidrobiyopterin radikali
(BH3) haline getirir. Sonugta NOS’un, L-arginine olan ilgisini de azaltir. Béylece eNOS, NO
tireten fonksiyonel bir enzim olmaktan ¢ikip, O, iireterek vaskiiler oksidatif strese katkida
bulunan bir enzim haline gelir. eNOS tarafindan tiretilen NO miktarinin hiicre i¢i BHy4
miktariyla dogru orantili oldugu ve kardiyovaskiiler hastaliklarda BHj’lin azaldig:

gosterilmistir (110).
L-Arginin ve NOS

Hiperkolesterolemi ve hipertansiyon ile ilgili ¢aligmalarda L-arginin tedavisinin endotel
disfonksiyonunu iyilestirebildigi goézlenmistir. Endotel hiicreleri tarafindan eksprese edilen
arginaz, eNOS ile substrati i¢in yarigabilir. Bu nedenle L-argininin faydali olabilecegi
diistiniilmiistiir. Ayrica argininin guanidin azotunun direkt radikal tutucu 6zelligi ve NOS’a

karst ADMA ile yarismasi da etkili olabilir (39).
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ADMA ve NOS uncouplingi

ADMA tiim kardiyovaskiiler mortalite nedenleri i¢in bir risk faktorii olarak kabul
edilmektedir (3,4). ADMA, eNOS’un endojen inhibitorii olmakla birlikte NOS uncouplingi ile
de iliskilendirilmistir (4). ADMA iiretiminden sorumlu olan enzim protein arginin N-
metiltransferaz (PRMT tip I) ve yikimin1 gergeklestiren DDAH, redoks duyarli enzimlerdir.
Oksidatif stresin PRMT’yi aktiflemek ve DDAH’yi inhibe etmek suretiyle ADMA
konsantrasyonunu arttirdig gosterilmistir (68).

2.3. Endotel Disfonksiyonu ve Aterosklerotik Risk Faktorleri

Aterosklerotik hastaliklarin prevalansi ve siddeti gesitli faktorlere baghdir. Bunlardan

yas ve genetik faktorler digindakiler kontrol edilebilir 6zelliktedir.
Aterosklerotik Risk Faktorleri:

= Yas

= Cinsiyet

= Sigara kullanim1

= Hiperlipidemi

= Hipertansiyon

= Diabetes mellitus

= HDL-kolesterol diistikligi
= Aile oykiisii

= Obezite

= Hiperhomosisteinemi
= Lipoprotein (a)

= CRP yiiksekligi

= Ostrojen eksikligi

= Sedanter yagam

Bu faktorlerden hipertansiyon, insiiline bagimli diyabet, insiiline bagimli olmayan
diyabet, yas, obezite, Sedanter yasam ve sigara kullanimi ile endotel disfonksiyonu arasindaki
bagint1 ¢esitli calismalarda ele alinmistir. Hiperlipidemi ve hiperhomosisteineminin endotel

disfonksiyonundaki rolleri ise bu tez kapsaminda ayrintili olarak ele alinacaktir.
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2.3.1. Hiperkolesterolemi ve Endotel Disfonksiyonu

Hiperkolesteroleminin erken koroner arter hastaligi i¢in en 6nemli risk faktorlerinden
biri oldugu bilinmektedir. Kolesterol diizeyleri ile koroner arter hastaligi riski, giiclii ve
dogrusal bir bagmti gosterir. Hiperkolesterolemi ve artmis LDL-kolesterol, hem periferik,
hem de koroner dolasimda endotel fonksiyonlarin1 bozar. Calismalar sonucunda normal
kolesterol diizeylerinin bile endotel kaynakli vazodilatasyon ile negatif bagintili oldugu ve bu
bulgularin 6nemli klinik etkileri olabilecegi gosterilmistir. Bu ¢alismalarda, kolesterol
diistirticii ilaglarin kolesterol normal sinirlarda oldugunda dahi endotel bagimli NO {iretimini
ve salgilanmasini arttirabilecegi ve dolayisiyla endotel fonksiyonlarmi iyilestirebilecegi
savunulmustur (73). Koroner arter hastaligi olan bireylerde ortalama kolesterol diizeylerinin
diisiiriilmesi ile miyokard enfarktiisii gecirme riski azalir. Bu koruyucu etki kismen endotel
fonksiyonunda diizelmeye bagli olabilir. Ailesel hiperkolesterolemi hastalarinda NO
tretiminde O6nemli bir kofaktor olan tetrahidrobiyopterin tedavisi de NO aktivitesini geri
kazandirmistir (109).

L-arginin/NO/siklik guanozin monofosfat (cGMP) yolagindaki sorunlar, vaskiiler
endoteldeki proaterojenik degisiklikler icin tetik mekanizmay1 harekete gegirir. LDL-
kolesterol diizeylerinin artmasi, endotel bagimli vazodilatasyona su mekanizmalar yoluyla

etki edebilir (19,20,30,36,37):

e Peroksinitrit olusumu nedeniyle NO biyoyararlaniminin azalmasi
e PRMT I aktivasyonuyla ADMA iiretiminin artis1

e DDAH’nin baskilanmas1 sonucu ADMA birikimi

e ¢NOS ekspresyonunun azaltilmasi

e G protein-bagimli sinyal iletiminde ayrisma

e eNOS’un substratlarinin azaltilmasi

e eNOS’un kaveolin proteini ile olan iliskisinin etkilenmesi

e ¢eNOS sentezinin baskilanmasi
2.3.2. Hiperhomosisteinemi ve Endotel Disfonksiyonu

Homosistein (HS) besinlerle alinmayan, protein yapisina katilmayan ve siilfidril grubu
iceren bir amino asittir. Metyonin metabolizmasi sirasinda olusur. Metyonin, S-adenozil

metyonin (SAM) seklinde organizmada aktif metil grubu vericisi olarak gérev alir ve metil
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transferazlarla katalizlenen reaksiyonlarla metil grubunu kaybetmesiyle S-adenozil

homosisteine doniisiir (SAH). Bu bilesikten adenozin grubunun ayrilmasiyla da HS olusur.

ATP PP, +P, Bilesik Metillenmis bilesik
I.,1etyonin$_4). S-adenozil LA.. S-adenozil
Adenozl metyonin Metil homosistein
transferaz transferaz
H.O
Homosistein Adenozin

N3-metil FH.
FH, )

Serin Homosistein -O0C - CH - CH, - CH, - SH

+*

NH,

sistatyonin | PLP

p-sentaz
H.O0
NH PLP

| o
‘00C-CH -CH; -CHy- § -CH; -CH -COO: ;f’_‘a“"”'”- 3z _ Hs - CH; - CH - COO-
NH \ R e
3 H.O NH 0 3

Sistatyonin 4 [ Sistein
-00C -C -CH, -CH,
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Sekil 2.3. Homosistein Metabolizmasi (PLP: Piridoksal Fosfat, FH,: Tetrahidrofolat)

Metyoninin organizmadaki miktarina bagli olarak HS, ya tekrar metyonine ya da
transsiilfiirasyon yolu ile sistein iizerinden siilfatlara degismektedir. Normal kosullarda,
HS’nin biiyiik bir bsliimii N>-metiltetrahidrofolattan gelen metil grubu ile metyonin sentaz

(homosistein metil transferaz) tarafindan tekrar metyonine doniismektedir (Sekil 2.3).

HS’den transsiilfiirasyon yolunda ise sistatyonin B3-sentaz ve sistatyonin y-liyaz etkisi ile

stilfatlar olusmaktadir. Bu iki enzimin de kofaktorii piridoksal fosfattir. Ancak bu yolun

kapasitesi sinirlidir ve agirt miktarda metyonin alindiginda organizmada HS birikmektedir.

HS’nin remetilasyon ve transsiilfiirasyon reaksiyonlarinda folik asit, B, Bs ve Bi»
vitaminleri 6nemli rol oynamaktadir. Ote yandan, HS’in metyonine doniismesinde, N°-

metiltetrahidrofolat yerine metil dondrii olarak betain de kullanilabilir (50).
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HS serumda iki sekilde bulunur:

1) Proteine baghh HS: Albuminle homosistein disiilfit kopriisii ile baglanmstir.

Plazmadaki total HS’in %70-80’1 bu sekilde bulunur.

2) Serbest HS: Plazmadaki total HS’in %30’unu olusturur. HS fizyolojik pH’da
oksidasyonlara duyarli oldugundan genellikle oksitlenmis sekildedir. Oksitlenmis halde iki
molekiil HS, homosistin olusturur veya sistein ile birleserek homosistein-sistein karma
disiilfitler1 seklinde bulunur. Serbest HS fraksiyonunun sadece %1’°lik kisminda HS

indirgenmis haldedir.
Hiperhomosisteinemi

Saglikli kisilerde HS nin plazma diizeyleri 10 pM civarindadir. 15-30 pM arasindaki
diizeyler 1limli hiperhomosisteinemiyi, 30-100 uM’un arasindaki diizeyler orta dereceli
hiperhomosisteinemiyi, 100 pM’in istiindeki diizeyler ciddi hiperhomosisteinemiyi
gostermektedir (95).

Homosistiniirili  hastalarda tromboembolik olaylarin stk goriilmesi  {izerine
hiperhomosisteinemi ile damar bozukluklar1 arasinda bir iliski olabilecegi ileri siiriilmiis ve bu
iligkinin niteligi klinik ve deneysel ¢aligmalarla arastirilmaya baslanmistir. 1990’11 yillardan
itibaren bu alandaki c¢aligmalar giderek yogunlagmistir. Gilinlimiizde hiperhomosisteinemi,
aterosklerotik kalp-damar hastaliklarinda bagimsiz bir risk faktorii olarak tanimlanmaktadir.
Hiperhomosisteinemiye bagli olarak gelisen endotel hasarinin ateroskleroz olusumunda
tetikleyici bir rol oynadigi kabul edilmektedir (49,95). HS diizeyleri arttiginda otooksidasyon
ile ROS’un olustugu, bunlarin dogrudan etkiyle endotel hasarini baslattigi (49), LDL
otooksidasyonunu hizlandirarak aterom plaklar1 olusumunu arttirdig ileri stiriilmistiir (114).
Gilinimiizde oksidatif stresin ve ozellikle LDL oksidasyonunun ateroskleroz patojenezinde
etkin rol oynadigi bilinmektedir (106). Bu nedenle hiperhomosisteinemide ROS ve

oksitlenmis LDL’deki artislar, ateroskleroz olusumunda ¢esitli basamaklari tetiklemektedir.

Ote yandan, metyoninden zengin diyet uygulanan deney hayvanlarinda karaciger
yaglanmasi1 ve hepatit gelistigi bildirilmistir (111). Ayn1 sekilde sistatyonin 3 sentaz eksikligi
olan farelerde de yaglanma ve fibrozis gelistigi saptanmistir (88). Karacigerdeki bu
lezyonlarin olusumunda oksidatif ve nitrozatif stresin rol oynayabilecedi ve apoptotik ve
nekrotik olaylarin tetiklenebilecegi ileri siiriilmistiir (52). Farkli hayvan tiirlerinde, farkli doz

ve siirelerde metyoninden zengin bir diyet uygulamasinin karacigerde prooksidan-antioksidan
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denge ve nitrozatif stres iizerine etkileri arastirilmis, ancak bu ¢alismalarda geliskili sonuglar

bulunmustur (7,111).

Hiperhomosisteinemiye bagli olarak cesitli dokularda saptanan hasarda oksidatif stres,
nitrozatif stres, endoplazmik retikulum stresi ve proinflamatuar sitokinlerin rol oynadiklari
bildirilmektedir (6,111). HS’nin niikleer faktér-xB (NF-«B) yi aktifledigi, IL-1, IL-6, IL-8
gibi sitokinlerin olusumunu arttirdig1, siiperoksit radikali ve peroksinitrit olusumunu uyardigi
ve endoplazmik retikulum stresine yol agarak proteinlerde hatali katlanmalara yol acabilecegi
bildirilmistir (6,46). Ote yandan homosisteinden olusan homosistein tiyolakton, plazma
proteinlerinde modifikasyonlara yol agmakta ve kalp-damar, karaciger ve beyin iizerindeki
toksisitede etkili olmaktadir (46,51). Biitiin bu faktorlerin dokularda apoptotik ve nekrotik

olaylari tetikledigi ileri siiriilmiistiir (6).

Hiperhomosisteinemi giiniimiizde endotel disfonksiyonu risk faktorlerinden biri olarak
kabul edilmektedir (6,16,29,49,50,96). HS diizeylerindeki artis damar endotelinde NO
biyoyararlanimin1 da etkilemektedir. Endotelden salgilanan nitrik oksit, HS ile baglanarak
baslangigta koruyucu rol oynamaktadir. Ancak asirt ROS {iretimi sonucunda NO olusumu
azalmakta ve boylece bu koruyucu mekanizma ortadan kalkmaktadir. Aksine, NO’nun
stiperoksit ile birlesmesi sonucu ¢ok etkili bir radikal olan peroksinitrit radikali olusmakta

(NO’nun oksidatif inaktivasyonu) ve buna bagli toksik etkiler gelismektedir (51).

Insanlarda ve deneysel calismalarda hiperhomosisteineminin ADMA diizeylerini
arttirarak endotel disfonksiyonuna yol ag¢tig1r gosterilmistir (29). Hiperhomosisteinemide
ADMA diizeylerindeki artisa yol acan nedenler heniiz tam olarak ac¢iklik kazanmamuistir.
Homosisteinin DDAH’yi inhibe ederek ADMA birikimine neden olabilecegine iliskin
bulgular vardir (96).

PRMT’nin substratlar1 proteinlerdeki arginin kalintis1 ile S-adenozilmetyonindir.
Reaksiyon sonunda S-adenozilhomosistein ve metillenmis arginin kalintilar1 (SDMA ve
ADMA) olusur. Bu nedenle ADMA ve homosistein konsantrasyonlari birbiriyle iliskilidir.
Homosistein ve  ADMA’nin istenmeyen vaskiiler etkileri, nitrik oksit-bagimli endotel
disfonksiyonu olusturmalarindan  kaynaklanmaktadir. Ancak, hiperhomosisteinemide
uygulanan folik asit ve Bj, tedavisi, homosisteinin metyonine doniismesini saglayarak yararli
olur. ADMA metabolizmasi ise biiyiikk oranda DDAH aktivitesiyle diizenlendiginden, folik

asit ve By tedavisinden etkilenmez ve homosistein/ADMA bagintis1 ortadan kalkar. Endotel
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disfonksiyonunun diizelmesi, ancak ADMA diizeylerinin de normale doénmesiyle

gerceklesebilir.

Epidemiyolojik c¢alismalarda plazma homosistein diizeylerindeki hafif yiikselmelerin
dahi ateroskleroz riski ile iliskili oldugu bulunmustur Deneysel bir ¢alismada homosisteinin

akut inflizyonunun dogrudan endotel hiicre hasarina yol agtig1 gosterilmistir (6).

Hiperhomosisteinemi folat, piridoksin veya betain gibi alternatif ajanlarin diyete
eklenmesi sonucu diisiiriilebileceginden, ateroskleroz icin degistirilebilir bir risk faktorii

olarak diistiniilebilir.
2.4. Apelin
2.4.1. Apelin ve APJ Reseptor

Apelin, ters farmakoloji ile kesfedilmis bir peptiddir. Oncelikle reseptorii bulunmus,
ardindan bu reseptoriin endojen ligandi olarak apelin molekiilii saflagtirilmistir. O’Dowd ve
arkadaslar1 1992 yilinda, anjiyotensin reseptor tip 1 (AT-1) geni ile homolog olan bir gen
klonlamislar, bu genin kodladigi reseptére APJ adin1 vermislerdir (77). Apelin proteini ise
1998 yilinda Professor M. Fujino ve ekibi tarafindan tanimlanmistir (101). Apelin mRNA’s1
endotel, miyokard, vaskiiler diiz kas hiicreleri, adipoz doku ve beyin dahil olmak {izere pek

cok dokuda eksprese edilmektedir (85).

Apelin geni insanlarda Xg25-26.1 kromozomunda bulunur ve 77 amino asitlik bir
prepropeptid kodlar. Prepropeptid, sinyal peptid dizisinin ayrilmasindan sonra 55 amino
asitlik propeptid haline doniisiir. Bu propeptidden olusan aktif fragmanlardan en iyi bilinenleri
apelin-36, apelin-17 ve apelin-13°diir. Giiniimiizde 46 farkli apelin tiirii gosterilmistir (74).
Peptid uzunlugu, biyolojik aktivite ile negatif baginti gosterir. Cesitli apelin formlarinda C-
terminalinde yer alan 12 amino asitlik bir fragman idantik olup, reseptor-ligand etkilesimi igin

molekiilde esas olan kisimdir (85).

Apelin  molekiili, anjiyotensin  doniistiiriici  enzim-iligkili ~ karboksipeptidaz
(angiotensin- converting enzyme-related carboxypeptidase; ACE-2; EC:3.4.17.23) ile
metabolize edilir (63). ACE-2 ayn1 zamanda anjiyotensin 2’yi anjiyotensin 1-7’a doniistiirtir.
Anjiyotensin 1-7, anjiyotensin 2’nin aksine natrilirezi uyarir ve vazodilatasyona yol agar,

vaskiiler hiicrelerin biiylime ve proliferasyonunu inhibe eder.
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Apelin reseptor (APJ) immiinreaktivitesi; insanda basta dalak ve plasenta olmak iizere
kalp, karaciger, akciger, bobrek, mide, beyin, vaskiiler endotel ve diiz kas hiicrelerinde

gosterilmistir (60).
2.4.2. Apelin ve Fizyolojik Etkileri

Apelin plazmada pikomolar konsantrasyonda bulunur, genellikle lokal parakrin etki
gosterir (85).

-Endotel bagimh NO aracih
vazodilatasyon
-Endotelsiz damarda vazokonstriksiyon

i ﬁi -Plak elusumunu engeller
-Pozitif inotrop g
-Ventrikiler hipertrofiye

neden elmaz

-Hiperinsilinemik obezlerde '
-Glikoz kullaniminm artinir

-Miyokard iskemisinde '
-Reperfiizyon hasarini §
-Miyokard enfarktiisiinii sinirlar

Sekil 2.4. Apelinin fizyolojik etkileri: Metabolik ve antiaterosklerotik etkilerinin yani sira farkl
mekanizmalarla kalp kasini koruyucu etkisi de gosterilmistir.

Kan Basina1 ve Vaskiiler Tonus Uzerine Etkileri

Apelin injeksiyonlarinin ortalama arter basincin1 %5-%25 arasinda degisen oranlarda
diistirdiigiic ve bu molekiiliin kalsiyum antagonistleri, hidralazin ve nitrogliserinden daha
potent bir venodilatatér ajan oldugu in vivo ¢alismalarla gosterilmistir (26). Apelinin
hipotansiyona yol agan damar genisletici etkisi nitrik oksit (NO) aracilifiyla ortaya
cikmaktadir (54). Apelin, endotelsiz damar diiz kasina uygulandiginda endotelin-1’e yakin
diizeyde kontraksiyona yol agmistir (56). Bu sebeple, apelin hem endotel bagimli NO iliskili
vazodilatasyon, hem de endotelden bagimsiz vazokonstriksiyon olusturabilmektedir. Bu
sebeple apelin-APJ sisteminin, AT-II'nin indiikledigi vazokonstriksiyonun dengelenmesinde

onemli role sahip oldugu sonucuna varilmistir.
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Anjiyogenez

Apelin embriyonik damarlarin endotelinde yogun miktarda eksprese edilir. Yeni damar
olusumu siirecinde APJ ekspresyonu uyarilir ve damar stabilizasyonu sonrasi ekspresyon

ortadan kalkar (55). Apelin-13, endotel hiicre kiiltiiriinde proliferasyonu uyarir.
Miyokardiyal Kontraktilite

Apelin, bilinen en potent inotropik ajanlardan biri olarak kabul edilmektedir. Apelin,
sarkolemmadaki Na*/H® pompasini aktifler, hiicre ici kalsiyumu arttirarak kontraktiliteyi
arttirir. Pozitif inotropik etki yaratan diger medyatorlerden farkli olarak apelin miyokard

hipertrofisine yol agmaz (5).
Apelin ve Adipoinsiiliner Sistem

Apelin, subkutan yag dokusunda eksprese edilir. Yag dokusunda apelin ekspresyonunun
diizenlenmesinde aglik, beslenme, insiilin, hipoksi, biiylime hormonu ve TNF-a etkilidir.
Insiilin adipoz dokuda apelin ekspresyonunu arttirir, apelin ise insiilin sekresyonunu inhibe
eder (94). Apelin uygulamasinda besin alimi1 degismedigi halde yaglanmanin azalmasi, enerji

sarfinin artmis olabilecegini diistindiirmistiir (11).
2.4.3. Apelinin Ateroskleroz Etyolojisi ve Kardiyovaskiiler Hastaliklardaki rolii
Apelinin damar saglig1 tizerinde yararh etkileri vardir.

1- Apelin NO araciligiyla vazodilatasyon yapar, anjiyotensin II’nin vazokonstriktif
etkilerini dengelemede rol alir (27,54). Diyabetik farelerde nitrik oksit iiretimini arttirarak

endotel disfonksiyonunu diizelttigi gosterilmistir (112).

2- Aterosklerotik fare modelinde apelin inflizyonu, anjiyotensin II ile gelisen
aterosklerozu, kan basincindan bagimsiz olarak ortadan kaldirmistir. Bu farelerde apelin geni
eksikse ateroskleroz gelisir. Bu bulgular endojen apelinin aterojenezin onlenmesinde rolii
oldugunu ve eksojen apelinin aterosklerozda potansiyel terapotik bir ajan olabilecegini
gostermektedir (27). Bagka bir calismada ise APJ reseptor ve ApoE geni olmayan farelerde
aterosklerotik lezyonlarin azaldig1 gosterilmistir (45). Bu da APJ’nin ateroskleroz i¢in gerekli
oldugunu gostermektedir. Birbiriyle ¢elisen sonuglar nedeniyle bu konuda daha fazla ¢alisma

yapilmasini gerekmektedir.
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3- Apelin uygulamasi yapilan bir hayvan ¢alismasinda elastazla olusturulan anevrizma
gelisimi %50 oraninda azalmistir. Arter duvarindaki makrofaj infiltrasyonu ve makrofaj-
koloni stimiile edici faktoriin azalmas1 nedeniyle, bu sonucun apelinin direkt antiinflamatuar

etkisi ile ortaya ¢iktig1 diistiniilmektedir (64).

Apelin, saglikli bireylerin damar duvarinda nitrik oksit aracili vazodilatasyona yol
acmaktadir. Ancak hiperkolesterolemi ve diyabete bagli gelisen endotel disfonksiyonuna
etkisi tam olarak bilinmemektedir. Ayrica insanlarda antiaterojenik, antianevrizmal ve
antiinflamatuar roliine ait bir kanit yoktur. Dislipidemili ve koroner arter hastaligi olan
bireylerde apelin konsantrasyonlarin azaldigi gosterilmistir (66). Diyet veya statin tedavisi

ile LDL kolesteroliin diismesi, plazma apelin diizeylerini yiikseltir (100).
2.5. Betain

2.5.1. Betainin Yapisi ve Metabolizmasi

H
9] CHa
N /
C —C —N — CHg
N
"0 }L CHa

Trimetil glisin olarak bilinen betain, {i¢ kimyasal reaktif metil grubu igerir. Ilk kez 19.
yiizyilda seker pancar1 suyunda kesfedilmis ve sonralar1 diger organizmalarda da bulunmustur
(28). Betain ozellikle bugday, brokoli, 1spanak gibi bitkisel besinlerde ve kabuklu deniz

iirlinlerinde bulunmaktadir. Ayrica karaciger ve bobrekte kolinin oksidasyonu ile olusur.

Betainin temel fizyolojik rolii hem bir ozmolit, hem de bir metil verici olmasidir.
Ozmolit olarak hiicre, enzim ve proteinleri gesitli streslerden korur. Metil verici olarak
karaciger ve bobrekte birgok kimyasal reaksiyona katilir. Bitki ve mikroorganizmalarda temel

rolii, ozmotik degisikliklere karsi hiicreleri korumaktir (105).

Betain karaciger ve bobrek hiicrelerinin mitokondrisinde katabolize olur.
Homosisteinden metyonin olusumunda gorev alan N>-metiltetrahidrofolat yerine (Sekil 2.3)

metil verici olarak betain kullanilabilir.
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Sekil 2.5. Betain ve homosistein metabolizmasi1 (THF: Tetrahidrofolat, MTHFR: N° N*-Metilen
tetrahidrofolat rediiktaz, MS: Metyonin sentaz, BHMT: Betain-homosistein metil
transferaz, MAT: Metyonin adenoziltransferaz, CBS: Sistatyonin p-sentaz, SAH: S-
adenozil homosistein)

2.5.2. Betain ve Kardiyovaskiiler sistem

Hayvan deneylerinde betainin ¢esitli mekanizmalarla yararl: oldugu gosterilmistir. Apo-
E defektli farelerde betain uygulamasi doza bagli anti-aterojenik etki gdstermis ve aortada
inflamasyonu azaltmistir (70). Baska c¢alismalarda betainin HS diizeylerini azalttig1
bildirilmistir (83). Ancak bunun yaninda LDL-kolesteroliin artmis olmasi ve bozulmus
vazodilatasyonda iyilestirici etkilerinin olmamasi betainin koruyucu etkisinin sorgulanmasina

yol agmustir (80).

Betainin antiinflamatuar etkisi deney hayvanlarinda gosterilmistir (41). Yeni bir
calismada yiiksek doz betain alan bireylerde plazma inflamatuar belirteglerinin (CRP, IL-6,
TNF-0) daha diisiik oldugu bulunmustur (31). Ateroskleroz gelisiminde inflamasyon 6nemli
bir belirte¢ oldugu i¢in yliksek doz betainin kardiyovaskiiler hastaliklara kars1 koruyucu etkisi
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olabilir. Yine giincel bir prospektif calismada betain alimiyla kardiyovaskiiler hastaliklar

arasinda iligski bulunmamistir (14).

Betainin yasam stili ve kardiyovaskiiler risk faktorleriyle iliskisi 7074 saglikli erkek ve
kadinda arastirilmistir. Betainin serum trigliserit, glikoz, viicut kiitle indeksi ve yag orani, bel
cevresi, HDL dis1 kolesterol, sistolik ve diastolik kan basinci ile negatif, HDL kolesterol ile
pozitif bir iligkisi oldugu gosterilmistir (62). Bu bulgular 1s18inda betain diistikliigliniin
olumsuz bir kardiyovaskiiler risk faktorii oldugu diisiiniilebilir. Betain organizmada SAM
diizeylerinde de artisa yol agmaktadir (28). SAM’n giiclii antioksidan etkilere sahip oldugu
bilinmektedir. Ayrica SAM diizeylerindeki artisin, metilasyon ve transsiilfiirasyon
reaksiyonlarini etkileyerek giiclii bir antioksidan olan GSH diizeylerini de arttirdigi ileri
stirilmektedir (35). Betain uygulamasi bir taraftan homosistein diizeylerini azaltmakta, diger

taraftan oksidatif strese bagli kosullar1 diizeltmekte etkili olabilir.
2.5.3. Betainin Diger Etkileri

Hiperhomosisteinemi: Uzun siireli yiiksek doz betain, tek basina veya B vitaminleri ile
beraber homosistiniirili olgularda kullanilmistir. Bu tedavi plazmada total homosistein (tHS)
diizeyini azaltir, diger biyokimyasal belirtecleri kismen diizeltir ve klinik iyilesme saglar.
Saglikli bireylerde de betain ve fosfatidilkolin destegi aclik tHS diizeylerini azaltir (82).
Betain, fosfatidilkolinden daha etkilidir ve bu etkisi daha hizli ortaya ¢ikar (83).

Kardiyovaskiiler sistem hastalarinda HS diizeyleri, plazma betain diizeyleri ile negatif
bagintili bulunmustur. 500 saglikli bireyi kapsayan genis bir calismada metyonin yiiklemesi
sonrasinda folat, kobalamin ve Bg vitaminine gore betaininin tHS miktarina daha etkili oldugu
bulunmustur (80). Ancak tHS ve betain diizeyleri arasindaki iliskiyi inceleyen bagka
caligmalarda birbiriyle uyumsuz sonuglar elde edilmistir (65). 10700 saglikli bireyi kapsayan
genis bir calismada folat, B, Bg ve Biy diizeylerine ve Metilen tetrahidrofolat rediiktaz
genotipine bagli olarak betainin aclik tHS diizeyi ile iligkisi incelenmistir. Buna gore betain
diisiik serum folat diizeyi olan ve Metilen tetrahidrofolat rediiktaz TT genotipli bireylerde
aclik plazma tHS diizeylerinin giiclii bir belirleyicisidir. B vitaminlerinin eksik oldugu
durumlarda, betain metil dondrii gorevini Ustlenerek metyonin sentezini desteklemektedir

(47).

Karaciger hastahiklar:: Betainin karaciger yaglanmasimin tedavisinde ve karaciger

sirozunun Onlenmesinde olumlu etkileri oldugu gosterilmistir (8,10,33). Alkol verilen
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sicanlarda betain destegi fosfatidiletanolamin metiltransferaz (PEMT) tarafindan katalizlenen
fosfatidilkolin sentezini arttirarak, VLDL sekresyonunu normallestirmis Ve steatozu
engellemistir (57). Altta yatan mekanizma homosisteinin azalmasi, BHMT yoluyla metyonin
sentezinin artmasi ve bu esnada PEMT aktivasyonuna yol acan SAM/S adenozil HS oraninin

artmasi olabilir (10).

Non-alkolik karaciger yaglanmasi (NAFLD), en sik goriilen karaciger hastaligi olup
metabolik sendromun yeni bir bileseni olarak kabul edilmektedir. Betainin NAFLD
tedavisinde kullanilmasi ile ilgili ¢aligmalarda karaciger fonksiyonlarmin diizeldigi ve

karaciger yaglanmasinin azaldig1 gériilmiistiir (2,87).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gerecler

HPLC cihazi (Waters, USA)

HPLC kolonu (Waters, USA)

HPLC vakum cihaz1 (Millipore, USA)

Hassas terazi (Scaltec, Germany)

Manyetik karistirici (IKA Labortechnic RH Basic, USA)
Mikrotiip santriflijii (Hettich, Germany)

Otomatik pipet (Eppendorf, USA)

pHmetre (Hanna Instruments, Portugal)

© 0o N o g B~ w D PE

Santrifiij (Heraeus, Germany)

10. Spektrofotometre (Pharmaco Biotech, UK)

11. Vorteks karistirict (IKA Work Inc. Minishaker, USA)
12. ELISA plak yikayic1 (ESW 300 Medispec, US)

13. ELISA plak galkalayic1 (IKA-Werke, USA)

14. ELISA plak okuyucu (Biotech, UK)

15. Sicak su banyosu (Elektro-mag, USA)

16. Saf su cihazi (Millipore, USA)

17. Doku homojenizatorii (Heidolph, Germany)

18. Isitic1 Blok (Techne, UK)

19. Ornek yogunlastirici (Azot evaporator, Techne, UK)
20. Ultra turrax (Virsonic, USA)

3.2. Cahsma Protokolii

Bu calisgmada 4-6 aylik Dunkin Hartley cinsi erkek kobaylar kullanildi. Kobaylar
Istanbul Universitesi Deneysel Tip ve Arastirma Enstitisii’'nden saglandi ve her birinde 8

kobay olmak {izere alt1 gruba ayrildu.

Asagida da belirtilen gruplara uygulanacak olan yemleri hazirlamak igin toz halindeki
kobay yemine belirtilen miktarlarda kolesterol (Alfa Aeser A11470), L-metyonin (Sigma M-
925) ve betain hidrochloride (Alfa Aesar - A16122) katild1 ve Barbaros Denizeri firmasinda
(Gebze-Kocaeli) pellet haline getirildi.
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1. Kontrol grubu: Normal kobay yemi verildi. Normal kobay yeminin kimyasal bilesimi
% 10 nem, % 16.5 protein, % 50.9 karbonhidrat, % 8.59 seliiloz, % 6 kiil, % 3.5 yag, % 3.5

mineral ve % 1 vitamin karisimidan olusmaktadir. Metabolik enerjisi ise 2600 kcal/kg’dir.
2. Betain grubu (BET): % 2.5 (w/w) oraninda betain iceren yemle beslendi.
3. Kolesterol grubu (KOL): % 1.5 (w/w) oraninda kolesterol i¢eren yem verildi.

4. Kolesterol+betain grubu (KOL+BET): % 1.5 (w/w) kolesterol ve % 2.5 (w/w) betain

iceren yem uygulandi.

5. Kolesterol+metyonin grubu (KOL+MET): % 2 (w/w) L-metyonin ve % 1.5 (w/w)

kolesterol iceren yem verildi.

6. Kolesterol+metyonin+betain grubu (KOL+MET+BET): Kobaylar % 2 (w/w) L-

metyonin, % 1.5 (w/w) kolesterol ve % 2.5 betain i¢eren yemle beslendi.

Kobaylar bu diyetlerle 10 hafta siire ile beslendiler ve bir gece a¢ birakildiktan sonra
sodyum tiyopental anestezisi altinda kalplerinden kuru tiip ve Na-EDTA igeren tiiplere kan
alindi. Karacigerlerive aortalar1 hizla ¢ikarilarak sogutulmus % 0.9 NaCl ile yikandi ve -

80°C’de ¢alisma giiniine kadar saklandi.

Kan ornekleri 1200xg’de 10 dakika santrifiij edilerek plazma veya serumlar ayrildi.
Total kolesterol, trigliserit, alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST)
ayni giin; homosistein, NO, ADMA, L-Arginin, NT ve apelin-12 diizeyleri -80° C’de saklanan
orneklerde caligildi.

3.3. Serum veya plazmada yapilan 6l¢iimler

a) Total kolesterol, trigliserit diizeyleri ile ALT ve AST aktiviteleri: Serumda
Roche (Mannheim, Almanya) firmasina ait moduler sistemde enzimatik kolorimetrik

yontemlerle ol¢tildii.

b) ADMA, SDMA ve L-arginin diizeyleri (102): Tiyol grubu iceren
merkaptopropiyonik asit varliginda, L-arginin ve metil tiirevlerinin orto-fitalaldehit ile
florojen tiirevlerini olusturmasina, bunlarin HPLC’de ayrismasina ve floresan dedektorde
saptanmasi prensibine dayanir (Sekil 3.1). 0.2 mL Na-EDTA’l1 plazma veya 0.2 mL ¢alisma
standardina (100 uM L-arginin, 10 uM homoarginin, ADMA, SDMA) 0.1 mL internal
standart (100 uM mono-metilarginin) eklenerek bazik 6zellikteki L-arginin ve metillenmis

tirevleri solid faz ekstraksiyonu ile ekstre edildi. Orto-fitalaldehit ayirac1 (%5) ile fluoresan
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tiirevlerine doniistiiriildii ve HPLC kolonuna (Symmetry C18 column, 3.9 x 150 mm, 5-pm
particle size) yiiklendi. Metod protokolunda belirtildigi gibi mobil faz A, 50 mM potasyum
fosfat tamponu, pH: 6.5, mobil faz B, su ve asetonitril karisimi (50/50) ve akis hizi: 1.1
mL/dakika olacak sekilde gradyan eliisyonu ile 30 dakika siireyle kromatografik olarak
ayristirildi. Eksitasyon dalga boyu 340 nm ve emisyon dalga boyu 455 nm’de 6l¢iilen floresan
yogunluklarina ait pik alanlari standartlarin pik alanlariyla kiyaslandi (Sekil 3.2)
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Sekil 3.1. ADMA ’nin floresan tiirevinin olusum reaksiyonu
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Sekil 3.2. Standartlara ait kromatogram. Retansiyon zamanlari; L-arginin: 7.46 dak, internal standart:
10.31 dak, ADMA:13.63 dak ve SDMA: 14.46 dak.

¢) NO (total nitrit+nitrat) diizeyinin ol¢iilmesi (90): Plazmada NO tayini igin ticari
kit (Oxford Biomedical Research, Oxford, USA) kullanildi. NO canli organizmada katildig1

reaksiyonlar ile nitrit (NO®) ve nitrat (NO*) son iiriinlerini olusturmaktadir. Bu iki son
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iirliniin oranlar1 degiskendir. Bu nedenle total NO {iiretiminin en iyi gostergesi NO? ve NO*
"lin birlikte dlgiilmesidir. Calismamizda plazma 6rneklerindeki nitrat, nitrat rediiktaz enzimi
araciligryla nitrite doniistiiriildii ve nitrit konsantrasyonu Griess reaksiyonu ile 540 nm’de

kolorimetrik olarak 6l¢iildii.

d) Nitrotirozin diizeyinin ol¢iilmesi: Plazma nitrotirozin konsantrasyonlar1 yarismali
ELISA (enzym-linked immunosorbent assay) yontemi ile tayin edildi. (OxiSelect, San Diego,
USA).

e) Apelin diizeyinin o6lciilmesi: Serum apelin Konsantrasyonlari yarismali ELISA

yontemi ile 6l¢iildii. (Novateinbio, Cambridge, USA)

f) Total homosistein diizeyinin 6l¢iilmesi: Serumda kemiliiminometrik yontemle

Immulite 2000 XPI (Siemens, Marburg, Almanya) sistemi ile 6l¢iildii.
3.4. Karaciger dokusunda yapilan él¢iimler

Karaciger dokusu tartildi ve doku homojenizatorii ile soguk 25 mM HEPES-NaOH
tamponu (pH: 7.5), 150 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 1 mM EDTA, % 2 gliserol ve proteaz
inhibitér kokteyli igeren ortamda % 30 (w/w) ’luk olacak sekilde homojenize edildi. Bu

homojenat NO ve nitrotirozin dl¢iimlerinde kullanildi.

a) NO (total nitrit+nitrat) diizeyleri (90): Karaciger dokusunda nitrik oksit
diizeylerinin dl¢iilmesi amaciyla % 30’luk (w/v) oraninda hazirlanmig homojenatlar 5 dakika
kaynatilarak proteinler uzaklastirildt ve 16.000xg’de 10 dakika santrifiij edildi.
Stipernatanlardan 85 pL alinarak ortamda bulunan nitrat, nitrat rediiktaz enzimi aracilifiyla
nitrite doniistiiriildii. Bu asamadan sonra plazmada nitrit tayini i¢in kullanilan yontem
uygulandi. Proteinsizlestirilmis siiziintiide pM olarak elde edilmis olan sonuglar, doku grami

basina hesaplanarak nmol/g doku olarak ifade edildi.

b) Nitrotirozin diizeyi: Bu homojenatlarda NT diizeyi, plazma nitrotirozin tayininde
oldugu gibi yarismali ELISA yontemi ile (OxiSelect, San Diego, USA) 6l¢iildii ve sonuglar

homojenatlarda bulunan protein miktar1 tayin edilerek pmol NT/mg protein olarak hesaplandi.

c) DDAH enzim aktivitesi (98): DDAH enzim aktivitesinin 6l¢iim yontemi; ortama
eklenen ADMA’dan DDAH enzimi araciligr ile sitriilin olusumu prensibine dayanir. Olusan

sitriilin ise oksim/antipirin ayiraci ile renklendirilir.
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Karaciger dokusu pH:6.5 fosfat tamponunda homojenize edildi ve 1000xg’de 10
dakika santrifiij edildi, elde edilen siipernatantlarin protein konsatrasyonu 20 mg/mL’ye
ayarlandi ve 400 pL érnege 400 pL 1 mM ADMA eklendi. Tiipler 45 dakika 37°C’de inkiibe
edildi. Reaksiyon 0.5 mL % 4’liik siilfosalisilik asit eklenerek durduruldu. 3000xg’de 10
dakika santrifij edildi. Buz iginde sogutulduktan sonra 466 nm’de spektrofotometrede
absorbanslar okundu. Sitriilin standart grafigi (0-100 pM) kullanilarak konsantrasyonlar

hesaplandi. DDAH aktivitesi pmol sitriilin/g protein/dakika olarak belirlendi.

Oksim ayiract (% 0.8): 0.8 g diasetilmonoksim 100 mL % 52’lik asetik asitte ¢oziiliir.
Antipirin/H,SO,4 ayiract (% 0.5): 0.5 g antipirin 100 mL % 50°lik H,SO4’de ¢oziiliir. 4 mL

oksim ve 8 mL antipirin/H,SO4 karistirilarak renk ayiract hazirlanir.

d) Malondialdehit (MDA) diizeylerinin ol¢iilmesi (78): Karaciger dokusunda lipit
peroksidasyonunu son iirinlerinden olan MDA konsantrasyonunun tiyobarbitiirik asit ile

olusturdugu kompleksin spektrofotometrik olarak dlctilmesidir.

Doku homojenatlarinin hazirlanmasi: Karaciger dokusu tartildi ve Potter-Elvehjem
doku homojenizatorii kullanilarak soguk 0.15 M KCI ¢ozeltisi i¢inde homojenize edildi ve

%10’luk homojenatlar (w/v) hazirlandi.

Islem: % 10’luk doku homojenatlarindan 0.2 mL almarak 0.2 mL % 8.1°lik sodyum
dodesil siilfat, 1.5 mL %20’lik asetik asit, 1.5 mL % 0.8’lik tiyobarbitiirik asit ve 0.6 mL
distile su ilave edildi. Bu karigim kaynar su banyosunda 1 saat tutuldu. Karigimin
sogutulmasini takiben iizerine 1 mL distile su ve 5 mL butanol/piridin (15:1) eklenerek
karigtirildi ve organik faz santrifiij edilerek ayrildi. Tipler ayira¢ koriine karst 532 nm

spektrofotometrik olarak okundu.

Ayiraclar:

e 9% 8.1’lik sodyum dodesil siilfat
e % 20’lik asetik asit (10 N NaOH ile pH 3.5’e ayarlandi)

e % 0.8’lik tiyobarbitiirik asit (TBA)
e  Butanol/piridin (15:1)
e  Stok 1,1,33-tetraepoksipropan (TEP) standardi: 22 mg TEP tartildi 10 ml’ye
distile su ile tamamlandi. Bu stok standardi ¢alisiimadan 6nce 1000 kez sulandirilarak 10
nmol/mL’lik ¢alisma standardi hazirlandi.
Hesap: Standart olarak 1,1,3,3-tetractoksipropan kullanildi. Sonuglar nmol/g doku

olarak ifade edildi.



34

e) Dien konjugat diizeylerinin 6l¢iilmesi (22,38):

Bu 06l¢iim ic¢in karaciger lipit ekstreleri hazirlandi. Bunun i¢in %10’luk doku
homojenatlarindan 0.25 mL almarak 3.75 mL kloroform: metanol (2:1) karisimi eklendi. lyice
karigtirildi, siiziildii ve son hacimleri 4 ml’ye kloroform-metanol karisimyla tamamlandi.

Ornekler kapakli tiiplerde deney yapilincaya kadar -20° C’de saklandh.

Islem: Bu lipit ekstrelerinden 1 mL alinarak azot gazi altinda uguruldu. Kuru kalint1 2
mL sikloheksana alindi. Spektrofotometrede 233 nm’de sikloheksan koriine karsi

absorbanslar okundu.

Hesap: Diizeyler 233 nm’de ekstinksiyon katsayisi (2.52x10* M*xem™) kullanilarak
hesaplandi. Sonuglar umol /g doku olarak ifade edildi.

f) Glutatyon (GSH) diizeylerinin olciilmesi (13): GSH diizeyleri, Ellman ayiraci
(5,5’°- ditiobis-2 nitro benzoik asit) kullanilarak tayin edildi. Bu ayiracin dokulardaki serbest
stilfidril (-SH) gruplar tarafindan indirgenmesi sonucunda, 1 mol SH grubu basina 1 mol 2-
nitro-5 tiyobenzoik (DTNB) asit olusmaktadir. Sar1 renkli bu iiriin spektrofotometrik olarak

412 nm’de absorbans vermektedir.

Islem: Dokularin 0.15 M KCI’deki %10’luk homojenatlarindan 0.5 mL alindi. 0.15 M
KCI ile 2 mL’ye tamamlandi. Daha sonra 3 mL proteinsizlestirme ¢ozeltisi eklendi ve bu
karigim 1300xg’de 10 dakika santrifiij edildi. 0.5 mL Siipernatan alinarak iizerine 2 mL 0.3 M
Na,HPO, ve 0.5 mL Ellman ayiraci eklendi. Olusan renk 412 nm’de ayira¢ koriine karsi

okundu.

Ayrraclar:

e Proteinsizlestirme ¢ozeltisi: 1.67 g glasiyal metafosforik asit, 200 mg Na-EDTA
ve 30 g NaCl 100 ml distile suda ¢oziildii.

e 0.3 M NayHPO,: 42.6 g Na;HPO,4 1000 ml distile suda ¢oziindii.

e Ellman Renk Ayiraci: 4 mg 5.5’-ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) 10 mL % 1’lik
sodyum sitrat ¢ozeltisinde ¢oziildii.

e GSH standardi: (0.1 mg/mL)

Hesap: GSH diizeyleri ekstinksiyon katsayis1 (13600 M™. cm™) kullanilarak

hesaplandi; sonuglar pmol GSH/g doku olarak tanimland.
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3.5. Karaciger ve aortada histopatolojik incelemeler

Karaciger ve aorta doku ornekleri tamponlanmis formole alindi ve elde edilen kesitler
I.U. Onkoloji Enstitiisii Patoloji Biriminde hematoksilen-eozin (H&E) boyasiyla boyanarak
degerlendirildi.

3.6. istatistik Incelemeler

Yapilan deneysel calismalarda elde edilen sonuclar ortalama =+ SD olarak
degerlendirildi. Bir parametrenin degerlerinin normal dagilim gosterip gostermedigi
Kolmogorov-Smirnov testi ile incelendi. Gruplar arasi karsilastirmalar; normal dagilim
gosteren degiskenlerde one-way ANOVA testi ve post-hoc Tukey/Tamhane testleri, normal
dagilim gostermeyen degiskenlerde Kruskal-Wallis ve post-hoc Mann-Whitney U testi
kullanilarak yapilds; p< 0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Iki parametre arasindaki

korelasyonu belirlemede Pearson testi uygulandi.
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4. BULGULAR

4.1. Viicut agirhginda degisiklikler

Calismamizda kontrol ve betain gruplarindaki kobaylarda 10. hafta sonunda baslangig
agirhigia gore sirasiyla % 13.6 ve % 10.3 oraninda anlamli agirlik artiglart saptandi. KOL ve
KOL+MET gruplariin viicut agirliklarinda % 10.9 ve % 10.7 oranlarinda anlamli azalmalar
saptandi. Buna karsilik, diyetlerine betain eklenmis olan gruplarin viicut agirliklart ayni kaldi

(KOL+BET ve KOL+MET+BET).

Tablo 4.1. Kolesterol (KOL) ve kolesterol + metyonin (KOL+MET) verilen kobaylarda betainin
(BET) baslangi¢c ve deney bitimindeki viicut agirliklari, karaciger agirliklari ve karaciger indeksleri
tizerine etkisi (Ortalama = SD).

Viicut agirhigi (Q) Viicut agirhigi (9) Kc. Agirhg Karaciger
Baslangig 10. hafta (9) Indeksi

Kontrol (n=8) 695 + 38.6 790 + 58.0%** 25.5+2.8 3.23+0.2

BET (n=7) 724 +83.6 800 + 57.9* 26.3+2.6 3.29+0.2

KOL (n=8) 731 +39.8 651 +88.7%* 545+9.8°% | 848+1.8°

KOL+BET (n=8) 736 + 75.0 732 + 110 56.0+8.0°% | 7.77+1.4°

KOL+MET (n=8) 709 + 68.1 633 +57.2 ** 572+48°% | 9.07+06°
KOL+MET+BET

(n=7) 741 +61.8 736 + 56.4 49.8+29% | 6.78 +0.5%P¢

Karaciger indeksi= (karaciger agirligi/viicut agirligi) x100

2 p<0.05 kontrol grubu ile karsilastirildiginda; ® p<0.05 KOL grubu ile karsilastirildiginda;

¢ p<0.05 KOL+MET grubu ile karsilastirildiginda (gruplar arasi)

** n<0.01; * p<0.05 baslangi¢ ve 10. hafta karsilastirildiginda (grup igi)
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4.2. Biyokimyasal parametrelerdeki degisiklikler
4.2.1. BET grubu

Kontrol yeme eklenen betainle beslenen kobaylarda (BET grubu) incelenen

serum/plazma ve karaciger gostergelerinde kontrol grubuna gore bir degisiklik bulunmadi
(Tablo 4.2- 4.6).

4.2.2. KOL ve KOL+MET gruplari

a) KOL ve KOL+MET gruplarindaki kobaylarda, serum total kolesterol diizeyleri ile
ALT ve AST aktivitelerinde kontrol grubuna kiyasla anlamli artiglar saptandi. Ancak
trigliserit diizeylerinde degisiklik bulunmadi.

KOL+MET grubunda serum total kolesterol ve trigliserit diizeyleri ile AST
aktivitesinin KOL grubuna gore daha yiiksek oldugu, ALT aktivitesinin ise farkli olmadigi
saptand1 (Tablo 4.2, Sekil 4.1).

b) KOL ve KOL+MET gruplarinda plazma NO diizeylerinde kontrol grubuna kiyasla
sirastyla % 18.1 ve % 25.9 oraninda bir azalma goriildi. Ancak sonuglar istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi. Bu gruplarda SDMA diizeyleri bir degisiklik gostermedigi halde ADMA ,
NT ve tHS diizeylerinde anlamli artislar saptandi. ADMA, NT ve tHS diizeylerinin,
KOL+MET grubunda KOL grubundan da anlamli yiiksek oldugu goriildii. KOL grubunda
plazma L-arginin diizeyleri degismedigi halde KOL+MET grubunda kontrol grubuna kiyasla
anlamli bir azalma bulundu (Tablo 4.3, 4.4, Sekil 4.2, 4.3). Bunun sonucu olarak plazma L-
arginin/ADMA orani, KOL+MET grubunda KOL grubuna gore daha belirgin olmak iizere
her iki grupta da kontrol grubuna kiyasla azalmis bulundu.

c) Serumda apelin diizeyleri KOL ve KOL+MET gruplarinda kontrol grubuna kiyasla
anlamli bir azalma gosterdi. Bu azalma KOL+MET grubunda KOL grubuna gore daha
belirgindi (Tablo 4.4, Sekil 4.3).

d) Karacigerde KOL ve KOL+MET gruplarinda NT diizeylerinin kontrol grubuna
kiyasla arttigl, NO diizeyleri ve DDAH aktivitelerinin ise azaldigi bulundu. Bu iki grup
arasinda karaciger NO, NT ve DDAH diizeyleri farklilik gostermedi. (Tablo 4.5, Sekil 4.4).

e) KOL ve KOL+MET gruplarinda MDA ve DK diizeyleri kontrol grubuna kiyasla
artt1g1, DK diizeylerindeki artisin KOL+MET grubunda KOL grubuna gore daha fazla oldugu
saptandi. Gruplar arasinda GSH diizeyleri degismedi. (Tablo 4.6, Sekil 4.5).
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4.2.3. KOL ve KOL+BET gruplar:

Hiperkolesterolemik  hayvanlara ek olarak betain  verilmesinin  sonuglari

incelendiginde,

a) Serumda total kolesterol ve trigliserit diizeyleri ile AST aktivitesi degismedi. ALT
aktivitesi normal degerlere yaklast1 (Tablo 4.2, Sekil 4.1).

b) Plazma NO, L-arginin, SDMA, NT ve HS diizeyleri ile L-arginin/ADMA oraninda
bir degisiklik bulunmadi. ADMA diizeylerinin azaldigi bulundu (Tablo 4.3, 4.4, Sekil 4.2,
4.3).

¢) Serumda azalmis olan apelin diizeylerinin kontrol degerlere ulastigi saptandi1 (Tablo
4.4, Sekil 4.3).

d) Karacigerde NO ve NT diizeylerinin degismedigi, DDAH aktivitesinin ise kontrol
degerlere yaklastigi bulundu (Tablo 4.5; Sekil 4.4).

e) Karacigerde MDA, DK ve GSH diizeylerinde anlamli degisiklik saptanmadi (Tablo
4.6, Sekil 4.5).
4.2.4. KOL+MET ve KOL+MET+BET gruplar:

Hiperhomosisteinemik ve hiperkolesterolemik kosullara betainin etkisi incelendiginde,

a) Kolesterol ve trigliserit diizeyleri ile ALT ve AST aktiviteleri azalmis bulundu
(Tablo 4.2; Sekil 4.1).

b) Plazmada NO, L-arginin, SDMA, L-argini/ADMA oran1 ve NT diizeylerinin
degismedi, buna karsilik ADMA ve HS diizeyleri azaldi. (Tablo 4.3, 4.4; Sekil 4.2, 4.3).

c¢) Apelin diizeylerinde anlamli bir artis bulundu (Tablo 4.4; Sekil 4.3).

d) Karacigerde NO ve NT diizeylerinde bir degisiklik bulunmadi, DDAH aktivitesinde
anlamli bir artis saptandi (Tablo 4.5; Sekil 4.4).

e) MDA ve DK diizeylerinde anlamli bir azalma bulunurken, GSH diizeylerinde bir
farklilik bulunmadi (Tablo 4.6; Sekil 4.5).
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Tablo 4.2. Kolesterol (KOL) ve kolesterol + metyonin (KOL+MET) gruplarinda betainin (BET)
serumda total kolesterol ve trigliserit diizeyleri ile ALT ve AST aktivitelerine etkisi (Ortalama + SD).

Gruplar Kolesterol Trigliserit ALT AST
(mg/dL) (mg/dL) (U/L) (U/L)
Kontrol (n=8) 46+ 11.4 69.0 + 10.0 61.4+12.7 121 £ 14.9
BET(n=7) 46.2 +8.70 67.6+ 123 57.4+133 126 +24.1
KOL (n=8) 246 +29.6° 499+ 14.5 113 +38.4° 459 +97.2°
KOL+BET (n=8) 247 + 66.8° 51.2+16.9 74.5+10.8" 366 + 66.3°
KOL+MET (n=8) 288 +£42.9%° 79.7+23.6° 134 £34.4° 660 + 122°°
KOL+MET+BET 201 + 52.82P¢ 49.7+159°¢ 86.3+27.3° 401 + 122°¢
(n=7)

2 p<0.05 kontrol grubu ile karsilastirldiginda; ° p<0.05 KOL grubu ile karsilastirildiginda;
¢ p<0.05 KOL+MET grubu ile karsilagtirildiginda

Tablo 4.3. Kolesterol (KOL) ve kolesterol + metyonin (KOL+MET) uygulanan kobaylarda betainin
(BET) plazmada NO (total nitrit+nitrat), asimetrik dimetil arginin (ADMA), simetrik dimetil arginin
(SDMA) ve L-arginin diizeyleri iizerine etkisi (Ortalama + SD).

NO L-Arginin ADMA SDMA
Gruplar
(uM) (M) (uM) (M)
Kontrol (n=8) 19.3+2.99 65.8+14.9 0.77 £ 0.08 2.24+0.45
BET(n=7) 19.2 +£3.51 55.7£12.2 0.79£0.10 2.24 +0.58
KOL (n=8) 15.8+6.53 65.1+12.4 1.46 +£0.23% 2.42 +0.86
KOL+BET (n=8) 15.0 = 2.90 571+12.2 1.06 +0.13%P 2.47 +0.66
KOL+MET (n=8) 143 +3.16 30.2 £10.9°° 1.96 + 0.21%P 2.86 +0.97
KOL+MET+BET (n=7) | 16.7+5.11 343 +10.5%P 1.22+0.19%° 2.72+1.06

& p<0.05 kontrol grubu ile karsilastirildiginda; b p<0.05 KOL grubu ile karsilastirildiginda;
¢ p<0.05 KOL+MET grubu ile karsilastirildiginda.
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Tablo 4.4. Kolesterol (KOL) ve kolesterol + metyonin (KOL+MET) uygulanan kobaylarda betainin
(BET) serum/plazmada L-arginin/ADMA, nitrotirozin (NT), apelin-12 ve homosistein diizeyleri
tizerine etkisi (Ortalama + SD).

L-arginin/ADMA NT Apelin-12 Homosistein
Gruplar
(rM/ pM) (nM) (ng/mL) (uM)

Kontrol (n=8) 84.8+12.8 23.0+£2.17 68.5+9.81 448 £1.02
BET(n=7) 69.9 +12.6 21.4+5.28 68.0 + 8.96 452 £1.09
KOL (n=8) 454+9.77° 303+3.18 | 53.2+8.62° 6.30 + 1.56°
KOL+BET (n=8) 54.1 £ 13.7° 202+6.11° | 653+9.30° 6.10 + 1.95°
KOL+MET (n=8) 15.8+7.03*° [ 46.9+3.23*" | 40.5+501*° | 222+574%"
KOL+MET+BET 283+ 836 | 433+3.74° | 64.7+7.76° |12.31+3.05%"°¢
(n=7)

% p<0.05 kontrol grubu ile karsilastirldiginda; ° p<0.05 KOL grubu ile karsilastirildiginda;

¢ p<0.05 KOL+MET grubu ile karsilagtirildiginda

Tablo 4.5. Kolesterol (KOL) ve kolesterol + metyonin (KOL+MET) uygulanan kobaylarda betainin
(BET) karacigerde NO (total nitrit+nitrat) ve nitrotirozin (NT) diizeyleri ile dimetilarginin
dimetilaminohidrolaz (DDAH) aktivitesi iizerine etkisi (Ortalama + SD)

NO NT DDAH
Gruplar
(nmol/g doku) | (pmol/mg protein) | (nmol/g protein/dk)
Kontrol (n=8) 17.5 +2.43 4.06 + 0.34 12.4+0.95
BET (n=7) 16.3+1.33 3.77+0.26 12.1+£2.53
KOL (n=8) 13.2 £ 1.10° 6.01 +0.83° 8.06+ 1.01°
KOL+BET (n=8) 14.9 + 2.40° 5.22 +0.50° 11.4+2.23P
KOL+MET (n=8) 12.9+1.27° 5.93+0.45° 8.48 + 2.04°
KOL+MET+BET (n=7) 12.4 £ 2.56° 5.68 +0.89° 11.9 + 1.89°°

% p<0.05 kontrol grubu ile karsilastirldiginda; ° p<0.05 KOL grubu ile karsilastirildiginda;

¢ p<0.05 KOL+MET grubu ile karsilastirildiginda
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Tablo 4.6. Kolesterol (KOL) ve kolesterol + metyonin (KOL+MET) gruplarinda betainin (BET)
karacigerde malondialdehit (MDA), dien konjugati (DK) ve glutatyon (GSH) diizeyleri iizerine
etkisi (Ortalama + SD).

Gruplar MDA DK GSH
(nmol/g doku) (umol/g doku) (nmol/g doku)
Kontrol (n=8) 459+ 61.2 2.23+£0.21 7.14+ 1.25
BET(n=7) 444 +74.9 2.08+0.31 6.49 = 1.30
KOL (n=8) 842 + 161° 4.43+0.74° 6.99 = 0.94
KOL+BET (n=8) 833+169? 3.94 £ 0.60° 7.18 £1.05
KOL+MET (n=8) 891 + 153° 5.24 +0.69°° 7.09 +1.36
KOL+MET+BET (n=7) 666 + 113 ¢ 4.28 +0.29%° 8.09 £ 1.37

2p<0.05 kontrol grubu ile karsilastirldiginda; ° p<0.05 KOL grubu ile karsilastirildiginda;
¢ p<0.05 KOL+MET grubu ile karsilastirildiginda.
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Sekil 4.1. Serumda total kolesterol (a), trigliserit (b) diizeyleri ve ALT (c), AST (d) aktiviteleri (Ortalama+SD).
Gruplar: (1) Kontrol, (2) BET,(3) KOL, (4) KOL + BET, (5) KOL + MET, (6) KOL + MET + BET.
a p<0.05 kontrol grubuna gore; b p<0.05 KOL’a gore; ¢ p<0.05 KOL+MET’e gore.
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Sekil 4.2. Plazma NO (total nitrit+nitrat) (a), ADMA (b), SDMA (c) ve L-arginin (d) diizeyleri (Ortalama+SD).
Gruplar: (1) Kontrol, (2) BET,(3) KOL, (4) KOL + BET, (5) KOL + MET, (6) KOL + MET + BET.
# p<0.05 kontrol grubuna gére; b p<0.05 KOL’a gére; ¢ p<0.05 KOL+MET’¢ gbre.
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Sekil 4.3.Serum/plazmada L-arginin/ADMA (a), NT (b), apelin (c) ve homosistein (d) diizeyleri (Ortalama+SD).
Gruplar: (1) Kontrol, (2) BET,(3) KOL, (4) KOL + BET, (5) KOL + MET, (6) KOL + MET + BET.
# p<0.05 kontrol grubuna gére; b p<0.05 KOL’a gére; ¢ p<0.05 KOL+MET ¢ gbre.
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Sekil 4.4 Karacigerde NO(total nitrit+nitrat) (a), NT (b) diizeyleri ve DDAH aktivitelerindeki (c)

degisimler (Ortalama+SD).
Gruplar: (1) Kontrol, (2) BET,(3) KOL, (4) KOL + BET, (5) KOL + MET, (6) KOL + MET + BET.

a p<0.05 kontrol grubuna gore; b p<0.05 KOL’a gére; ¢ p<0.05 KOL+MET’e gére.
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Sekil 4.5. Karaciger dokusunda MDA (a), DK (b) ve GSH (c) diizeylerindeki degisimler (Ortalama+SD).
Gruplar: (1) Kontrol, (2) BET,(3) KOL, (4) KOL + BET, (5) KOL + MET, (6) KOL + MET + BET.

a p<0.05 kontrol grubuna gbre; ° p<0.05 KOL’a gbre; ¢ p<0.05 KOL+MET’e gére.
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4.3. Korelasyon Analizleri (Tablo 4.7, Sekil 4.6)

1- Karaciger dokusunda NO diizeyi ile serumda total kolesterol, HS, ALT, AST,
ADMA diizeyleri ile karacigerde MDA, DK, NT diizeyleri arasinda negatif, arginin/ADMA
orani ve karaciger DDAH aktivitesi arasinda pozitif bagint1 saptandi.

2- Plazma ADMA diizeylerinin serumda kolesterol, HS, ALT, AST, NT ve karacigerde
MDA, DK ve NT diizeyleri ile pozitif, DDAH aktivitesi ile negatif bagint1 gésterdigi bulundu.

3- Karaciger DDAH aktivitesi kolesterol, HS, ALT, AST ve NT diizeyleri ve karaciger
MDA, DK ve NT ile negatif, arginin/ADMA oran1 ve karaciger NO diizeyleri ile pozitif
bagint1 gosterdi.

4- Serum apelin diizeyleri ile kolesterol, HS, ADMA, ALT, AST, NT diizeyleri ve
karaciger MDA, DK ve NT diizeyleri arasinda negatif, arginin/ADMA orani, karaciger NO ve
DDAH aktiviteleri arasinda pozitif bagint1 bulundu.

Tablo 4.7. Serum/plazma ve karacigerde nitrik oksit metabolizmasi ile iligkili gostergeler arasinda
korelasyon katsayilart (n=46).

Serum | Serum | Karaciger | Plazma | Karaciger Serum
Kol HS NO ADMA DDAH Apelin
Serum/Plazma
Kolesterol - 0.53°% -0.79° 0.79° -0.51° -0.54°%
Trigliserit ns ns ns ns ns ns
ALT 0.61° 0.62° -0.49° 0.77 2 -0.42° -0.57°%
AST 0.86° 0.72° -0.69 2 0.89° -0.57°2 -0.70 ¢
ADMA 0.79° 0.73° -0.57°% - -0.60° -0.76 2
NO -0.42b ns 0.33° ns ns ns
NT 0.63° 0.81° -0.56° 0.73° -0.33°¢ -0.55%
Arginin/ADMA | -0.75% | -0.72°2 0.582 -0.80° 0.41° 0.54°2
Homosistein 0.53° - -0.48° 0.73° -0.29 ° -0.62°
Karaciger
MDA 0.68° 0.49° -0.68° 0.54° -0.53% -0.43°
DK 0.84° 0.66° -0.74 2 0.76 ¢ -0.50 2 -0.55 %
NO -0.79% | -0.48° - -0.57°% 0.48° 0.37°
NT 0.75% | 041° | -0.47° 070% | -055% -0.57*
DDAH -052% | -0.29° 0.36 ¢ -0.60° - 0.48°

?p<0.001; ° p<0.01; ¢ p<0.05
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Bu sonuglara gore:

a) ADMA diizeyindeki artiglar, oksidatif ve nitrozatif stres ile bagintilidir. Buna
karsilik ADMA ile DDAH aktivitesi arasinda negatif bagimnti vardir.

b) Serum apelin diizeyi, oksidatif ve nitrozatif stres arttikga azalmaktadir. Apelin NO
diizeyi ile pozitif bagintilidir.

c) Hiperhomosisteinemi ve hiperkolesterolemi; apelin, NO ve DDAH ile negatif,
MDA, DK ve ADMA ile pozitif bagint1 gostermektedir.

d) Serum apelin ve ADMA diizeyleri arasinda negatif baginti vardir. Apelin
diizeyindeki artisin, NO biyoyaralanimimi arttiran, ADMA artisinin  ise  endotel

disfonksiyonuna neden olan parametrelerle pozitif bagintilari bulunmaktadir.
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4.4. Karaciger ve aortada histopatolojik bulgular
Karacigerde steatoz, inflamasyon, nekroz ve fibrotik degisimler incelendi (21).

1) Steatoz karacigerde yag igeren hiicrelerin yiizdesine gore siniflandirildi. Buna gore;
<%5=0, %5-33=1, %34-66=2, >%66 =3 olarak belirlendi.

2) inflamasyon ve parankimal nekrozun varligi;
Yok =0, Ilimli = 1, Orta = 2, Ciddi = 3 olarak tanimlandi.

3) Fibrozis i¢in degerlendirmede; fibroz bulgularinin olmamasi (0); bazi portal

alanlarda olmasi (1); portal alanlarin ¢gogunda olmasi (2); portal-portal kopriilesmenin varlig

(3); portal-portal asir1 kopriilesme (4); “Incomplete” siroz (5); siroz (6).

Bu kriterlerle yapilan histopatolojik degerlendirmelerin sonuglar1 Tablo 4.8’de
belirtildi. Sonuglara gore; kontrol ve betain grubunda normal karaciger yapisi gozlendi.
Kolesterolden zengin beslenme karacigerde makrovezikiiler yaglanmaya, ilimli derecede
nekroz, inflamasyon ve fibrotik degisikliklere yol agti. KOL+MET grubunda ise kolesterol
grubuna gore yaglanma, inflamasyon ve fibrotik degisikliklerin daha fazla oldugu saptandi.

Tablo 4.8. Kolesterol (KOL) ve kolesterol + metyonin (KOL+MET) uygulanan kobaylarda betainin
(BET) karacigerde histopatolojik degisiklikler iizerine etkisi.

Steatoz | Parankimal Nekroz | Inflamasyon Fibrozis
Kontrol 0 0 0 0
Betain 0 0 0 0
KOL 2 1 1 1
KOL+BET 2 1 0 1
KOL+MET 3 1 2 2
KOL+MET+BET 2 0 0 1

KOL+BET grubunun histopatolojik incelemesinde; kolesterol grubuna goére belirgin
bir degisiklik bulunmadi. Buna karsiik KOL+MET+BET grubu KOL+MET grubu ile
karsilastirildiginda; yaglanmanin ve fibrotik degisikliklerin azaldigi goriildii. Bu grupta

parankimal nekroz ve inflamasyon goriilmedi (Resim 4.1).
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Aortada yapilan histopatolojik incelemelerde, kontrol ve betain gruplarinda normal yap1
gozlendi. Kolesterol grubunda intima-media kalinlasmasi, diiz kas hiicre proliferasyonu, yag
vakuolleri ve bazi alanlarda kolesterol kristallerini andirir yariklanmalar goriildi. KOL+MET

grubu ile kolesterol grubu arasinda bir farklilik saptanmadi.

KOL+BET grubunda kolesterol grubuyla karsilastirildiginda  intima-media
kalinlasmasinda ve diiz kas hiicre proliferasyonunda 1limli bir azalma goriildii. Buna karsilik
KOL+MET+BET grubunda KOL+MET grubuna gore aortik lezyonlarda belirgin bir iyilesme
saptand1 (Resim 4.2).



52

KONTROL

Resim 4.1. Karaciger dokularinda histopatolojik goriiniim (H&E x200).
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Resim 4.2. Aortada histopatolojik goriinim (H&E x200).
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5. TARTISMA ve SONUC

Yiiksek kolesterol diizeyinin koroner ve serebrovaskiiler hastaliklarin gelisiminde
onemli bir risk faktorii oldugu ve ozellikle LDL-kolesterol artiginin, aterosklerotik plak
olusumunu uyardigr bilinmektedir. Ateroskleroz patogenezinde inflamasyon, endotel
disfonksiyonu ve bu olaylar1 takiben adezyon molekiillerinin ekspresyonu ve nitrik oksit
metabolizmasinda degisiklikler 6nemli rol oynamaktadir (44,72). ADMA, nitrik oksit
biyoyararligini etkileyen onemli bir endojen inhibitdr olarak ateroskleroz patogenezinde yer
almaktadir. Yag dokusunda sentezlenen leptin, adiponektin, rezistin, IL-6 ve TNF-o gibi
hormon ve sitokinlerin dolasimdaki diizeylerinin hiperkolesterolemide degistigi ve
aterosklerozla iliskili bulundugu bildirilmistir (34). Son yillarda endotel, miyokard, vaskiiler
diiz kas hiicreleri ve yag dokusunda sentezlendigi gosterilen apelinin de kan basinci, kardiyak

kontraktilite ve anjiyogenez tizerindeKi etkileri onem kazanmustir (26,55,63,101).

Calismamizda ADMA diizeyi ve onunla iliskili olarak DDAH aktivitesi incelendiginde,
hiperkolesterolemik hayvanlarda plazma ADMA diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla arttig:
ve bununla uyumlu olarak karaciger DDAH aktivitesinin azaldigi bulunmustur. Oksidatif stres
sonucunda dokuda biriken reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) DDAH aktivitesini baskiladig1 ve
ADMA sentezini saglayan PRMT ekspresyonunu arttirdigi bildirilmistir (53,98). Bu nedenle
ADMA’nin oksidatif stresin endojen bir belirteci olabilecegi ileri siiriilmiistiir (76).
Calismamizda oksidatif stres gostergeleri olan malondialdehit (MDA) ve dien konjugat ile
nitrotirozin diizeylerinin kolesterolden zengin diyetle beslenmis hayvanlarda yiikseldigi, buna
karsilik GSH diizeylerinin degismedigi bulunmustur. Bu hayvanlarda saptanan plazma
ADMA diizeylerindeki artigin, oksidatif stresten kaynaklandigi anlasilmaktadir. Oksidatif
stres ile ADMA arasindaki iligkiyi saglayan DDAH enzimidir. ADMA’y1 karacigerde yikan
DDAH aktivitesindeki degisiklik, plazma ADMA diizeylerinin etkileyen en 6nemli faktordiir.
Bulgularimiza gore karaciger DDAH aktivitesi ile MDA, dienkonjugat ve nitrotirozin
diizeyleri arasinda kuvvetli negatif baginti mevcuttur. Biitin bu bulgular, DDAH

aktivitesindeki azalmanin nedenini agiklamaktadir.

Hiperkolesterolemik hayvanlarda ADMA artisina bagli olarak karacigerde NO diizeyleri
azalmistir. NO, argininin NOS tarafindan metabolize olmasi ile ortaya ¢ikan, endotel
fonksiyonunu diizenleyen bir maddedir. NO’nun obez ve hiperkolesterolemik hayvanlarda
azaldigint gosteren c¢aligmalar vardir (32). NO diizeyindeki azalma, obez ve

hiperkolesterolemik hayvanlarda eNOS ekspresyonunun azalmasi ve reaksiyonun koenzimi
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tetrahidrobiyopterin yoklugunda NOS “uncoupling”i nedeniyle siiperoksit olusmasi ile
aciklanmistir (39). Buna ek olarak mevcut NO, siiperoksitle etkileserek peroksinitrit
olusturdugundan biyoyararlanimi ortadan kalkar. Peroksinitrit, ortamdaki protein
molekiillerinde tirozin kalintilarinin nitrozilasyonu (nitrotirozin, NT) ile hasar olusturur (12).
Calismamizda karaciger dokusu NO diizeyi ile NT arasinda kuvvetli negatif baginti
bulunmustur. Serum ve karaciger dokusu NT diizeylerinin kontrol grubuna gore artmis
bulunmasi, in vivo peroksinitrit artisginin bir gostergesi olarak kabul edilebilir. NO
diizeyindeki azalmadan sorumlu olan bir diger faktor ADMA’dir. Bu ¢alismada ADMA ile
karaciger NO diizeyleri arasinda gozlenen kuvvetli negatif baginti, ADMA’nin NO

metabolizmasindaki baslica etkenlerden biri oldugunu dogrulamaktadir.

Hiperkolesterolemik deney grubunda kontrol grubuna gore serum ALT ve AST
diizeylerinin artmis olmast ve histopatolojik incelemeler, yiiksek kolesterollii diyetle
beslenme sonucunda karaciger hasarinin gelistigine isaret etmektedir. Bu hayvanlarda serum
apelin diizeyleri kontrol grubundan diisiik bulunmustur. Apelin, NO metabolizmasinda
endotel kaynakli NOS’un fosforilasyonunu arttirmak suretiyle NO sentezini hizlandirir (113).
Buna gore ¢aligmamizda hiperkolesterolemik hayvanlarda azalmis bulunan apelinin karaciger
dokusundaki diisitk NO diizeylerinden kismen sorumlu oldugu ileri siiriilebilir. Apelin ile NO

arasindaki pozitif baginti, bu hipotezi desteklemektedir.

Daha onceki ¢alismalarda apelin sentezinin insiilin aracilig ile diizenlendigi, insiilinin
yag dokusundan apelin sekresyonunu uyardigi, buna karsilik apelinin pankreastan insiilin
sekresyonunu inhibe ettigi bildirilmistir (11, 94). Obezitede insiilin diizeyleri ile iliskili olarak
plazma apelin konsantrasyonu yiikselmektedir (17). Tip 1 diyabetik olgularda aglik apelin
diizeyleri anlamli olarak yiiksek bulunmustur (17). Bir baska caligmada ise, tip 2 diyabette
serum apelin diizeylerinin saglikli olgulardan ve tip 1 diyabetiklerden daha yiiksek oldugu
bildirilmistir (25). Hiperkolesterolemik kosullarda apelin diizeyi kontrol grubundaki
degerlerden daha diisiik bulunmustur (100). Bizim sonuglarimiz, bu yaymla uyumludur.
(Calismamizin bir sonraki asamasinda insiilin diizeylerinin 6l¢giilmesi ve apelin ile bagintisinin

arastirtlmasi sonuglarin degerlendirilmesinde yardimer olacaktir.

Betainin lipit metabolizmasina etkisi konusundaki yayinlar g¢eliskilidir. Betainin
trigliserit diizeylerini azalttifini, total kolesterol diizeylerini degistirmeden HDL-kolesterolii
arttirdigini  gosteren bir ¢alisma oldugu gibi (92), LDL-kolesterol diizeyini arttirdigini

gosteren ¢alismalar da mevcuttur (70, 81). Bizim ¢alismamizda betainin total kolesterol ve
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trigliserit diizeylerine herhangi bir etkisi saptanmamistir. Bu lipit parametreleri {izerindeki
olumlu etkisi sadece hiperhomosisteinemik hayvanlarda gorilmustir. ALT ve AST

aktivitelerinde bir diizelme egilimi olusturdugu sdylenebilir.

Hiperkolesterolemik hayvan modelinde betainin anti-aterojenik ve antiinflamatuar etkisi
gosterilmistir (70).  Ancak bu etkilerin mekanizmasi tam olarak aydinlatilmamistir.
Calismamizda kolesterolle beslenen grupta izlenen ADMA, apelin ve DDAH aktivitesindeki
degisimlerin diyete betain eklenmesiyle normal degerlerine yaklasmis olmasi, ilk bakista
betainin NO araciligiyla anti-aterojen oldugunu diisindiirmektedir. Buna karsilik,
calismamizda betain ile ADMA diizeylerinde azalma ve DDAH aktivitesinde artma
saglandig1 halde NO diizeyi gostergesi olarak olgiilen nitrit-nitrat diizeylerinde herhangi bir
degisiklik bulunmamistir. Ayrica arginin/ADMA oraninda da bir degisiklik olusmamustir.
Nitrik oksit sentezinde tek basina ADMA diizeyinden ¢ok, arginin/ADMA oraninin 6nemli
oldugu bilinmektedir. Bulgularimiz da bunu dogrular niteliktedir. Bloomer ve Olthof un
saglikli insanda yaptiklar1 calismalarda betain tedavisinin nitrik oksit diizeylerini
degistirmedigi ve damar iizerinde vazodilatator etkinin goriilmedigi bildirilmistir (15,80).
Sonuglarimiz, betainin NO araciligiyla anti-aterojenik etkisini gosterdigi  goriisiinii

desteklememektedir.

Calismamizda kolesterole ek olarak metyonin verilen hayvanlarda ADMA/DDAH ve
NO metabolizmasinda hiperhomosisteineminin etkisi incelenmistir. Hiperhomosisteineminin
kardiyovaskiiler hastaliklarda o6nemli bir risk faktorii oldugu bilinmektedir (6,50).
Hiperhomosisteinemiye bagli en belirgin fonksiyonel bozukluk endotel kaynakli NO’nun
azalmasi sonucunda endotel bagimli gevsemenin ortadan kalkmasidir  (6,96).
Hiperhomosisteinemiye bagli endotel disfonksiyonundan dncelikle NO’nun oksidatif olarak
inaktivasyonu sorumludur. Hiperhomosisteinemide siiperoksit olusmakta; siiperoksit, hidrojen
peroksit ve hidroksil radikalleri endotel kaynakli NO’nun oksidatif inaktivasyonuna
katilmaktadir (4,6,50). Stiperoksit olusumu, vaskiiler NAD(P)H oksidazlarin veya eNOS’ un
NO sentezinden ¢ok siiperoksit sentezine yonelmesine baghdir (18). Diger bir mekanizma ise;
reaktif tiol gruplar ile tiol degisim reaksiyonlarina katilan homosisteinin endoplazmik
retikulumdaki (ER) protein biyosentezini bozarak ER stres yolunu baglatmasidir (52). ER
stresi dislipidemi, protein sentez bozukluklar1 ve inflamasyonla sonuglanir (6). Son yillarda
yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalar, ADMA ve homosistein iligkisini ortaya koymustur.
Homosistein DDAH enzimini, katalitik aktif bolgesindeki sisteinin —SH grubuyla etkilesmek

suretiyle inhibe eder ve ADMA Kkonsantrasyonunun artmasma yol acar (96). Bizim
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calismamizda da hiperkolesterolemik /hiperhomosisteinemik hayvanlarda kontrol ve
kolesterol grubuna kiyasla, ADMA’nin daha yiiksek, DDAH enzim aktivitesinin ise daha
diisik oldugu saptanmistir. Ayrica DDAH ile homosistein arasinda bir negatif baginti
bulunmustur. Bu hayvanlarda oksidatif stres gostergesi olarak 6l¢iilen dien konjugat diizeyleri
kontrol ve kolesterol grubuna gore yiiksektir. Serum NO diizeylerinde degisiklik olmamakla
birlikte, karaciger NO diizeyleri kontrollere gore diisiik bulunmus, nitrotirozin konsantrasyonu
ise artmistir. Hiperhomosisteineminin NO sentezi yerine siiperoksit olusumunu hizlandirdigi,
bu radikalin de doku nitrotirozin konsantrasyonlarinin artisina yol agtigi bildirilmistir (18).

Bulgularimiz, bu ¢alisma ile uyumludur.

Calisma gruplarimizda serum homosistein ile ADMA arasinda pozitif bagint1 vardir.
PRMT enziminin substrati olan SAM, reaksiyon sonunda homosisteine doniisiirken diger
olusan triin ADMA’dir. Bu nedenle PRMT aktivitesinin arttigi hallerde ADMA ve
homosistein birlikte artacaktir. Ancak bu artis, her zaman bagintili olmayabilir. Cilinkii her
ikisinin de plazmadan uzaklastirilma yollar1 farklidir. Nitekim hiperhomosisteineminin, folik
asit ve Bj, tedavisi ile azaltilabildigi olgularda ADMA diizeyleri bundan etkilenmemistir
(108). Bizim ¢alismamizda homosistein artisinin DDAH enziminin katalitik aktif bolgesinde
degisiklik yaparak enzimi inhibe ettigi ve ADMA artisina katkida bulundugu sdylenebilir.

Ancak DDAH aktivitesini azaltan oksidatif stres gibi faktorlerin roli de akilda tutulmalidir.
Bu calismanin sonuglarina gore:

a) Hiperkolesterolemik hayvanlarda ADMA diizeyleri artmakta ve bunun sonucunda
NO olusumu azalmaktadir. Olusan NO, peroksinitrit sentezine yonelmektedir. Bu nedenle,
hem olusumu, hem de biyoyararlanim1 azalmis olmaktadir.

b) Hiperkolesterolemide karaciger dokusunda oksidatif stres olusmaktadir. Kismen
bunlarin etkisiyle DDAH aktivitesi azalmakta ve ADMA nin yikimi engellenmektedir.

c) Hiperkolesterolemik hayvanlarda apelin diizeyleri azalmaktadir. Bu azalma, NO
diizeylerindeki degisiklik ile uyumludur.

d) Betain uygulamasimin, hiperkolesterolemi ve oksidatif stres parametreleri iizerine
herhangi bir etkisi saptanmamistir. Ancak betain uygulamasi sonucunda apelin diizeyleri ve
DDAH aktivitesi normal degerlerine ulasmakta, ADMA diizeylerinde de kismen iyilesme
goriilmektedir. Betainin bu etkilerinin molekiiliin antioksidan o6zelliginden ileri gelmedigi

sOylenebilir.
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e) Kolesterol yiiklemesine ek olarak hiperhomosisteinemi olusturuldugunda betain
uygulamasi, gerek homosistein, gerekse artan ADMA konsantrasyonu ve azalan apelin
konsantrasyonu {izerinde etkili olmaktadir. Oksidatif stres parametreleri de normale
donmektedir. Bu durum betainin baslica etkilerini homosisteini azaltarak gosterdigini

diistindiirmektedir.
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