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1. OZET

Yiiksek Yagh Diyetle indiiklenmis Obezitede Myrtus communis L. Ekstraktinin
Kalp ve Aort Uzerine Etkilerinin Morfolojik ve Biyokimyasal Olarak
Degerlendirilmesi

Nagehan Ozyilmaz Yay, Prof. Dr. Feriha Ercan

Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal

Amac: Bu calismada yiiksek yaglh diyet (YYD) ile obezite olusturulmus si¢anlarda,
olusan kalp ve aort hasarinda Myrtus communis L.’nin (MC) etkisinin histolojik ve
biyokimyasal yontemlerle incelenmesi amaglanmistir. Gere¢ ve Yontem: Deneyde
Wistar albino cinsi erkek siganlar kullanilmistir. YYD grubu (n=7) ve YYD+MC
grubundaki (n=7) sicanlar dort ay siireyle yiiksek yagli yem ile beslenmistir.
YYD+MC grubuna iigiincii aydan sonra oragastrik gavaj ile MC ekstrakti haftada 5
giin uygulanmistir. Deney sonunda siganlar dekapite edilerek kanlari, kalp ve aort
dokular1 alinmistir. Isik mikroskopik incelemeler i¢in hazirlanan dokularda endotelyal
nitrik oksit sentaz (eNOS), indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ve NADPH
oksidaz-2 (NOX-2) pozitif hiicreler immunohistokimyasal olarak, apoptoz varlig1 ise
TUNEL yontemi ile degerlendirilmistir. Kan serumunda kolesterol, trigliserid ve HDL
degerleri Olgiilmistiir. Kalp ve aort malondialdehit (MDA), nitrik oksit (NO), 8-
hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OhdG), monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1),
tiimor nekroz faktor-alfa (TNF-o)), miyeloperoksidaz (MPO) seviyeleri biyokimyasal
olarak degerlendirilmistir. Bulgular: YYD grubunda viicut agirliginda artis, bozulmus
kalp ve aort morfolojisi goriilmiistir. Hem kalp hem aortta iNOS, NOX-2
immiinopozitif ve TUNEL pozitif hiicrelerde artis, eNOS immiinopozitif hiicrelerde
azalma gozlenmistir. Serumda trigliserit, kolesterol seviyeleri artarken, HDL seviyesi
diismiistiir. Hem kalp hem aort dokularinda MDA, 8-OHdG, TNF-a, MCP-1 ve MPO
seviyelerinde artis, NO seviyelerinde diisiis oldugu gézlenmistir. YYD+MC grubunda
tiim parametrelerin diizeldigi gozlenmistir. Sonuglar: YYD ile indiiklenen obezitenin
sicanlarda oksidatif stres araciligiyla kalp ve aort hasar1 olusturdugu gériilmiistiir. MC
ekstraktinin oksidatif stresi inhibe ederek kalp ve aort {izerinde koruyucu etkilerinin
olabilecegi diistiniilmektedir. Anahtar Kelimeler: Yiiksek yaglh diyet, Myrtus
communis L., kalp, aort, oksidatif stres



2. SUMMARY

Morphological and Biochemical Evaluation of the Effects of Myrtus communis
L. Extract on Heart and Aorta in High Fat Diet Induced Obese Rats

Nagehan Ozyilmaz Yay, Prof. Dr. Feriha Ercan

Department of Histology ve Embryology

Aim: It was aimed to research the effect of Myrtus communis L. (MC) on heart and
aorta damage on high-fat-diet (HFD) induced obese rats via histological and
biochemical methods. Materials and Methods: Wistar albino male rats were used in
this study. HFD (n=7) and HFD+MC group (n=7) fed high-fat chow for four months.
In HFD+MC group, after third month MC extract was applied by orogastric gavage 5
days a week. Rats were decapitated at the end of experiment and blood, heart and aorta
samples were taken. Endothelial nitric oxide synthase (eNOS), inducible nitric oxide
synthase (iNOS) and NADPH oxidase-2 (NOX-2) positive cells were evaluated
immunohistochemically and apoptosis was evaluated by TUNEL method. Cholesterol,
triglyceride and HDL were measured in blood serum. In heart and aorta
malondialdehyde (MDA), nitric oxide (NO), 8-hydroxy-2-deoxyguanosine (8-OhdG),
monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), tumor necrosis factor-alpha (TNF-a)
and myeloperoxidase (MPO) levels were evaluated biochemically. Results: Increase
in body weight, degenerated heart and aorta morphology, an increase in iINOS, NOX-
2 and TUNEL positive cells and a decrease in eNOS-positive cells were observed in
both tissues in HFD group. Triglyceride, cholesterol levels increased while HDL level
decreased. An increase in MDA, 8-OHdG, TNF-o, MCP-1 and MPO levels and
decrease in NO levels were observed in both tissues. These parameters improved in
HFD+MC group. Conclusion: HFD-induced obesity causes heart and aorta damage
through oxidative stress in rats. MC extract may have protective effects on heart and
aorta by inhibiting oxidative stress. Keywords: High-fat-diet, Myrtus communis L.,

heart, aorta, oxidative stress



3. GIRIS ve AMAC

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) obeziteyi saglik igin risk olusturacak dl¢iide anormal ve

asir1 yag birikimi olarak tanimlamistir  (https://www.who.int/news-room/fact-

sheets/detail/obesity-and-overweight Erisim tarihi: 09.06.2021). Diinya ¢apinda 18

yas ve {istii 1,9 milyar insanin fazla kilolu (VKi>25 kg/m2), 650 milyondan fazlasinin
ise obez (VKI>30 kg/m2) oldugu bildirilmistir. Birgok bat1 iilkesinde her iki kisiden
birinin fazla kilolu veya obez oldugu kabul edilmektedir (Bliiher, 2019; Elagizi ve ark.,
2018). Yapilan ¢alismalar genetik, diyet, ¢cevre, yasam kosullarinin obeziteye neden
olabilecegini gostermistir (Tobore ve ark., 2020). Obezitenin, kalp ve damar
hastaliklar1 (ateroskleroz, koroner kalp hastaligi, atriyal fibrilasyon, kalp yetmezligi
hipertansiyon), Tip 2 diyabet, gastrointestinal hastaliklar, astim, uyku bozuklugu,
osteoartrit ve bazi kanser tiirleri i¢in risk faktorii oldugu bilinmektedir (Manna ve Jain,

2015; Jack ve ark., 2019).

Obezite temelde enerji alimi ile kullanimi arasindaki dengesizlik nedeniyle olusan
cevresel ve genetik faktorlerden etkilenen ¢ok yonlii bir hastaliktir. Fiziksel aktivitenin
az olusu ve sedanter yasam tarzi da obezite olusumunda etkili olmaktadir (Szewczyk-
Golec ve ark., 2017). Kalori alimindaki artisin kilo artisinda en temel nedenlerden biri
oldugu bilinmektedir. Yapilan ¢alismalar yiiksek kalorili, yiiksek yagh ve diistik 1ifli
diyet tiirlerinin obeziteyi indiiklendigini gostermistir (Aggarwal, 2011).

Obezite, giiniimiizde kalp ve damar hastaliklarinin olusumunda major risk faktori
olarak kabul edilmektedir. Kilo fazlalig1 ve obezite kalp ve damarlarin yapisini ve
fonksiyonunu olumsuz etkileyerek, kardiyovaskiiler hastaliklarin morbidite ve
mortalitesini anlamli derecede arttirmaktadir (Perck ve ark., 2012). Obezitenin neden
oldugu oksidatif stresin, obezite ile iligkili kardiyovaskiiler riskten sorumlu ana
mekanizma oldugu gosterilmistir (Elmas ve ark., 2019; Soda, 2010). Obezitenin
hiicrelerdeki reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumuna sebep oldugu bilinmektedir
(Diniz ve ark., 2006). Yag hiicrelerinden salgilanan oksijen radikalleri, timor nekroz
faktorii-alfa (TNF-a), interlokin-6 (IL-6), monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1),
IL-1B, vaskiiler endotelyal growth faktér (VEGF), tromboksan A2 (TXA2),
plazminojen aktivator inhibitor-1 (PAI-1) gibi mediyatérler endotel disfonksiyonu

tizerinden kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisimine neden olmaktadir (Woo ve ark.,


https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/obesity-and-overweight
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/obesity-and-overweight

2007). Ayrica obezitede artan yag dokusu miyokarta basing uygulayarak atrofi
olusturmaktadir ve bu nedenle kalbin ileti yollar1 etkilenmekte, aritmiler meydana
gelmektedir. Artan yag asidi oksidasyonunun ve adipositlerden salgilanan
mediyatorlerin lipotoksisite nedeniyle kardiyomiyositlerde dogrudan hasara yol
acmast kalbin sistolik fonksiyonunu bozmaktadir (Khan ve ark., 2011). Kalpte
meydana gelen bu yapisal ve hemodinamik degisiklikler konjestif kalp yetersizligi ve
ani kardiyak oliim ile sonuglanan obezite kardiyomiyopatisini olusturmaktadir

(Campbell ve ark., 2019).

Yapilan c¢alismalar NOX'un ROS'un ana kaynagi oldugunu ve YYD’nin serbest
oksijen radikallerinin iiretimini saglayan NADPH oksidaz-2 (NOX-2)’yi ve oksidatif
stresi arttirdigini gdstermektedir (Mendez ve ark., 2015). Obezitede artan NOX-2
aktivasyonundan kaynaklanan asir1 miktarda reaktif oksijen tiirli, endotel
disfonksiyonuna ve bunun sonucunda kardiyovaskiiler komplikasyonlara yol agar
(Silver ve ark., 2007). Yiiksek yagli diyet (Y YD) sonucu artan reaktif oksijen tiirlerinin
vaskiiler konstriiktif faktorlerin sentezinde artisa yol actigi, nitrik oksit (NO) gibi
gevsetici faktorlerin salinimini azalttigi ve bunun da koroner arterlerde endotel
disfonksiyonuna neden oldugu bilinmektedir. NO dokularda hasar gelisiminde rol alan
en Onemli mediyatordiir ve yapilan arastirmalarda obez hayvanlarda uygulanan
antioksidan tedavilerin NO metabolizmasindaki degisiklikleri 6nleyerek koroner
vaskiiler yaniti iyilestirdigi gosterilmistir (Sukumar ve ark., 2014). Hipertansiyon ve
ateroskleroz gelisimi, obez ve diyabetik bireylerde endotel disfonksiyonundan sonra
gelisen en yaygin kardiyovaskiiler komplikasyonlardir (Elmas ve ark., 2022). Damar
duvarindaki artan oksidatif stres, IL-6 ve TNF-a gibi proinflamatuar sitokinlerin ve
MCP-1 gibi kemoatraktan molekiillerin ekspresyonunu arttirarak enflamasyon
gelisimini uyarir (Hoogeveen ve ark., 2005; Engin, 2017). Bu, endotel bdlgesine
monosit gocii ile sonuclanir ve monositler, aktif salgilayict makrofajlar haline gelir.
Obezitede endotel disfonksiyonu, endotel nitrik oksit sentaz (eNOS) aktivitesinde ve
NO diizeylerinde azalma, ayrica indiiklenebilir NOS (iNOS) aktivitesinde artis ve
buna bagl olarak peroksinitrit olusumu gézlenmektedir. Bu durumda damar diiz kas
dokusunda bozulma meydana gelir. Obezite vaskiiler ve sistemik enflamasyona yol
agmaktadir ve olusan kronik enflamasyon viicuttaki tiim arterleri etkileyen

ateroskleroz olusumunu arttirmaktadir (Silva ve ark., 2016).



Antioksidatif ve antiinflamatuar aktivite yoluyla ugucu yaglar ve flavonoidler igeren
bitkisel ilaglar, kardiyovaskiiler yetmezlikler dahil olmak iizere obezite ile iliskili
bir¢ok hastalik i¢in birgok yararl etkiye sahip olabilir (Patra ve Nithya, 2015). Myrtus
communis L. (MC), Akdeniz bolgesi ve Orta Dogu'da yaygin olarak bulunan aromatik
bir bitkidir (Alipour ve ark., 2014). Antienflamatuar, antihipertansif, antitussif,
antialerjik, antiemetik etkileri oldugu bilinmektedir. Deneysel diyabet ve
hiperlipidemide yararh etkileri vardir (Kanpalta ve ark., 2022; Kuru Yasar ve ark.,
2021; Khan ve ark., 2014). MC’nin enflamatuar siirecleri baskilama ve serbest oksijen
radikalleri temizleme yeteneginin, obezitede meydana gelen doku hasarini

tyilestirmede etkili olabilecegi diisiiniilmektedir (Khan ve ark., 2014).

Bu calismada MC'nin YYD'nin neden oldugu kalp ve aort hasari {izerindeki olasi
koruyucu etkilerinin histolojik ve biyokimyasal analizlerle incelenmesi amaglanmustir.
Kalp ve aort morfolojisi histolojik olarak olarak degerlendirilmistir. eNOS, iNOS ve
NOX-2 aktiviteleri immiinohistokimyasal yontemlerle degerlendirilmistir. Ayrica
TUNEL yontemi ile apoptoz degerlendirilmistir. Kan serumunda kolesterol, trigliserit
ve HDL diizeyleri ile kalp ve aort dokularinda malondialdehit (MDA), NO, 8-hidroksi-
2-deoksiguanozin (8-OHdG) gibi oksidatif belirtegler ile MCP-1, TNF-o ve
miyeloperoksidaz (MPO) gibi enflamatuar belirtegler biyokimyasal yontemlerle

degerlendirilmistir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Kalp ve Aort Histolojisi
4.1.1. Kalp Histolojisi

Kalbin dort odaciginin duvarini olusturan kalp kasi ritmik kasilmalar ile kani1 sistemik
dolasima pompalar. Kalbin dort odacigmin duvarlart icten disa dogru endokard,

miyokard ve epikard olmak {izere ii¢ tabakadan olugmaktadir.

Endokard i¢te endotel ve destekleyici bag dokusundan olusan oldukga ince bir katman,
ortada diize kas lifleri ve bag dokuda olusan miyoelastik tabaka ve bunun altinda
miyokardla birlesen subendokardiyal tabakadan olusur. Kalbin uyarict iletici sistemini
olusturan, degisiklige ugramis kalp kast liflerinden olusan liflerin dallar

subendokardiyal tabakada bulunmaktadir.

Miyokard, kalp duvarmin en kalin tabakasidir ve her kalp boslugunu spiral olarak
saran kalp kasi liflerinden olusmaktadir. Sistemik ve pulmoner dolagimda kan
pompalayabilmek igin yiiksek giice gereksinim duyulmaktadir. Bu nedenle miyokard
ozellikle sol ventrikiil duvarinda olmak iizere ventrikiillerde atriyum duvarlarina gore

daha kalindir.

Perikard, miyokard: distan saran ¢ift tabakali ser6z bir zardir. Viseral tabaka ve
pariyetal tabakalarin birbirlerine bakan yiizeyleri tek katli yass1 mezotel hiicrelerinden
olusur. Iki yaprak arasinda kalbin i¢inde yer aldig1 perikard boslugu bulunmaktadir.
Perikard boslugu 15-50 ml seréz sivi igermektedir. Epikard kalbi saran zar olan
perikardin viseral tabakasina karsilik gelen, kan damarlari ve sinirler igeren gevsek bir

bag dokusu ile desteklenen tek katli bir mezoteldir. (Mescher, 2016).

Kardiyak iskeleti olusturan tikiz fibroz bag dokusu interatriyal ve interventrikiiler
septumlarin bir bolimiinii olusturur. Kalbin kapakgiklarini ¢cevreleyerek kapakgiklarin
yapraklarina uzanir ve tendon kordonlarina uzanir. Tikiz diizensiz bag dokuya sahip
bu bolgeler kalp kapakcilarini destekler. Kalp kasi i¢in tutunma noktalar1 olusturur,
atriyumlar ve ventrikiiller arasinda elektriksel bir yalitkan gibi davranarak kalp

atiminin koordinasyonuna yardimci olur (Mescher, 2016).



Sekil 1. Kalp bosluklarini gésteren oblik kesit (Ross ve Pavlina, 2014).

4.1.2. Aort Histolojisi

Aort ve dallar1 pulmoner arter ve dallar1 gibi elastik arter sinifindadir. Bu biiyiik
damarlar kan1 daha kii¢iik damarlara tasima gorevlerinden dolayi iletici arterler olarak

da adlandirilirlar. Aort igcten disa dogru 3 tabakadan olugmaktadir.

Tunika intima: Endotel, subendotelyal tabaka ve internal elastik membran olmak
tizere 3 tabakadan olusur. Endotel, tek katli yassi epiteldir. Endotel hiicreleri, NO,
laminin, endotelin, tip I1, 1V, V kollajenleri ve von Willebrand faktori salgilar. Ayni
zamanda bradikinin, serotonin, prostaglandinler, norepinefrin, anjiyotensin
doniistiiriicii enzim gibi maddeleri inaktif hale getiren membran bagli enzimleri
icermektedir. Subendotel tabaka ise diiz kas hiicreleri ve gevsek bag dokusundan
olusan tabakadir. Yogun olarak elastik lifler igeren internal elastik membran bu

tabakada bulunmaktadir.

Tunika media: Proteoglikan ozellikte ve tip III kollajen igeren konsantrik dizilimde
diiz kas hiicrelerini, elastik lifleri ve elastik membranlar1 i¢eren tabakadir. Eksternal
elastik membran igerir. Fibr6z elementler ve matriks diiz kas hiicreleri tarafindan

sentezlenmektedir.



Tunika adventisya: Bag dokusu ile devamlilik gosteren uzunlamasina yerlesik elastik
liflerin, fibroblastlarin, tip I kollajen liflerin oldugu tabakadir. Tunika intima
damardaki kanla beslenir. Biiylik damarlarin kas tabakasinin kalinhigi difiizyonla
beslenmeyi engellemektedir. Tunika media ve adventisyanin derinlerindeki hiicrelerin
difiizyonla beslenmesi zor oldugundan bu tabakada beslenme vaza vazorumlar denilen
damar duvarma giren ve sik dallanan damarlar araciligiyla ger¢eklesmektedir
(Mescher, 2016).
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Sekil 2. Aort duvarinin histolojik yapist (Ross ve Pavlina, 2014).

4.2. Obezite ve Kardiyovaskiiler Sistem Uzerindeki Etkileri

Kronik bir hastalik olarak tanimlanan obezite diinya genelinde epidemik boyutlara
ulagmustir. Cevresel faktorler ve genetik yatkinligin yani sira yiiksek enerjili gidalarin
tilketiminde artis ve fiziksel aktivitenin azalmasi nedeniyle obezite prevalansinda artis
gbzlenmektedir. Son 40 yilda obez bireylerin sayist erigkinlerde 7 kat, ¢ocuklarda ise
10 kat artmistir (Meldrum ve ark.,2017). Kalori alimindaki artisin yani sira diyetin
tiirliniin de obezite iizerindeki etkisinin ¢ok biiylik oldugu bilinmektedir. Yiiksek
kalorili, yliksek yagh ve diisiik lifli bir diyetlerin obeziteyi arttirdii gosterilmistir.



Bunun yani sira bazi diyet tiirleri proinflamatuar olup obeziteyi indiiklemekte iken
bazilar1 antiinflamatuar 6zellikte olup obeziteyi azaltmaktadir (Hoogeveen ve ark.,
2005).

Obezite kalp damar hastaliklari igin tek basina risk faktorii olarak kabul edilmektedir.
Kilo fazlalig1 ve obezite, kalp ve damarlarin yapisim1 ve fonksiyonunu olumsuz
etkileyerek, kardiyovaskiiler hastaliklarin morbidite ve mortalitesini anlamli derecede
arttirmaktadir (Campbell ve ark., 2019). Obezite dislipidemi, enflamasyon artisi,
hipertansiyon, tikayici apne ve hipoventilasyon olusturarak kalp hastaliklarina neden
olmaktadir. Obezitenin koroner arter hastaligi, konjestif kalp yetmezligi ve ani
kardiyak oliim ile yakindan iligkili oldugu bildirilmistir (Khan ve ark., 2018).
Obezitenin vaskiiler ve sistemik enflamasyona yol actig1 ve nitrik oksitin hasar
gelisiminde rol alan en 6nemli mediyatdr oldugu bilinmektedir (Czumaj ve ark., 2019).
Obezitede goriilen adiposit artistyla baglantili olarak adipositlerden salgilanan oksijen
radikalleri, IL-1B, IL-6, TNF-o, VEGF, PAI-1, TXA2 gibi mediyatorler de
artmaktadir. Bu durum endotelyal disfonksiyonda artisa neden olarak obezitenin
damar hastaliklan ile iliskisini giiclendirmektedir (Mendez ve ark., 2017). Ayrica
obezitede aterosklerozun artmasi viicuttaki tiim arterleri etkileyerek dolasim
sisteminde disfonksiyona neden olmaktadir. Bunun yani sira obezitede goriilen
trigliserid artisinin miyositlerde yag asidi oksidasyonu arttirmasi kalpte miyokartta
oksijen tiiketiminde artisa neden olmaktadir. Artan yag dokusunun miyokarta basisi
sonucu miyokartta atrofi olusmaktadir. Bunlarin sonucunda kalpteki ileti yollart
etkilenerek kalbin sistolik fonksiyonu bozulmaktadir. Kalpteki bu yapisal ve
hemodinamik degisiklikler konjestif kalp yetersizligi ile sonuglanan obezite
kardiyomiyopatisi denilen durumu meydana getirmektedir. Obezite kardiyomiyopatisi
gelisen bireylerde en sik goriilen mortalite nedeni ilerleyici kalp yetersizligi ve ani
kardiyak oliimdiir. Hipokrat ylizyillar 6ncesinde obezitenin insan saglig lizerindeki
olumsuz etkisini “Ani 6liim, sismanlarda zayiflara gore daha sik goriiliir” seklinde

tanimlamistir (Bray, 2004).

Ulusal Kalp Enstitiisi ve Boston Universitesi tarafindan Massachusetts’deki
Framingham kasabasinda 1948 yilinda 5209 erigkinden olusan &rnek grubuyla

baslatilan ve hala devam eden bir ¢alisma olan Framingham kalp ¢alismasindan edilen



sonuglar obezite, diyabet ve sedanter yasam gibi faktorlerin kalp ve damar

hastaliklarinin olusumunda major risk faktorleri oldugunu gostermistir.

Obezitede gelisen kalp ve damar hastaliklari riskini degerlendiren en biiyiik ¢calisma
olarak bilinen Framingham calismasindan elde edilen verilere gére VKi'deki her 1
kg/m?2 'lik artigin, kalp yetmezligi riskini erkeklerde %5 ve kadinlarda %7 oraninda
arttirdigr goriilmiistiir (Elagizi ve ark., 2018). Bunun yam sira her iki cinste de
obezitede normal agirliga gore 40 kat daha fazla ani kardiyak Sliimiin goriildigi
bildirilmistir (Ma ve ark., 2014; Khan ve ark 2018). Kalp ve damar hastaliklar ile
obezite arasindaki iliskiyi inceleyen bir diger kapsamli ¢alismada 1964-2015 yillari
arasinda 3,2 milyon kisi takip edilmis ve elde edilen verilere gére normal VKI’si olan
hastalarla obez hastalar karsilastirildiginda kalp ve damar hastaliklarinin morbidite ve

mortalite riskinin anlaml1 derecede artmis oldugu saptanmistir (Khan ve ark., 2018).
4.3. Myrtus communis L. Bitkisinin Ozellikleri

MC bitkisi Akdeniz maki toplulugundaki 6nemli bitkilerden biridir ve iilkemizde
basta Ege ve Akdeniz bolgeleri olmak {izere tiim sahil seridinde yetismektedir (Sen ve
ark., 2016). 2,4-3 m yiiksekliginde Akdeniz ikliminde kendiliginden gelisebilen kiigiik
yesil yapraklari olan ve yaprak dokmeyen bir bitkidir. Cigcekleri yildiz seklinde, beyaz
ya da pembemsi renkte olup siyah ve beyaz meyveli olmak {izere iki formu vardir.
Ozellikle siyah meyveli formlari igerdigi antioksidan bilesikler sayesinde son yillarda
sikca kullanilmaya baglanmistir (Medda ve ark., 2021). MC bitkisinin hem meyveleri,
hem de yapraklar1 halk arasinda yaygin olarak kullanilmaktadir.

MC bitkisinin meyveleri ¢ogunlukla ugucu yaglar, tanninler, flavonoidler, sitrik ve
malik asit gibi organik asitlerden olugmaktadir. Yapraklar ise tanninler, quercetin,
katesin ve miricetin tlirevleri flavonoidleri ve ugucu yaglari icermektedir. Tiirkiye'de
yetisen MC bitkisinin yapraklarindaki yaglarin ana bilesenler olarak 1,8-sineol,
linalool, mirtenil asetat ve mirtenolden olustugu gosterilmistir (Contini ve ark., 2020;
Sen ve ark., 2016). MC ekstraktinin ve ugucu yag igeriklerinin, bitkinin analiz edilen
kisimlarina, yetistigi bolgeye, kullanilan ¢oziicii ve analiz yontemine bagli olarak
degisiklik gosterebilecegi bildirilmistir. Yapilan analizler sonucunda siyah meyveli ve

yabani genotiplerin, beyaz meyveli ve asili olan genotiplere gore daha fazla oranda
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fenolik bilesik igerdigi tespit edilmistir (Tuberoso ve ark., 2013). Antioksidan

aktivitenin, toplam fenol miktari ile anlaml1 bir sekilde iliskili oldugu gézlenmistir.

MC’nin antioksidan, antiinflamatuar, antidiyabetik, antimutajenik, antikanser,
antimikrobiyal, aktiviteleri oldugu bilinmektedir (Hashemipour ve ark., 2017;
Alyousef ve ark., 2021; Sen ve ark., 2016). Ayrica hiperlipidemi ve hiperglisemi
tizerindeki iyilestirici etkileri sayesinde antiobezitik etki gosterdigi bildirilmistir
(Ahmed ve ark., 2013; Patra ve ark., 2015). Serum TNF-o ve IL-6 diizeylerini
azaltarak hasarli dokuya I6kosit gociinliin azaltilmasinin antiinflamatuar etki

mekanizmasinda rol oynadigi gosterilmistir (Alipour ve ark., 2014).

Sekil 3. Myrtus communis L. bitkisinin ¢igekleri, beyaz meyveli genotipi ve siyah meyveli genotipi
(Jabri ve ark., 2016).
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5. GEREC ve YONTEM
5.1. Deney Hayvanlar

Bu ¢alisma Marmara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu onay1 alinarak
yapilmistir (01.05.2019, 23.2019.mar). Calismada M.U. DEHAMER'den temin edilen
Wistar albino yetigkin erkek siganlar (2 aylik, 200-250 gr) kullanilmistir. Hayvanlar,
12 saat aydinlik 12 saat karanlik dongiisiinde ve oda sicakliginda kafeslerde en fazla 4

sican olacak sekilde muhafaza edilmistir.
5.2. Deney Gruplani

Diyetle indiiklenmis obezite olusturmak icin yiiksek yagh diyet (YYD) ve
YYD+Myrtus communis L. (MC) grubundaki siganlar %45 oraninda yagli yem,
kontrol (K) grubundakiler ise standart sican yemi ile beslenmislerdir. Tiim deney

hayvanlar1 musluk suyu i¢mislerdir.

Kontrol (K) grubu (n=7): Bu gruptaki sicanlar 16 hafta boyunca standart sican yemi

ile beslenmistir.

YYD grubu (n=7): Bu gruptaki si¢anlar 16 hafta boyunca yiiksek yagli diyet ile

beslenmistir.

YYD+MC grubu (n=7): Bu gruptaki si¢anlar 16 hafta boyunca YYD ile beslenmistir;
serum fizyolojik ile seyreltilmis MC ekstrakti (100 mg/kg) calismanin son 4 haftasi

boyunca, haftada 5 giin orogastrik gavaj ile uygulanmistir.
5.3. MC Ekstraktimn Hazirlanmasi

Bu c¢alismada kullanilan MC bitki 6rnekleri Manisa sehrinden toplandiktan sonra
Marmara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi'ndeki bir botanik¢i tarafindan teshis edilmis
ve Marmara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumunda saklanmistir. MC'nin
yapraklar1 (100 gr) golgede oda sicakliginda kurutularak toz hale getirilmistir ve
Soxhlet cihazi kullanilarak %96 etanol ile ekstrakte edilmistir. Elde edilen ekstrakt

sizme isleminden sonra buharlastirict kullanilarak kuruyana kadar konsantre
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edilmistir. %28.56 verimle elde edilen toz MC ekstrakti koyu cam sisede buzdolabinda
(4 °C) kullanilincaya kadar saklanmistir (Sen ve ark., 2016).

5.4. Isik Mikroskopik Preparasyon ve Histolojik Skorlama

Tiim gruplardaki hayvanlardan 4-5 mm’lik kalp ve aort dokular1 dekapitasyonun
hemen ardindan 151k mikroskopik incelemeler ig¢in ndtral tamponla hazirlanmig
%10’luk formalin i¢ine alinip 72 saat fikse edilmistir. Yiikselen alkol serilerinden
(%70, %90, %96, %100) gecirilerek dehidrate edilmis, 2x15 dakika toluende tutularak
seffaflastirilmis, 60 °C’lik etiivde parafinde gece boyunca bekletildikten sonra gdomme
cihaz1 ile kasetler icerisinde bloklanmistir. Bloklardan alinan ortalama 4 um
kalinligindaki kesitler morfolojik degerlendirme ve histopatolojik semikantitatif
analizlerde kullanilmak iizere Hematoksilen ve Eozin (H&E) boyasi ile boyanmustir.
Boyanan kesitler Olympus BX51 mikroskopu (Tokyo, Japonya) ile goriintiilenmis ve
Olympus DP72 kamera (Tokyo, Japonya) ile fotograflanmistir.

H&E ile boyanan kesitlerde histopatolojik degerlendirme igin rastgele belirlenen 5
alan 20 x objektif ile incelenerek semikantitatif olarak skorlanmistir. Kalp dokusu i¢in
enflamatuar hiicre infiltrasyonu ve kardiyomiyositlerde bozulma degerlendirilerek (O:
yok; 1: hafif hasar; 2: orta hasar; ve 3: ciddi hasar) skorlama yapilmistir (Sener ve ark.,
2005). Aort dokusu i¢in yapilan histopatolojik skorlamada elastik lamina diizensizligi
degerlendirilmistir (0: yok; 1: hafif hasar, sadece eksternal elastik laminada bozulma;
2: orta siddette hasar; 3: yiiksek siddette hasar ve 4: siddetli hasar). Aort hasar1 elastik
lamina diizensizligi degerlendirilerek O ve 4 arasinda semikantitatif olarak

skorlanmistir (Hamblin ve ark., 2010).
5.5.eNOS, iNOS ve NOX-2 immunohistokimyasal Analizler

Deney gruplarindan alinan kalp ve aort dokularinda eNOS, INOS ve NOX-2
immiinohistokimya prosediirleri uygulanmistir. Pozitif sarjli lamlara alinan 4 pm
kalinliginda parafin kesitler 1 gece boyunca 37 °C’lik etiivde bekletildikten sonra,
deparafinize etmek amaciyla ksilende 2x10 dakika tutulup, %96’lik alkolde 2 kere 10
dakika bekletildikten sonra endojen enzim blokaj1 yapmak i¢in metanol ile hazirlanmig

%3’liik hidrojen peroksitte 20 dakika bekletilmistir. Once musluk suyu sonra distile
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suda yikama igleminden sonra antijen geri kazanimi i¢in 1sitilmis sitrat tamponda (pH
6.0, 60 °C'de) 20 dakika 300 W mikrodalgaya maruz birakilmistir. Oda 1sisinda 20
dakika sogumaya birakilan kesitler PBS ile 2 kere 5 dakika yikandiktan sonra bloklama
soliisyonunda 10 dakika bekletilmistir. Kalp ve aort kesitleri eNOS (1:300, Novus),
INOS (1:50, Novus), ve NOX-2 (1:200, Novus) primer antikorlar ile 1 gece boyunca
+4 °C’de bekletilmistir. Kesitler ikinci giin biyotinlenmis sekonder antikor (SHP125,
ScyTek Laboratories, Inc. USA) damlatilarak 20 dakika bekletilmistir. Tekrar PBS ile
yikanan kesitlerin lizerine HRP (horse-radish peroksidaz) soliisyonu damlatilarak 20
dakika bekletildikten sonra ve kesitler son kez PBS soliisyonunda yikanmistir. Kesitler
yikama islemleri sonrasi kromojen olarak diaminobenzidin (DAB) ile 1 dakika
bekletilerek hematoksilen ile zit boyamasi yapilmistir. %96 alkolden gegirilen kesitler
entellan ile kapatilmistir. immunohistokimyasal boyamalarin negatif kontrolii igin
primer antikor basamaginda primer antikor yerine PBS kullanilmistir. Rastgele secilen
5 farkli alandan 20x objektif ile elde edilen fotograflarda Image-J programi

kullanilarak immunopozitif boyanma alanlarinin yiizdesi belirlenmistir.
5.6. TUNEL Yontemi

Apoptoz tayini i¢in in situ DNA ug isaretleme yontemi kullanilmistir ve TUNEL Kiti
icerisindeki klavuzda yazili olan islemler sirasiyla uygulanmistir (ApopTag Plus, In
Situ Apoptosis Detection Kit, S7101, Millipore). Pozitif sarjli lamlara alinan 4 pm
kalinliginda parafin kesitler 3x5 dk ksilen, 2x5 dk %100 alkol, 3 dk %95 alkol, 3 dk
%70 alkolde bekletildikten sonra ve 5 dk PBS ile calkalanmistir. Proteinlerin
sindirilmesi i¢in kesitler Proteinaz K (20pug/ml) ile oda 1sisinda 15 dk inkiibe edilmis
ve 2x2 dk distile su ile c¢alkalanmistir. Endojen peroksidazin maskelenmesi i¢in
kesitler PBS ile hazirlanmis %3’1liik H20- ile 5 dk oda 1sisinda inkiibe edilmistir. PBS
ile 2x5 dk yikanmistir. Lamlarin etrafi dikkatlice kurulanarak kesitlerin tizerine 15 pl
dengeleyici tampon konulup, plastik lameller ile kapatilmis ve 30 dk oda 1sisinda
inkiibe edilmistir. Plastik lameller kaldirilarak dokunun etrafi kurulanmis ve her lam
tizerine 15 pl Tdt enzimi konulmus ve tekrar plastik lameller ile kapatilmigtir. Nemli
ortamda 37 °C etiivde 1 saat inkiibe edilmistir. Plastik lameller kaldirilarak kesitler
durdurma/yikama tamponu ile oda 1sisinda 10 dakika yikanmistir. PBS ile 3x5 dakika

yikanmigtir. Her kesit {izerine 13 ul Anti-Digoksigenin Peroksidaz konulmus ve
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tizerlerine plastik lameller kapatilarak oda isisinda 30 dakika inkiibe edilmistir.
Kesitler PBS ile 3x5 dakika yikanmistir. Kesitlerin ¢evresi kurulandiktan sonra her
kesit lizerine 15 pl substrat soliisyonu damlatilmistir. Boyanma i¢in oda 1sisinda 5
dakika bekletilmistir. Renk reaksiyonu olusmasi gozlemlendikten sonra kesitler distile
su ile yikanmistir. Kesitler Mayer Hematoksilin ile boyanarak zit boyamas1 yapilmis,
%96 alkolde 2x2 dakika bekletildikten sonra kurumaya birakilmigtir. Kuruma

gergeklestikten sonra entellan ile kapatilmistir.

Boyali kesitlerde 20x objektifle rastgele secilen 5 farkli kesit alan1 incelenerek TUNEL
pozitif hiicreler sayilmigtir. Aort dokusunda apoptotik indeks TUNEL pozitif diiz kas
hiicrelerin sayisinin tunika medyadaki toplam diiz kas hiicre sayisina oranlanmasiyla
bulunmustur. Kalp dokusunda apoptotik indeks TUNEL pozitif diiz kas hiicrelerin

sayisinin toplam diiz kas hiicre sayisina oranlanmasiyla bulunmustur.
5.7. Biyokimyasal Analizler
5.7.1. Kan serumunda kolesterol, trigliserit ve HDL analizi

Dekapitasyon oncesi kalpten alinan kan Ornekleri igerisinde antikoagiilan madde
bulunmayan tiiplere alinmistir. Oda sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra 4000
rpm’de 15 dakika bounca santrifiij edilmis ve ayrilan serum 6rneklerinde trigliserid,
total kolesterol ve HDL analizleri ELISA yontemiyle uygulanan ticari kitlerin
(Elabscience Mouse Elisa Kit) prosediiriine uygun olarak degerlendirilmistir.
Buzdolabinda bekletilmis kitler oda sicakligina gelmesi igin 10-20 dakika boyunca
bekletilmistir. Standartlar her iki kit prosediiriine gore seyreltilerek hazirlanmistir.
Reaktifler kit igerisinde hazir olarak verilmistir. Serum ornekleri 10-20 dakika oda
sicakliginda bekletilmis ve 3000 rpm’de santrifiijlenerek siipernatanti toplanmustir. {1k
inkiibasyon oncesinde kor kuyularma hicbir sey koyulmamis, ancak standart
kuyularina 50 mikrolitre +50 mikrolitre streptavidin konulmus ve 1 saat i¢in 37 °C’de
60 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon dncesinde hafif¢e calkalanmis ve ardindan
inkiibatore konulmustur. Inkiibasyon sonrasinda her kiivete 0,35 ml yikama soliisyonu
konulmus ve iyice emilmesi 1-2 sn beklenerek saglanmistir. Sonrasinda silkeleyerek
yikama soliisyonu dokiilmiis ve ters ¢cevirerek havlu kagida soliisyon bosaltilmigtir. Bu

islem 5 kere tekrar edilmistir. Yikama yapildiktan sonra kor ve standartlar da dahil
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olmak iizere her kuyuya Once kromojen soliisyon A 50 mikrolitre, sonra isiktan
korunmas1 gereken kromojen soliisyon B karanlik ortamda yine 50 mikrolitre olacak
sekilde eklenmistir. Karismasi i¢in nazik¢e ¢alkalanmis ve 10 dakika 37 °C’ de inkiibe
edilmistir. 10 dakikalik inkiibasyon sonrasinda her bir kuyuya 50 mikrolitre durdurma
sollisyonu eklenmistir. Durdurma soliisyonu koyduktan sonra 10 dakika igerisinde
ELISA Reader’a (Epoch Biotek) alinmistir. 450 nm’de ELISA Reader yardimiyla
Olcim yapilmistir.  Absorbanslarin  elde edilmesinin ardindan absorbans-

konsantrasyon grafigi ¢izilmistir.
5.7.2. Doku MDA, 8-OHdG, NO, MPO, TNF-a ve MCP-1 analizi

Dekapitasyon sonrasi dondurulan kalp ve aort dokulari agirliklarina goére yeterli
miktarda PBS igerisinde homojenize edilmistir. Dokuda MDA, 8-OHdG, NO, MPO,
TNF-o ve MCP-1 analizi yapmak amaciyla -20 °C’de saklanan kalp ve aort dokulari
¢Ozdiiriilmiis fakat 1sinin 2-8 °C’de kalmasina dikkat edilmistir. Dokular kii¢iiltiilmiis
ve agirliklart tartilmistir. Bir tiiplin icerisine doku yerlestirilip {izerine %10’luk
homojenat olarak PBS (pH 7,4) eklenmis ve homojenizator ile 6rnekler homojenize
edilmistir. Yaklasik 20 dakika 3000 rpm’de santrifiij edillerek dikkatli bir sekilde
siipernatantlar1 toplanmistir. ELISA kiti i¢indeki prosediire gore islemler yapilarak
450 nm’de ELISA Reader yardimiyla Ol¢lim yapilmistir. Absorbanslarin elde

edilmesinin ardindan absorbans konsantrasyon grafigi ¢izilmistir.
5.8. Istatiksel Analiz

[statistiksel analiz yapmak i¢in GraphPad Prism 9.0 (GraphPad Software, San Diego,
CA, USA) programi kullamilmustir. Istatistiksel analizler i¢cin One-Way ANOVA
yontemi ve Tukey testi kullanilmistir. p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli olarak

kabul edilmistir.
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6. BULGULAR
6.1. Sican Agirhg:

Kontrol grubunda sigan agirligi 268,40 £3,71 gr iken YYD grubunda 275,8 + 4,58 gr,
YYD+MC grubunda 260,6 + 3,58 gr olarak 6l¢iilmiistiir.

Deney sonunda YYD grubundaki (409,3 + 4,8 gr; p<0,001) siganlarin agirliklarinin
kontrol grubundaki sicanlarin agirliklara gore arttigit YYD+MC grubundaki (337,3
+ 2,34 gr: p<0,001) sicanlarin agirliklarinin YYD grubundaki hayvanlarin agirliklarina
gore azaldigi gozlenmistir (Sekil 4).
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Sekil 4: Haftalik sigan agirh@gi grafigi. ***: p<0,001 kontrol (K) grubu ile karsilastirildiginda.
+++ : p<0,001 YYD grubu ile karsilastirildiginda.
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6.2. Histopatolojik Bulgular

Deney gruplarina ait H&E ile boyama yapilan kalp 6rnekleri incelendiginde kontrol
grubuna ait diizenli ve normal morfolojide kalp kaslar1 gézlenmistir. YYD grubunda
dejenere miyofibriller ve kardiyomiyositlerin, bozulmus lif organizayonunun arttig
gozlenmistir. YYD+MC grubunda dejenere miyofibriller ve kardiyomiyositlerin,

bozulmus lif organizayonunun azaldig1 gozlenmistir (Resim 1A-C).

Resim 1 A: Kontrol (K) grubundaki (A) siganlarda normal morfolojiye sahip kalp dokusu
goriilmektedir. H&E boyasi.
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C: YYD (B) grubunda diizensiz miyofibriller (ok) ve hasarlanmig kardiyomiyositler (*)

goriilmektedir. YYD+MC (C) grubunda hasarlanmis kardiyomiyositler (*¥) goriilmektedir. H&E boyasi.

Resim 1 B
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Deney gruplarina ait kalp dokularinin histopatolojik degerlendirilmesinde YYD
grubunda kontrol grubu ile karsilagtirildiginda histopatolojik skorun arttigi
gozlenmistir (p<0,01). YYD+MC grubunda YYD grubuna gore histopatolojik skorun
azaldig1 (p<0,01) ve kontrol grubuna yaklastig1 gézlenmistir (Sekil 5).
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Sekil 5: Deney gruplarinda kalp dokularinin hasar oranini gésteren grafik. ***: p <0,001 Kontrol (K)
grubu ile karsilastirildiginda. ++: p<0,01 YYD grubu ile karsilastirildiginda.

Deney gruplarina ait H&E ile boyama yapilan aort 6rnekleri incelendiginde kontrol
grubuna ait diizenli intima, media ve adventisya tabakalar1 ile normal morfolojik yap1
gbozlenmistir. YYD grubunda hasarli kalinlagmis tunika media tabakasi ve
organizayonu bozulmus elastik lifler gézlenmistir. YYD+MC grubunda tunika
mediadaki kalinlasmanin ve elastik lif organizasyonunda bozulmanin oldugu

gozlenmistir (Resim 2A-C).
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Resim 2 A, B: Kontrol (K) grubundaki (A) siganlarda normal morfolojide aort dokusu gériilmektedir.
YYD grubunda (B), kalinlasmis media tabasi (*) ile bozulmus aort morfolojisi gorillmektedir. H&E
boyasi.
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Resim 2 C: YYD+MC (C) grubunda normal morfoloji gériilmektedir. H&E boyasi.
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Deney gruplarina ait aort dokularmin histopatolojik degerlendirilmesinde YYD
grubunda kontrol grubu ile karsilagtirildiginda histopatolojik skorun arttigi
gozlenmistir (p<0,01). YYD+MC grubunda YYD grubuna gore histopatolojik skorun
azaldig1 (p<0,01) ve kontrol grubuna yaklastig1 gézlenmistir (Sekil 6).

= i
—
O
- 34
m L3
Pt
g 29 I ot
cs T
an
t 1 - T
O
< 0
K YYD YYD+MC

Sekil 6: Deney gruplarinda aort dokularinin hasar oranini gosteren grafik. **: p <0,01 kontrol (K) grubu
ile karsilastirildiginda. ++: p<0,001 YYD grubu ile karsilastirildiginda.
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6.3. Immunohistokimya Bulgular
6.3.1. eNOS immunohistokimya bulgular:

Kalp dokularinin eNOS immunohistokimya degerlendirmesi sonucunda kontrol
grubunda eNOS immunopozitif kardiyomiyositler oldugu gozlenmistir. YYD
grubunda kontrol grubuna goére azalmis eNOS immunopozitif kardiyomiyositler
gozlenmistir. YYD+MC grubunda ise eNOS immunopozitif kardiyomiyositlerin
sayisinda artis gézlenmistir (Resim 3A-C).

. Py 2 :
< 50 pm

Resim 3 A: Kontrol (K) grubunda (A) ¢ok sayida eNOS-ir pozitif hiicreler (ok) goriilmektedir.
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Resim 3 B, C: YYD grubunda (B) eNOS-ir (ok) pozitif hiicre sayisinda diisiis oldugu goriilmektedir.
YYD+MC grubunda (C) daha fazla sayida eNOS-ir pozitif hiicreler (ok) gozlenmektedir. eNOS-ir
immiinhistokimyasi.
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Deney gruplarma ait kalp dokularinin eNOS-ir alan yiizdesi degerlendirilmesinde
YYD grubunda (p<0,01) kontrol grubuna gore azalma oldugu gézlenmistir. Y YD+MC
grubunda (p<0,01) ise YYD grubu ile karsilastirildiginda artis oldugu gozlenmistir
(Sekil 7).
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Sekil 7. Kalp dokusuna ait eNOS-ir boyanma ylizdelerini gosteren grafik. *: p <0,01 kontrol (K) grubu
ile karsilastirildiginda. +: p<0,05 YYD grubu ile karsilastirildiginda.
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Aort dokularinin eNOS immunohistokimya degerlendirmesi sonucunda kontrol
grubunda eNOS immunopozitif endotel hiicrelerinin ve tunika mediadaki diiz kas
hiicrelerinin oldugu gozlenmistir. YYD grubunda kontrol grubuna gore azalmis eNOS

immunopozitif kardiyomiyositler gozlenmistir. YYD+MC grubunda ise eNOS

immunopozitif kardiyomiyositlerin sayisinda artis gdzlenmistir (Resim 4A-C).

Resim 4 A: Kontrol (K) grubunda (A) gok sayida eNOS-ir pozitif hiicreler (ok) goriilmektedir.
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C
Resim 4 B, C: YYD grubunda (B) eNOS-ir (ok) pozitif hiicre sayisinda diisiis oldugu goériilmektedir.
YYD+MC grubunda (C) daha fazla sayida eNOS-ir pozitif hiicreler (ok) gozlenmektedir. eNOS-ir
immiinohistokimyast.
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Deney gruplarina ait aort dokularinin eNOS-ir alan yiizdesi degerlendirilmesinde
YYD grubunda (p<0,05) kontrol grubuna gore artis oldugu gézlenmistir. YYD+MC
grubunda (p<0,05) ise YYD grubu ile karsilastirildiginda diisiis oldugu gozlenmistir
(Sekil 8).
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Sekil 8. Aort dokusuna ait eNOS-ir boyanma yiizdelerini gosteren grafik. *: p <0,05 kontrol (K) grubu
ile karsilastirildiginda. +: p<<0,05 YYD grubu ile karsilastirildiginda.
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6.3.2. iNOS immunohistokimya bulgular:

Kalp dokularinin iNOS immunohistokimya degerlendirmesi sonucunda kontrol
grubunda az sayida iNOS immunopozitif kardiyomiyositler gozlenmistir. YYD
grubunda kontrol grubuna goére artmis iNOS immunopozitif kardiyomiyositler

gbzlenmistir. YYD+MC grubunda ise iNOS immunopozitif kardiyomiyositlerin

sayisinda azalma oldugu gézlenmistir (Resim 5A-C).

Resim 5 A: Kontrol (K) grubunda (A) az sayida iNOS-ir pozitif hiicreler (ok) goriillmektedir.

30



‘ v , ! , / ' /1 ¢ } ‘4 ; ' y

/ "£3 \ . . y AT 53

Resim 5 B, C: YYD grubunda (B) iNOS-ir (ok) pozitif hiicre sayisinda artis oldugu goriilmektedir
YYD+MC grubunda (C) az sayida iNOS-ir pozitif hiicreler (ok) gozlenmektedir. iNOS-ir
immiinhistokimyasi.
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Deney gruplarina ait kalp dokularinin iNOS-ir alan yiizdesi degerlendirilmesinde
YYD grubunda (p<0,01) kontrol grubuna gore diisiis oldugu gozlenmistir. YYD+MC
grubunda (p<0,01) ise YYD grubu ile karsilastirildiginda artis oldugu gozlenmistir
(Sekil 9).
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Sekil 9. Kalp dokusuna ait iNOS-ir boyanma yiizdelerini gosteren grafik. **: p <0,01 kontrol (K) grubu
ile karsilastirildiginda. +: p<0,05 YYD grubu ile karsilastirildiginda.
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Aort dokularmin iNOS immunohistokimya degerlendirmesi sonucunda kontrol
grubunda az sayida iNOS immunopozitif endotel hiicrelerinin ve tunika mediadaki diiz
kas hiicrelerinin oldugu gézlenmistir. YYD grubunda kontrol grubuna goére artmis
iNOS immunopozitif endotel hiicrelerinin ve diiz kas hiicrelerinin oldugu

gbzlenmistir. YYD+MC grubunda ise iNOS immunopozitif endotel hiicrelerin ve diiz

kas hiicrelerinin sayisinda azalma gozlenmistir (Resim 6A-C).

50 um

Resim 6 A: Kontrol (K) grubunda (A) az sayida iNOS-ir pozitif hiicreler (ok) goriilmektedir. iNOS
immiinohistokimyasi.
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YYD+MC grubunda (C) az sayida
immiinohistokimyast.

Resim 6 B
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Deney gruplarina ait aort dokularinin iNOS-ir alan ytizdesi degerlendirilmesinde YYD
grubunda (p<0,01) kontrol grubuna goére artis oldugu gozlenmistir. YYD+MC
grubunda (p<0,05) ise YYD grubu ile karsilastirildiginda diisiis oldugu goézlenmistir
(Sekil 10).
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Sekil 10. Aort dokusuna ait iNOS-ir boyanma yiizdelerini gosteren grafik. **: p <0,01 kontrol (K) grubu
ile kargilastirildiginda. +: p<0,05 YYD grubu ile karsilastirildiginda.

6.3.3. NOX-2 immunohistokimya bulgulari

Kalp dokularinin NOX-2 immunohistokimya degerlendirmesi sonucunda kontrol
grubunda az sayida NOX-2 immunopozitif kardiyomiyositler gozlenmistir. YYD
grubunda kontrol grubuna goére artmis NOX-2 immunopozitif kardiyomiyositler
gozlenmistir. YYD+MC grubunda ise NOX-2 immunopozitif kardiyomiyositlerin

sayisinda azalma oldugu gézlenmistir (Resim 7A-C).
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Resim 7 A: Kontrol (K) grubunda (A) az sayida NOX-2-ir pozitif hiicreler goriilmektedir.
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Resim 7 B, C: YYD grubunda (B) NOX-2-ir (ok) pozitif hiicre sayisinda artis oldugu goriilmektedir.
YD+MC grubunda (C) az sayida NOX-2-ir pozitif hiicreler (ok) gozlenmektedir. NOX-2
immiinhistokimyasi.
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Deney gruplarma ait kalp dokularmin NOX-2-ir alan yiizdesi degerlendirilmesinde
YYD grubunda (p<0,01) kontrol grubuna gore artis oldugu gozlenmistir. YYD+MC
grubunda (p<0,01) ise YYD grubu ile karsilastirildiginda diisiis oldugu gozlenmistir
(Sekil 11).
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Sekil 11. Kalp dokusuna ait NOX-2-ir boyanma yiizdelerini gdsteren grafik. **: p <0,01 kontrol (K)
grubu ile karsilastirildiginda. +p: <0,05 YYD grubu ile karsilastirildiginda.

Aort dokularinin NOX-2 immunohistokimya degerlendirmesi sonucunda kontrol
grubunda az sayida NOX-2 immunopozitif endotel hiicrelerinin ve tunika mediadaki
diiz kas hiicrelerinin oldugu gézlenmistir. YYD grubunda kontrol grubuna gore artmis
NOX-2 immunopozitif endotel hiicrelerinin ve diiz kas hiicrelerinin oldugu
gozlenmistir. YYD-+MC grubunda ise NOX-2 immunopozitif endotel hiicrelerinin ve

diiz kas hiicrelerinin sayisinda azalma gozlenmistir (Resim 8A-C).
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Resim 8 A: Kontrol (K) grubunda (A) az sayida NOX-2-ir pozitif hiicreler (ok) gorillmektedir. NOX-2
immiinohistokimyast.
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Resim 8 B, C: YYD grubunda (B) NOX-2-ir pozitif (oK) hiicre sayisinda artig oldgu goriilmektedir
YYD+MC grubunda (C) az sayida NOX-2-ir pozitif hiicreler (ok) gozlenmektedir. NOX-2
immiinohistokimyast.




Deney gruplarina ait aort dokularinin NOX-2-ir alan yiizdesi degerlendirilmesinde
YYD grubunda (p<0,01) kontrol grubuna gore artis oldugu goézlenmistir. YYD+MC
grubunda (p<0,05) ise YYD grubu ile karsilastirildiginda diistis oldugu gézlenmistir
(Sekil 12).
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Sekil 12. Aort dokusuna ait NOX-2-ir boyanma yiizdelerini gosteren grafik. **: p <0,01 kontrol (K)
grubu ile karsilastirildiginda. +: p<0,05 YYD grubu ile karsilastirildiginda.
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6.4. TUNEL bulgular:

Kalp dokularimin TUNEL yo6ntemi ile incelenmesi sonucunda kontrol grubunda az
sayida TUNEL pozitif hiicre gézlenmistir. YYD grubunda kontrol grubuna gore artmis
TUNEL pozitif hiicreler gozlenmistir. YYD+MC grubunda ise TUNEL pozitif hiicre

sayisinin azaldigi gézlenmistir (Resim 9A-C).

Resim 9 A: Kalp dokusunda kontrol (K) grubunda (A) az sayida hiicrede TUNEL pozitif isaretlenme
goriilmektedir. TUNEL boyamasi.
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Resim 9 B,C: Kalp dokusunda YYD grubunda (B). TUNEL pozitif isaretlenmede (ok) artis, YYD+MC
(C) grubunda TUNEL pozitif (ok) hiicre sayisinda azalma goriilmektedir goriilmektedir. TUNEL
boyamasi.
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Kalp dokularinda; YYD grubunda apoptotik indekste (p<0,01) kontrol grubuna gore
artis oldugu, YYD+MC grubunda ise YYD grubuna gore (p<0,05) diisiis oldugu
gbzlenmistir (Sekil 13).
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Sekil 13. Kalp dokusuna ait apoptotik indeksi (%) gosteren grafik. **: p <0,01 kontrol (K) grubu ile
karsilastirildiginda. +: p<0,05 YYD grubu ile karsilagtirildiginda.
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Aort dokularimin TUNEL yontemi ile incelenmesi sonucunda kontrol grubunda az
saylda TUNEL pozitif hiicre gozlenmistir. YYD grubunda kontrol grubuna gére artmis
TUNEL pozitif hiicreler gozlenmistir. YYD+MC grubunda ise TUNEL pozitif hiicre

sayisinin azaldigi gézlenmistir (Resim 10A-C).

Resim 10 A: Aort dokusunda kontrol (K) grubunda (A) az sayida hiicrede TUNEL pozitif isaretlenme
goriilmektedir. TUNEL boyamasi.
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Resim 10 B, C: YYD grubunda (B) TUNEL pozitif isaretlenmede (ok) artig, YYD+MC (C) grubunda
azalmig TUNEL pozitif (ok) hiicre sayisinda goriilmektedir. TUNEL boyamasi.
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Aort dokularinda; YYD grubunda apoptotik indekste (p<0,01) kontrol grubuna gore
artis oldugu, YYD+MC grubunda ise YYD grubuna gore (p<0,05) diisiis oldugu
gbzlenmistir (Sekil 14).
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Sekil 14. Aort dokusuna ait apoptotik indeksi gosteren grafik. **: p <0,01 kontrol (K) grubu ile
karsilagtirildiginda. +: p<0,05 YYD grubu ile karsilagtirildiginda.
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6.5. Biyokimyasal Bulgular
6.5.1. Serumda kolesterol, trigliserit ve HDL diizeyi bulgular:

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda YYD grubunda (p<0,001) trigliserit diizeyinin
yukseldigi gozlenmistir. YYD+MC grubunda (p<0,01), YYD grubu ile
karsilastirildiginda trigliserit diizeyinin diistigii gozlenmistir (Sekil 15).
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Sekil 15. Deney gruplarinda trigliserit diizeyleri ***: p<0,001 kontrol (K) grubu ile karsilastirildiginda.
++: p<0,01 YYD grubu ile karsilagtirildiginda.
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Kontrol grubu ile karsilastirildiginda YYD grubunda (p<0,001) kolesterol diizeyinin
yiikseldigi gozlenmistir. YYD+MC grubunda (p<0,01), YYD grubu ile
karsilastirildiginda kolesterol diizeyinin diistiigii gozlenmistir (Sekil 16).
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Sekil 16. Deney gruplarinda Kolesterol (B) diizeyleri. ***: p<0,001 kontrol (K) grubu
ilekarsilagtinldiginda. ++: p<0,01 YYD grubu ile karsilagtirildiginda.
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Kontrol grubu ile karsilastirildiginda YYD grubunda (p<0,001) HDL diizeyinin
distigii  gozlenmistir. YYD+MC grubunda (p<0,05), YYD grubu ile
karsilastirildiginda, HDL diizeyinin yiikseldigi gozlenmistir (Sekil 17).
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Sekil 17. Deney gruplarinda HDL (C) diizeyleri. ***: p<0,001 kontrol (K) grubu ile karsilastirildiginda.
+: p<0,05 YYD grubu ile karsilastirildiginda.
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6.5.2. Doku MDA, NO, 8-OHdG, TNF-a, MCP-1 ve MPO diizeyi bulgular

Kalp MDA, NO, 8-OHdG, TNF-a, MCP-1 ve MPO diizeyi bulgular1 asagidaki gibi

bulunmustur:

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda YYD grubunda (p<0,05) MDA diizeyinin
yiikseldigi gozlenmistir. YYD+MC grubunda (p<0,05), YYD grubu ile
karsilagtirildiginda MDA diizeyinde diisiis gozlenmistir (Sekil 18A).

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda YYD grubunda (p<0,05) 8-OHdG diizeyinin
yiikseldigi gozlenmistir. YYD+MC grubunda (p<0,05), YYD grubu ile
karsilastirildiginda 8-OHdAG diizeyinde diisiis gézlenmistir (Sekil 18B).

Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda YYD grubunda (p<0,05) NO diizeyinin distiigi
gozlenmistir. YYD+MC grubunda (p<0,05), YYD grubu ile karsilastirildiginda NO
diizeyinde artig gozlenmistir (Sekil 18C).

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda YYD grubunda (p<0,05) TNF-a diizeyinin
yiikseldigi gozlenmistir. YYD+MC grubunda (p<0,05), YYD grubu ile
karsilastirildiginda TNF-a diizeyinde diisiis gézlenmistir (Sekil 18D).

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda YYD grubunda (p<0,05) MCP-1 diizeyinin
yiikseldigi  gozlenmistir.  YYD+MC grubunda (p<0,05), YYD grubu ile
karsilagtirildiginda MCP-1 diizeyinde diisiis gézlenmistir (Sekil 18E).

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda YYD grubunda (p<0,01) MPO diizeyinin
yiikseldigi  gozlenmistir. YYD+MC grubunda (p<0,01), YYD grubu ile
karsilastirildiginda MPO diizeyinde diisiis gézlenmistir (Sekil 18F).
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Sekil 18: Deney gruplarinda kalp dokusuna ait MDA (A), 8-OHdG (B), NO (C), TNF-a (D), MCP-1
(E) ve MPO (F) diizeyleri. *: p<0,05, **: p<0,01 kontrol (K) grubu ile karsilagtirildiginda. +: p<0,05,

++: p<0,01 YYD grubu ile karsilagtirildiginda.
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Aort MDA, NO, 8-OHdG, TNF-a, MCP-1 ve MPO diizeyi bulgular1 asagidaki gibi

bulunmustur:

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda YYD grubunda (p<0,01) MDA diizeyinin
yiikseldigi  gozlenmistir.  YYD+MC grubunda (p<0,01), YYD grubu ile
karsilagtirildiginda MDA diizeyinde diisiis gozlenmistir (Sekil 19A).

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda YYD grubunda (p<0,01) 8-OHdG diizeyinin
yukseldigi gozlenmistir. YYD+MC grubunda (p<0,01), YYD grubu ile
karsilastirildiginda 8-OHdAG diizeyinde diisiis gézlenmistir (Sekil 19B).

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda YYD grubunda (p<0,01) NO diizeyinin diistigii
gbzlenmigtir. YYD+MC grubunda (p<0,05), YYD grubu ile karsilagtirildiginda NO
diizeyinde artig gozlenmistir (Sekil 19C).

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda YYD grubunda (p<0,01) TNF-a diizeyinin
yikseldigi  gozlenmistir. YYD+MC grubunda (p<0,01), YYD grubu ile
karsilastirildiginda TNF-a diizeyinde diistis gozlenmistir (Sekil 19D).

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda YYD grubunda (p<0,01) MCP-1 diizeyinin
yiikseldigi  gozlenmistir. YYD+MC grubunda (p<0,01), YYD grubu ile
karsilagtirildiginda MCP-1 diizeyinde diisiis gézlenmistir (Sekil 19E).

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, YYD grubunda (p<0,01) MPO diizeyinin
yiikseldigi gozlenmistir. YYD+MC grubunda (p<0,01), YYD grubu ile
karsilastirildiginda MPO diizeyinde diisiis gézlenmistir (Sekil 19F).
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Sekil 19: Deney gruplarinda aort dokusuna ait MDA (A), 8-OHdG (B), NO (C), TNF-a (D), MCP-1
(E) ve MPO (F) diizeyleri. **: p<0,01 kontrol (K) grubu ile karsilastirildiginda. +: p<0,05, ++: p<0,01
YYD grubu ile karsilastirildiginda.
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7. TARTISMA ve SONUC

Bu calismada, MC tedavisinin YYD'nin neden oldugu kalp ve aort hasar1 lizerindeki
tyilestirici etkileri biyokimyasal, histolojik ve immiinohistokimyasal yontemlerle
degerlendirilmistir. YYD ile indiiklenmis obezitede siganlarda viicut agirliginin, kan
serumunda trigliserit ve kolesterol diizeylerinin arttigi, HDL diizeyinin ise azaldig1
gozlenmistir. Ayrica YYD grubunda kalp ve aort dokularinda MDA, 8-OHdG, TNF-
a, MCP-1 ve MPO diizeylerinin diistiigli, NO diizeyinin ise azaldig1 gézlenmistir.
Biyokimyasal parametrelere paralel olarak YYD grubunda dejenere kalp ve aort
morfolojisinin ~ varligi  gozlenmistir. Immunohistokimyasal — degerlendirmeler
sonucunda kalp ve aort dokularinda iNOS ve NOX-2 immiinopozitif hiicrelerin,
apoptotik hiicrelerin arttig1, eNOS immiinopozitif hiicrelerin ise azaldig1 gozlenmistir.
MC ekstrakti uygulanmasinin YYD ile indiiklenmis obezitede tiim biyokimyasal,

histolojik ve immiinohistokimyasal parametreleri iyilestirdigi gézlenmistir.

Yapilan insan ve hayvan ¢alismalari, YYD'nin viicut agirligini 6nemli l¢tlide arttirarak
obeziteye neden oldugunu bu nedenle diyetin yag iceriginin kilo artisiyla yakindan
ilgili oldugunu gostermistir (Hariri ve Thibault, 2010). Oksidatif stresin obezite ve kilo
kaybinda 6nemli bir rolii oldugu bilinmektedir, bu nedenle antioksidan tedavilerle
ilgili birgok calisma bulunmaktadir (Engin, 2017; Elmas ve ark., 2019). MC
ekstraktinin antiobezitik etkileri oldugu bildirilmistir. Yapilan bir ¢alismada 6 hafta
boyunca standart yem, YYD, YYD+Sibutramin, YYD+MC (200 mg ve 400 mg)
verilen sicanlardan YYD ile beslenen siganlarin viicut agirliklari kontrol
grubundakilere gore belirgin derecede artig gosterdigi, 5 mg/kg sibutramine verilen
grupta YYD grubuna oranla %32 oraninda kilo kaybi, MC verilen gruplarda ise YYD
grubuyla karsilagtirlldiginda %21-%24 oraninda kilo kaybi goriilmiistiir (Ahmed,
2013). Calismamizda da benzer sekilde YYD ile beslenen sigan grubunda, standart
sican yemi ile beslenen kontrol grubundaki hayvanlara gore viicut agirliklarinin arttigi,

MC ekstrakti uygulanmasi ile viicut agirliklarinin anlamli olarak azaldig goriilmiistiir.

Obezitede lipit metabolizmasindaki anormallikler sikca goriilmektedir. Yapilan
calismalar, obez hayvanlarda serum trigliserit ve kolesterolde artis ve HDL
diizeylerinde azalma gibi lipid profillerinde 6nemli degisiklikler oldugunu géstermistir

(Elmas ve ark., 2019; Kanpalta ve ark., 2022). Yapilan bir arastirmada 14 hafta
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boyunca YYD ile beslenen siganlara siit tozu ve kefir peptidi uygulanmasi sonucunda
YYD ile beslenen hayvanlarin serum TG, total kolesterol, LDL ve serbest yag asidi
degerleri yiiksek bulunmus, YYD-+kefir peptidi verilen grupta serum seviyelerinde
ozellikle LDL ve serbest yag asidinin onemli dl¢iide diistiigii gosterilmistir (Tung ve
ark., 2018). Ayrica YYD ile 16 hafta beslenen farelerle yapilan bir ¢alismada 10 hafta
sonra insandakine benzer sekilde obezite, hiperlipidemi ve hiperinsiilinemi tablosu
gelistigi bildirilmistir (Ito ve ark., 2007). MC tedavisinin, YYD'nin neden oldugu
obezitede sicanlarda goriilen dislipidemiyi Onledigi ve biyokimyasal degisiklikleri
onemli Ol¢iide iyilestirdigi gosterilmistir (Ahmed ve ark., 2013; Patra ve ark., 2015).
Bu bulgulara paralel olarak YYD grubunda kan serumunda trigliserid ve kolesterol
diizeylerinde artiy, HDL diizeyinde azalma gdzlenmis ve MC uygulanmas: ile bu

bulgularin diizeldigi gézlenmistir.

Diyete bagli obezitede oksidatif stresin 6nemli rol oynadigi bilinmektedir. Obezite,
NOX iretimi, oksidatif fosforilasyon, protein kinaz C aktivasyonu, gliseraldehid
oksidasyonu, gibi bircok biyokimyasal mekanizma araciligiyla oksidatif stres
olusturmaktadir. Obezitenin kalp ve damar hastaliklarini da artmig ROS iiretimi ile
tetikledigi belitilmistir (Elmas ve ark., 2019; Gamez-Mendez ve ark., 2015). Obezite
ve kardiyovaskiiler sistem ile iligkili yapilan c¢aligmalarda kalp ve damar
hastaliklarinin obezitenin yaygin oldugu bolgelerde daha sik goriildiigii gosterilmistir
(Bray, 2004; Bliiher, 2009). Obezite olusumundaki temel sebeplerden biri olan yag
orani yiiksek besinlerin tiikketilmesinin siiperoksit anyonlarinin {iretimini arttirarak
oksidatif stres olusumunu arttirdigi bilinmektedir (Yu ve ark., 2018). Ayrica
obezitenin, enflamatuar hiicre infiltrasyonu, yaygin fibroz ve kollajen birikimi yoluyla
da normal kalp morfolojisini bozdugu, ayrica damarlardaki endotel hiicrelerinde
yapisal degisikliklere yol acarak endotelyal disfonksiyon gelisimini arttirdigi
gosterilmigtir (Du J ve ark, 2013). YYD ile indiiklenen obez siganlarda, MC'nin
antioksidan aktiviteyi arttirdigi, bobrek ve mesane dokusunda histopatolojik
degisiklikleri iyilestirdigi gosterilmistir (Kanpalta ve ark, 2022). Benzer sekilde

calismamizda MC uygulanmasinin kalp ve aort morfolojisini iyilestirdigi gézlenmistir.

Bir¢ok hastaligin tedavisi ve dnlenmesine yonelik arastirma calismalarinda bitkisel

antioksidanlarin kullanimi artmustir (Tuzcu ve ark., 2017; Mabrouki ve ark., 2020).
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Yapilan arastirmalar sonucunda MC'nin meyveleri, yapraklart ve ugucu yaglarinin
etkileri ortaya konulmustur (Patra ve ark., 2015; Alipour ve ark., 2014). Onceki
caligmalar, MC'nin ¢esitli hayvan modellerinde oksidatif strese karsi antiobezite,
antioksidatif, antiinflamatuar, antiapoptotik etkilere sahip oldugunu goéstermistir.
Ayrica MC'nin bilesiklerinden semi-myrtucommulone ve myrtucommulone-A’nin
antiaterojenik etkileri bildirilmistir (Rosa ve ark., 2003; Rossi ve ark., 2009). Bununla
birlikte literatirde MC tedavisinin kalp ve aort iizerindeki etkilerini ortaya koyan

calismalar siirhidir.

NO, vaskiiler yaralanma, enflamasyon ve tromboza karst koruyucu etkisiyle
kardiyovaskiiler homeostazin devam etmesinde 6nemli bir role sahiptir (Engin, 2017).
NO, lokositlerin endotele yapismasini inhibe eder, vaskiiler diiz kas hiicrelerini
proliferatif olmayan bir pozisyonda tutar ve trombosit agregasyonunu sinirlar (Kumral
ve ark., 2017; Ritchie ve ark., 2016). Ayrica obezite ve hipertansiyon gibi yaygin
kardiyovaskiiler risk faktorleri, endotelin koruyucu islevini bozmaktadir (Skrzep-
Poloczek ve ark., 2020). Yapilan ¢alismalarda YYD'nin neden oldugu obezitenin ROS
tiretimini, iINOS aktivitesini arttirdigini, NO seviyelerini ve eNOS aktivitesini ise
azalttigimi gostermistir (Godo ve ark., 2016; Engin, 2017). Calismamizda, YYD ile
indiiklenen obez si¢anlarda hem kalpte hem de aortta iNOS-ir hiicrelerinde artis,
eNOS-ir hiicrelerinde ve NO diizeylerinde ise azalma oldugu gozlenmistir. MC
tedavisinin, hem kalp hem de aort dokularinda NO diizeylerini, eNOS-ir ve iNOS-ir

diizeylerini iyilestirdigi goriilmiistiir.

YYD ile beslenmenin ROS iiretimini arttirdig1 ve dokularda patolojik degisikliklere
neden oldugu bilinmektedir (Ritchie ve ark., 2016). MDA, lipid peroksidasyonunun
belirteci oldugu ve YYD ile indiiklenen obezitede MDA diizeylerinin arttig1
bildirilmistir (Patra ve ark., 2015; Sen ve ark., 2016; Kanpalta ve ark., 2022). Onceki
caligmalar, antioksidan ajanlarin YYD ile indiiklenen obezitede MDA diizeylerini
diistirdiigiinii goéstermistir (Wang ve ark., 2016; Yasar ve ark., 2021). Bu bulgulara
paralel olarak calismamizda YYD grubunda MDA diizeylerinin arttigi ve MC
tedavisinin hem kalp hem de aorttaki degisiklikleri iyilestirdigi gdzlenmistir. Yapilan
caligmalar, aktive edilen NOX-2’nin elektronlar1 oksijene tasiyarak ve siiperoksit

anyonlarinin olusumunu arttirdigin1 bu nedenle NOX-2’nin ROS'un ana kaynagi
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oldugunu gostermistir (Wang ve ark., 2016). NOX-2 enzim inhibisyonunun dokulari
oksidatif hasara karsi korumada rol oynadigi diisiiniilmektedir (Ma ve ark., 2014).
Yiiksek yaglh bir diyetle beslenme, siiperoksit anyonlarinin iiretimine yol agcan NOX-
2'nin aktivasyonuna ve sonug¢ olarak oksidatif stresin artmasina neden olmaktadir.
NOX-2, endotelyal reaktif oksijen tiirlerinin ana kaynagidir ve damarda endotelyal
hiicrelerde, adventisyadaki fibroblastlarda ve diiz kas hiicrelerinde eksprese
edilmektedir. NOX-2 tarafindan tretilen fazla miktardaki ROS’un endotelyal
disfonksiyona neden olarak vaskiiler komplikasyonlara neden oldugu gosterilmistir
(Du ve ark., 2013). Caligmamizda YYD'nin NOX-2 imminopozitif hiicre sayisini
arttirdig1r ve MC tedavisinin antioksidan etki mekanizmasiyla NOX-2 immiinopozitif

hiicre sayisin1 azalttig1 gdzlenmistir.

Yag dokusu, TNF-a ve IL-6 gibi sitokinleri sekrete eden bir endokrin organ olarak
kabul edilmektedir. Obezitede adipositlerin hem hiperplazisi hem de hipertrofisinde
artig goriillmektedir. Bu nedenle obezite de kronik enflamatuar bir hastalik olarak kabul
edilmektedir. Artan yag dokusu nedeniyle TNF-a, MCP-1 ve IL-6 gibi proinflamatuar
sitokinlerin ekspresyonunun arttigi bilinmektedir (Gregor ve Hotamishgil, 2011).
Calismamizda, YYD ile indiiklenen obezitenin ROS'un arttirarak ve antioksidan
savunmay1 bozarak enflamasyonla iligkili belirtecleri arttirdigi gézlenmistir. YYD
grubunda hem kalp hem de aort dokularinda TNF-a ve MCP-1 diizeylerinin artmasi
YYD'ye bagli hasarlarin enflamasyon ile iliskili oldugunu ortaya koymustur. MC
tedavisinin, hem kalp hem de aort dokularinda TNF-a ve MCP-1 dahil olmak iizere

enflamatuar belirteglerin seviyelerini azalttigi goriilmiistiir.

Bir diger enflamasyon belirteci olan MPO da oksidatif stres durumunda artan bir
enzimdir ve obezitede dokularda artis1 oldugu bilinmektedir (Piek ve ark., 2019). YYD
ile beslenen sicanlarda artan MPO diizeylerinin MPO inhibitérii olan ajanlar
verildikten sonra diistiigii, ayrica kullanilan MPO inhibitoriiniin yag doku artisini,
enflamasyonu ve karaciger ve kalpteki dejenerasyonu azalttigi bildirilmistir (Piek ve
ark., 2019). Bu bulgulara paralel olarak ¢alismamizda kalp ve aort doku 6rneklerinde
olgiilen MPO diizeylerinin YYD grubunda kontrol grubuyla karsilastirildiginda
anlaml olarak artmis oldugu, YYD+MC grubunda ise hem kalp hem de aort
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dokularinda YYD grubu ile karsilastirildiginda anlamli bir diisiis meydana geldigi

goriilmiistiir.

Oksidatif stres ayrica dokuda proliferasyon ve apoptozun diizenlenmesini de
etkilemektedir. Hiicrelerde apoptozdaki artiglarin dokuda hasara neden oldugu ve kalp
ve damar hastaliklari dahil bir¢cok hastaligin patolojisinde rol oynadigi bilinmektedir.
YYD ile indiiklenen obezitenin dokularda oksidatif stresi arttirarak apoptotik hiicre
sayisini arttirdigr gosterilmistir (Hunter ve ark., 2005). Bu ¢alismada YYD grubunda
kalpte kardiyomiyositlerde ve aortta endotel ve diiz kas hiicrelerinde apoptotik hiicre
sayisinin arttigi gozlenmistir. MC tedavisinin, giiclii antioksidan ve antiinflamatuar
etkiler yoluyla hem kalp hem de aortdaki apoptotik hiicreleri azalttig

diistiniilmektedir.

YYD ile indiiklenen obezitede artan ROS olusumu, hem lipidlerin hem de niikleik
asitlerin oksidasyonuna neden olmaktadir. Obezite, kronik bir oksidatif stres durumu
olarak kabul edilmektedir ve ateroskleroz, hipertansiyon, kalp ve damar hastaliklarinin
patogenezinde onemli rol oynayan DNA hasarina neden olmaktadir (Tobore ve ark.,
2020). Oksidatif hasar1 hiicrelerde replikasyon ve transkripsiyonu bozarak genetik
kararsizliga ve mutasyon artisina neden oldugu bilinmektedir. DNA'daki oksidatif
hasarin siddetini belirlemek i¢cin ROS'un dokuda olusturdugu DNA hasarinin bir
gostergesi olan 8-OHAG diizeylerinin dl¢iimii yapilmaktadir (Maciejczyk ve ark.,
2016). Onceki calismalar, YYD'nin neden oldugu obezitenin bircok dokuda 8-
OHdG'yi arttirdigin1 gostermistir (Valavanidis ve ark., 2009; Kanpalta ve ark., 2022;
Kuru Yasar ve ark., 2021). Bu bulgulara paralel olarak ¢alismamizda YYD grubunda
kalp ve aort dokularinda 8-OHdG diizeyinde artis ve apoptotik aktivite gézlenmistir.
Bununla birlikte, MC tedavisi hem kalp hem de aort dokularinda apoptotik aktiviteyi
ve 8-OHdG seviyesini diisiirdiigii gézlenmistir. MC, apoptotik aktivitenin inhibisyonu
yoluyla YYD'nin neden oldugu kalp ve aort hasarini iyilestirmistir. Bu ¢alismada MC
ekstraktinin kalp ve aort dokusunda antioksidan ve antiapoptotik fonksiyona sahip

olabilecegi gosterilmistir.

Sonug olarak, bu calisma YYD'nin neden oldugu obezitenin, artmis oksidatif stres,
NOX-2-ir ve INOS-ir, azalmig NO aktivitesi ile lipid profillerinde degisiklige, kalp ve

aort dokularinda histopatolojik hasara neden oldugunu ortaya koymustur. MC
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tedavisinin giiclii antioksidan, antienflamatuar ve antiapoptotik etkileri oldugu,
oksidatif stresi inhibe ederek ve NO metabolizmasin1 diizenleyerek YYD'nin neden
oldugu kalp ve damar hasarim1 iyilestirebilecegi konusunda literatiire katkida
bulundugu diistiniilmektedir. Kronik ve c¢ok fazla etkeni olan bir hastalik olan
obezitede MC’nin terapdtik kullaniminin miimkiin olmasi i¢in daha fazla deneysel ve

klinik ¢aligma yapilmasi gerektigi g6z dniinde bulundurulmalidir.
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